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RESUMO

Diante da importancia da produgcdo vitro de embrides (PIVE) na expansdo do
melhoramento genético, é importante a busca deag@i®s tecnolégicas que possam
potencializar o desenvolvimento embrionarnn vitro. Fibroblastos embrionarios de
camundongo (MEFs) tém sido amplamente utilizadosiocaamada alimentadora para
suportar as células-tronco embrionérias, devidaadiberacdo de fatores de crescimento. As
células-tronco mesenquimais (MSCs) identificadapadir de diferentes fontes, também
liberam fatores bioativos que possam suportar scorento celular. Este estudo tem como
objetivo investigar o efeito da co-cultura de MS€ rdedula 6ssea de rato ou MEF como
fonte alimentadora na producéovitro de embrides bovinos. Complexo cumulus oophorus
foram maturados em trés grupos distintos: Con{®TeRL), co-cultura com monocamada de
células mesenquimais de ratos (MSC) ou co-cultwa enonocamada de fibroblastos
embrionarios de camundongos (MEF). A fecundacaoefaiizada em condicdo controle para
todos os grupos e os embrides fecundamegro foram também cultivados a partir do quarto
dia em CTRL, co-cultura com MSC ou co-cultura corgRVIformando os seguintes grupos
experimentais: (CTRL/CTRL) — maturacdo e cultivobeionario em condicdes CTRL;
(CTRL/MSC) — maturacdo em CTRL e cultivo embrioogm MSC a partir do quarto dia
apos o inicio do cultivo embrionario vitro; (CTRL/MEF) — maturacdo em CTRL e cultivo
embriondrio em MEF a partir do quarto dia apds ioiondo cultivo embrionarian vitro;
(MSC/CTRL) — maturacdo em MSC e cultivo embrionaeim CTRL; (MSC/MSC) —
maturacdo e cultivo embrionario em MSC a partirq@arto dia apos o inicio do cultivo
embrionérioin vitro; (MEF/CTRL) — maturacdo em MEF e cultivo embriood&@m CTRL e
(MEF/MEF) — maturacao e cultivo embrionario em M&partir do quarto dia apds o inicio
do cultivo embrionarian vitro. Nenhuma diferenca significativa foi encontraddresros
oocitos dos grupos CTRL, MSC e MEF, na taxa deuestts em metafase Il, apoptose e
clivagem nos embribes de 4 dias apds o inicio diivoun vitro. O namero de células da
massa celular interna, células do trofoblasto,laglem apoptose e células totais foram iguais
(P>0,05) entre os embrides dos diferentes gruppsrementais. As taxas de embrides em
estagio de blastocisto, blastocisto expandido,tddasto eclodido e blastocistos totais dos

grupos experimentais nao se diferiram (P>0,05) étone dia de cultivo embrionario. No



oitavo dia de cultivo embrionario houve diferenB&x@,05) da taxa de blastocisto eclodido,
sendo maior no grupo CTRL/CTRL quando comparadgrapo MSC/MSC; no entanto, a
propor¢do de blastocisto, blastocisto expandiddastdxistos totais ndo foram diferentes
(P>0,05) entre os grupos experimentais. Concluiguasnao houve melhora significativa no
desenvolvimento embrionario bovino utilizando cétwmas com MSC de ratos ou MEF de
camundongos, quando comparado com sistema deaglatrole. Entretanto, mais estudos
investigando o uso de células-tronco de outrasefordu seu meio condicionado sao

necessarios para se entender melhor o efeito dedtdas no desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: PIV de Embrides bovinos, camada alilmentacdo, células-tronco

mesenquimais, fibroblastos embrionarios de camugmon



ABSTRACT

Due to the importance oin vitro embryo production (IVEP) to accelerate genetic
improvement is important the search for technolalgitnovation that can enhance thevitro
embryo development. Mouse embryonic fibroblasts Fg)Ehave been widely used as a
feeder layer to support embryonic stem cells dueth@r release of growth factors.
Mesenchymal stem cells (MSCs) from different sosineere also found to release bioactive
factors that can support cell growth. This studysato investigate the effect of co-culture of
MSC from rat bone marrow or MEF as a feeder sofmcen vitro production of bovine
embryos. Cumulus oophorus complexes were matutedhnee groups: control (CTRL), co-
culture with monolayer of mesenchymal cells of MSC) or co-cultured with monolayer of
embryonic fibroblasts of mice (MEF). Fertilizatioras performed in control condition for all
groups, and in vitro fertilized embryos were cudtifrom fourth day on in CTRL, co-culture
with MSC or co-cultured with MEF, so that the fallmg groups were performed: (CTRL /
CTRL) - maturation and embryo development in CTRinditions; (CTRL / MSC) -
maturation in CTRL and embryo development with M8@n the fourth day on after the
beginning of thein vitro embryo culture; (CTRL / MEF) - maturation CTRL arthbryo
development with MEF from the fourth day on aftkee toeginning of the in vitro embryo
culture; (MSC / CTRL) - MSC during maturation anmdl@yo development in CTRL; (MSC /
MSC) - maturation and embryo development in MSQOnfrthe fourth day on after the
beginning of thein vitro embryo culture; (MEF / CTRL) - maturation and egtr
development in MEF and CTRL (MEF / MEF) - maturatemd embryo development in MEF
from the fourth day on after the beginning of enagbdevelopmentn vitro. No significant
difference was found among the oocytes maturedTiRIC MSC and MEF conditions for
metaphase Il and apoptosis rates and for cleavaigeim embryos at 4th day after the
beginning of the in vitro culture. The number ofi€é the inner cell mass, trophoblast cells,
apoptotic cells and total cells were similar (P85).in the embryos from all experimental
groups. The rates of blastocyst formation, expantatthed and the total of blastocysts did
not differ among experimental groups (P> 0.05)tatday of embryo development. At eighth
day of embryo culture we observed a difference QR5) in hatched blastocyst rate which

was higher in the CTRL /CTRL group when comparedi®C/MSC group, however, the



proportion of blastocyst, expanded and total blasits was not different (P> 0.05). We
conclude that there was no significant improvenierttovine embryo development using co-
cultures of MSC from rats or MEF when compareddntml culture system. However more
studies investigating the use of stem cells froheosources or their conditioned medium are

needed to better understand the effect of these @melembryonic development.

Key words: PIV Bovine embryos, feeder layer, mebgnal stem cells, embryonic mouse

fibroblasts.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui aproximadamente 211 milhdes de nosvisendo, assim, 0 maior
rebanho comercial do mundo (IBGE, 2014). As biaeasreprodutivas tém assumido papel
importante na melhoria do rebanho nacional. Desdrbiotécnicas aplicadas a reproducéo de
bovinos no Brasil, destaca-se a producéo de ensaridavo ein vitro por sua capacidade de
multiplicagcdo de descendentes e de reducao dovahbeentre geracdes, contribuindo para
acelerar o ganho genético. No entanto, os embpéeduzidos em sistema vitro ndo se
desenvolvem bem, quando comparados aos embridel®lat partir de fontem vivo. As
diferencas na producao de blastocisto de altadpddi se dao principalmente pelas condicbes
sub ideais que o ambiente de culturaitro oferece (POMAR et al., 2005). Em funcéo disto,
melhorias nos sistemas de cultimovitro sdo de fundamental importancia para a evolugao da

técnica.

Atualmente, os meios mais utilizados sdo estritdenatefinidos por compostos
quimicos, com adicdo de sais minerais, vitaminptinas, além de fontes de energia, tais
como glicose, lactato de célcio, piruvato e amird#c (PARK et al., 2013). Mesmo com
essas caracteristicas, os meios ndo suprem assidedes requeridas para o0 Otimo
desenvolvimento dos embridas vitro. Assim, um suplemento mais adequado é necessario
para suportar as exigéncias dos embridestro e fornecer condi¢cdes similares ao ambiente
in vivo. Na tentativa de mimetizar as condi¢c@evivo, tém sido utilizados sistemas de co-
cultura celular. A aplicagdo de células somaticas eo-cultura para 0 apoio no
desenvolvimento de embrides produzidosvitro em mamiferos foi aplicada pela primeira
vez por Biggers et al., (1962), que cultivou emési&m co-cultura de células de oviduto de
rato. Embora os mecanismos pelos quais as célomaatisas melhoram o desenvolvimento
embriondrio ndo estejam totalmente esclarecidospdo de acdo dos sistemas de co-cultura
se da através de dois principais mecanismos: ues @eh desintoxicacdo do meio e o0 outro &
através da disposicdo de metabolitos e estimuladieecrescimento especificos que essas
células podem liberar e, que estdo ausentes n@s w@vencionais, sem co-cultura (ORSI e
REISCHL, 2007).

Células epiteliais de oviduto e fibroblastos emdiitas foram utilizadas em sistema
de co-cultura na producéo vitro de embriGes em diferentes espécies de animaisl(®RS
REISCHL, 2007). As células-tronco mesenquimais (lg)SGado uma fonte de células

somaticas que podem ser utilizadas em sistema-dalitwa de embrides (HEIDARI et al.,
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2013). Essas células séo caracterizadas por sa&idage de se diferenciar em linhagens
celulares especificas, ja que sdo multipotentésnesido consideradas uma importante fonte
de células para aplicacdo na engenharia de tepwolomuitos anos (KIM et al., 2009). As
MSCs também secretam varios fatores bioativos guiiaan na reparacdo e regeneracao de
tecidos lesionados (KIM et al., 2009). Além de starfatores de crescimento como MCP-1,
VEGF-A, EGF, FGF-2, IL-6, LIF, e TGF-I3, também stam uma variedade de citocinas
(TIAN et al., 2011). O fibroblasto embrionario denmundongo (MEF) é utilizado em co-
cultivo de célula-tronco embrionaria e é essertaiato para o isolamento das células-tronco
embrionarias, quanto para sua manuteripdatro (KLIMANSKAYA et al., 2007). Além
disso, estimulam o crescimento e permitem que lataséronco embrionarias mantenham-se

indiferenciadas pelo contato direto com o co-cal{VILLA-DIAZ et al., 2009).

