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Introdugado e Contexto

A capacidade de cultivar odcitos e embrides em um ambiente
precisamente controlado é de extrema importancia. Um ambiente
controlado possibilita aos odcitos completarem os aspectos finais da
maturagdo do citoplasma e nucleo antes da inseminagdo
convencional ou ICSI (Intracytoplasmic sperm injection). Odcitos que
se encontram em Metafase Il sdo extremamente sensiveis a
mudancas de temperatura e pH. Isto pode resultar em embrides
anormais ou embrides deficientemente desenvolvidos.
Especificamente, embrides resultantes desses odcitos estressados
pelas condigdes do ambiente tendem a possuir blastdbmeros com
baixa qualidade morfoldgica, lentas taxas de clivagem, assim como
excessiva fragmentagdo. A incidéncia de multinucleagdo também
pode aumentar. Embrides submetidos a ambientes desafiadores
também tendem a apresentar menor taxa de desenvolvimento de
blastocisto. Mesmo breves mudancas de temperatura e pH podem
afetar negativamente o desenvolvimento embrionario subsequente.

O uso de incubadoras de baixa concentragdo de oxigénio esta
crescendo atualmente em varias clinicas e laboratdrios de
Reprodugdo Humana Assistida devido ao vantajoso ambiente
fornecido para o desenvolvimento de embrides humanos. Embrides
em ambiente natural (Gtero) normalmente sdo expostos a um
ambiente de baixa concentracdo de oxigénio de 5%. A exposicdo a
concentragdo atmosférica de oxigénio, que é 20%, tem chamado
atengdo por apresentar efeitos prejudiciais ao desenvolvimento de
embrides cultivados in vitro e potencial aumento de aberragées
cromossémicas. Porém, os primeiros estudos comparando os
ambientes de concentragdo de gases eram na maioria das vezes
inconclusivos. Em particular, isto ocorreu muito provavelmente
devido ao uso de meios e sistemas de cultivo muito aquém do ideal.
Atualmente, os sistemas de cultivo de embrides humanos sdao mais
otimizados e enormes melhorias foram desenvolvidas nas
formulagGes dos meios de cultura. Portanto, é possivel encontrar
muitas publicagbes

“Nds temos notado em nosso laboratdrio que embriées humanos
cultivados em ambiente de 6% de CO2, 5% de 02 e 89% de N2
apresentam menores taxas de fragmenta¢éo e maiores taxas de
desenvolvimento do blastocisto quando comparados a embriées
irmdos cultivados em ambiente de 20% de O2. Para realizagéo
desses estudos com odcitos irmdos, nés cultivamos embrides
exclusivamente em ambientes de baixa concentragdo de oxigénio.”

“Na pradtica, isto significa que embrides cultivados em incubadoras
convencionais sGo mais suscetiveis a baixas temperaturas por todo
periodo de cultivo, antes da inseminagdo ou criopreservagdo. Essa
exposicdo a baixas temperaturas assim como altas variagoes de
temperatura podem levar a taxas reduzidas de desenvolvimento
embriondrio ou crescimento da incidéncia de embriées anormais.”

confirmando um melhor desenvolvimento de embrides em
ambientes de baixa concentragdo de oxigénio. Nés temos notado
em nosso laboratdrio que embrides humanos cultivados em
ambiente de 6% de CO2, 5% de 02 e 89% de N2 apresentam
menores taxas de fragmentagdo e maiores taxas de
desenvolvimento do blastocisto quando comparados a embrides
irmdos cultivados em ambiente de 20% de O2. Para realizagdo
desses estudos com odcitos irmaos, nds cultivamos embriGes
exclusivamente em ambientes de baixa concentragdo de oxigénio.

Estudos de pH e Temperatura

E muito comum na grande maioria dos laboratérios de fertilizagio
humana in vitro que a incubadora seja aberta muitas vezes ao dia.
Embora as leituras dos displays nos fagam acreditar que esta tudo
correto dentro da camara, o fato é que a temperatura de incubagéo
e 0 ambiente gasoso provavelmente ndo estabilizardo até o fim do
dia de trabalho. As variagGes de temperatura sao mais frequentes
com as incubadoras de gas triplo padrdo que dependem de gds
nitrogénio para liberar o oxigénio dentro da camara. Isto resulta em
um grande volume de gas nitrogénio enchendo a cdmara cada vez
que a porta da incubadora é aberta. Experiéncia em nosso
laboratério mostrou que a temperatura cai até 2 graus Celsius
quando a incubadora é aberta mais que 3 vezes em um intervalo de
tempo de 5 a 10 minutos. Além disso, o pH pode levar horas para
estabilizar. N6s descobrimos no passado, que uma vez que o pH em
um sistema de cultivo de microparticulas se tornasse alcalino devido
as frequentes aberturas da incubadora, este poderia levar até 3
horas para que as particulas retornem ao pH de 7,3 a 7,35.



