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RESUMO

O desenvolvimento in vitro de quimeras a partir da agregacio de diferentes massas
celulares embriondrias, produzindo um tnico individuo com duas ou mais linhagens celulares,
¢ uma técnica que pode ser empregada na produgdo de clones. O experimento teve como
objetivo comparar a eficiéncia do cultivo in vitro (CIV) de quimeras pelo sistema Well-of-the-
Well (WOW) modificado por Feltrin et al. (2006) com o sistema de microgotas (PEURA et
al., 1998). Fémeas da espécie Mus musculos domesticus, da linhagem CF1 suica Albina,
foram induzidas a superovulacdo e apds acasaladas com machos inteiros. Quarenta e oito
horas apds a observagdo do tampao vaginal foi realizada a coleta dos embrides nos estadios de
quatro, oito e 16 células. Os embrides, com excec¢do do grupo controle, foram expostos a
enzima pronase 26 Ul/mL diluida em PBSm, para a remog¢do da zona pelicida (ZP). O CIV
foi realizado em meio KSOM suplementado com 0,4% de BSA, durante 72 h. No Grupo 1
(G1) pares de embrides (n= 67 pares) sem ZP foram cultivados em microgotas de 10 puL de
meio; no Grupo 2 (G2) pares de embrides (n= 69 pares) sem ZP foram submetidos ao CIV
pelo sistema WOW modificado, no qual os micropogos foram produzidos manualmente
dentro de pogos de placas de quatro pogos contendo 500 puL. de meio; finalmente dez embrides
em média por replicacdo do grupo controle (GC), com a zona peldcida intacta, foram
cultivados em gotas de 100 uL de meio. Os resultados de seis replicacdes foram analisados
aplicando-se o teste do y*, para P<0,05. Os dados revelaram diferenga significativa entre os
grupos 1 e 2 nas taxas de agregacdo de massas celulares: Gl= 58% (39/67) e G2= 83%
(57/69). As taxas de desenvolvimento embriondrio até o estddio de blastocisto apresentaram
diferencas significas entre os tré€s grupos: Gl= 43% (29/67), G2= 66% (46/69) e GC= 92%
(55/60). O sistema de cultivo WOW modificado € mais eficiente para a producdo in vitro de
quimeras de embrides Mus musculos domesticus que o cultivo em microgotas.
Palavras-chave: quimeras, embrides murinos, Well-of-the-Well (WOW), microgotas, cultivo

in vitro (CIV).



ABSTRACT

The in vitro development of aggregates embryos (chimeras) of different embryonic
cell masses, producing just one individual with two or more cell lines is a technique that can
be used to improve mammalian clone production. Thus, this experiment was design to
compare the efficiency of Mus musculus domesticus embryo chimeras production by in vitro
culture (IVC) using the Well-of-the-Well (WOW) modified system (FELTRIN et al., 2006)
with the system of microdroplets (PEURA et al., 1998). Mice females, strain CF1 Swiss
Albino were induced to superovulation and mated with fertile males. The embryos at
development stages of 4, 8 and 16 cell were collected 48 h after vaginal plug observation. The
embryos of experimental groups were first exposed to the enzyme pronase (26 Ul/mL PBSm),
to remove the zona pellucida (ZP), and then transferred to KSOM medium supplemented with
0,4% BSA under mineral oil, in a humid gaseous atmosphere of 5% CO; in air at 37°C during
72 h for IVC. Group 1 (G1): embryos pairs (n= 67) without ZP were cultured in microdroplets
of 10 pL of medium; Group 2 (G2): embryos pairs (n= 69) without ZP were cultured in
WOW modified system, which manually produced microwells, using four wells plates
containing 500 pL of medium; Control group (CG): embryos (average of 10 per replication)
with intact zona pellucida were cultivated in drops of 100 uL of medium. The results of six
replicates were analyzed by 2 test (P <0.05). The rates of cellular masses aggregation shows
a significant difference between Gl= 58% (39/67) and G2= 83% (57/69). The embryo
development rates to the blastocyst stage differ significantly among the three groups: Gl=
43% (29/67), G2= 66% (46/69) and GC= 92% (55/60). The WOW modified embryo culture
system is more efficient to produce in vitro mice chimeras than the microdroplets system.