Assim, MSCs e MEFs, por suas propriedades, conexie&io de fatores bioativos,
suporte ao crescimento de outros tipos celulafesikdade de obtencdo, sédo extremamente
atrativas em diversas tecnologias celulares. Negmte estudo, investigamos o uso de MSC
de rato e MEF de camundongo na co-cultura paraizgma PIVE, baseado na hipotese de
gue estas células podem funcionar como uma cantiatengadora, melhorando a eficiéncia e
a qualidade dos embrides.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producéoin vitro de embrides bovinos (PIVE)

Atualmente, o Brasil ocupa uma posicdo de destaguecenario mundial, com
reconhecimento internacional por sua producdo dariéasin vitro. E evidente o impacto
dessa técnica na produc¢do animal, destacando-se @@mncipal método para a reprodugéo
de animais economicamente interessantes para ¢G@ldVEIA, 2011). A PIVE envolve as
etapas de coleta de odcitos, maturagaatro (MIV), fecundacadn vitro (FIV) e cultivoin
vitro (CIV) até alcancar o estagio de blastocisto, séadas importantes para a qualidade do
embrido a ser produzido. Além disso, a menor gadéddos embrides produzidis vitro
limita a sua viabilidade e criopreservacdo quandmparado com os produzidas vivo
(ONGARATTO, 2009). Tais resultados, provavelmest® consequéncias de diferencas em

diversas caracteristicas observadas entre os esbpibduzidosn vitro e os embribes



15

produzidosin vivo (NEVES et al.,, 2010). A soma de varios aspectais, tcomo fatores
ambientais, fatores inerentes ao proprio sistemRI¥E& e remocdo do odcito do ambiente
folicular, levam a diminui¢éo na producéo de bleistos quando comparada aquela obtida in
Vivo, ja que esses fatores interferem de formathegaa interagdo morfologica, hormonal e
molecular entre o odécito e as células folicula(@DTTARDI e MINGOTI, 2009) Mesmo
com a evolucdo da PIVE nos ultimos anos e a slizagio crescente em programas de
melhoramento genético bovino, a percentagem dei@esbgque se desenvolvem até o estagio
de blastocisto é, na maioria das vezes, infer&%, e o indice de gestagdo também é baixo,
em torno de 40% (NEVES et al., 2010).

2.2 Maturagao oocitaria

O procedimento de cultivo do odcito deve promovarambiente similar ao folicular
e tubario para que a maturacao citoplasmatica kearuacorra. Neste sentido, a MIV € uma
das fases mais importantes da PIVE, pois € nessedpeque o odcito adquire capacidade
para prosseguir nos proximos eventos (FIV e CIVARMINS et al., 2012). A maturacao
oocitéria envolve mecanismos complexos, dentre waEsgmuitos ndo estdo totalmente
elucidados. Devido a tal fato, a maturag@ovitro ndo € totalmente eficiente a ponto de
estabelecer um numero significativo de odcitos eiggue suportem o desenvolvimento de
um embrido competente (GOTTARDI e MINGOTI, 2009h processo da PIVE, a auséncia
da selecéo natural associada a condi¢bes ndo weasltivo, promove uma diminuigdo na
qualidade dos embrides produzidos (BLANCO et aQl11d. Assim, € de fundamental
importancia focar a atencéo nos diversos fatoressg§o secretados pelo odcito, cujas funcdes
sdo de controlar aspectos nas atividades das €élalaumulus e vice-versa, pois a interacédo
e a regulacao reciproca entre o0cito e célulasulalies sdo responséveis pela criacdo de um
microambiente especial e Unico, capaz de oferedastas condi¢cdes ideais para promover a
competéncia e capacitacdo do odcito. Dessa fortrenés de estudos avancados, pode-se
elucidar os mecanismos fisiolégicos, bioquimicom@eculares que estdo envolvidos no
processo de maturacdo, os quais poderdo contijiaua eficiéncia do sistema de PIVE
(GOTTARDI e MINGOTI, 2009). Em grande parte daséesps de mamiferos, o odcito se
desenvolve e amadurece no ambiente folicular. Assiarios tipos de células sao

responsaveis pela criacdo de um ambiente parasgoeocorra. Células da teca, células da
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granulosa, células do cumulus e o proprio odcittigieam de uma complexa interacdo de
sinalizagdo para controlar o crescimento folicidam maturacdo oocitaria. O ambiente
folicular ndo é simplesmente um soro, mas sim, wiomodificado especificamente pelas
células foliculares, sobretudo para oferecer cdiedicadequadas para a ovulagdo de um
foliculo. Dentro deste ambiente, o odcito e aslasldo cumulus que estdo em sua volta, sao
uma unidade funcional com comunicacdo dinamicaapoere entre cada tipo de célula. O
odcito segrega fatores que regulam as funcdesdlalas do cumulus e do desenvolvimento
folicular, e as células do cumulus liberam molésula transporte, que sao necessarias para o
desenvolvimento e a maturacdo do odcito, tantoeauaomo citoplasmatica (GILCHRIST,
2008). O odcito pode criar um microambiente Otimentcb do foliculo, podendo se
desenvolver e atingir competéncia maxima. Destandpra capacidade do odcito para
produzir e secretar fatores, bem como a capacidadecélulas do cumulus de responder
adequadamente a esses fatores, contribuem pararnsacio do odécito competente
(KRISHER, 2013). Diante dessa situacao, tém sidenswamente estudados os fatores que
estdo envolvidos na inducdo da maturacdo do oéapibs a remocao do mesmo do ambiente
folicular, j& que a maturagdo nuclear espontaneadddo nédo é suficiente para resultar no
desenvolvimento embrionariin vitro com a mesma eficiéncia de embrides vivo
(GOTTARDI e MINGOTI, 2009).

2.4 Fecundacaon vitro (FIV)

A fecundacédo, propriamente dita, ocorre no momemnto que 0 espermatozoide
capacitado entra em contato com o0 o00cito madures&lenomento, ha uma reacdo em
cascata, desencadeada pela passagem do esperdetatavés da membrana pellcida,
penetracdo na membrana plasmatica e alojamentotei@or do citoplasma oocitario. Essa
fusdo envolve o espermatozoide por completo, na aggamesmo a cauda se integra ao
citoplasma. Tal fato € fundamental para que hagsteuturacdo do citoesqueleto para o
primeiro ciclo de divisao celular (GENOVEZ et &010).
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2.6 Cultivoin vitro (CIV)

O CIV é a etapa mais critica e a mais extensa adupéoin vitro de embrides, pois
nesse momento deve ser estabelecido um ambierdgd¥aV, que é suprido pelo ambiente
intra uterino em condi¢des vivo para que o suposto zigoto se diferencie morfologente,
sem prejudicar suas caracteristicas fisiologicdsioguimicas, até alcancar o estagio de
blastocisto, sete dias apds a fecundacdo. O emimiéEse periodo, sofre uma sequéncia de
divisbes mitéticas que leva a compactacdo dosamesbs, formando uma mérula compacta
e, posteriormente, o desenvolvimento da blastochlEgando ao estagio de blastocisto inicial
(FREI et al., 1989). Diante da necessidade de urniente que proporcione as mesmas
caracteristicas observadasvivo, € necessaria a compreensao de diversos fatoradtoe
que influenciam o desenvolvimentovitro, j& que estes podem comprometer a producéo de

embrides por excesso ou falta de algumas subss§@@ELHO et al., 2006).

2.7 Meios utilizados

Apesar de modificagcbes em alguns fatores indivijuas sistemas de producéo
vitro sdo basicamente compostos por duas solu¢desdadefim meio de cultura de tecido 199
(TCM-199: do inglés tissue culture medium) e/ouwd® Sintético de Oviduto (SOF). Além
dessas duas solucbes de base, os laboratorioerdetiiferentes protocolos, adicionando
horménios, sais, aminoacidos e padronizando a &wmaosgasosa, em prol do bom

desenvolvimento, desde a aspiracéo até a formaghmstocisto (BRANDAO, 2006).

O meio TCM-199 é composto por substancias que aberas necessidades de células
somaticas no geral; assim, ndo possui caractagstispecificas para suprir as necessidades
do CCOs durante o cultivo de maturagao. Dianteodigssquisadores investigam formulacdes
de suplementos mais especificos para a melhompaalade final dos odcitos (GOTTARDI
e MINGOT, 2009). Os principais aditivos utilizadostualmente sao: hormdonios
gonadotropicos (LH, FSH), uma fonte de proteinay@soro fetal ou albumina, antibiéticos
(p.ex. penicilina, estreptomicina, gentamicina,),eppdendo ou ndo ser condicionado em
solucéo de 6leo mineral ou Oleo de silicone, alémainosfera controlada em 5% de CO2
(BRANDAO, 2006).
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ApOs a maturacdo, 0s 00citos e 0s espermatozdidesantidos juntos, em meio de
Tyrode modificado com albumina, lactato e piruvaddjcionado de antioxidantes (meio
FERT-TALP), para que ocorra a fertilizacdo (PARRISHAI., 1986). Finalmente, 0os o06citos
ja fecundados (zigotos) sédo levados ao cultivo que, sua vez, vem sendo modificado
durante os anos. Inicialmente, o sistema maiszatib era o TCM-199 adicionado de
proteinas e antibidticos, associado ao co-cultivo células somaticas (p.ex. células da
granulosa ou do oviduto) e atmosfera de 5% de Q@2awreatmosférico (THIBODEUX e
GODKE, 1992).

O meio denominado Fluido Sintético de Oviduto (S@dt)disseminado, pois sua
composicdo se assemelha com o ambiente do oviduém disso, sdo acrescentados
aminoacidos essenciais e ndo essenciais, aléntrai® ade sodio e mioinositol (SOFaaci). As
pesquisas ainda buscam inovagdes nas condi¢cOesnasfale cultivo, testando adi¢coes de
antioxidantes, nutrientes como lactato, piruvagh@se, proteinas e macromoléculas, com o

intuito de tornar o meio mais completo e efetiavigado por BRANDAO, 2006).

2.8 Sistemas de cultivo

As necessidades do embrido evoluem e se diferendiarante o processo de
desenvolvimento até a fase de blastocisto. Em disto, é dificil atender as exigéncias dos
embriGes em cultivin vitro, tornando o periodo de pré-implantacdo uma falseade, ja que
as vias metabolicas dos embrides nio séo totalnesctarecidas (GUERIN e MENEZO,
2011). Durante o periodo de pré-implantacdo oaoma sequéncia de acontecimentos, como
ativacdo do genoma embrionario, divisdo celulampactacdo dos blastdmeros e inicio da
diferenciac@o celular embrionaria que, por sua déerenciard em células do trofoblasto,
dando origem a placenta e células do embrioblagte dard origem ao feto. Dai a
importancia de boas condi¢cbes de cultivo para o desenvolvimento embrionario, ja que
vérios fatores intrinsecos e extrinsecos estdohadws, 0 que requer pesquisas para definir
melhores protocolos que alcancem a maxima efi@éacjualidade dos embriées produzidos
in vitro (BAVISTER, 2000).

As condicdes de cultura devem respeitar varioslibgos fisicos e quimicos, como

pH, pressdo osmotica, fluxo metabdlico de composonsrgéticos, suplementos, etc.,
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inclusive a regulacdo autécrina e paracrina quest@xidurante o desenvolvimento
embrionario. Varios sistemas de co-cultura foraaniificados e tem sido demonstrado que
existe uma complexa relacdo entre os embrides cglakas do co-cultivo. As células co-
cultivadas podem provocar alteragfes continuas &o e cultura, eliminando compostos
toxicos e/ou fornecendo fatores embriotroficos, guath ser benéficas aos embrides
(GUERIN e MENEZO, 2011). Em contrapartida, existawnento dos riscos associados a
transferéncia de virus e outros agentes patogésidoselulares entre células somaticas e o
embrido (THOMPSON, 1997).

