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RESUMO

EmbriGes bovinos produzidas vitro foram cultivados individualmente do D7 ao D9, com o intuito de avaliar o seu
desenvolvimento posterior. Quarenta e nove embrifes, nos estagios de blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto expandido
foram cultivados, individualmente, em 50ml de meio SOF + 5% SVE, do D7 ao D9 (DO=fecundac¢&o). Entre o D7 e D8, os
blastocistos foram cultivados em palhetas (TcP) ou em placas (CP) e, entre o D8 e D9, foram cultivados apenas em placas. O
indice de blastocistos que avangaram pelo menos um estagio de desenvolvimento, entre D7 e D8, foi de 71%, 37% e 44% no CP
e de 100%, 66% e 36% no TcP, respectivamente para blastocistos iniciais, blastocistos e blastocistos expandidos. O percentual
total de embrides que evoluiram do D7 para D8 foi de 50% (12/24) para o CP e de 60% (15/25) para o TcP, os quais ndo foram
significativamente diferentes (P>0,05). Na avaliacéo efetuada no D9, ndo foram constatadas diferencas (P>0,05) no percentual
de blastocistos eclodidos, entre os dois sistemas de cultivo (29% e 24% para CP e TcP, respectivamente). Apos coloragédo
fluorescente dos nucleos, ndo foi observada diferenca (P>0,05) entre o nimero médio de células dos blastocistos eclodidos
(182,66 vs. 202,8) e expandidos (94,5 vs. 88), para o CP e TcP, respectivamente. Blastocistos bovinosipreitiazidos

podem ser cultivados individualmend@D7 ao D9, ndo havendo efeito do sistema de cultivo empregado (placas ou palhetas)
sobre a taxa de eclosdo e o nimero de células.

PALAVRAS-CHAVE: Embrido. Bovinos. Cultura de embrides animal.

INTRODUCAO maior diluicdo de possiveis substancias toxicas para 0s
embrides.

studos realizados até o momento mostram excelentes  Com a utilizacdo comercial da PIV, a necessidade de
Eprogressos nos resultados atingidos com a produg&aluzir o tamanho destes grupos, tornou-se fundamental, uma

in vitro de embrides bovinos (PI1V). Nesta Ultimavez que a média de oécitos aspirados gira em torno de 10 por
década, as taxas de producé@o embrionéria se estabilizas@ssdo de OPWOyum Pick-Up. O cultivo individual destes
em torno de 35% de blastocistos no sétimo dia de ctltivembrides, a partir de estagios mais avancados, também
12.13 variando entre laboratérios. A qualidade destescilitaria o transporte dos mesmos, na prépria palheta de
embrides ainda encontra-se bastante variavel devido apwase, de modo a serem transferidos sem a necessidade de
diferentes protocolos utilizados. manipulacdo prévia. Este trabalho teve como objetivo

O cultivo de embrides ainda € um dos passos damparar o desenvolvimento de embrides bovinos produzidos
producéoin vitro que vem sendo estudado e o qual # vitro, cultivados individualmente, em placas e em palhetas.
importante para que sejam obtidas boas taxas de
desenvolvimento de embri6es viaveis. De modo geral, o .
cultivo ainda é realizado em grupos, estando associado a MATERIAL E METODO
melhores taxas finais de blastocistos. O tamanho destes
grupos varia entre 20 a 40 embrides por gota ou poco, Os embrides utilizados neste trabalho foram
proporcionando desta forma uma maior concentragdo Bepduzidos a partir de odcitos de ovarios de matadouro
fatores de crescimento produzidos pelos proprios embrigégnsportados até o laboratério em temperatura entre 22 e
que, através de acgdo autdcrina e paracrina, proporcionapiC® em solucdo fisiologica a 0,9% de NaCl acrescida de
um maior desenvolvimento embrionario. Contudo, menord®0mg de estreptomiciha 50.000UI de penicilina G-
densidades de embrides por volume de meio propiciam uf@tassicapara um litro de solugao, em tempo n&o superior

87



BRUM, D.S.; LEIVAS, F.G.; BERNARDI, M.L.; RAUBER, L.P.; Alceu MEZZALIRA; A.; BRASS, K.E.; SILVA, C.A.M.; RUBIN, M.I.B.
Cultivo individual de blastocistos bovinos produzidosvitro. Braz. J. vet. Res. anim. Scj.Sdo Paulo, v.39, n.2, p. 87-92, 2002.