Keywords: Chimeras, murine embryos, Well-of-the-Well (WOW), microwells, in vitro culture

IVO).
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1 INTRODUCAO

Ap6s o nascimento da ovelha Dolly (WILMUT et al., 1997) a produgdo de clones
bovinos vem sendo realizada com diferentes objetivos e baixa eficiéncia por inimeros grupos
de pesquisa (KATO et al., 1998; CIBELLI et al., 1998; YANG et al., 2007; GERGER et al.,
2010). Aliado aos modelos de clonagem, a producdo de mamiferos transgénicos também
alcancou um consideravel desenvolvimento nos ultimos anos (KEEFER et al., 2001;
FREITAS et al.,, 2007). O interesse em se produzir firmacos através de proteinas animais
aproximou os dois modelos experimentais, com o objetivo da selecdo de animais transgénicos
que expressam genes responsdveis por estas proteinas de interesse da saide humana
(BAGUISI et al., 1999; SALAMONE et al., 2006). Uma das barreiras a serem transpostas é a
transmissdo destes genes, por heranga Mendeliana, para os descendentes dos transgénicos
produzidos com o auxilio das biotécnicas de reproducao (PESQUEIRO et al., 2002). Uma das
possibilidades de transpor a barreira da trasmissibilidade da expressdo génica € clonar as
fémeas que expressam de forma rentdvel os genes incorporados ao genoma. Em 1997, um ano
apo6s o nascimento da ovelha Dolly, nasceu Polly, o primeiro mamifero trasngénico produzido
por transferéncia nuclear (WILMUT et al., 2000). A ovelha Polly foi produzida a partir de
fibroblastos fetais transfectados com o gene do fator IX de coagulagdo humano (SCHNIEKE
et al., 1997). Assim, a transferéncia nuclear pode ser considerada uma ferramenta para a
produgdo de animais transgénicos (CAMPBELL, 2007). Diferentes experimentos resultaram
em sucesso na producdo de animais transgénicos, como os suinos (POLEJAEVA e
CAMPBELL, 2000), os bovinos (KUROIWA et al., 2002), os camundongos (LEE et al.,
2007), os caprinos (JIA et al., 2008) e o bifalo (HUANG et al., 2010). Peura et al. (1998) e
Vajta et al. (2001, 2002) decreveram a técnica de handmade cloning (HMC), que possibilitou
uma simplificacio da rotina de micromanipulagio, proporcionando novas perspectivas para a

produgdo de animais transgé€nicos. Como os embrides produzidos por HMC sdo desprovidos
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de zona peltcida, o cultivo em grupo na forma tradicional, isto €, em microgotas de 100 pL,
torna-se invidvel, resultando numa ineficiente agregacdo e compactacdo embriondria (VAJTA
et al., 2005). Assim, grupos de pesquisas vém desenvolvendo novos sistemas de cultivo
(CIV), objetivando o cultivo individual dos embrides, como o cultivo em microgotas,
proposto por Peura et al., (1998) e o sistema de Well-of-the-Well (WOW), descrito por Vajta
et al. (2000) e modificado por Feltrin et al. (2006). A producdo de quimeras constitui-se em
um modelo adequado para o emprego no ambito das duas biotécnicas de reproducio assistida,
como a producdo de clones e a de animais transgénicos. O objetivo do experimento foi
comparar a eficiéncia do emprego do WOW modificado (FELTRIN et al., 2006) e das

migrogotas (PEURA et al., 1998) na producédo de quimeras de Mus musculus domesticus.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Quimera

A quimera na mitologia é uma figura mistica caracterizada por uma aparéncia hibrida
de dois ou mais animais, porém este termo atualmente € utilizado para descrever uma técnica
de produgdo de individuos mistos, ou seja, com origem embriondria geneticamente
combinadas. No entanto, atualmente usa-se muito o termo transgénico que se refere a animais
ou organismos cujo patrimdnio genético foi alterado artificialmente pela introducio,
modificacdo ou dele¢do de uma seqiiéncia de DNA no seu genoma, incluindo a linhagem de
células germinativas, de modo que essa alteracio seja transferida aos seus descendentes
(PESQUEIRO et al., 2002).