Além das condi¢des de cultivo, o numero de embrjiiesentes na gota de cultura
também € um fator importante, ja que os embriddsvados em grupo se desenvolvem
melhor do que aqueles cultivados individualmensso Ise deve ao fato de que embrides
desenvolvidos em grupo secretam fatores embric@ue irdo atuar de forma autécrina e
paracrina, estimulando o desenvolvimento dos eredrifie estdo por sua volta, bem como o
seu proprio desenvolvimento (GARDNER, 2000).

Outro método para cultivo de embrides é o de auldér perfusdo, no qual o principio
€ que os embribes permanecam em uma camara, atl@avgsl o meio pode fluir de forma
continua ou intermitente, proporcionando a vantaderse alterar a composi¢cdo do meio sem
nenhuma perturbacdo e efeito do ambiente exterr® exabribes (TROMPSON e
PETERSON, 2000).

2.9 Co-cultura

Atualmente, tem se utilizado co-cultura de céldamsaticas da granulosa ou células
do cumulus do proprio odcito em sistema de culiiveitro de embribes, com o objetivo de
favorecer o desenvolvimento dos zigotos até a thseblastocisto. Além do co-cultivo,
adiciona-se também uma fonte de proteina, comofstabbovino ou albumina sérica, para
melhorar o crescimento do embrido. Apesar dos sligeavancos em busca de um meio de
cultivo mais eficiente, este ainda precisa ser oraltto. O sistema de cultura ideal seria um
sistema definido, caracterizado por nédo utilizacelbura de células ou soros. Dessa forma, é
possivel obter um melhor controle das condicfesudgvo e quantificar exatamente os
compostos ali adicionados (Revisado por CAMARG@l e2001).
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Uma alternativa para a co-cultura sdo as CT, capdeesecretar fatores bioativos
(UCCELLI et al., 2008) que tém papel na inducauddiferacéo celular (CHENG e YAU,
2008).

2.10 Células-tronco

As CT sao ceélulas indiferenciadas, com capacidagleauto-renovacéao; ou seja,
originar outra CT com caracteristicas idénticasra babilidade de se diferenciar em mais de
uma linhagem celular (VERFAILLIE, 2002).

As CT podem ser classificadas, segundo sua potelacla de diferenciacdo, em:
totipotentes, pluripotentes ou multipotentes. Sfantadas de totipotentes as células capazes
de gerar todas as células do organismo, incluisd®hulas que sustentam o desenvolvimento
do embrido no utero; sdo encontradas no zigotosebtastdémeros embrionarios no estagio
inicial de desenvolvimento, até o estagio de 4faélpelo menos. As células pluripotentes
podem originar todas as células que formam o emlmiépriamente dito e sdo provenientes
da massa celular interna do blastocisto, diferexcase em células dos trés folhetos
germinativos: endoderma, ectoderma e mesodermas Esélulas séo incapazes de formar um
organismo completo, pois ndo conseguem gerar tecakira-embrionarios. As células
multipotentes sdo capazes de se diferenciar emmeno limitado de tipos celulares, em
geral, restrito ao tecido de origem (revisado pdfALIPOV e WOLF, 2009). As células-
tronco do adulto, ou somaticas, tém sido identifasadentro de nichos especificos na maioria
dos tecidos, tais como as neurais, cardiacas,ad@svda medula 0ssea, dentre muitas outras
(MIMEAULT et al., 2007). Além das propriedades @aeidade de diferenciacdo, podem-se
dividir as fontes de CT em trés classes: embriandetal e adulta. As células-tronco
embrionarias sdo derivadas da massa celular inonalastocisto no estagio inicial de
desenvolvimento e podem ser expandidas em cultaraogmgo periodo, na presenca de
fatores que bloqueiam sua diferenciagédo (GAGE, p0®@onte mais utilizada para extracao
das células-tronco adulta € a medula 6ssea, ondensantram dois tipos de CT: as
hematopoiéticas e as mesenquimais. Além da medisl@ap as CT mesenquimais podem
também ser encontradas em varios outros tecidoso sangue periférico, tecido adiposo,

sangue de cordao umbilical, entre outros (BONILLtAak, 2005). As CT fetais podem ser
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isoladas de qualquer tecido, desde que a extragicacdurante a formacao destes tecidos no
periodo fetal (SCHWINDT et al., 2005).

2.11 Célula-tronco Mesenquimal (MSC)

A presenca de células-tronco na medula 6ssea {@risia pela primeira vez por
observacdes do patologista alemdo Cohnheim, haab®8. O seu trabalho levantou a
possibilidade de que a medula 0ssea poderia se ftm fibroblastos e que as fibras de

coladgeno fariam parte do processo normal de cieatiio de feridas (PROCKOP, 1997).

A partir do trabalho de Friedenstein e colaboraslofieou evidente que a medula
O0ssea contém células que podem se diferenciar tasaélulas. Células integras da medula
foram colocadas em placas de cultura. As célulasadérentes foram removidas, eliminando,
assim, a maior parte das células hematopoiéticggartk dai, identificou-se a formacéo de
colénias. Cada colbnia foi denominada de unidadmddora de col6nia fibroblastica. Foi
relatado que as células aderentes eram heterogéaegmréncia, mas as células que melhor
aderiram eram fusiformes e formavam colénias dé 2éulas, permaneciam inativas por 2 a
4 dias e, em seguida, comecavam a multiplicarelamente. Apos varias passagens em
cultura, as células fibroblasticas aderentes tamase mais homogéneas na aparéncia.
Também se descobriu que as células poderiam sertifar em colénias que lembravam
pequenos depdsitos de 0sso ou cartilagem. Estebedec entdo, que as células isoladas pelo
meétodo de Friedenstein eram multipotentes, diféaado-se em osteoblastos, condrécitos,
adipécitos e, até mesmo, em mioblastos (FRIEDENSNTEl al., 1976). Atualmente, a
progénie da colénia de fibroblastos é denominadacélela mesenquimal, devido a sua
capacidade de se diferenciar em células do tipemaesmal ou em células do estroma da
medula, j& que ambas parecem surgir a partir doplexm da matriz estrutural, que se
encontra na medula 6ssea (PROCKOP, 1997).

As MSCs sao células estromais pertencentes a umdggéo heterogénea de células
aderentes ao plastico. Em cultura, sdo capazestdeenovacao e diferenciacdo em tecidos
como 0sso, cartilagem, musculo, ligamento, tend&cido adiposo, além de contribuir para a
regeneracao desses tecidos (HORWITZ et al., 2@35MSCs representam uma populacao

pequena na medula 6ssea quando comparadas conteadmmotal de células nucleadas da
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mesma, representando cerca de 1 em cada 100.008scé& que as tornam células raras.
Mesmo sendo mortais, elas possuem a capacidadepadadyr muitas vezes em cultura,
mantendo o0 seu crescimento e potencial de mukitiehs (CAPLAN, 2007) e propriedades
gue as tornam excelentes candidatas para a engendatecidos. Estudos clinicos e pré-
clinicos demonstram que as MSCs, quando transpamtsistemicamente, sdo capazes de
migrar para locais de lesdes, sugerindo que possapacidade migratoria e tropismo para
areas lesionadas devido a expressdo de variostoeeeple quimiocinas e moléculas de
adesdo. As MSCs tém sido tradicionalmente isoladaartir da medula 6ssea, mas estas
células também podem ser isoladas a partir de usmi@dade de tecidos, como tecido
adiposo, sangue de cordao umbilical, figado fetlgue e pulméo. Estas extracdes celulares
ndo possuem problemas relacionados a questbes étitegais (CHAMBERLAIN et al.,
2007).

Tem sido mostrado que as MSCs possuem uma plasteci@ um potencial de
regeneracdo mais amplo do que outras ceélulas-tradattas, pois, apesar de residirem em
nichos especializados nos tecidos, sua localizpefiwascular permite que tenham acesso
global e, quando migram para um tecido lesado, modecretar grandes quantidades de
fatores bioativos que sdo imunoregulatérios edo&fiCAPLAN, 2009), como TGFb1, HGF,
IL-10, PGEZ2, IL-6,VEGF e IGF-I entre outros (UCCHLE&t al., 2008). Além disso, estes
fatores induzem a proliferacdo (CHENG e YAU, 2008) manutencdo do estado
indiferenciado de células-tronco da medula 6ss&O$THOS e SIMMONS, 1996).

Dependendo da fonte das células-tronco, pode sernadmda a expressao de diferentes
guantidades e tipos de fatores. De acordo com L&ogsiglio et al. (2012) um fator de
crescimento que diferencia as células-tronco égiit@nnidtica de equinos das células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6sseas de egqum&GF, que € produzido in vivo por
células endometriais e para os quais o embridoupwosseptores. Mesmo ndo podendo
afirmar que este fator é responsavel pelos difesergsultados em cultura in vitro utilizando
embrido bovino, Lange-Consiglio et al. (2012) aiteedque certamente € um dos principais
candidatos a desempenhar um papel positivo da raoremta de células-tronco epitelial
amnidtica de equinos no desenvolvimento embriondoxno, assim como ocorre in vivo
com a presenca positiva do endométrio. Em conttidpaem estudo com ovinos, Heidari et
al., (2013) concluiu que o desenvolvimento de edasrifoi melhor suportado em sistema de

cultura isento de células quando comparados cotensasde co-cultura em células-tronco
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mesenquimais ou células epiteliais de oviduto,fquatilizado numa tentativa de reproduzir
com a maior semelhanca possivel as condigbes/o. No entanto, apesar da aplicacdo do
sistema de co-cultura com células-tronco mesendgsiimas primeiros 3 dias de cultura ndo
ter melhorado a taxa de blastocistos em comparag&ocos demais grupos, incluindo o livre
de células no sistema de cultivo, a taxa de ecloséadia 8 de cultivo do grupo co-cultivado

com células mesenquimais foi superior aos gruposae ou células epiteliais de oviduto.

A ampla variedade de tecidos, fontes de MSCs, ais gdo isoladas em conjunto com
diferentes condi¢des de cultura, provoca uma fidtaonsenso sobre o fenotipo de MSCs.
Além disso, as diferengas nas formulagbes de mé#ilisados para a cultura das células, a
densidade de plaqueamento e a tensédo de oxigédémpafetar o fenotipo da populacédo de
MSCs em relacdo a sua origem e linhagem (D'IPPOLdT@l., 2004). Nessa situacéo, fica
claro o risco de que as células usadas para fipsriexentais na cultura vitro de embrides
sejam derivadas de populagcbes ndo homogéneas dasegbnco mesenquimais, sendo
necessaria a averiguacao de suas caracteristiCABAFOVA et al., 2007). Também é
importante salientar que o desenvolvimento embrionddo necessita de que as células
utilizadas em co-cultura sejam da mesma espécimahnjjue os embrides (LANGE-
CONSIGLIO et al., 2012).

