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RESUMO
Tese de Doutorado
Programa de Po6s-graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

INFLUENCIA DA ATMOSFERA GASOSA E DA FONTE
PROTEICA SOBRE O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO IN
VITRO
E TAXA DE PRENHEZ EM BOVINOS.

AUTOR: FABIO GALLAS LEIVAS
ORIENTADOR: CARLOS ANTONIO MONDINO SILVA
Santa Maria, 18 de maio de 2006.

Diferengas nos protocolos e sistemas de produgéo in vitro (PIV) de embrides bovinos
incluindo atmosfera gasosa, meios de cultivo e suplementagéo de proteina utilizados
nas diferentes etapas da PIV, influenciam diretamente os resultados finais de
desenvolvimento embrionario e prenhez. Dois experimentos foram conduzidos com o
objetivo de avaliar a influéncia da concentragao de oxigénio na maturagéo in vitro
(MIV) e fecundacéo in vitro (FIV) de odcitos bovinos e da suplementagéo protéica no
cultivo in vitro (CIV) de embrides bovinos. Complexos cumulus-odcitos imaturos
(COC) obtidos de fémeas Bos taurus indicus por aspiragédo folicular transvaginal
guiada por ultra-sonografia (OPU) foram divididos homogeneamente quanto ao
numero e a qualidade entre os tratamentos, sendo maturados por 24h, em TCM-199
modificado, acrescido FSH, LH, Estradiol, EGF, Insulina e 10% de SFB. Sémen
congelado selecionado por gradientes de Percoll (2 x 108 células/mL) foi utilizado
para a fecundacédo em Fert-TALP com heparina e PHE, por 18 a 22h. Os provaveis
zigotos foram cultivados in vitro em SOFaaci por 6 a 9 dias em atmosfera de 5%CO,,
5%0, e 90% N,. Todas as etapas foram conduzidas em estufa a 39°C com umidade
saturada. Os percentuais de clivagem e de blastocistos foram analisados pelo
procedimento GLM. As taxas de eclosdo dos blastocistos € de prenhez foram
comparadas por Qui-quadrado com significancia de 5%. No experimento | (11
repeticdes), a MIV e FIV dos COC (n=1092) foram realizadas sob atmosfera de 5%
de CO; em ar (20%0;) ou em 5%CO,, 5%0, e 90% N, (5%0,). O experimento Il foi
dividido em 2 etapas (lla e llb). No experimento lla (n=1745 COC) apos a MIV e FIV

foi realizado o CIV em meio SOFaaci acrescido de 4mg/mL albumina sérica bovina
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(BSA) ou 4mg/mL de BSA + 2% de soro fetal bovino (BSA+SFB). No experimento
llb (n=704 COC), ap6és a MIV e FIV, o CIV foi conduzido nos dois meios do
experimento lla (BSA e BSA+SFB) e um terceiro grupo onde o SOFaaci+BSA foi
suplementado com 2% de SFB no quarto dia de cultivo (BSA+SFBD4). As
avaliagbes morfoldgicas foram efetuadas no D2 (clivagem), D7 (blastocistos e grau
de qualidade), D9 (blastocistos eclodidos) e taxa de prenhez aos 45 (experimento I)
e 60 dias (experimento Il), considerando-se o dia da fecundagdo como DO. No
experimento |, ndo houve diferenca (P>0,05) nas taxas de clivagem (69 e 70%),
blastocistos em D7 (37 e 38%) e blastocistos qualidade | (79 e 74%) entre
atmosfera de 5%0, ou 20% de O,, respectivamente. A taxa de eclosdo em D9 sob
o total de odcitos MIV foi superior (P<0,05) no grupo 5%0, (21%) comparado ao
grupo MIV e FIV sob 20%0, (11%). A taxa de prenhez aos 45 dias dos embrides
transferidos (n=278) foi semelhante (P=0,15) entre os tratamentos (25,8 e 33,6%
para 5%0, e 20%0, respectivamente). No experimento lla, a taxa de blastocistos
(51,5%) e de blastocistos qualidade | (41%) em D7, foi superior (P<0,05) para o
grupo BSA+SFB em relagao ao BSA (42 e 30%), respectivamente. No experimento
Ilb, a taxa de blastocistos foi superior (P<0,05) no grupo BSA+SFB e semelhante
(P>0,05) entre o grupo BSA e BSA+SFBD4. A taxa de blastocistos qualidade | foi
superior para os grupos BSA+SFB (34%) e BSA+SFBD4 (32,2%) em comparacgéo
ao grupo BSA (19,9%). A taxa de prenhez em relagdo aos embrides transferidos
(n=820) foi semelhante entre os tratamentos nos experimentos Ila e llIb. A taxa de
prenhez correspondente aos odcitos colocados para MIV foi superior (P<0,05) para o
grupo BSA+SFB (16%) comparado ao grupo BSA (12%) no experimento lla. Ndo ha
comprometimento da PIV de embrides bovinos bem como da taxa de prenhez
quando a MIV, FIV e CIV sado conduzidas com 5%0;, 5%CO, e 90%N,. A produgao
in vitro de embrides é incrementada pela adi¢ao de 2% de SFB ao meio de CIV, sem
prejudicar a qualidade morfolégica dos mesmos e a taxa de prenhez. A porcentagem
de prenhez produzida em relagdo aos COC colocados para MIV é aumentada pela

