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Cultivo de embrides bovinos produzidos in vitro:
efeito do numero de embrides e da proporcao de
meio
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Resumo Palavras-chaves:
Embrides bovinos.
Na dltima década, os produtores de leite e carne bovina incrementaram Cultivo.
. . . . N PIV.
consideravelmente o uso da aspiracao folicular (OPU) associada a OPU

producao 2 vitro de embrides IVP). Odcitos recuperados pela OPU
tém qualidade diversificada e seu numero reduzido requer condigdes
diferenciadas de cultivo para a IVP. Para determinar o efeito do nimero
de embrides e volume de meio sobre a IVP, 1428 embrides bovinos
foram cultivados em grupos de 5, 10 e 20, em 1:1, 1:5 ¢ 1:10mL de
meio. Grupos de 20 oécitos foram maturados 7z vitro em 200mL de
TCM-199+ rFSHh+10% de soro de vaca em estro (SVE), por 24h. A
fecundagio 7 vitro foi em grupos de 20 oécitos/200mL de meio Fert-
Talp, por 18h com 1x10° espermatozoides/mL. O cultivo foi em
SOFaaci+5% SVE por 8 dias. Considerando-se o dia da fecundagao
como DO, conduziu-se as avaliagées no D2 (clivagem), D7
(blastocistos) e no D9 (eclosio). A taxa de clivagem foi superior
quando o cultivo foi com 20 embrides e nao foi afetada quando a
proporcio de meio vatiou (1:1; 1:5 e 1:10). Com as propor¢des de
meio de cultivo 1:5 ou 1:10, a taxa de embriGes em D7 foi superior
(P<0.05) a 1:1. O nimero de embribes cultivados influenciou a
producio de blastocistos em D7 (P<0,05) com 20 embrides/gota.
Estes resultados também se refletem nos percentuais de blastocistos
eclodidos em D9, sendo que 1:5 e 1:10 foram superiores (P<0,05) a
1:1. Da mesma forma, a taxa de eclosio foi superior (P<0,05) com o
cultivo de 10 ou 20 embrides/gota quando comparado ao grupo de
5 embrides/gota. A reducio do nimero de embrides e da propor¢io
de volume de meio no cultivo, afeta os indices de desenvolvimento
na producio i vitro de embrides bovinos.

Introducéao de pesquisa, visando a transferéncia para as
receptoras. Atualmente, diversos sistemas
vém sendo empregados com sucesso, todos

eles tentando mimetizar a0 maximo as

O cultivo embrionario, realizado logo
apos o periodo de fecundagao i vitro (F1V),

¢ fundamental para o sucesso na producio
in vitro (PIV) de embriGes bovinos. O sistema
empregado nessa etapa deve proporcionar
condi¢oes adequadas para as primeiras
clivagens, ativacao do genoma embrionario
e conseqiente desenvolvimento até o estagio
de blastocisto, nos programas comerciais ou

condicdes uterinas. No entanto, a tuba uterina
e o utero apresentam varias alteragdes no
decorrer do desenvolvimento embrionario,
0 que os torna um sistema muito complexo
e de dificil reproducao 7 vitro. Além do uso
de condi¢Oes atmosféricas adequadas e
meios de cultivo que supram as necessidades
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metabdlicas dos embrides nas suas diferentes
etapas de desenvolvimento, o nimero de
embries utilizados por gota, assim como o
volume dessas gotas, sio fatores que
contribuem na obtenciao de bons indices de
desenvolvimento embtionatio. Os inconstantes
resultados obtidos na PIV estdo relacionados
aos diferentes sistemas utilizados e,
especialmente, a densidade de embrides
empregada durante o cultivo.

Nos trabalhos realizados até o
momento foi demonstrado que embrides
cultivados em grupos apresentam maiores
indices de desenvolvimento'*’, embora seja
possivel obter bons resultados com o cultivo
individual*>*’". No entanto, hd divergéncia
quanto ao volume ideal de meio a ser
empregado durante o cultivo 7 vitro (C1V),
existindo atualmente grande variabilidade
nos protocolos e entre laboratérios. Os
volumes de meios utilizados estio
adequados a protocolos de pesquisa, nos
quais, de modo geral, os embrides sdao
cultivados em grupos com o numero de
embrides pré-determinado e, geralmente,
em grandes grupos (20 a 40 embrides).
Dessa forma, nao é analisado se a reducao
na densidade de embriGes por gota poderia
causar prejuizos ou mesmo beneficios ao
desenvolvimento embrionatio.