2.12 Fibroblasto embrionario murino (MEF)

O fibroblasto embrionario de camundongo (MEF, dgléda mouse embryonic
fibroblasts) € obtido de fetos de camundongo emabnente, € utilizado em co-cultivo de
célula-tronco embrionéria. As células da massdareioterna do embrido sdo cultivadas, em
geral, sobre uma monocamada de MEF mitoticameiatitvadas (iIMEF), sendo essenciais
tanto para o isolamento das células-tronco emhies)&guanto para sua manutengéwitro
(KLIMANSKAYA et al., 2007). O MEF secreta componesatda matriz extracelular e
principalmente fatores de crescimento, o que permite as células-tronco embrionarias
mantenham-se indiferenciadas pelo contato direto ooco-cultivo, além de estimular seu
crescimento (VILLA-DIAZ et al., 2009).

A influéncia de co-cultura com células de fibrohtasfetais foi estudada por Li et al.

(2001) sobre a maturacao vitro de odcitos equinos e por Hatoya et al. (2006) es@br
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maturacao, fertilizacdo e cultivin vitro de od0citos caninos. Nesses estudos, foram
encontradas taxas superiores de blastocistos gamn fproduzidos a partir de co-cultura de
células de fibroblastos fetais em relagdo ao gmrpoque os oocitos foram cultivados em
condi¢cdo controle, demonstrando uma influéncia fieméla co-cultura com fibroblastos
fetais para a maturacdo nuclear e citoplasmaticao@stos in vitro. Estas células de
fibroblastos fetais podem secretar varias citocieatatores de crescimento que afetam

positivamente na maturacdo meidtica dos ooditesro (HATOYA et al., 2006).

Dados prévios do nosso grupo mostraram que, tabt8@, como a MEF aumentam a
guantidade e a qualidade de embrides cultivadegro no modelo murino. Assim, com base
nas informacdes apresentadas, o presente estuskiigou o efeito da utilizacdo de MSCs ou
MEF como fonte alimentadora, no intuito de apoialesenvolvimento embrionario vitro,

empregando embrides bovinos como modelo experimenta

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar o efeito da co-cultura de MSC ou MEF oofonte alimentadora na

producadn vitro de embrides bovinos.

3.2 Especifico

. Avaliar a taxa de producdo e desenvolvimento emhrio in vitro de

embrides co-cultivados com MSC ou MEF durante airagéio e/ou cultivo;

. Analisar a taxa de maturacdo e apoptose dos o@tittigados em condicéo
controle ou monocamada de células;

. Analisar o numero de células do epiblasto e trafstol, a taxa de proliferacéo e
morte celular dos embrides cultivados em condigidrole ou monocamada

de células;
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5. CAPITULO 1: Manuscrito a ser enviado a revista RBsquisa Agropecuaria Brasileira.

Desenvolvimentan vitro de embrides bovinos usando células-tronco mesenmais de

rato e fibroblastos embrionarias de camundongos
Savio Carneiro Martins(1); Luiz Sérgio de Almeidanargo(1); Jasmin(1,2)

University of Alfenas, UNIFENAS — Alfenas — MG, Biia
Alfenas — MG, Brasil.

e-mail: luiz.camargo@embrapa.br

Resumo -Este estudo tem como objetivo investigar o efeit@al-cultura de MSC de
medula éssea de rato ou MEF como fonte alimentadarproducéan vitro de embrides
bovinos. (CCO) foram maturados em trés gruposntiasti Controle (CTRL), co-cultura com
monocamada de células mesenquimais de ratos (MS®}celtura com monocamada de
fibroblastos embrionarios de camundongos (MEF)eguhdacéo foi realizada em controle
para todos os grupos e os embrides fecundadoso foram cultivados a partir do quarto dia
em CTRL, MSC ou MEF. Nenhuma diferenca significatfei encontrada entre os o0citos
dos grupos CTRL, MSC e MEF, na taxa de estruturametafase Il, apoptose e clivagem. O
namero de células da massa celular interna, cétldasofoblasto, células em apoptose e
células totais foram iguais (P>0,05) entre os ebelsridos diferentes grupos experimentais.
No oitavo dia de cultivo embrionario houve diferean(P<0,05) da taxa de blastocisto
eclodido, sendo maior no grupo CTRL/CTRL quando garado ao grupo MSC/MSC; no
entanto, a proporcdo de blastocisto, blastocisfmaedido e blastocistos totais ndo foram
diferentes (P>0,05) entre os grupos experimentd#&® houve melhora significativa no
desenvolvimento embrionario bovino utilizando céttmas com MSC ou MEF, quando

comparado com sistema de cultura controle.
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Palavras-chave: PIV de Embribes bovinos, camadalideentacdo, células-tronco

mesenquimais, fibroblastos embrionario de camunalong

Development in vitro embryos cattle using stem calland rat mesenchymal fibroblasts of

embryonic mice

Abstract — This study aims to investigate the effefcco-culture of MSC from rat bone

marrow or MEF as feeder source in thevitro production of bovine embryos. (OCC) were
matured into three groups: Control (CTRL) co-cuwdtliwith mesenchymal cells monolayer
rats (MSC) and co-cultured with a monolayer of neouwsnbryonic fibroblasts (MEF).

Fertilization was performed in control for all gpmiand in vitro fertilized embryos were
cultured from the fourth day in CTRL, MSC or MEFo Nignificant difference was found

between the oocytes of CTRL groups, MSC and MEE,fée structures in metaphase I,
apoptosis and cleavage. The number of cells ofitiner cell mass, trophoblast cells,
apoptotic cells and total cells were similar (P>05). between embryos of different
experimental groups. On the eighth day of embryituce difference (P <0.05) in hatched
blastocyst rate was higher in the CTRL / CTRL gra@opmpared to the group MSC / MSC,;
however, the proportion of blastocyst, expandedtblgyst and blastocyst totals were not
different (P> .05) among experimental groups. Theae no significant improvement in using

bovine embryo cocultures with or MEF MSC compaeddntrol culture system.

Key words: PIV Bovine embryos, feeder layer, mebgn@l stem cells, embryonic mouse

fibroblasts.
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Introducéo

O Brasil possui aproximadamente 211 milhdes de nosyi sendo assim, o maior
rebanho comercial do mundo (IBGE, 2014). As biaeasreprodutivas tém assumido papel
importante na melhoria do rebanho nacional. Desdrbiotécnicas aplicadas a reproducéo de
bovinos no Brasil, destaca-se a producéo de en#iridgévo e in vitro por sua capacidade de
multiplicacdo de descendentes e de reducdo dovahbeentre geracdes, contribuindo para
acelerar o ganho genético. No entanto, os embpéeduzidos em sistema vitro ndo se
desenvolvem bem, quando comparados aos embridelmolat partir de fontem vivo. As
diferencas na producao de blastocisto de altadpddi se dao principalmente pelas condicbes
sub ideais que o ambiente de culturaitro oferece (POMAR et al., 2005). Em funcéo disto,
melhorias nos sistemas de cultimovitro sdo de fundamental importancia para a evolugcéao da

técnica.

Atualmente, os meios mais utilizados sdo estritaenatefinidos por compostos
quimicos, com adi¢cdo de sais minerais, vitaminpoteinas, além de fontes de energia, tais
como glicose, lactato de calcio, piruvato, e amimEs (PARK et al., 2013). Mesmo com
essas caracteristicas, os meios ndo suprem assidedes requeridas para o0 Otimo
desenvolvimento dos embrides vitro. Assim, um suplemento mais adequado é necessario
para suportar as exigéncias dos embridestro e fornecer condi¢des similares ao ambiente
in vivo. Na tentativa de mimetizar as condi¢c@evivo, tém sido utilizados sistemas de co-
cultura celular. A aplicagdo de células somaticas eo-cultura para 0 apoio no
desenvolvimento de embrides produzidos/itro em mamiferos foi aplicada pela primeira
vez por Biggers et al., (1962), que cultivou emési@m co-cultura de células de oviduto de

rato. Embora os mecanismos pelos quais as célomaatisas melhoram o desenvolvimento
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embriondrio ndo estejam totalmente esclarecidospdo de acdo dos sistemas de co-cultura
se d4 através de dois principais mecanismos: ues geh desintoxicacdo do meio e o outro é
através da disposicdo de metabolitos e estimuladigecrescimento especificos que essas
células podem liberar e, que estdo ausentes na@s w@ivencionais, sem co-cultura (ORSI e

REISCHL, 2007).

Células epiteliais de oviduto e fibroblastos emfdiitas foram utilizadas em sistema
de co-cultura na producéo vitro de embrides em diferentes espécies de animaisl(®RS
REISCHL, 2007). As células-tronco mesenquimais (g)SGao uma fonte de células
somaticas que podem ser utilizadas em sistema-dalitwa de embrides (HEIDARI et al.,
2013). Essas células séo caracterizadas por sa&idage de se diferenciar em linhagens
celulares especificas, ja que sdo multipotentésesido consideradas uma importante fonte
de células para aplicacdo na engenharia de tepmlosuitos anos (KIM et al., 2009). As
MSCs também secretam varios fatores bioativos guiiaan na reparacao e regeneracéao de
tecidos lesionados (KIM et al., 2009). Além de starfatores de crescimento como MCP-1,
VEGF-A, EGF, FGF-2, IL-6, LIF, e TGF-I3, também stam uma variedade de citocinas
(TIAN et al., 2011). O fibroblasto embrionario danmundongo (MEF) é utilizado em co-
cultivo de célula-tronco embrionaria e € essertaiaio para o isolamento das células-tronco
embrionarias, quanto para sua manuteripdatro (KLIMANSKAYA et al., 2007). Além
disso, estimulam o crescimento e permitem que lataséronco embrionarias mantenham-se

indiferenciadas pelo contato direto com o co-cal{VILLA-DIAZ et al., 2009).

Assim, MSCs e MEFs, por suas propriedades, conexi@&io de fatores bioativos,
suporte ao crescimento de outros tipos celulafesikdade de obtencdo, sédo extremamente
atrativas em diversas tecnologias celulares. Negpte estudo, investigamos o uso de MSC

de rato e MEF de camundongo na co-cultura paraizgma PIVE, baseado na hipotese de
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gue estas células podem funcionar como uma cantiatengadora, melhorando a eficiéncia e

a qualidade dos embrides.

Material e Métodos

Os experimentos de PIVE foram realizados na Emb@gdo de Leite em Juiz de

Fora — MG.