A Figura 1 descreve a duragado de tempo necessaria a um meio de
cultivo de tecidos em placas abertas de 15 mm e 30 mm para voltar
ao equilibrio em uma incubadora de cultivo de tecido water jacketed
convencional apds exposi¢do de 5 minutos as condi¢des de K-SICM-20, Lot 4335
ambiente atmosférico. Os pontos medidos foram os intervalos de
tempo levados para que os niveis de pH voltem para 7,35 e 7,3 em
ambas placas. N6s percebemos que o pH de 7,35 esta no limite
maximo que embrides humanos podem tolerar, porém "N
prefeririamos cultiva-los a um ponto préximo de 7,3. Esse grafico ‘ \
descreve que ambas as placas de cultivo de tecidos atingiram um pH
de 7,35 entre 50 e 70 minutos. Entretanto, nenhuma placa alcangou 745 v
o pH de 7,3 mesmo 200 minutos apds a exposi¢do de 5 minutos as 1 A
condigcGes de ambiente atmosférico. Para estes dados coletados, W‘“
nao foi utilizado o sistema de prote¢do com camada de 6leo para
ilustrar quanto um pequeno intervalo de tempo de exposi¢cdo ao
ambiente afeta o pH do meio, mas ainda mais importante, quanto 000 2000 4000 8000 8000 10000 12000 14000 180.0
tempo leva o mesmo meio para retornar a um nivel fisiolégico

normal que contribui para o 6timo desenvolvimento embrionario. E

verdade que um sistema de camada de 6leo é menos vulneravel a

variagdes de pH, mas ao mesmo tempo, a camada de 6leo pode

retardar os tempos de recuperagdo do equilibrio. Em termos

praticos, no entanto, isto significaria que as placas ndo atingiriam

um pH de 7,3 até bem apds o encerramento do expediente do
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FIGURA 1

laboratério. Entdo os embrides ndo alcangariam mais um pH 6timo K-MINC-1000 incubator, remove for 5 mins then return to Incubator

até no final do dia ou da noite. Este nivel de stress poderia levar a K-51CM-20, Lot 433520, 6% CO;, testing for pH recovery

um significante impacto no desenvolvimento embrionario
subsequente.

Em contraste, os dados na Figura 2 retratam uma diferente histdria.
Essa figura esboga o intervalo de tempo que os meios de cultura em
placas abertas de 15 mm e 30 mm levam para atingir os niveis de pH
de 7,35 e 7,3 apds exposi¢do de 5 minutos as condi¢des de ambiente 7.60 |
atmosférico em uma incubadora MINC. Novamente, a justificativa 7.45 |
para uso de sistemas de cultivo abertos foi determinar quao 7.40
rapidamente o valor normal do pH podia ser restabelecido. Nesse 735
caso, as areas de superficie da placa influenciaram no tempo de S
recuperagdo. O pH de 7,35 foi atingido na MINC depois de 37 ‘
minutos na placa de 30 mm em comparagdo a 54 minutos na placa
de 15 mm. Esses dados ilustram que independente do tamanho da
placa, o meio de cultura atingiu um pH de 7,35 pelo menos 20
minutos mais rapido que um modelo mais convencional de
incubadora. O efeito do tipo de incubadora em fungdo do tempo
necessdrio para atingir um pH de 7,3 é bastante convincente.
Independentemente do tamanho da placa, um pH de 7,3 foi obtido
dentro de 90 minutos apds exposicdao ao ambiente atmosférico. Este
nivel ndo foi alcangado na incubadora convencional nem mesmo
apos 200 minutos de incubagdo. A capacidade de retornar a um pH
préximo ao qual embrides humanos sdao normalmente cultivados é
um grande salto na melhoria dos sistemas de cultivo de embrides. —
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FIGURA 2