Os pioneiros na produg¢do de embrides quimeras foram Tarkowski (1961); Mintz
(1962), os quais demonstraram que através da agregacdo de zigotos de duas ou mais células
poderiam se produzir um individuo normal. Os tecidos deste animal eram uma mistura de
células oriundas de dois diferentes embrides. A produgdo de quimeras através da técnica de
microinjecdo intracitoplasmdtica foi desenvolvida por Gardner (1968), na qual células
exOgenas eram injetadas na cavidade de blastocistos, sendo incorporadas a massa celular
interna (ICM).

Diferentes tipos de células t€m sido utilizados na producdo de quimeras, como as
células da ICM (GARDNER, 1968), as células de teratocarcinoma (MINTZ; ILLMENSEE,
1975), as células tronco embriondrias (BRADLEY et al., 1984 ), as células germinativas
embriondrias (MATSUI et al.,1992), assim como as células pluripotentes geradas por
transferéncia nuclear de células somaticas (WAKAYAMA et al., 2001).

O termo transgénico foi utilizado pela primeira vez por Gordon; Ruddle (1981), em
um experimento no qual através da microinjecio DNA exdgeno em zigotos murinos foram
produzidos camundongos geneticamente modificados.

Outras duas técnicas principais foram desenvolvidas na produgdo de animais
transgénicos, a utilizacdo de um retrovirus como veiculo de transmissdo de fragmentos de
DNA exdégeno (JAENISCH, 1976) e a transferéncia génica em ES (GOSSLER et al., 1986).

Células tronco embriondrias (ES) sdo linhagens obtidas da massa celular interna de
embrides nos estiadios iniciais de mérula ou blastocisto. Essas células sdo pluripotentes, ou
seja, elas podem se diferenciar em todos os tipos de tecidos, incluindo as células germinativas

(RALSTON; ROSSANT, 2010).
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Atualmente fala-se em animais quiméricos ou mosaicos para transgene os quais sao
resultado da transfeccdo de DNA exdgeno em células ES que sdo introduzidas em embrides.
No entanto, quimeras ndo sdo apenas uma ferramenta para se produzir animais mutantes, as
aplicagdes da tecnologia trangénica sdo intimeras e em varios campos de atuacdo além de
serem fundamentais para se estudar os efeitos bioldgicos de alteragdes genéticas (TAM;

ROSSANT, 2003).

2.2 Sistema de cultivo em Well-of-the-Well (WOW)

O sistema de cultivo Well-of-the-Well (WOW) proposto por Vajta et al. (2000) tinha
como objetivo individualizar os embrides em um microambiente restrito no qual os fatores
produzidos por um embrido poderiam ser compartilhados com os outros. Os resultados
obitidos por Vajta et al. (2008) indicam que o sistema WOW ¢ uma alternativa promissora na
producao de embrides bovinos, suinos e humanos.

Feltrin et al. (2006) realizou modificacdes no sistema WOW convencional, através de
mudangas na forma e no tamanho dos micropocos de cultivo. O micropogo passou de convexo
para cdncavo e o diametro foi reduzido de 280 um para 130 um. Essas alteracdes resultaram

em um aumento significativo nas taxas de blastocisto no sétimo dia de desenvolvimento.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Agua e Reagentes

A 4gua utilizada para a preparagdo de todos os meios de cultivo era estéril, obtida por
ultrafiltracdo através do equipamento de purificacdo de dgua Milli-Q Synthesis (Millipore®
Bedford, MA, EUA), com operacdo e manutencdo conforme especificacdes do fabricante.

Os reagentes utilizados eram provebientes da Sigma Chemical Co (St Louis, MO,

EUA), as exceg¢des estdo indicadas no texto.

3.2  Superovulacio das Camundongas

Trinta e oito fémeas adultas entre seis e oito semanas de idade e dez machos férteis
entre dois e dez meses de idade da espécie Mus musculos domesticus, da linhagem CF1 suica
albina, foram utilizados no experimento. Os animais foram mantidos sob condigdes
controladas de iluminacdo didria de 14h, temperatura (22 + 2°C) e alimentagdo ad libitum,
com ragdo peletizada e dgua.

As fémeas foram induzidas a superovulacdo mediante a aplicacdo intraperitoneal de 10
UI de gonadotropina coridnica eqiiina (eCG - Folligon®, Intervet), e 46 h mais tarde de 10 Ul
de gonadotropina coridnica humana (hCG - Chorulon®, Intervet), quando foram colocadas
individualmente com os machos para realizacdo da cépula. Na manha do dia seguinte (dia um

de prenhez), a constatagdo do acasalamento foi detectada pela presenga do tampao vaginal.