Os ovarios foram coletados no frigorifico Fripasibuidora de Carnes em Juiz de

Fora — MG. Ovarios de vacas e novilhas mesticaanfocoletados logo apdés o abate e
evisceracao dos animais e transportados até cal@iorem frascos com solucao fisioldgica
(0,9% NaCl) contendo antibiético (0,05 g/litro delfato de estreptomicina), a uma

temperatura entre 30 e 35°C, em um periodo deuatéoghoras apoés a coleta. No laboratorio,
os foliculos com diametro entre 3 e 8mm foram pumaios e aspirados com auxilio de
agulha 18g e seringa de 10 ml e o conteudo foi gigam em um tubo cénico mantido sob
aguecimento em banho-maria a 37°C. Apos 15 mimdos decantacdo, o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento foi lavado com meio TAEPdd e depositado em uma placa de

Petri quadriculada para procura dos complexosahlh cumulus-oécito (CCOs).

CCOs foram maturados em trés grupos distintos: rGlen{CTRL), co-cultura com
monocamada de células mesenquimais de ratos (MS®}celtura com monocamada de
fibroblastos embrionérios de camundongos (MEF). sAfetundacdo em condicdo idéntica
para todos os grupos, os embrides fecundados tarabém cultivados em CTRL, co-cultura
com MSC ou co-cultura com MEF, totalizando 7 gruprgerimentais, conforme a descricao

abaixo:
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. CTRL/CTRL — maturagdo e cultivo embrionario em doéds de controle

(CTRL);

. CTRL/MSC — maturacdo em CTRL e cultivo embriondm MSC a partir do

quarto (4°) dia apds o inicio do cultivo embriondmi vitro;

. CTRL/MEF — maturacdo em CTRL e cultivo embriond&i MEF a partir do

quarto (4°) dia apds o inicio do cultivo embriondmi vitro;

. MSC/CTRL — maturacdo em MSC e cultivo embrionano@TRL;

. MSC/MSC — maturacgéo e cultivo embrionario em MSgadir do quarto (4°)

dia ap0s o inicio do cultivo embrionaiiovitro;

. MEF/CTRL — maturagdo em MEF e cultivo embrionaro €TRL

. MEF/MEF — maturacéo e cultivo embrionario em MEpaatir do quarto (4°)

dia apds o inicio do cultivo embrionaiovitro;

Foram analisadas a maturacdo e a apoptose emsaoitbnal da MIV em CTRL,
MSC e MEF. Em todos os grupos foram analisados serd@lvimento embrionario
(proporcéo de clivagem, degeneracdo, blastociditastocistos expandidos, blastocistos
eclodidos e blastocistos totais), numero total @alas, numero de células da massa celular

interna e do trofoblasto e a apoptose em blastscist

Analise estatistica

A significancia estatistica foi avaliada atravéstekie de qui-quadrado para oocitos e

Kruskal-Wallis ndo paramétrico com poés-teste derbusando GraphPad Prism 5 (GraphPad
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Software, San Diego, CA) para embrides, no qual(@08 foi considerado estatisticamente
significativo. Os dados séo apresentados como neddmbarras de erro representam o erro

padrdo da média.

Resultados e Discussdes

A producao e qualidade dos embrifes por sistemauldi®o in vitro sofrem grandes
influéncias do ambiente utilizado, tanto na MIV @oma CIV. A procura de condi¢cbes mais
adequadas, que possam mimetizar o ambiente dotoveduitero, tem sido constante e &
considerada crucial para a producdo de um embedmelhor qualidade (GOTTARDI e
MINGOTI, 2009), mais similar ao produzida vivo. Este estudo investigou o papel de
células MSC e MEF na co-cultura durante a MIV &dd como alternativa de suporte para a
maturacao oocitaria e desenvolvimento embrion#ieficiéncia das co-culturas na MIV e
CIV sobre o desenvolvimento e qualidade de embfidiesn avaliadas pela comparacao entre
0S grupos das taxas de maturacdo e apoptose @aifaragem no dia 4, taxa de embrides
em estagio de blastocisto, de blastocisto expandieldlastocisto eclodido nos dias 7 e 8 e
taxa total de blastocisto. Além disso, avaliamosumero total de células, apoptose, bem
como a relacdo entre massa celular interna (ICM)élelas do trofoblasto através de

imunorreacdes nos blastocistos produzidos no d@08 a fecundacao in vitro.

Odcitos co-cultivados em CTRL, MSC e MEF foram €iga apés a MIV e a
proporcao de estruturas oocitaria em metéfaseethepoptose (TUNEL+) foram avaliadas
através do teste qui-quadrado. A taxa de odcitosnetdfase Il e oocitos TUNEL+ foram
semelhantes (P>0,05) entre os grupos CTRL, MSC & [Hgura 1 e 2), mostrando que a
co-cultura com esses tipos de células provenied¢esatos e camundongos na MIV de

bovinos n&o influencia o processo de maturacaare me apoptose dos o0citos bovinos. As
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Figuras 1 e 2 mostram imagens representativas déosd@m metafase Il e em apoptose

obtidas neste estudo.

Oécitos Tunel-Positivos (%) 2

Figura 1: Proporcédo de oocitos em apoptose (TUNEL-positiap$s maturagdo in vitro sem
co-cultura (CTRL), co-cultura com células mesena@ignae ratos (MSC) ou com fibroblastos
embrionarios de camundongos (MEF)

(A) Quantificacdo da percentagem de oocitos TUNB&Ho0s. (B-E') Imagens
representativas de microscopia confocal, mostramdodcito positivo para TUNEL em
metafase Il, sendo (B) os nucleos do odcito e dpuszulo polar marcados em DAPI (circulo
branco delimitando a area do odcito), (ubulina, (D) marcacéo de TUNEL (seta indica o
nacleo do odécito marcado), (E) a sobreposicdo degens e (E) o maior aumento dos

nacleos do oécito e do corpusculo polar mostrado$ts). Barra de escala= 30 um. P>0,05.
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Figura 2: Avaliacdo do estagio de maturacao de odcitos edtis em diferentes condi¢des
experimentais.

(A) Quantificacdo da percentagem de oocitos em fasdall. (B-D') Imagens
representativas de microscopia confocal mostranddaito em metéafase I, sendo (B) os
nacleos do odcito e do corpusculo polar marcadoDé&MI (circulo branco delimitando a
area do odcito), (Cy-tubulina, (D) a sobreposicado das imagens e (amr aumento dos
nacleos do odcito e do corpusculo polar mostradog[®), a seta mostra a placa metafasica
do odcito. Barra de escala= 30 um. Abreviaturagp&Graondicdo Controle (CTRL), n = 39;
co-cultivadas com células mesenquimais (MSC), n3s= @b-cultivados com fibroblastos

(MEF), n =41. P>0,05.

O processo de maturacgédo inclui todos os eventopeueitem ao 0dcito expressar seu
potencial maximo de desenvolvimento apds a feclia@dquirindo capacidade para
prosseguir nos proximos eventos (FIV e CIV) (MARSBINet al.,, 2012). Odcitos com
maturacdo nuclear e citoplasméatica adequadas s&@a@ampetentes em se tornar um embrido
apos a fecundacgdim vitro, pois muitas das proteinas e transcritos armapsnath seu
citoplasma serdo necessarias para o futuro emlari&er formado (KRISHER, 2013).
Portanto, a competéncia do oocito somente podeasaliada apds a sua fecundacdo e

capacidade do zigoto gerado em se tornar um embrido
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A clivagem foi avaliada no dia 4 apos o inicioaldtivo embrionario (4 dias apds a
FIV), antes dos embrides serem transferidos pagaugms experimentais com co-cultura na
CIV. Portanto, os dados mostram somente os efddoso-cultura dos od6citos com MSC e

MEF durante a MIV sobre a taxa de clivagem.

Nenhuma diferenca significativa entre os grupos ICTRSC e MEF foi observada
nas taxas de clivagem no dia 4 (Tabela 1). Estegerde desenvolvimento possui grande
dependéncia das proteinas e transcritos estocamlastoplasma do odcito durante seu
crescimento e maturacao (KRISHER, 2013). Portantoaturacdo em MSC e MEF, além de
nao influenciar a taxa de maturacao e apoptoseodeitos, também ndo possui efeito na taxa
de clivagem dos embrides. A utilizacdo de MSC oUFME1 co-cultura pode propiciar efeitos
embriotroficos, ja que essas células produzem alatores bioativos que poderiam melhorar
a maturacdo meidtica e o desenvolvimento subseguwbmtembrides produzidas vitro
(LING et al., 2008). Desse modo, apesar de naorhaffeéncia na proporcdo de metafase Il
e apoptose, ainda € necessario avaliar os efed®sewventos posteriores, relacionados ao

desenvolvimento embrionério.

Apesar da qualidade do odcito ser vista como uror fahave, que determina a
propor¢cdo de odcitos desenvolvidos até o estagiblalocisto e a incrivel tolerancia de
embrides de mamiferos se desenvolverem no ambeéemtgue sdo cultivadas, ha relatos na
literatura sugerindo que o periodo de pos fertiivado cultivo embrionario € o mais critico,
afetando diretamente a qualidade dos blastocistosfieiéncia da implantacdo (HEIDARI et
al., 2013). E bem conhecido que os embrides prddemi vitro tém uma qualidade inferior
quando comparados aos produzidowivo. Essa diferenca tem sido relacionada a diversos
aspectos, incluindo anormalidades genéticas imeithss danos durante a coleta e

manipulagbes dos gametas. No entanto, as condigbesltura sdo também um parametro



39

importante, que pode e deve ser cuidadosamentbaéiado, até que se encontre uma
metodologia ideal para o bom desenvolvimento embrio (GELBER et al., 2011). As
condi¢cbes de cultura inadequadas ndo permitem geenlrido preserve seu equilibrio
homeostético, afetando seu desenvolvimento préamgtional, promovendo alteracées em
sua morfologia, proliferacdo celular, apoptose abwismo em curto prazo; podem também
surgir problemas a médio e longo prazo, como: biEixa de gestacdo, aumento do risco de
aborto, anomalias congénitas, morte pos-natal &€, naésmo, doencas na idade adulta
(HENTEMANN et al., 2011). Por esta razéo, foi tambgvaliado o efeito da co-cultura com

MSC e MEF em embrides cultivados até estagio dsdiesto.

ApoOs 4 dias de cultivo, os embrides originarios dagpos de maturacdn vitro em
CTRL, MSC e MEF foram distribuidos em co-culturancMSC, MEF ou em CTRL,
formando os seguintes grupos de maturacao/culiiv/CIV): CTRL/CTRL, CTRL/MSC,
CTRL/MEF, MSC/CTRL, MSC/MSC, MEF/CTRL e MEF/MEF, @ avaliacdo do
desenvolvimento até o estagio de blastocisto, com & dias apds o inicio do cultivo

embrionério.

As taxas de embribes em estagio de blastociststdoiato expandido, blastocisto
eclodido e blastocistos totais dos grupos expetiamendo se diferiram (P>0,05) no dia 7 de

cultivo embrionario (Tabela 2).

SO foi observada diferenca (P<0,05) na taxa dedd&so eclodido, no oitavo dia,
sendo maior no grupo CTRL/CTRL, quando comparadgrapo MSC/MSC; no entanto, a
proporgao de blastocisto, blastocisto expandidagtdcistos totais ndo foram diferentes entre

0S grupos experimentais (Tabela 3).