adicdo de 2% de SFB ao meio de cultivo in vitro SOFaaci+BSA.

Palavras chave: bovinos, odcitos, atmosfera gasosa, fonte protéica, aspiragao

folicular.
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ABSTRACT

Doctoral Thesis in Veterinary Medicine
Programa de Pds-graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brazil

INFLUENCE OF GAS ATMOSPHERE AND PROTEIN
SOURCE ON IN VITRO EMBRYONIC DEVELOPMENT AND
PREGNANCY RATES IN BOVINE

AUTHOR: FABIO GALLAS LEIVAS
ADVISER: CARLOS ANTONIO MONDINO SILVA
Santa Maria May 18, 2006.

The embryonic development and pregnancy rates are influenced by
variations in embryo in vitro production (IVP) systems and protocols for bovine
embryos, such as gaseous atmosphere, culture media and the protein supply
adopted in the different steps of IVP. Two studies were performed to evaluate the
effect of O, tension on in vitro maturation (IVM) and fertilization (IVF) of bovine
oocytes, and the protein supply in the embryonic in vitro culture. Immature Cumulus-
oocytes complexes (COC) were recovered by transvaginal ultrasound guided
follicular aspiration (OPU) from Bos taurus indicus donors from commercial programs
and randomly assigned according to the number and quality of the COC. Standard
bovine IVM procedure was carried out in modified TCM-199, added of FSH, LH,
Oestradiol, EGF, insulin and 10% bovine fetal serum (FCS), for 24h. Frozen semen
was selected by Percoll gradient (90, 60 and 30%). The insemination was performed
with 2x10° spermatozoa/mL in Fert-Talp with heparin and PHE, for 18 to 22h.
Presumptive zygotes were in vitro cultured (IVC) in SOFaaci during 6 to 9 days with
5%CO,, 5%0, and 90% N3 in air. All steps of IVC were performed in an incubator at
39°C with satured humidity. The cleavage and blastocyst rates were analysed by
GLM procedure. Hatching, quality | blastocyst and pregnancy rates were compared
by Chi-square Test with 5% of significance. In experiment | (11 replicates) IVM and
IVF of COC (n=1092) were conducted under 5% CO, (20% O,) in air or in 5%CO,,
5%0; and 90% N, (5%0,). Experiment Il was divided in two steps (lla and llb). In
experiment lla (n=1745 COC), the IVM and IVF was followed by in vitro culture (IVC)
in SOFaaci added of 4mg/mL bovine serum albumin (BSA) or 4mg/mL BSA+2%
bovine fetal serum (BSA+FCS). In experiment IIb (h=704 COC), after standard IVM