Se avaliarmos os dados na Figura 3, nés verificamos que com a MINC = oy TN, ANt A WY S At P sy

o tempo de recuperagdo da temperatura é muito mais rapido que

uma incubadora convencional water jacketed de 100 litros. Esse 53k
grafico descreve a taxa de recuperagdo de temperatura apds

remover uma placa contendo meio de cultura, posiciona-lo em um € 36.01
local aquecido por 5 minutos e retornar a placa para a respectiva LULLE
incubadora. As placas de cultivo da MINC retornaram a temperatura ‘ ‘ — MINC-1000

de 37° C em menos de 20 minutos, enquanto a incubadora j 100L CO2 OVEN

convencional ainda ndo tinha voltado a 37 ° C nem mesmo apds 200

minutos. Na pratica, isto significa que embriGes cultivados em

incubadoras convencionais sdo mais suscetiveis a baixas 14,50
temperaturas por todo periodo de cultivo, antes da inseminagdo ou g
criopreservagao. Essa exposicao a baixas temperaturas assim como

altas variagOes de temperatura podem levar a taxas reduzidas de

desenvolvimento embriondrio ou crescimento da incidéncia de

embrides anormais.
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FIGURA 3



Consumo de Gas

Outro aspecto envolvendo a utilizagdo de incubadoras
convencionais de baixa concentragdo de oxigénio é a quantidade de
gas nitrogénio consumida. Isto ndo apenas pode ser caro, mas pode
introduzir outra variavel de risco toda vez que o gas nitrogénio
precisa ser trocado. Além disso, é recomendado que algum tipo de
sistema de gases multiplos seja incorporado de modo que os
reservatoérios de nitrogénio sejam trocados automaticamente
qguando o nivel do reservatério estiver baixo. Sistemas de gases
multiplos continuariam ser recomendados mesmo se for usado gas
de um reservatdrio de nitrogénio liquido de alta pressao.

Uma alternativa a incubadoras convencionais desenvolvidas para
cultivo de tecidos/células seria a utilizacdo da nova incubadora da
Cook recentemente atualizada. Esta incubadora é Unica por varias
razdes. Primeiramente, foi desenvolvida especificamente para
cultivo de embriGes. Isto significa que a temperatura estabiliza e
retorna ao nivel desejado muito mais rapido como apresentado nas
informagdes e graficos descritos acima. Em segundo, a quantidade
de gas utilizado é muito menor e é fornecida como uma mistura de
gases feita sob encomenda de 6% de CO2, 5% de 02 e 89% de N2.
Devido aos resultados favoraveis que nds estavamos encontrando
com nossa incubadora de gas triplo, mas desanimados pela
quantidade de gases que estavamos consumindo, decidimos testar a
incubadora MINC. Assim, decidimos comparar o uso de gas entre a
incubadora de gas triplo Forma® e uma incubadora MINC no nosso
centro. Este comparativo vem ocorrendo por aproximadamente 7
meses. Especificamente, nds comparamos os custos do reservatorio
de CO2 e N2 com a mistura de gases feita sob encomenda de 6% de
C02, 5% de 02 e 89% de N2.

Resultados e Conclusoes

Nos estamos atualmente comparando o desenvolvimento de
embriGes entre as incubadoras MINC e Forma® e encontramos
embrides de qualidade muito parecidos. Esperamos publicar nossos
resultados em um futuro préximo. Entretanto, nés constatamos que
ha significante economia de gés. Calculamos que uma Unica
incubadora Forma® nos custa aproximadamente USD 2.411,00 por
ano com os trés gases em comparagdo com USD 930,00 com gases
misturados sob encomenda para a incubadora MINC. Isto
representa uma economia de aproximadamente USD 1.500,00 por
incubadora. Além disso, nés descobrimos que um cilindro de gases
misturados sob encomenda é suficiente para quase 3 meses.
Acreditamos que isto reduz a introdugdo de importantes variaveis
de risco tal como contaminagdo de gas. Antes de usar cada cilindro
de gas misturado, nos realizamos testes de controle de qualidade tal
como teste de pH, assim como andlise bioldgica tais como
sobrevivéncia de espermatozoides ou cultivo de embrides de ratos.
NOs utilizamos também um filtro de carbono para remover do
cilindro quaisquer possiveis compostos organicos volateis. Ademais,
achamos a MINC extremamente facil de manter e limpar.

Outro aspecto importante a considerar é o nimero de pacientes que
pode ser cultivado em uma Unica incubadora. Devido ao tamanho da
incubadora Forma®, se acredita que poderia seguramente cultivar 4
a 5 pacientes por incubadora. Porém, isto ndo é verdade porque o
ambiente de cultivo dentro da incubadora nunca se mantem estavel
por todo o periodo do dia devido as frequentes aberturas da
camara. Nos constatamos que se pode seguramente cultivar 3
paciente por Forma®. Na MINC, nds podemos rotineiramente
cultivar 3 pacientes na incubadora apesar da consideravel diferenga
de tamanho.

Em resumo, nds estamos extremamente satisfeitos pela qualidade
do embrido gerado do cultivo na MINC, assim como a significante
economia no consumo de gas. O tamanho da incubadora oferece
significante flexibilidade na utilizagdo em espagos reduzidos. A
capacidade de reduzir a inser¢do de variaveis de riscos potenciais tal
como risco contaminagdo de gas também é significante
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