a duas horas apés o término do abate. Os foliculos com - Transporte-cultivo em Palheta (TcP): os embrides
didmetro entre 2 e 8 mm foram puncionados com o auxilio ftram envasados individualmente em palhetas de 0,25mL
uma bomba de vacdce os oécitos aspirados foramcom 50mL de meio SOF acrescido de 5% SVE. Estas palhetas
mantidos em liquido folicular para a busca soboram depositadas em tubo de ensaio aberto para
estereomicroscopio. Apés a identificacdo, os oocitos foragaseificacdo através da permanéncia dentro da estufa de
imediatamente selecionados de acordo com o aspectdtivo por um periodo de duas horas, antes do mesmo ser
morfolégico dos Complexos Cumulus-Odécitos (CCOs¥echado, para a simulagdo do transporte em laboratério, a
conforme o critério de avaliacdo descrito por DeLoos%t al39°Cpor 24 horas (grupo transporte).
A maturacao foi realizada em 4@0de TCM-199 modificado, Dos 49 blastocistos utilizados, 24 foram cultivados no
adicionado de 5,9/mL de HEPES0,025mg/mL de piruvato sistema CP e 25 no TcP, pelo periodo de 24h, entre D7 e D8.
de sodig 0,01Ul de rFSHHmML 0,5mg/mL de LH e 10% de Apds o periodo de transporte-cultivo, simulado no laboratério
soro de vaca em estro (SVE), por 22 a 24 horas em estufgpde 24 horas, os embrides do TcP e CP, jA em D8, foram
cultivo a temperatura de 39°C, com 5% dg @®ar e umidade avaliados quanto ao estagio de desenvolvimento. Apds esta
saturada. Para a fecundacéao foi utilizado sémen congeladaliagdo no D8, os embribes foram colocados novamente na
de um pool de tourddos taurusCada palheta de 0,5mL deestufa de cultivo, individualmente, em placas, até o D9, quando
sémen foi descongelada a 39°C por 20 segundos e o séfoesim submetidos a nova avaliagcao para determinar a taxa de
submetido ao processo de “swim-up” em meio TALPdesenvolvimento embrionério. Foram considerados como
SPERM, acrescido de 0,06mg/mL BSA0,11mg/mL de desenvolvidos os embrides que alcancaram pelo menos o
piruvatode sédio. A dose inseminante foi de 1%10estagio de blastocisto expandido, durante os dois dias de
espermatozéides/mL. A incubacdo dos oo6citogultivo. Os embries que ja se encontravam no estagio de
espermatozdéides foi conduzida em #D@e meio TALP- blastocisto expandido no D7 e que ndo mudaram de estagio,
FERT com 0,06mg/mL de BSA e 0,022mg/mL de piruvato deéo foram considerados como desenvolvidos.
sédio em estufa de cultivo a 39°C, com 5% dg €&Dar e Apébs a avaliacdo da taxa de desenvolvimento, os
umidade saturada, por um periodo de 18 a 22 horas embrides foram fixados em paraformolaldeido a 2%, para a
Apés este periodo, 0os supostos zigotos foramalizacdo da contagem do nimero de células coradas com
desnudados através de agitagdo em Vdrexultivados Hoechstna concentragdo final de 10 mg/mL de PBS salino.
em 400rL de meio de cultivo SOF contendo 5% de soro d& visualizacdo foi efetuada em microscépio de
vaca em estro, 20/mL de amino&cidos essenciaslOmL/ epifluorescéncia equipado com filtro de excitagcdo (365mm) e
mL de aminoé&cidos ndo-essencjaade permaneceram porfiltro de barreira (410nm).
6 dias, em gotas de 480 em placas de cultivo de quatro Os blastocistos obtidos no D7 foram submetidos aos
pocos, sob 6leo minefamantidos em estufa de cultivo adois tratamentos, em um delineamento experimental
temperatura de 39°C, com 5% de (X ar e umidade inteiramente casualizado. Foram efetuadas 3 repeti¢cdes, em
saturada. dias diferentes, sendo os tratamentos realizados
Para o transporte-cultivo individual do D7-D9 desimultaneamente. Para o célculo da taxa de desenvolvimento
embrides bovinos produzidosvitro, quarenta e nove (49) embrionario, foram considerados os embrifes que avancaram
embrides, nos estagios de blastocisto inicial, blastocistgpelo menos um estagio de desenvolvimento, primeiramente
blastocisto expandido, obtidos no D7 ap6s FIV, foramntre D7 e D8 e, em seguida, do D7 ao D9. Para analisar o
distribuidos aleatoriamente, nos dois tratamentos, referen¢ésito dos tratamentos ou o efeito do estagio embrionério
a forma de cultivo de embrides. inicial sobre a propor¢éo de embrides que se desenvolveram
- Cultivo em Placa (CP): os embrides foranem cultivo, foi utilizado o teste do Qui-quadrado ou o Teste
distribuidos individualmente, em gotas de 50mL de meio S@E Fisher. O ndmero médio de células dos embrides foi
acrescido de 5% de SVE sob 6leo mineral, em placas de Petrnparado através do Teste t, apds terem sido submetidos a
(35 x 10 mm), sendo colocadas a seguir em estufa de culttvansformacao logaritmica. Para avaliar a correlacéo existente
a39°C, com 5% de C@m ar, com umidade saturada, por unentre o estagio de desenvolvimento dos embrides em D9 e o
periodo de 24 horas (grupo controle). namero de células, foi utilizada a correlacdo de Pearson.