O uso de co-cultura com células somaticas € @ostso entre os diversos estudos. A

maioria dos estudos indicam maior taxa de blagstwmodn sistemas de co-cultura com
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diferentes tipos de células soméaticas (BONGSO et 18189.; WIEMER et al., 1989.;
ELLINGTON et al., 1990.; SMITH et al., 1992.; WETESE et al., 1998.; JOO et al., 2001).
Porém, existem estudos indicando que ndo houveongefignificativa no desenvolvimento
embrionario ao utilizar co-cultura (TUCKER et d1995.; HU et ai., 1998), além de também
relatos indicando o efeito negativo da utilizag&ocd-cultura sobre o desenvolvimento pré-

implantacdo embrionario (BERNARDI et al., 1996).

A utilizacdo de MSCs em co-cultura pode forneceéorés bioativos que poderiam
melhorar a maturacdo meioética e o desenvolvimauntgesjuente de embrides produzidos
vitro (LING et al., 2008). No entanto, a producdo destderes pelas células séo
imensuraveis no momento de sua utilizacdo, tornamdameio instavel, que pode ou nao

favorecer a producdo de embrides.

No presente estudo, nem a co-cultura com MSC de eahem a co-cultura com MEF
de camundongos, seja na maturagdovitro ou no cultivo embrionério, favoreceram o
desenvolvimento dos embrides bovinos. Ainda, a aoagho de MSC na maturagéo e no
cultivo embrionario reduziu a taxa de eclosdo 854%) quando comparado com 0 grupo
controle (14,3 = 1,9%). Alguns poucos estudos aastam MSC ou seus derivados para
cultivo embrionério, ao utilizar um meio suplemeltacom materiais bioativos produzidos
pelas células mesenquimais de tecido adiposo (nmEindicionado) em embrides
partenogenéticos de suinos, Park et al. (2013gredrsam que a adicdo de 10% desse meio
entre os dias 4 e 7 do cultivo embrionario, aumertdaxa de blastocisto e o niumero de
células embrionarias, quando comparado ao grupwotenporém, diminuiu quando a adicédo
ocorreu antes, isto €, no dia 2 de cultivo. Issgesel que a exposi¢cdo prolongada dos
embrides ao meio condicionado com MSC pode tragsultados negativos. Utilizando

bovinos, este mesmo grupo Kim et al. (2011) obserazelhora no desenvolvimento
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embrionario com meio condicionado obtido com cd&luéstaminais embrionarias, mas,

somente, quando o grupo controle ndo era supledwntan soro fetal bovino.

A baixa taxa de eclosdo observada com uso de MS@ataracdo e no cultivo
embrionario diverge de resultado prévio obtido pagso grupo, que utilizando MSC de ratos
em embrides de camundongos (JASMIN et al.,, 2014ssh estudo, observou-se que
embrides de camundongos cultivados em co-cultumna [&C ou MEF inativado durante 5
dias melhoraram a taxa de blastocistos eclodido€ 83,1 + 5,8%) ou MEF (90,3 + 4,2%)
em relacdo ao grupo mantido em condicdo control§LCRI9,2 + 8,8%). O presente
resultado também diverge de Heidari et al. (20@8g observaram que o uso de MSC de
medula 0ssea de fetos ovinos em co-cultivo de @émbrovinos melhora a taxa de ecloséo,

mas sem alterar a taxa de blastocisto.

Os motivos pela falta de efeito positivo em nostado e pela divergéncia com outros
podem ser diversos, como a exposi¢céo prolongadmems secretados pelas MSC ou MEFs,
como observado por Park et al. (2013) com MSC dnpsuHa ainda a presenca de soro nos
nossos grupos que podem interferir na interpretag&oresultados. De fato, ja foi relatado
que a utilizagcdo de soro em ensaios de cultivo my@mtualmente mascarar os resultados
(KIM et al., 2011). Existe também o fator espégejs o0 requerimento nutricional de
embrides bovinos pode ndo ser atendido pelos pedidcretados pela MSC de ratos ou
MEF de camundongos. Em verdade, apesar de algwmaslmncas, cada espécie pode ter
um requerimento diferente, exigindo diferentes sabss no meio de cultivo (ZANDER-
FOX e LANE, 2012). Soma-se, ainda, a possivel misdade das células em produzir

nutrientes bioativos, como fatores de crescimento.

Ha também a possibilidade dos embriées bovinospodsuirem receptores para as

substancias biologicamente ativas secretadas pmladas MSC de rato e MEF de
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camundongo. Contudo, Lange-Consiglio et al. (20#)enta que para o desenvolvimento
embrionario ndo é necessario que os fatores bamégiejam espécie especificos. A fonte das
células utilizadas pode também ser um motivo dia faé desempenho dos embrides co-
cultivados no nosso estudo. Lange-Consiglio et(2012), ao comparar células-tronco
epitelial amnidtica de equinos com células-tron@semquimais derivadas da medula ésseas
de equinos, notou melhor desenvolvimento de embrifiyinos na utilizacdo de células
tronco epitelial aminiodtica, acreditando que o fate crescimento epidérmico (EGF) seja o
principal fator responsavel pelos resultados, assdmo ocorrein vivo com a presenca

positiva do endométrio que, por sua vez, dispanbEGF para o embrido.

O numero de células em apoptose dos embribes dmvquantificado através da
técnica de TUNEL, nédo diferiu entre os grupos expemtais, assim como a proporgcao de

células apoptoticas, calculada com base no nurotbde células (Figura 3).
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(A) Numero de células (TUNEL positivas) por embrigB) percentagem de células em
apoptose (TUNEL positivas) por embrido. n = 23 p&&RL/CTRL, n = 19 para
CTRL/MSC, n = 19 para CTRL/MEF, n = 21 para MSC/QCTR = 15 para MEF/CTRL, n =
14 para MSC/MSC e n = 21 para o grupo MEF/MEF. @@jrelacado entre massa celular
interna e células do trofoblasto em percentageminiagem demonstrativa do anticorpo anti
SOX2 (massa celular interna) em vermelho, DAPI lgaiccelular) em azul e TUNEL
(Células em apoptose) em verde de embrido do godRL/MEF. O anticorpo anti SOX2
(vermelho) foi utilizado para diferenciar a masshular interna do trofoblasto por excluséo,
ja que todas as células foram contrastadas com RAPRzul. Abreviaturas dos grupos:
condicéo controle durante toda a producao (CTRLAQTRondi¢do controle na maturacao
seguido de co-cultivo com MSC a partir do dia £dkivo (CTRL/MSC); condi¢ao controle
na maturacao seguido de co-cultivo com MEF a pddidia 4 de cultivo (CTRL/MEF); co-
cultivado com MSC na maturacdo seguido de condigédrole durante todo o periodo de
cultivo (MSC/CTRL); co-cultivado com MEF na matudacseguido de condi¢cdo controle
durante todo o periodo de cultivo (MEF/CTRL); cdtigado com MSC na maturacao
seguido de co-cultivo com MSC a partir do dia 4cdiivo (MSC/MSC); co-cultivado com
MEF na maturacao seguido de co-cultivo com MEFrérpdo dia 4 de cultivo (MEF/MEF).

P>0,05.

O namero total de células embrionarias, quantficatravés da marcacéo de DAPI, foi igual
entre 0s grupos; ja em estudo anterior, com camngojms grupos co-cultivados em MSC
(70,9 + 2,5) ou MEF (74,5 + 2,7) apresentaram néndercélulas superior quando comparado
ao grupo CTRL (60,3 £ 2,1) (JASMIN et al., 2014) .numero de células da massa celular
interna, marcadas utilizando anticorpo SOX2 e aetagdo entre células do trofoblasto e
células da ICM de embrides bovinos, foram estafisiente iguais entre 0s grupos

experimentais. A ICM é composta de células queodardigem ao organismo do futuro
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surpreendente que o

tamanho da ICM, medida através do nimero de cétwlaga area circunscrita do embrido,

seja encarada como um importante indicador de lidabde e taxa de implantagédo

embrionéria (RICHTER et al.,

cultivados com MSC (17,0 £ 1,0) ou MEF (17,9

2001). Em estudo ccemuendongos, os blastocistos co-

la@resentou um numero absoluto de

células da massa celular interna do embrido, sigtifamente maior quando comparado com

o grupo CTRL (12,7 £ 0,9) (JASMIN et al.,

2014)g&umero total de células do trofoblasto,

assim como neste experimento com bovino, n&o difarire os diferentes grupos (Figura 4).

A Figura 5 contém micrografias em confocal represteras de todos os grupos.
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(A) Numero de células SOX2 positivas por embrid®). percentagem de células SOX 2
positivas por embrido. (C) Numero total de célutis trofoblasto por embrido. (D)
percentagem de células do trofoblasto por emb(Eonumero total de células por embrido.
(F) (imagem representativa). Fotomicrografias naogto SOX2 positivo (massa celular
interna em vermelho) e nucleos marcados com DARIIYae embrides avaliados do grupo
MEF/MEF. n = 23 para CTRL/CTRL, n = 19 para CTRL@®&S = 19 para CTRL/MEF, n =
21 para MSC/CTRL, n = 15 para MEF/CTRL, n = 14 pd&C/MSC e n = 21 para 0 grupo
MEF/MEF. Abreviaturas dos grupos: condicdo contralarante toda a producao
(CTRL/CTRL); condicéo controle na maturagcédo seguldaco-cultivo com MSC a partir do
dia 4 de cultivo (CTRL/MSC); condicao controle natoracdo seguido de co-cultivo com
MEF a partir do dia 4 de cultivo (CTRL/MEF); co-ttubdo com MSC na maturagéo seguido
de condicao controle durante todo o periodo dévoulMSC/CTRL); co-cultivado com MEF
na maturacao seguido de condigdo controle duradted periodo de cultivo (MEF/CTRL);
co-cultivado com MSC na maturacdo seguido de ciivoutom MSC a partir do dia 4 de
cultivo (MSC/MSC); co-cultivado com MEF na maturageguido de co-cultivo com MEF a

partir do dia 4 de cultivo (MEF/MEF). P>0,05.
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DAPI SOX2 TUNEL MERGE

A
CTRL/ICTRL
B
CTRL/MSC
c c’ "
CTRLMEF ..
"o
MSCICTRL ..

Figura 5: Fotomicrografias em cofocal mostrando nucleos éadas embrionarias marcados
com DAPI (azul), SOX2 positivo marcando (massalaelinterna em vermelho) e anélise de
apoptose (células TUNEL-positivas) mostrados nodermerde de embrides nas diferentes
condi¢cbes experimentais.