3.3 Coleta e Selecao dos Embrioes

Na manha do dia trés de prenhez, as doadoras de embrides foram sacrificadas por
deslocamento cervical e os ovidutos foram removidos através de duas incisdes, uma na bursa
ovdrica e outra no corno uterino. As estruturas embriondrias de cada fémea foram recuperadas
sob lupa estereomicroscépica, com luz incidente e magnitude de 10X, por perfusdo através do
Ilimen do oviduto de 0,5 mL de solugdo salina fosfatada tamponada (PBSm;
WHITTINGHAM, 1971) acrescida de 0,4% de BSA.

As estruturas recolhidas de cada doadora foram contadas e selecionadas. Na selecio
morfoldgica, foram considerados embrides com potencial de desenvolvimento aqueles que

apresentavam contorno regular e simétrico, zona peldcida intacta, blastomeros com
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citoplasma de cor e aspecto homogéneo e auséncia de fragmentacio, de acordo com Baptista
et al. (2004).
O pool de embrides vidveis nos estadios de quatro, oito e 16 células de cada fémea foi

dividido aleatoriamente em um grupo controle e dois grupos experimentais.

3.4 Digestao da Zona Pelicida

Para remocdo da zona pelicida (ZP), os embrides, com exce¢do do grupo controle,
foram expostos ao PBSm suplementado com 26 Ul/mL de pronase, sendo que o tempo
necessdrio para a remocdo foi controlado visualmente, com uma varia¢do de 60 a 90 s (Figura
1). Apés a digestdo, os embrides foram lavados trés vezes em gotas de 100 uL. de PBSm

suplementado com 0,4% de BSA.

Figura 1 - A¢8o da enzima pronase
para remocao da zona
pelicida

3.5 Cultivo in vitro

O cultivo in vitro (CIV) foi realizado em meio KSOM suplementado com 0,4% de
BSA, sob 6leo mineral, em atmosfera gasosa de 5% de CO, em ar, com umidade relativa
saturada e a temperatura de 37°C, durante 72 h.

No Grupo 1 (G1) 67 pares de embrides sem ZP foram cultivados em microgotas de
10uL de meio (Figura 2); no Grupo 2 (G2) 69 pares de embrides sem ZP foram submetidos ao
CIV pelo sistema WOW, em pogos contendo 500 uL de meio. No grupo controle dez
embrides em média por replicacdo do grupo controle (GC), com a zona pelidcida intacta,

foram cultivados em gotas de 100 uL. de meio.
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Figura 2 - (A) Visdo geral do sistema de cultivo em microgotas. (B) No detalhe,
blastocisto quimera no centro da gota de 10 uL. de meio.

3.6  Preparacao de Micropocos do Sistema WOW modificado

Os micropogos do sistema WOW modificado (Figura 3) foram confeccionados com a
utilizacdo de mini brocas metdlicas, em placas de quatro pogos (Nunc®, Roskilde,
Dinamarca), contendo 500 pL. de meio KSOM suplementado com 0,4% de BSA, cobertos
com 6leo mineral.

Figura 3 - (A) Visdo geral do sistema WOW (Well-of-the-well) modificado.
(B) Blastocisto quimera apds 72 h de CIV removido do micropo¢o
para avaliagdo.

3.7 Analise dos Dados

Os dados de seis replicagdes foram comparados entre os grupos pelo teste do x2,
utilizando-se P<0,05. As taxas de agregacdo foram avaliadas juntamente com as taxas de
blastocisto ap6s 72 h do inicio do CIV. As taxas de eclosdao embriondria obtidas do grupo

controle também foram analisadas aplicando-se o mesmo teste.
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4 RESULTADOS

Das 38 fémeas superovuladas, 34 foram coletadas e proporcionaram a recuperagido de
602 estruturas, destas, 332 (55%) foram selecionadas como vidveis e divididas nos trés grupos
experimentais.

