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DESENVOLVIMENTO DE UM EMBRIAO EM AMBIENTE ARTIFICIAL'

EMBRYO DEVELOPMENT IN AN ARTIFICIAL ENVIRONMENT

Gabriel Pivato Alves?; Celso Grigoletti®

Resumo

A pesquisa consistiu na transferéncia de embrides de galinhas para uma capsula artesanal com antimicrobiano
e lactato de calcio, somado ao fornecimento de oxigénio e umidade, e assim foi possivel desenvolver uma
técnica com resultados iniciais satisfatorios. A criagdo de uma incubadora artesanal para aumentar a umidade
e diminuir a densidade de capsulas em um mesmo ambiente foi uma opgéo a ser testada para suprir possiveis
déficits. Os resultados foram promissores havendo desenvolvimento eficaz, embora os embrides nao
alcangaram o desenvolvimento completo. Por meio da realizagao dos experimentos houve a possibilidade
de desenvolver habilidade em manipulacdo embrionaria, sendo um fator determinante para a evolugao do
projeto. Foi possivel afirmar que com a aplicagdo dessa metodologia houve um importante avancgo inicial
desta pesquisa.
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Introducao

O aumento da populacdo mundial afeta diretamente a demanda de proteina de origem animal,
sendo o frango um dos principais animais na cadeia alimentar. O Brasil possui uma grande fatia do
mercado produtor dessa proteina, e as exportacoes brasileiras de carne de frango (considerando
todos os produtos, entre in natura e processados) totalizaram 1,365 milh&do de toneladas no primeiro
quadrimestre de 2020 (ABPA, 2020). A necessidade do desenvolvimento tecnoldgico é evidente
para aumentar, de forma eficiente, a produgdo dessa proteina. A técnica de desenvolvimento
embrionario de aves fora do ovo, permite a evolugao de diversos campos de pesquisas em diferentes
areas como a genética molecular, biologia celular, angiogénese, farmacologia entre outros. O
sistema de cultura extra casca deve provar ser amplamente aplicavel & manutencédo e geracéo
de aves manipuladas para estudos basicos e aplicados (KATO, 2013). Além disso, o0 uso de um
filme plastico transparente permite ndo sé a facil observacdo da morfologia embrionaria de todos
os angulos, mas também o facil acesso ao embrido para manipulacdo (TAHARA e OBARA, 2014).
Este método facilita a geracao de galinhas transgénicas e outras manipulagdes embrionarias, que
sdo necessarias para estudos em medicina regenerativa. Poderia também apoiar na cultura de
tecidos, em estudos usando células tronco embrionarias aviarias e na produgdo em massa de
ovos de galinha como biorreatores vivos (TAHARA e OBARA, 2014). O presente estudo propde o
desenvolvimento de embrides com o intuito de aprimorar as técnicas de criagdo extra ovo, seguindo
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o modelo de Tahara e Obara (2014). O principal desafio foi a manipulagdo dos embrides e controle
de umidade e oxigenacédo. Com isso, houve a necessidade de criar alternativas como a construgéo
de uma incubadora artesanal visando melhorar esses fatores para buscar novos resultados.

Material e Métodos

Os ovos do estudo foram obtidos por meio de doacgao de granjas particulares, provenientes
de diferentes locais em cada experimento. Em toda a pesquisa foram utilizados ovos galados do tipo
vermelho, advindos de galinhas “caipiras”.

O meio de cultura foi criado com algumas adaptacées como um Becker plastico (Figura
1), que foi moldado para obter um volume interno maximo de 400 mL. As outras especificagbes
foram realizadas de acordo com o descrito por Tahara e Obara (2014). Na lateral do Becker a 2 cm
de distancia do fundo, foi aberto um orificio de 1 cm de didmetro, coberto por algodao que serviu
como filtro. Atravessando o algodéo foi inserido um tubo plastico de 2 mm para o fornecimento de
oxigénio no interior da capsula. Ao interior do Becker foi adicionada uma solugao aquosa de 40 mL
de Cloridrato de Benzalcénio a 0,01%. Um filme de plastico foi colocado de modo a cobrir a boca
do copo, e utilizou-se um ovo para imprimir sua forma no filme, assim adequando-o ao seu formato
original. Dentro dessa moldura foram adicionadas 250 mg de lactato de calcio penta-hidratado em
pd e acrescentou-se em 2,5 mL de agua destilada. Os ovos foram limpos com alcool a 70% antes de
serem quebrados e seu conteudo transferido para a capsula. Apés a transferéncia, foram produzidos
10 furos de 5 mm para ventilagdo no limite superior proximo a borda do Becker na superficie do
filme (TAHARA e OBARA, 2014). Por ultimo o recipiente de cultura foi coberto por um plastico, como
uma tampa, para manter a umidade dentro do recipiente. A movimentacao das capsulas no primeiro
experimento foi atribuida a incubadora especifica para ovos, que era automatica, ndo necessitando
o contato direto com as capsulas apods o inicio da incubacgao.