Imagens sequenciais representativas de (AA”") CKRIRL, (BB) CTRL/MSC, (CC™)
CTRL/MEF, (DD™) MSCI/CTRL, (EE™) MEF/CTRL, (FF') MSC/MSC, (GG™)
MEF/MEF. Abreviaturas dos grupos: condicdo contralarante toda a producao
(CTRL/CTRL); condicéo controle na maturagcédo seguldaco-cultivo com MSC a partir do

dia 4 de cultivo (CTRL/MSC); condicao controle nataracdo seguido de co-cultivo com
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MEF a partir do dia 4 de cultivo (CTRL/MEF); co-ttubdo com MSC na maturagéo seguido
de condicao controle durante todo o periodo dévoulMSC/CTRL); co-cultivado com MEF
na maturacao seguido de condigdo controle duradted periodo de cultivo (MEF/CTRL);
co-cultivado com MSC na maturacdo seguido de ciivoutom MSC a partir do dia 4 de
cultivo (MSC/MSC); co-cultivado com MEF na maturag®eguido de co-cultivo com MEF a

partir do dia 4 de cultivo (MEF/MEF).

Conclusao

N&o houve melhora no desenvolvimento embrionariginooutilizando co-culturas
com MSC de ratos ou MEF de camundongos, quando a@aa@ com sistema de cultura

controle.

Mais estudos investigando o uso de células-trorecoutras fontes ou seu meio
condicionado, sdo necessarios para se entenderomelhefeito destas células no

desenvolvimento embrionério.
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Tabelas

Tabela I. Avaliagéo da taxa de clivagem apds 4 dias de

cultivo
Grupos n* Degenerados Clivados
CTRL 772 80 698 (90,4+0,7)
MSC 85056 456 465 (92,1+£0,9)
MEF 507 23 466 (91,9+1,2)

Valores entre parénteses s&o porcentagens.
# Para cada grupo foram realizadas 12 repeticGes

Tabela 1: Avaliacdo da taxa de embrides clivados apoés 4ddiagiltivo.

Os odcitos foram maturados em condigcdo ControleR(G;T em co-cultivo com células

mesenguimais (MSC) ou co-cultivo com fibroblastd&F). P>0,05.

Tabela Il. Avaliacdo dos estagios de desenvolvimento embrionario apos 7 dias de cultivo
Blastocistos Blastocistos Total de

Grupos n® Blastocistos

expandidos eclodidos blastocistos
CTRUCTRL 258 35(13,6¢2,3) 50 (19,4+2,8)  10(3,9+1,1) 95 (36,8+3,1)
CTRUMSC 251 45 (17,842.5) 59 (22,9+2.7) 4(1,5+0,8) 108 (43,0+3,6)
CTRUMEF 263 34 (12,9+1,8) 66 (25,1+2,5) 9(3,4+1,6) 109 (41.4+3,8)
MSC/CTRL 253 50 (19,8+1,7) 44 (17.4+30) 11 (4,2+1,9) 105 (41,5+4,0)
MEF/CTRL 259 24 (9,322,0) 53 (20,5+1,9) 6(2,3+1,0) 83 (32,0£2,2)
MSC/MSC 252 37 (14,7¢2,0)  50(19,8¢425)  3(1,2¢0,9) 90 (35,742,2)
MEF/MEF 248 40 (16,1+2,2) 43 (17,3%3,3) 1(0,420,4) 84 (33,913 4)

Valores entre parénteses s@o porcentagens.
# Para cada grupo foram realizadas 12 repetigbes

Tabela 2: Avaliacao dos estagios de desenvolvimento embiima@ios 7 dias de cultivo.

Abreviaturas dos grupos: condi¢cdo controle durtoda a producéao (CTRL/CTRL); condigao
controle na maturacdo seguido de co-cultivo com MsQ@artir do dia 4 de cultivo
(CTRL/MSC); condicéo controle na maturacado seguidaco-cultivo com MEF a partir do
dia 4 de cultivo (CTRL/MEF); co-cultivado com MS@ maturacdo seguido de condicéo

controle durante todo o periodo de cultivo (MSC/C),Rco-cultivado com MEF na
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maturacdo seguido de condicdo controle durantedqukriodo de cultivo (MEF/CTRL); co-
cultivado com MSC na maturagao seguido de co-auttvm MSC a partir do dia 4 de cultivo
(MSC/MSC); co-cultivado com MEF na maturacdo seguld co-cultivo com MEF a partir
do dia 4 de cultivo (MEF/MEF). Valores sdao mosta@omo médiaterro padrdo sobre a

média. P>0,05.

Tabela lll. Avaliagéo dos estagios de desenvolvimento embrionario apos 8 dias de cultivo

Grupos n Blastocistos Blastoc:_istos Blasu_}cislos Total dt_z
expandidos eclodidos blastocistos
CTRLU/CTRL 258 18 (7,0:0.9) 51(19,8+2,8) 37 (14,3+19) 106 (41,123 .4)
CTRL/MSC 251 36 (14,3+2,0) 63 (25,1+2,2) 15 (6,0+2,0) 114 (45,443 4)
CTRUMEF 263 14 (5,3%1,8) 71 (26,7+3,1) 31 (11,8+3,7) 116 (44,1£3,4)
MSC/CTRL 253 23 (9,1+1,7) 47 (18,622 4) 41 (16,243,5) 111 (43,944 4)
MEF/CTRL 259 14 (5,4+1,3) 55 (21,2£2,7) 28 (10,8+2,3) 97 (37,42 ,8)
MSC/MSC 252 28 (11,1£1.9) 64 (25,4%3 4) 9(3,6%1,4)" 101 (40,1£2,1)
MEF/MEF 248 17 (6,8%1,6) 53 (21,4+2,9) 20 (8,1+2,7) 90 (36,3+2,8)

Valores entre parénteses sao porcentagens.
* Em relagédo ao grupo CTRUCTRL. P<0,095.
# Para cada grupo foram realizadas 12 repetigdes

Tabela 3: Avaliagdo dos estagios de desenvolvimento embiimagds 8 dias de cultivo.

Abreviaturas dos grupos: condi¢do controle durtoda a producéao (CTRL/CTRL); condigao
controle na maturacdo seguido de co-cultivo com MsQ@artir do dia 4 de cultivo
(CTRL/MSC); condigao controle na maturacado seguidaco-cultivo com MEF a partir do
dia 4 de cultivo (CTRL/MEF); co-cultivado com MSG@ mnaturacdo seguido de condicao
controle durante todo o periodo de cultivo (MSC/C),Rco-cultivado com MEF na
maturacdo seguido de condicdo controle durantedqukriodo de cultivo (MEF/CTRL); co-
cultivado com MSC na maturagao seguido de co-auttvm MSC a partir do dia 4 de cultivo
(MSC/MSC); co-cultivado com MEF na maturacdo seguld co-cultivo com MEF a partir
do dia 4 de cultivo (MEF/MEF). Valores sdao mosta@omo médiaterro padrdo sobre a

média. * Indica diferenca com o grupo controle (FOS).
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6. Anexos — Normas para publicacdo — Revista PesgaiAgropecuaria Brasileira.

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (PAB)r& publicacdo mensal da Embrapa, que
edita e publica trabalhos técnico-cientificos orégs, em portugués, espanhol ou inglés,
resultantes de pesquisas de interesse agropec@apancipal forma de contribuicdo € o
Artigo, mas a PAB também publica Notas Cientified®evisbes a convite do Editor.

Andlise dos artigos

A Comissao Editorial faz a analise dos trabalhdesade submeté-los a assessoria cientifica.
Nessa andlise, consideram-se aspectos como esapmsentacdo do artigo segundo as
normas da revista, formulacédo do objetivo de fochaga, clareza da redacao, fundamentacéo
tedrica, atualizacdo da revisdo da literatura, &@usa e precisdo da metodologia, resultados
com contribuicao significativa, discussao dos fatbservados em relacdo aos descritos na
literatura, qualidade das tabelas e figuras, aglgiade e consisténcia das conclusfées. Apds a
aplicacdo desses critérios, se 0 numero de trabalhmvados ultrapassa a capacidade mensal
de publicacdo, é aplicado o critério da relevaneiativa, pelo qual sdo aprovados os
trabalhos cuja contribuicdo para o avanco do comtesto cientifico € considerada mais
significativa. Esse critério € aplicado somente @mabalhos que atendem aos requisitos de
qualidade para publicacdo na revista, mas queaeéordo elevado numero, ndo podem ser
todos aprovados para publicacdo. Os trabalhosta#gs sdo devolvidos aos autores e 0s
demais sdo submetidos a andlise de assessoreiictienespecialistas da area técnica do
artigo.

Forma e preparacdo de manuscritos

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos (@@&m dados — tabelas e figuras —
publicadas parcial ou integralmente em nenhum owgitulo de divulgacdo técnico-
cientifica, como boletins institucionais, anais eeentos, comunicados técnicos, notas
cientificas etc.) e ndo podem ter sido encaminhaiimslltaneamente a outro peridédico
cientifico ou técnico. Dados publicados na formaedimos, com mais de 250 palavras, nao
devem ser incluidos no trabalho.

- S&8o considerados, para publicagéo, os seguiptesde trabalho: Artigos Cientificos, Notas
Cientificas e Artigos de Reviséo, este ultimo aviterdo Editor.

- Os trabalhos publicados na PAB sdo agrupados reas décnicas, cujas principais sao:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, décnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia.

- O texto deve ser digitado no editor de texto bsaft Word, em espaco duplo, fonte Times
New Roman, corpo 12, folha formato A4, com margées2,5 cm e com paginas e linhas
numeradas.

Organizacao do Artigo Cientifico
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A ordenacao do artigo deve ser feita da seguimtedn

- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderegusitucionais e eletrénicos, Resumo,
Termos para indexacao, titulo em inglés, Abstraudex terms, Introducdo, Material e
Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusbes, Agradetos, Referéncias, tabelas e
figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecostitacionais e eletrénicos, Abstract, Index
terms, titulo em portugués, Resumo, Termos paraxagho, Introduction, Materials and
Methods, Results and Discussion, Conclusions, Awskeaigements, References, tables,
figures.

- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderegusitucionais e eletrénicos, Resumen,
Términos para indexacion; titulo em inglés, Abgiradex terms, Introduccion, Materiales y
Métodos, Resultados y Discusién, Conclusiones, dapinientos, Referencias, cuadros e
figuras.

- O titulo, o resumo e os termos para indexacaerdeser vertidos fielmente para o inglés, no
caso de artigos redigidos em portugués e espaehmra o portugués, no caso de artigos
redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginincluindo-se as ilustra¢gfes (tabelas e
figuras), que devem ser limitadas a seis, sempeqssivel.

Titulo

- Deve representar o conteudo e o objetivo do linaba ter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposicdes e as cobgs

- Deve ser grafado em letras mindsculas, excettraihicial, e em negrito.
- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo @avias como “efeito” ou “influéncia”.

- Nao deve conter nome cientifico, exceto de espépiouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome binario.