Com a crescente demanda comercial
da PIV de embriGes bovinos na ultima
década, surge a necessidade de pesquisas que
visem criar protocolos mais direcionados a
producdo de embrides a partir de odcitos
obtidos da OPU (Ovum Pick Up). Nesse
sistema de puncio zz vive, o nimero de
obcitos obtidos por doadora é relativamente
baixo, quando comparado ao utilizado em
condi¢Oes experimentais. Hsse estudo teve
como objetivo avaliar o efeito do nimero
de embribes por gota de meio e de diferentes
proporg¢des de meio por embrido, durante
o cultivo de embrides bovinos produzidos
n vitro.

Materiais e Métodos

Os embrides foram produzidos a
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partir de odcitos de ovarios de matadouro
transportados até o laboratorio a tempera-
tura de 22 e 25°C%, em solugio fisiologica a
0,9% de NaCl' acrescida de 100mg de
estreptomicina’ e 50.000UI de penicilina G-
Potdssica' para um litro de solu¢io, em
tempo ndo superior a quatro horas apds o
término do abate. Os foliculos com
diametro entre 2 e 8 mm foram puncionados
com o auxilio de uma bomba de vicuo® e
os Complexos Cumulus-o6citos (CCO)
aspirados foram mantidos em liquido
folicular durante a identificacdo, sob
estereomicroscopio’. A selegio dos CCO foi
conduzida imediatamente, de acordo com
o aspecto morfoldgico, conforme o critério
de avaliacao descrito por De Loos et al.’,
utilizando-se CCO de qualidade I e II.

A maturacido foi realizada em gotas
de 200mL de TCM-199* (sais de Eatle)
modificado, adicionado de 5,95mg/ mL de
HEPES', 0,025mg/mL de piruvato de
sédio!, 0,01UI de tFSHh/mL’ e 10% de
soro de vaca em estro (SVE), sob dleo
mineral por um perfodo de 22 a 24 horas,
em estufa de cultivo a 38,5°C, com 5% de
CO, em ar e umidade saturada.

Para a fecundacao utilizou-se sémen
congelado em palhetas de 0,5 mL de um
touro Bos faunrus, cujo descongelamento foi
efetuado em banho-maria a 39°C por 20
segundos. O sémen foi submetido ao
processo de migracdo ascendente em meio
TALP-SPERM", acrescido de 6mg/mL
BSA' e 0,11mg/mL de piruvato de sédio.
A dose inseminante foi de 1x10°
espermatozéides/mL. A incuba¢io dos
odcitos/ espermatozoides foi conduzida em
meio TALP-FERT!" com 6mg/mL de
albumina sérica bovina' (BSA), 0,022mg/ml.
de piruvato de sédio, hepatina (30mg/mL)’
e PHE' (penicilamina, hipotaurina e
epinefrina) em estufa de cultivo celulat® a
38,5°C, com 5% de CO, em ar e umidade
saturada, pelo perfodo de 18 a 22 horas.

Os supostos zigotos foram desnudados
por sucessivas passagens no interior de uma
pipeta e distribuidos aleatoriamente nos
diferentes tratamentos, com distintos nimeros



de embrides e volumes de meio cultivo
SOFaaci "' com 5% de soro de vaca em
estro (SVE). Nestas condi¢des, os embrides
permaneceram por 8 dias, sob dleo
mineral'?, em estufa a temperatura de 38,5°C,
com 5% de CO, em ar e umidade saturada.

Resultados

O efeito do dia da realizacao da PIV
foi significativo e mantido no modelo de
analise estatistica. Nao houve interagio entre
o numero de odcitos e a proporcao de
volume (P>0,05). A taxa de clivagem foi
influenciada (P<0,05) pelo numero de
embrides, mas nao pela propor¢io de meio
(P>0,05). Taxa de clivagem superior foi
observada com 20 embrides em
comparacdo a 10 e 5 (Tabela 1).

O desenvolvimento em D7 foi
influenciado tanto pelo numero de embrides
como pela propor¢io de meio (P<0,05).
Taxas de desenvolvimento superiores foram
observadas em D7, com 10 e 20 embrides
e com as propor¢oes de meio de 1:5 e
1:10mL (Tabelas 1 e 2). As taxas de eclosao
em relacio ao numero de embrides em D7
nao foram afetadas (P>0,05) pelo nimero
de embrides, nem pela propor¢ao de meio
(Tabelas 1 e 2). Considerando a taxa de
eclosio sobre o total de clivados, manteve-
se esta supetioridade com 10 e 20 embrides/
gota, comparados com grupos de 5
embrides/gota de cultivo e 5 ¢ 10ul. de meio,
em comparagdao a lul.