Figura 1 — Becker plastico, embalagem adaptada para desenvolvimento do embrido
O objetivo dessa incubadora foi aumentar a umidade especifica do ambiente de 50-60%
para 80-90%. A construgao seguiu o que foi descrito por Peralta (2013), com varias adaptagodes. Foi

utilizado um recipiente a base de isopor isotérmico com tampa e medidas externas de 47 cm x 37,5
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cm x 41 cm e volume interno de 45 litros. Dentro dele foi adicionado um recipiente metalico refletivo
com medidas externas de 34,5 cm x 24,7 cm x 4,8 cm e 4 litros de volume interno, preenchido
com agua. Logo acima do recipiente, foi posicionada uma grade de 35,5 cm x 25,5 cm. Para o
aquecimento utilizou-se uma lampada halégena de 70 Watts (W), ligada a um bocal fixado a tampa
da incubadora. A partir desse bocal uma fiagao elétrica passava por um potenciémetro operando a
127 Volts com poténcia maxima de até 100 W, ligado em um plug macho de 10 Amperes conectado a
rede elétrica. Na afericdo da temperatura e umidade utilizou-se um termémetro hibrido que avaliava
as duas grandezas.

Resultados

Foram realizados dois experimentos. No primeiro foram utilizados 6 ovos fertilizados,
conferidos por ovoscopia. A pré-incubacao ocorreu durante 55 h na temperatura de 38°C e 55 % de
umidade em uma incubadora especifica para ovos. 50% dos ovos demonstraram desenvolvimento
satisfatorio, porém sua viabilidade durou até o segundo terco do periodo de incubagao, e encerrou-
se no 8° dia. No segundo experimento, foram adotadas algumas medidas em busca de novos
resultados, sendo feita a divisdo em dois grupos, na tentativa de reduzir o nimero de capsulas no
mesmo ambiente para melhor oxigenacao do meio. Outra medida foi a criagdo de uma incubadora
artesanal, buscando um aumento na umidade relativa do ambiente. Foram pré-incubados e
utilizados 8 ovos, divididos em 50% no grupo A e o restante no grupo B. O grupo A foi incubado
por 55 h e colocado na incubadora artesanal em uma temperatura variavel de 37,8-38,2°C com
umidade de 80-90%. O grupo B foi incubado por 65 h e colocados na incubadora especifica para
ovos a temperatura de 38°C com umidade de 50-60%. Ambos os grupos apresentaram o mesmo
resultado, ndo havendo desenvolvimento significativo nesse experimento.

Discussao

No primeiro experimento, 100% dos ovos foram identificados como fecundados por
ovoscopia, porém, apenas em 50% houve desenvolvimento efetivo, confirmando os resultados
obtidos por Tahara e Obara (2014). O tempo de incubacéo foi efetivo, tendo em vista que houve
um desenvolvimento embrionario satisfatério, observando-se que os 8 primeiros dias da cultura
sdo cruciais para a evolucao do experimento. O periodo de pré-incubacao até a transferéncia bem-
sucedida dos embrides para o recipiente de cultura influencia na viabilidade até o 8° dia da cultura,
bem como a transferéncia bem-sucedida do embrido para o meio (TAHARA e OBARA, 2014). As
razdes que levaram a falha do primeiro experimento podem estar ligadas com a fase de transferéncia,
uma vez que o periodo de pré-incubacgéao foi realizado corretamente. Na fase de transferéncia o
fator que pode ter afetado o resultado final foi a presenca de rugosidades no plastico filme. Na
fase de incubacao a baixa umidade, a baixa oxigenagao e a hipercalcemia podem ter colaborado
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para o resultado obtido. A baixa oxigenagao pode ser confirmada pelo aparente escurecimento
dos vasos sanguineos que ocorreu antes do previsto, no dia 17, evidenciando hipdxia. A umidade
recomendada para o periodo de incubagao € de 80% dentro da incubadora e préoximo a 100%
dentro da capsula. Na tentativa de aumentar a umidade dentro da capsula, foram adicionados 3 mL
de agua destilada junto ao lactato de calcio, sugerindo que pode causar um desequilibrio eletrolitico
e hipercalcemia (TAHARA e OBARA, 2014). No segundo experimento, houve a separa¢cao em dois
grupos, A e B, para corrigir os problemas descritos anteriormente. O grupo A foi disposto dentro
da incubadora experimental com maior umidade, e o grupo B dentro da incubadora especifica para
ovos. Cada uma recebeu quatro ovos na intengao de diminuir a densidade de capsulas dentro do
mesmo ambiente para evitar a baixa oxigenagédo. No grupo B, durante a transferéncia do ovo para
a capsula, houve dano na membrana vitelina em 2 ovos. O dano pode ser explicado pelo longo
periodo de incubacao, que nesse grupo foi de 65 h, e ocorreu durante a quebra da casca em ovos
que ficaram mais de 60 h na pré-incubagdo (TAHARA e OBARA, 2014).

Conclusoes

Os experimentos reproduzidos e adaptados foram os primeiros passos para obtencao de
novos resultados nessa linha de pesquisa. Embora ndo tenha sido possivel alcangar o resultado
desejado, com o desenvolvimento completo dos embrides, foi considerada satisfatéria a aplicacéao
da técnica como um grande avanco inicial. Este experimento podera ser desenvolvido para evolugéo
de novas pesquisas, possibilitando aperfeicoar o desenvolvimento da técnica e das tecnologias a
ela associadas.
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