- Nao deve conter subtitulo, abreviacdes, formelasnbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recup@&cado artigo por indices desenvolvidos por
bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicialisraila, por extenso, separados por virgula;
os dois ultimos sédo separados pela conjuncdo “¥”,0l “and”, no caso de artigo em
portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

- O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seglgdam numero em algarismo arabico,
em forma de expoente, entre parénteses, corresmeriehamada de endereco do autor.
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Endereco dos autores

- S4o apresentados abaixo dos nomes dos autonesp@ e o endereco postal completos da
instituicdo e o endereco eletrénico dos autorelcaalos pelo nimero em algarismo arabico,
entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituicao.
- Os enderecos eletrdnicos de autores da mesnitaigé& devem ser separados por virgula.
Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras mitasscexceto a letra inicial, na margem
esquerda, e separado do texto por travessao.

- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindomaros, preposi¢cdes, conjuncdes e
artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conterjaiiva) o material e os métodos, o0s
resultados e a concluséo.

- N&o deve conter citacdes bibliograficas nem ahteras.
- O final do texto deve conter a principal conctyséom o verbo no presente do indicativo.
Termos para indexagéo

- A expressdo Termos para indexagéo, seguida depdoios, deve ser grafada em letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula edusicom letra minuscula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, cenaitlo-se que um termo pode possuir
duas ou mais palavras.

- N&o devem conter palavras que componham o titulo.
- Devem conter o nome cientifico (s6 0 nome binateoespécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidoA@BOVOC: Multilingual Agricultural
Thesaurus ou no indice de Assuntos da base SciELO .

Introducao

- A palavra Introducédo deve ser centralizada eageicom letras minusculas, exceto a letra
inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizagéotrabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelester relagdo com outros trabalhos
publicados sobre o assunto.
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- O ultimo paragrafo deve expressar o objetivoateé coerente com o descrito no inicio do
Resumo.

Material e Métodos

- A expressdo Material e Métodos deve ser cenaddize grafada em negrito; 0os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letrasiseulas, exceto as letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordenbtigica.

- Deve apresentar a descri¢ao do local, a datdedimeamento do experimento, e indicar 0s
tratamentos, o nimero de repeticdes e o tamanhoidade experimental.

- Deve conter a descri¢cao detalhada dos tratamentasaveis.
- Deve-se evitar o uso de abreviacdes ou as siglas.

- Os materiais e os méetodos devem ser descritasode que outro pesquisador possa repetir
0 experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extelesasicOes de técnicas de uso corrente.
- Deve conter informagé&o sobre os métodos estat$sé as transformacdes de dados.

- Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando imdisaveis, grafa-los em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial, na margem asiguga pagina.

Resultados e Discussao

- A expresséo Resultados e Discussao deve senliesmdia e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figevas ser discutidos.
- As tabelas e figuras sao citadas sequencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem sdidiepao texto, mas discutidos em relagéo
aos apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de variaveis e tratameatiosviados.
- Dados nédo apresentados ndo podem ser discutidos.

- Nao deve conter afirmacdes que ndo possam dentgas pelos dados obtidos no proprio
trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devemites f® final da primeira oracdo do texto
em questao; se as demais sentencas do parageaiceratse a mesma tabela ou figura, ndo é
necessaria nova chamada.

- Nao apresentar os mesmos dados em tabelas guasfi
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- As novas descobertas devem ser confrontadas @mmh&cimento anteriormente obtido.
Conclusodes

- O termo Conclusdes deve ser centralizado e graéaa negrito, com letras mindsculas,
exceto a letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sermtéoiog adicionais, com o verbo no
presente do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo dallab

- N&o podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa
- Devem ser numeradas e no maximo cinco.
Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizadgrafada em negrito, com letras
mindsculas, exceto a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com #as, A ou As” (pessoas ou instituicées).
- Devem conter o motivo do agradecimento.
Referéncias

- A palavraReferénciasleve ser centralizada e grafada em negrito, coraslenindsculas,
exceto a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de perioddicos: meloos 70% das referéncias devem ser dos
altimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6828BINT, com as adaptagfes descritas
a seqguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dossndos autores, separados por ponto-e-
virgula, sem numeracgao.

- Devem apresentar os nomes de todos os automyala

- Devem conter os titulos das obras ou dos penédjcafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no easitatao de citacao.

- Todas as referéncias devem registrar uma dgtalileeacdo, mesmo que aproximada.

- Devem ser trinta, no maximo.
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Exemplos:
- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas lttaba&ompletos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentdlelecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, .3 2004, Santa
Maria. Anais.Santa Maria: UFSM, Programa de POs-Graduacdo egenBaria Florestal,
2004. p.153-162.

- Artigos de periddicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Idefiitacdo de QTL associados a
simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkagiisoja. Pesquisa Agropecudria
Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.:&TISTA, F.A.S.;: BELTRAO,
N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; MA, E.F. (Ed.).O agronegécio da
mamona no Brasil Campina Grande: Embrapa Algodao; Brasilia: Endoragormacao
Tecnoldgica, 2001. p.121-160.

- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.OCultivo da mandioca na Regidao Centro-Sul do Brasil
Dourados: Embrapa Agropecudria Oeste; Cruz das fAlEabrapa Mandioca e Fruticultura,
2004. 116p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Sistemasadiucao, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenolégico do trigo (cultivar IAC 2 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens N@AAVHRR . 2000. 152p. Tese
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas)fizas.

- Fontes eletrbnicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTEAvaliagdo dos impactos econdmicos, sociais e
ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oest relatério do ano de 2003.
Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste, 2004. 97mnbi&pa Agropecuaria Oeste.
Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em: 132006.

Citacdes

- Ndo séo aceitas citacbes de resumos, comunigagssoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados néo tenham sidbigados. - A autocitacdo deve ser
evitada. - Devem ser normalizadas de acordo comB& M0520 da ABNT, com as
adaptacOes descritas a seguir.

- Redacao das citacdes dentro de parénteses
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- Citagdo com um autor: sobrenome grafado com mgma letra mailscula, seguido de
virgula e ano de publicacéo.

- Citacdo com dois autores: sobrenomes grafadosacpnmeira letra maidscula, separados
pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ae@dblicacao.

- Citacdo com mais de dois autores: sobrenomeidepo autor grafado com a primeira letra
maiuscula, seguido da expressao et al., em fomteatovirgula e ano de publicacao.

- Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer @anotdenologica e em seguida a ordem
alfabética dos autores.

- Citagao de mais de uma obra dos mesmos aut@esinoes destes ndo devem ser repetidos;
colocar os anos de publicacéo separados por virgula

- Citagao de citacao: sobrenome do autor e analdécpcédo do documento original, seguido
da expresséo “citado por” e da citacdo da obrauttaus.

- Deve ser evitada a citacdo de citacao, poisdté de erro de interpretacdo; no caso de uso
de citacéo de citacdo, somente a obra consultagacdastar da lista de referéncias.

- Redacgéo das citagOes fora de parénteses

- CitagBes com os nomes dos autores incluidosmarsg: seguem as orientacdes anteriores,
com o0s anos de publicacdo entre parénteses; s@i@dap por virgula.

Formulas, expressdes e equacdes matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagamesentar tamanho padronizado da
fonte Times New Roman.

- Nado devem apresentar letras em italico ou neggatoexcecdo de simbolos escritos
convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas sequencialmemtealgarismo arabico, e apresentadas
em folhas separadas, no final do texto, apos esérefias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sao: titulo, cabecaltimpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares sao: notas-de-redi@mées bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precediidopalavra Tabela, em negrito; deve ser
claro, conciso e completo; deve incluir o nome dgaulou cientifico) da espécie e das
variaveis dependentes.
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- No cabecalho, os nomes das variaveis que repgaesaencontetdo de cada coluna devem ser
grafados por extenso; se isso ndo for possivelicaxp significado das abreviaturas no titulo
ou nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresersgiando o Sistema Internacional de
Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos dsgealinhados pelo ultimo algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com columaedicar vazia no corpo da tabela;
dados nao apresentados devem ser representadoblifpoy com uma nota-de-rodapé
explicativa.

- Na comparacao de médias de tratamentos sd@dtkz no corpo da tabela, na coluna ou na
linha, a direita do dado, letras mindsculas ou swilas, com a indicacdo em nota-de-rodapé
do teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para sepacabecalho do titulo, e do corpo; usa-los
ainda na base da tabela, para separar o contelgleldmentos complementares. Fios
horizontais adicionais podem ser usados dentro ategalho e do corpo; ndo usar fios
verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Woahdssos recursos do menu Tabela; ndo
fazer espacamento utilizando a barra de espacediadb, mas o recurso recuo do menu
Formatar Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados gustam da tabela; as fontes devem constar
nas referéncias.

- Notas de chamada: sé@o informacdes de caratecispesobre partes da tabela, para
conceituar dados. Sdo indicadas em algarismo arabia forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do numerdiuio,tno cabecalho, no corpo ou na coluna
indicadora. S&o apresentadas de forma continuagsglanca de linha, separadas por ponto.

- Para indicacao de significancia estatistica, gdizadas, no corpo da tabela, na forma de
expoente, a direita do dado, as chamadas ns (géaificativo); * e ** (significativo a 5 e 1%
de probabilidade, respectivamente).

Figuras

- Sao consideradas figuras: gréficos, desenhosasnapfotografias usados para ilustrar o
texto.

- S6 devem acompanhar o texto quando forem absoduiz necessarias a documentacdo dos
fatos descritos.
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- O titulo da figura, sem negrito, deve ser pradedia palavra Figura, do namero em
algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convencgdes adotadas) deuscheéda no corpo da figura, no titulo,
ou entre a figura e o titulo.

- Nos gréficos, as designacdes das variaveis dos & e Y devem ter iniciais maiusculas, e
devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras n&o-originais devem conter, apds o titlfonte de onde foram extraidas; as fontes
devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias é obrigafjidomo também é obrigatério o crédito
para o autor de desenhos e graficos que tenhand@xigao criativa em sua elaboracgéo. - As
unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo elaasl em todas as figuras devem ser
padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representadasgroadores contrastantes, como: circulo,
guadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os numeros que representam as grandezas e reapectarcas devem ficar fora do
guadrante.

- As curvas devem ser identificadas na prépriarfigavitando o excesso de informacgdes que
comprometa o entendimento do gréfico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar gdalitecessaria a boa reproducéo grafica e
medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excelavel ©Oraw, para possibilitar a edicéo
em possiveis corregdes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de grafico de barras e colunas, usalaedeainza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%,
para cinco variaveis).

- N&o usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter ltggm de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensao TIF, separados divaudp texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografiaséo podem ser coloridas.

Contatos com a secretaria da revista podem ses fedr telefone: (61)3448-4231, via e-mail:
sct.pab@embrapa.br ou pelos correios:Embrapa laighon Tecnoldgica Pesquisa
Agropecuaria Brasileira — PAB Caixa Postal 0403EX@0770 901 Brasilia, DF.