Os dados revelaram diferenca significativa entre os grupos WOW modificado e
microgotas nas taxas de agregacdo de massas celulares, e as taxas de desenvolvimento
embriondrio até o estddio de blastocisto apresentaram diferencas significativas entre os trés
grupos (Tabela 1). Os dados na Tabela 1 referentes ao grupo controle demonstram que o
experimento foi realizado em boas condi¢gdes de cultivo, uma vez que, se obteve 92% de

blastocisto e que destes 80% eclodiram.

Tabela 1: Taxas de agregac@o de massas celulares e de desenvolvimento embriondrio até o

estddio de blastocisto eclodido in vitro de quimeras de Mus musculos domesticus

Grupos Embrides Agregacio das Taxa de Taxa de blastocisto
cultivados massas celulares blastocistos eclodido
*(N) N (%) N (%) N (%)
WOW 69 (pares) 57¢ 83 46" 67
modificado _ _
Microgotas 67 (pares) 39° 58 29° 43 - -
Controle 60 - - 55¢ 92 48 80

* Valores de 6 replicagdes

a,b,c nimeros com letras desiguais na mesma coluna indicam diferenga significativa entre os

grupos (p<0,05), pelo teste do 2.

A Tabela 2 apresenta os resultados da taxa de agregacdo das massas embriondrias e da
taxa de blastocisto levando-se em consideracdo os diferentes estddios celulares em que os
pares de embrides foram justapostos, havendo diferenca significativa entre os embrides de
quatro células quando comparados com os de oito e 16 células. No entanto, ndo houve
diferenca significativa na taxa de agregacdo das massas celulares nem na taxa de blastocisto

entre os pares de embrides cultivados nos estagios de oito e 16 células.
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Tabela 2: Taxa de agregacdo das massas celulares e de desenvolvimento embriondrio até o
estadio de blastocisto in vitro de quimeras de embrides de quatro, oito e 16 células

de Mus musculus domesticus cultivados in vitro

Sistemade  Estagio Embrides Agregacdo das massas Taxa de
Cultivo embrionario cultivados celulares blastocisto
*(N) N (%) N (%)
4 células 14 (pares) 7 50 3? 21
WOW b b
8 células 23 (pares) 20 87 16 70
modificado b b
16 células 32 (pares) 30 94 27 84
4 células 11 (pares) 1? 9 0° 0
Microgotas 8 células 23 (pares) 13° 56 10° 43
16 células 33 (pares) 25° 76 19° 58

* Valores de seis replicacdes
a,b nimeros com letras desiguais na mesma coluna indicam diferenga significativa entre os

grupos (p<0,05), pelo teste do x2.
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5 DISCUSSAO

Para produzirem-se embrides quiméricos, faz-se necessario o cultivo individual dos
embrides, bem como ocorre na producdo de clones por handmade cloning (HMC) e nos
sistemas de cultivo de embrides humanos, no qual o desenvolvimento de cada embrido é
avaliado de modo individual. De acordo com Krisher e Wheeler (2010), o cultivo
individualizado durante todo o periodo de cultivo in vitro (CIV), permite avaliar a qualidade
especifica de cada embrido, podendo resultar em maiores taxas de prenhez.

A composi¢do do meio e as condicoes de CIV afetam os embrides quiméricos, uma
vez que esses sdo cultivados nos mesmos protocolos padrdes de CIV para embrides com zona
pelicida (ZP). Porém, para que ocorra a agregacdo embriondria, os embrides quiméricos nao
possuem ZP, portanto, o tradicional cultivo em grupos, isto é, em microgotas de 100 uL, ndo
¢é vidvel, pois pode resultar na separagdo ou extrusdo dos blastdmeros, ou mesmo numa
compactacdo ineficiente (VAJTA et al. 2005).

Sendo assim, no presente estudo, o sistema de cultivo em microgotas de 10 pL e o
sistema em WOW modificado (FELTRIN et al. 2006) foram avaliados quanto a sua
eficiéncia na producio in vitro de quimeras de embrides Mus musculos domesticus.

Neste experimento, os micropogos apresentaram melhores resultados na producio de
embrides quiméricos quando comparados ao sistema em microgota de 10 uL. Uma das
possiveis explicagdes deve-se ao fato de que o micropogo, por ter um didmetro similar ao da
ZP, possibilita uma maior estabilidade, ou seja, mantém o estado de agregacdo dos
blastomeros, favorecendo assim a compactacio e a formacao posterior da blastocele.