aSigma Chemical CO.- P.O. Box 4508, MO, USA.

® Nevoni Equipamento Odonto Médico Hospitalar Ltda — Rua Dom Jodo V, 266/280 Lapa 05.075.060 Sdo Paulo, SP, Brasil.
¢ Cultilab Materiais para Cultivo de Células Ltda - Rua Maria Monteiro, 177 Cambui 13.025-150 Campinas, SP, Brasil.

4 Serono Pharma S.p.A.— 70123, Bari, ltalia.

¢ Lutogen - Ausa International Inc. 12872 HWY.155 Bldg.15, Tyler, TX., USA.

f Fanem Ltda — Av. General Ataliba Leonel, 1790 — Bairro Carandiri 02.033.020 Sao Paulo, SP. Brasil.
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RESULTADOS diferentes (P>0,05) para os dois sistemas de cultivo utilizados
entre D7 e D8 (Fig. 2). O nimero médio, minimo e maximo de
Os percentuais de blastocistos que evoluiram em pelélulas dos blastocistos eclodidos, blastocistos expandidos
menos um estagio de desenvolvimento, entre D7 e D8, siblastocistos degenerados, obtidos nas diferentes formas de
apresentados na Fig. 1. Nao houve diferenca significatigaltivo, sdo apresentados na Tabela 1. Ndo houve diferenca
(P>0,05) na taxa de desenvolvimento, entre os dois sisters@gificativa (P>0,05) entre o cultivo em placa e em palheta,
de cultivo, sendo que o percentual total de embrides qgeando foi comparado o nimero médio de células dos
evoluiram do D7 para D8 foi de 50% (12/24) para o CP e bé&astocistos eclodidos (182,7 vs. 202,8), blastocistos
60% (15/25) para o TcP. Apds o término do cultivo individuagxpandidos (94,5 vs. 88,0) e blastocistos ndo transferiveis
realizado de D7 a D8, os embrides retornaram ao cultivo €80,0 vs. 30,6). Foi verificada uma correlagdo positiva
placa, novamente de forma individual, até o D9. As taxas (l€=0,71) e significativa (p<0,01) entre o estagio de
desenvolvimento embrionario, do D7 ao D9, ndo foramesenvolvimento embrionério em D9 e o nimero de células.
Tabela 1l

Numero médio de células, visualizadas por coloragdo fluorescente com Hoechst, nos blastocistos bovinos pmoduzidos
cultivados individualmente, Santa Maria, RS — 1999

Numero de células

Tratamento Blastocistos Blastocistos Blastocistos
Eclodidos Expandidos nao transferiveis
Cultivo em placa (n=12) 182,7 94,5 30,0
(157-217) (75-115) (2-51)
n=3 n=4 n=5
Transporte-cultivo em palheta (n = 21) 202,8 88,0 30,6
(128-345) (67-119) (2-52)
n=5 n=11 n=5
Total (n=33) 192,7 91,2 30,3
(128-345) (67-119) (2-52)
n=8 n=15 n=10
(P>0,05)
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Figura 1 Figura 2

Desenvolvimento de embrides bovinos produzidegtro, do D7  Desenvolvimento de embrides bovinos produzithositro e
até D8 (DO=dia da fecundac&o), nos diferentes estagios apoés cultutiivados individualmente a partir do D7 (DO=fecundacao), em
individual, em placa ou em palheta. placa ou palheta até o dia 8, e em placa até o D9.