Discussao

O efeito benéfico do cultivo de
embrides em grupo ja foi comprovado em
varias espécies'>H+1910IME Hgse beneficio
ocorre devido a producao de fatores de
crescimento pelos proprios embrides que,
pela agdo autdcrina e paracrina que auxiliam
no desenvolvimento embriondrio!”*-2!,
Quando a maioria dos sistemas de cultivo
empregavam o co-cultivo dos embrides
com diferentes tipos de células somaticas,
este efeito ficava mascarado, devido a
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cooperagio existente entre essas células. No
entanto, na maioria dos sistemas atuais de
producao 7 vitro de embrides, tenta-se reduzir
a0 maximo a utilizagcdo do soro como fonte
protéica, além de evitar o co-cultivo com
células somaticas. No presente estudo foi
observada redugdo gradativa no
desenvolvimento embrionirio em D9,
quando se reduziu o nimero de embrides
por gota (de 20 para 10 e 5). Resultados
semelhantes foram observados por outros
autores quando reduziram o ndmero de
embrides cultivados por gota'***. Na
tentativa de obter melhores indices de
produciao com grupos menores, alguns
autores sugerem a utilizacdo de embrides de
outras espécies como camundongos,
associados ao cultivo z vitro de embrides
bovinos ou o cultivo de embrides em meios
onde ja foram cultivados embrides ou células
do oviduto®™*, buscando o aproveitamento
de fatores contidos no meio de cultivo.
Ainda com o propésito de aumentar a
densidade de embriGes, Salahuddin et al.!”
tentaram sem sucesso o cultivo de embrides
de camundongo com estruturas degeneradas
ou nio fecundadas.

Os meios utilizados atualmente para o
cultivo de embrides estdo cada vez mais
complexos, enriquecidos com diferentes fatores
de crescimentos, vitaminas ¢ aminoacidos.
Embora se saiba que os aminoacidos sdo
benéficos a0 desenvol-vimento embtionatio,
eles sao metaboliza-dos espontaneamente pelos
embrides em temperaturas entre 37 e 39°C,
resultando em acréscimo significativo de
amonia no meio de cultivo'®. A amobnia, em
altas concen-tragGes, possui efeito toxico para
células somaticas e embrides. Baseado nesses
fatos, tem sido sugerida a redugdo do
nimero de embriGes por gota, aumento no
volume da gota ou a troca de meio durante
o cultivo, na tentativa de reduzir a influéncia
de altas concentracdes de fatores toxicos™.
Embora seja sugerida a utilizacdo de um
volume reduzido de meio durante o cultivo,
buscando manter maior concentragao de
fatores de crescimento no local ?°, no
presente trabalho, essa reducao resultou em
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menor produ¢dao de blastocistos. Em
trabalho realizado por pesquisadores
brasileiros, foi constatado que embrides
bovinos podem ser cultivados em
proporcoes de meio que variam de 1:1 até
1:20mL, desde que os grupos sejam de 25
embrides. No entanto, nesse mesmo
trabalho ficou evidenciado o alto indice de
embrides degenerados, assim como a
auséncia de eclosao, quando foi utilizado o
volume de 1ml meio para cada embriao®.
Palasz e Thindathil®® obtiveram menor
producio de blastocistos quando cultivaram
embrides em grupos de 5 ou 10, em
compara¢ao a grupos de 20. No entanto,
esses autores obtiveram indices superiores
em proporcdes de 2:1 (embrido:mL de
meio), quando comparado com 1:2,5mlL;
contrastando com os resultados obtidos no
presente trabalho, no qual a proporcio de
1:1mL foi prejudicial ao desenvolvimento
embrionario. Diversos fatores podem estar
associados a essa redu¢ao no desenvolvimento
embtionatio, como o acimulo de metabdlitos,
por exemplo de amonia, ou de altas
concentracoes de radicais livres no meio de
cultivo*?. Ja foi comprovado o efeito
negativo ocasionado pelo estresse oxidativo,
em diferentes células de mamiferos, inclusive
embrides, proporci-onado pela alta tensio
de oxigénio *. A atmosfera gasosa utilizada
no presente trabalho foi de 5% de CO,, o
que pode ter contribuido para a redugao do
desenvolvimento embrionario, quando
utilizados volumes menores de meio. Além
disso, também nio foi utilizado o co-cultivo
com células somaticas que, além de

secretarem substancias embriotréficas e
remover fatores inibitérios, sio capazes de
reduzir a tensio de O,. Outros autores
obtiveram bons resultados com o cultivo em
pequenos volumes de meio, até mesmo
utilizando o cultivo individual, mas na
maioria dos casos foi utilizada atmosfera
com oxigénio controlado®’. No presente
estudo a quantidade de 6leo mineral que
cobria as gotas de cultivo nio foi adaptada
conforme o volume da gota. Isto pode ter
ocasionado uma menor relacio dleo:meio
de cultivo em gotas com volumes maiores,
resultando em maiores trocas do meio de
cultivo com o meio externo *. No entanto,
as gotas menores, embora menos suscetiveis
as trocas gasosas com a atmosfera, sofreram
maior contato com o 6leo que, embora seja
um produto testado para embriGes, muitas
vezes contém substancias toxicas que inibem
o desenvolvimento embriondrio, o que
poderia ter contribuido para os menores
indices obtidos em propor¢oes menores de
meio.