De acordo com Zeilmaker (1973), somente a justaposi¢do dos pares de embrides, ndo
foi o suficiente para a agregacdo das massas celulares, logo, é provavel que no cultivo em
migrogotas, por ndo possuir um mecanismo fisico de aproximagdo das células embriondrias
como no sistema WOW, haja a necessidade da exposicdo de tais componentes celulares a
fitohemaglutinina que for¢a os embrides uns contra os outros como descrito por Lu; Markert
(1980).

Segundo Vajta et al. (2000), o microambiente criado pelo sistema WOW proporciona
uma maior concentragdo de fatores autdcrinos e pardcrinos, o que poderia favorecer o
desenvolvimento embriondrio, conforme observado no nosso experimento.

O sistema WOW apresenta excelentes resultados quando se refere ao cultivo
idividual, podendo ultrapassar a taxa de 50% de blastocisto (VAITA et al. 2000), sendo

similar ao cultivo em grupo de embrides com ZP. No presente trabalho, a taxa de
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desenvolvimento embriondrio dos embrides quiméricos até blastocisto foi menor que o grupo
controle, com ZP, porém foi superior a 50%. Assim, a presenga ou auséncia da ZP ndo deve
ter sido o fator responséavel por essa diferenca, conforme Ribeiro ef al. (2009) demonstraram
que a auséncia da ZP ndo compromete o desenvolvimento do embrido.

Dentre os estddios de desenvolvimento utilizados para agregacdo das massas
embriondrias, os melhores resultados foram obitidos com os pares de embrides de oito e 16
células. Uma provdvel explicagdo seja que os pares de embrides de quatro células
apresentavam baixa coesdo celular, isto é, ndo compactados, assim, consequentemente, alta
tendéncia de desagregacdo dos blastomeros apds a remocdo da ZP. O processo de
compactacdo implica uma maior expressdo das moléculas de adesdo na superficie dos
blastomeros, logo, formando uma massa celular interna firmemente agregada (SURANI;

BARTON, 1984).
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6 CONCLUSAO

Dentre os dois sistemas de cultivo in vitro testados, no presente experimento, para a
producdo de embrides quiméricos murinos, o WOW modificado proporcionou maiores taxas
de agregacdo de massas celulares e taxas de desenvolvimento até o estadio de blastocisto que
o sistema de CIV em microgotas, por possivelmente mimetizar a ZP, permitindo um
microambiente mais favoravel ao desenvolvimento in vitro.

Portanto, o sistema WOW modificado (FELTRIN et al. 2006) € mais eficiente para a
producdo in vitro de quimeras de embrides Mus musculos domesticus que o cultivo em

microgotas.
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7 PERSPECTIVAS

Sabe-se que estudos realizados com o modelo de fusdo de embrides sdo de grande
interesse para analisar o processo do desenvolvimento embriondrio. Por exemplo, quando se
agregam embrides de quatro células com embrides de oito células, existe uma grande
possibilidade do estagio de oito células formar o embrido, enquanto que o estidgio de quatro
células provavelmente formard o trofoblasto. Considerando isso, deve-se observar que o
trofoblasto € que interage com o utero, assim, essa técnica poderia ser usada nas
transferéncias embriondrias entre espécies diferentes. A producido de um embrido quimérico
constituido por trofoblasto compativel com o receptor e com células somadticas de uma espécie
de interesse, que seja filogeneticamente proxima, poderia ser a solucdo para melhorar a
eficiéncia da clonagem. O procedimento requer, portanto, aperfeicoamento para a correta
aplicagdo da técnica, necessdria ndo somente a recuperagdo de espécies em extingdo, mas
também ao incremento da produg@o animal.

E inquestiondvel que progressos tém sido obtidos através do uso de transferéncia
nuclear na producdo de animais transgénicos, porém a baixa eficiéncia continua limitando um
maior uso dessa tecnologia. Entretanto os resultados obtidos, na chamada clonagem
terapéutica (RALSTON; ROSSANT, 2010), sugerem que futuramente a transferéncia nuclear,
provavelmente, terd uma participacio de destaque na medicina humana.

Para permitir uma melhor exploragdo do grande potencial da producdo de animais
transgénicos por transferéncia nuclear, utilizando-se do modelo quimera, faz-se necessario

que os resultados obtidos sejam melhorados, repetitivos e mais previsiveis.
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