DISCUSSAO utilizacdo comercial da PIV, a necessidade de adaptar o
volume e a densidade de embrides por gota de cultivo tornou-

O numero de embribes relativo ao volume de meio de fundamental, uma vez que nos programas de OPU trabalha-
cultivo é bastante varidvel entre laboratérios. Com se com um nimero limitado de doadoras e diferentes touros
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para fecundacao?. por esses autores.

Estudos realizados em camundongé% ovelhas Segundo Gorddno numero de células de embrides
demonstraram que embrides cultivados em grupos resultbovinos produzidosn vitro pode ser considerado um
em melhor desenvolvimento, quando comparados comralicador da viabilidade destes embrides. Jiang & al.
cultivo individual. Em bovinos, este comportamento &erificaram um nimero médio de 67 células nos blastocistos
semelhante, apresentando taxas de desenvolvimestgandidos, inferior ao observado no presente estudo para
embriondrio superiores para os cultivados em grfufdos  o0s blastocistos expandidos obtidos com o TcP e CP (88 e 94,

Em ambas as avalia¢gfes efetuadas no presente estgdpectivamente). NUmeros ainda mais elevados (105 e 133,
foi possivel constatar que o cultivo de blastocistos bovinasspectivamente) foram citados por Lonerganéestvery
produzidosn vitro pode ser efetuado em placas ou palhetas.Quetglas O nimero médio de células de blastocistos
A manutenc¢éo dos blastocistos em palhetas possui a vantagefodidos é bastante variavel, sendo que Lonergartet al.
de ser um sistema mais pratico para que os embrides continueportaram o valor de 204 enquanto Van Somm &t al.

0 seu desenvolvimento enquanto s&o transportados, mesmepmrtaram numeros de 93 para os blastocistos cultivados
longas distancias, para serem transferidos. em TCM-199 e de 138 para os cultivados em meio MENEZO

O desenvolvimento embrionéario no D8 foi superioB2. Esta variagdo ocorre provavelmente em fungéo das
(84%), quando os embrides do D7 estavam no estagiodiferentes metodologias e composi¢do dos meios de cultivo
blastocisto inicial, em comparacdo aos estagios @mpregados até 0 momento da avaliagdo final. Os valores
blastocisto (59%) ou blastocisto expandido (28%). O fatcerificados no presente estudo foram de 203 para os
dos blastocistos iniciais terem apresentado ubilastocistos eclodidos obtidos no sistema de cultivo em
desenvolvimento embrionério superior aos outros dojmlhetas, e de 183 para os obtidos no sistema de cultivo em
estagios, nado significa que este deva ser o estagio escollptizas. Considerando a variabilidade inerente ao nimero de
para se realizar um cultivo individual. Esta observagdo apenm#tulas, citada anteriormente, os valores observados estao
confirma que as condi¢des de cultivovitro podem ser dentro da faixa reportada na literatura sugerindo, no que se
mais limitantes para estagios mais avan¢ados pois é maifere a este aspecto, que as condi¢des de cultivo foram
dificil, por exemplo, para um blastocisto expandido chegasatisfatérias. No presente estudo, também foi evidenciada,
eclosdo do que para um blastocisto inicial se desenvoleemo esperado, uma correlacdo positiva e altamente
até o estagio de blastocisto ou blastocisto expandidggnificativa do nimero de células com o estagio de
durante um periodo de cultivo de 24h. desenvolvimento.