A nao ocorréncia de efeito
significativo da interacdo do numero de
embriGes com o volume de meio mostra
que quando trabalha-se com numero
pequeno de embrides, ndo ha vantagens em
ajustar o volume de meio. Por outro lado, o
efeito prejudicial da menor proporgao de
meio manifesta-se tanto em grupos com
menor (5) como em maior nimero (20).
importante ressaltar que esses resultados
estao diretamente associados ao sistema de
producio empregado no cultivo dos
embrides. As proporcoes de embrides e de

Tabela 1 - Efeito do nimero de embrides por gota de cultivo sobre a produgao in vitro em bovinos

| Complexos Desenvolvimento embrionério
Numero Cumulus-
de odcitos Clivados em Blastocistos em  Eclosao/D2 * Eclosao/D7**
embrides maturados D2 D7 n (%) n (%)
PIV n n (%) n (%)
5 475 364 (76,6)" 78 (16,4) 27 (7,47 27(34,6)°
10 480 372 (77,5)° 98 (20,4)b 44 (1 1,8)b 44 (44,9)°
20 473 418 (88,4)° 122 (25,8)° 58 (13,9)° 58 (47,5)°

Letras diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca significativa (P < 0,05).
*Calculado sobre total de clivados ** Calculado sobre blastocistos em D7. Local: Embryolab - UFSM, RS Data: Abril de 2004
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Tabela 2 - Efeito da proporcao do volume de meio no cultivo sobre a produgao in vitro de embrides bovinos

Propor¢ao de  Complexos Desenvolvimento embrionério
emlgrlc')es/ Cucnglus— Clivados em  Blastocistos em  Eclosao/clivado Eclosao/D7
meio de o0citos * %
; D2 D7 S
cultivo maturados n (%) n (%) n (%) n (%)
n
T:1uL 474 374 (78,9 78 (16,5) 28 (7,5)° 74 (35,9
1:5uL 476 388 (81,57 109 (22,9 49 (12,6)° 110 (44,9)°
1:10ulL 478 392 (82,0)° 111 (23,2)° 52 (13,3 110 (46,8)°

Letras diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca significativa (P < 0,05)
*Calculado sobre total de clivados ** Calculado sobre blastocistos em D7. Local: Embryolab - UFSM, RS Data: Abril de 2004

volume utilizadas no presente estudo
deveriam ser avaliadas em outros sistemas,
como aquele com tensdo reduzida de O,,
troca de meio ou acréscimo ao longo do
cultivo, entre outros, a fim de obter maior
conhecimento nesse sentido.

Conclusoes

A producio in vitro de embrides
bovinos é supetior com o cultivo em grupos
de 10 ou 20, ao invés de 5 embrides. As
proporcoes de 1 embrido para 5Sml e 10mL

e meio de cultivo incrementam as taxas de
d io de cultivo increment t d
producio de blastocistos, sendo recomen-dadas
para os programas comerciais e de pesquisa.
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Culture of in vitro produced bovine embryos: effect of number of

embryos and medium ratio

Abstract

In the last decade the dairy and beef bovine farms had an increment
in their breeding programs that include the use o ovum pick-up and
in vitro production (OPU/IVP). Oocytes retrieved by OPU vary in
quality and its reduced number requires appropriated culture
conditions for IVP. To evaluate the effect of the number of embryos
and volume of the media in the 7z vitro culture of bovine embryos,
1428 zygotes were cultured in groups of 5,10 or 20in 1, 5 or 10mL of
medium. Groups of 20 oocytes matured 7z vitro in 200mL of
TCM++ESHh+ 10% estrus cow serum (ECS). The fertilization was
performed in groups of 20 oocytes/200mL of Fert-Talp medium,
for 18h with 1x10° spermatozoa/mL. The cultute was done in
SOFaaci+5%ECS for 8 days. Considering DO as the fertilization day,
the IVP was evaluated on day 2 (cleavage), day 7 (blastocyst) and in
day 9 (hatching rates). The cleavage rates were higher when embryos
were cultured in groups of twenty. However, it was not affected by
the medium ratio of 1:1, 1:5 and 1:10. The use of 1:5 and 1:10mL of
culture medium ratio showed higher embryo production rates in D7
(P<0.05) than 1:1mlL proportion. The culture of 20 embryos per
drop affected the blastocyst production on day 7. Likewise the hatching

Key-words:
bovine embryos.
Culture.

IVP.

OPU.
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rates in D9 were higher with 1:5 and 1:10 than 1:1. Similarly, the
hatching rates wete higher in cultured of 10 or 20 embryos/drop
when compared to groups of 5 embryos/drop. The reduction of
embryos and the proportion of the medium volume in culture affects
the development indexes on bovine embryos iz vitro production.
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