Até a presente data, a maioria das pesquisas realizadas Embora se saiba que até o D7 ha uma grande divergéncia
com cultivo individual de blastocistos produzidosvitro, nos resultados que envolvem o cultivo indiviéiddt a média
tem como o objetivo o transporte destes embrides, utilizande producdo embriondiiavitro € reduzida quando se cultiva
a temperatura ambiente ou meios de manutérigdbque embriGes individualmente, ao contrario do que ocorre quando
nao propiciam um desenvolvimento adequado aos embridesultivo é conduzido em grupo, indicando que existe uma
Jéa nos trabalhos que utilizaram temperaturas entre 38 e 39%eracéo entre os mesmos e um estimulo ao desenvolvimento,
meios de cultivo, o transporte foi realizado em grupos esabretudo em funcéo de fatores de crescimento secretados
avaliagao do desenvolvimento no D8 nao foi efetuada, senuelos embridés’2 Devido & escassez de estudos, ndo se sabe
o sistema de transporte avaliado apenas pela taxa de eclasgganto o cultivo individual pode ser prejudicial para embrides
ou taxa de prenhe? 22 Devido a estes fatores, € dificilem estagios mais avancados e se ha um volume no qual os
determinar se as taxas médias de evolugdo obtidas no D8prejuizos sejam menores. No presente estudo, ndo se sabe se 0
presente estudo, estdo de acordo com o esperado, poigosne utilizado (50mL) para o cultivo individual influenciou o
informagdes neste sentido sédo escassas ou, em algdesenvolvimento dos embrides. Embora néo tenha sido
aspectos, como o cultivo individual entre D7 e D9, inexistenteamparado ao cultivo em grupo, as taxas de desenvolvimento

Os dois sistemas de cultivo foram igualmente eficazéisal (29% para o CP e 24% para o TcP) sdo semelhantes as
no que se refere ao numero de blastocistos em eclosaabservadas em experimento, onde o cultivo entre D8 e D9 foi
blastocistos eclodidos obtidos. As taxas de ecloséo obtidaalizado em grugolsto sugere que, nas condicdes utilizadas,
no presente estudo séo inferiores as citadas na literatuise e cultivo individual trouxe algum prejuizo, este ocorreu entre
referentes ao transporte em meios de manutencad®&e D8 e ndo é necessariamente recuperado por um cultivo em
temperatura ambiente, as quais variam de 44 &&2ko  grupo posterior. Considerando o desenvolvimento recente da
entanto, a avaliagdo da taxa de eclosado no presente estadoica WOV¥, a qual consiste em confeccionar depressoes
foi efetuada no D9, ou seja, apdés 48 horas de cultide 300um nos pocos das placas Nunc, de modo que os embribes
individual, enquanto nos outros estudos, a mesma fmessam ser cultivados individualmente, mas compartilhando o
efetuada 72 horas apés o transporte siméflamlondo € mesmo meio, seriaimportante averiguar se este sistema de cultivo
reportado 0 momento em que a taxa de ecloséo € avatiadaeria vantajoso para estagios mais avancados, como 0s
que poderia explicar os resultados mais elevados obtidd#izados no presente estudo.
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CONCLUSAO AGRADECIMENTOS

Blastocistos bovinos produzidgs vitro podem ser A PECPLAN-ABS Rosario do Sul, RS, pela
cultivados individualmentdo D7 ao D9, ndo havendo efeitoassisténcia técnica e auxilio no preparo do sémen e ao
do sistema de cultivo empregado (placas ou palhetas) sobrigiorifico Silva que gentilmente cedeu 0s ovarios
a taxa de eclosdo e o numero de células.

SUMMARY

In vitro produced bovine embryos were individually cultured from D7 to D9 to observe their development. Forty-nine
blastocysts (early blastocyst, blastocyst and expanded blastocyst) were individually cultured, from D7 to D9 (DO= fgrtilization

in 50ml SOF medium plus 5% OCS. Between D7 and D8, blastocysts were cultured in straws (SC) or in plates (PC) and
from D8 up to D9, they were cultured on plates. The ratio of early blastocyst, blastocyst, and expanded blastocyst advancing
at least one stage of development were, respectively, 71%, 37%, 44% in PC and 100%, 66%, 36% in SC (P>0.05). Overall
development rates on D8 were not significantly different (P>0.05) for PC (50%) and SC (60%). At D9, both culture systems
produced similar (P>0.05) hatching rates (29% and 24% for PC and SC, respectively). After fluorescent nuclei staining, the
average number of cells counted in the hatched (182.7 vs. 202.8) and expanding (94.5 vs. 88.0) blastocysts were similar
(P>0.05) for PC and SC, respectivéyvitro produced bovine blastocysts can be individually cultured from D7 to D9, and

the culture system employed (dishes or straws) has no effect on hatching rates and cell number of developed blastocysts.

KEY-WORDS: Embryo. Bovine. Embryo culture.
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