and IVF, IVC was performed in the two media of Experiment lla (BSA and
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BSA+FCS) and in a third group the SOFaaci was added of 4mg/mL BSA+2% FCS
(BSA+FCSD4) on day 4 of IVC. The viability was accessed by morphological
evaluation in D2 (cleavage), D7 (blastocysts and quality categories), D9 (hatched
blastocysts), D45 (experiment 1) and D60 (experiment Il; pregnancy rates),
considering day zero (D0) as the fertilization day. In experiment |, no differences
were found (P>0.05) in cleavage rates (69 and 70%), blastocyst in D7 (37 and 38%)
and blastocyst quality | (79 and 74%) in an atmosphere of 5% or 20%O,,
respectively. The hatching rate in D9 considering all COC submitted to IVM was
higher (P<0.05) for the 5%0, group (21%) compared to the IVM and IVF group under
20%0; (11%). A pregnancy rate of transferred embryos at 45 days (n=278) was
similar (P=0.15) between treatments (25.8 e 33.6% for 5%0, e 20%0, respectively ).
In experiment lla blastocyst rates (51%) and quality | blastocysts (41%) in D7, was
higher (P<0.05) in BSA+FCS group compared to the BSA group (42 and 30%),
respectively. In experiment llb, blastocyst rates were higher (P<0.05) in group
BSA+FCS (47%) and similar between BSA (34%) and BSA+FCSD4 (43%) groups.
Blastocyst rates quality | were higher (P<0.05) for groups BSA+FCS (34%) and
BSA+FCSD4 (32%), compared to the BSA group (19.9%). A pregnancy rate of the
transferred embryos (n=820) was similar between treatments in experiments Ila and
IIb. Considering pregnancy rates corresponding only to IVM COC (Experiment lla),
the rates were higher (P<0.05) for the BSA+FCS group (16%) than the BSA group
(12%). There was no detrimental effect in IVP of bovine embryos and their pregnancy
rates when IVM, IVF and IVC were performed in 5%0,, 5%C0O, and 90%N,. IVP of
bovine embryos is increased by the addition of 2% FCS to the IVC medium without
any detrimental effect on their morphological quality and pregnancy rates. On the
other hand, pregnancy rates related to IVM of COC incremented by the addition of
2% de Fc to the IVC medium SOFaaci+BSA.

Key words: bovine, oocytes, gaseous atmosphere, protein source, ovum pick-up.
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1. Introducéo

A tecnologia da produgdo in vitro (PIV) de embrides bovinos vem
sendo aplicada em larga escala com o objetivo de se obter um maior
numero de produtos nascidos por ano de fémeas selecionadas. A partir
da década de 50, a inseminagao artificial (IA) e a criopreservagado do
sémen derrubaram barreiras para a disseminagdo do material genético do
macho. No entanto, somente a partir dos anos 80, houve melhor
aproveitamento genético de fémeas, com os avancgos cientificos
determinados pela superovulagdo e transferéncia de embrides e, mais
recentemente, pela PIV.

Inicialmente, a PIV era realizada apenas com odcitos de fémeas
abatidas ou ovariectomizadas, sendo aplicada como ultimo recurso para
multiplicagdo ou recuperacéo de material genético. No entanto, apds sua
associagdo com a aspiragado folicular transvaginal guiada por ultra-
sonografia (OPU), esta tecnologia mostrou-se promissora, permitindo a
producdo de embrides a partir de animais vivos, até mesmo fémeas
prenhas ou pré-puberes.

A PIV utilizada convencionalmente para estudos basicos de gametas
ou suporte para outras biotecnologias, tornou-se também uma importante
ferramenta no melhoramento genético. Na década de 90, associada a
obtengao crescente de resultados melhores e mais estaveis, passou a ser
aplicada comercialmente em varios paises. Fatos como estes permitiram
o uso da OPU/PIV em animais de diferentes categorias (idade, status
reprodutivo, aptiddo) e né&o apenas, para animais com infertilidade
adquirida ou que nao respondem a superovulacgao, finalidade para a qual

foi inicialmente proposta.
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O Brasil ocupa uma posicao de destaque no cenario mundial no uso
desta biotecnologia. Esta técnica tornou-se de eleicdo por muitos
criadores pelas vantagens que apresenta, como a redugdo do manejo na
propriedade, além de oferecer bom indice de producao.

O sucesso da PIV esta associado a diferentes variaveis como a racga,
idade, fase do ciclo e principalmente o fator individual da doadora que é
determinante no numero de odcitos viaveis (zero a mais de cem), ou
mesmo indice de produgao embrionaria e bezerros nascidos. Fatores
externos como temperatura, nutricdo e condigbes de estresse podem
favorecer, ou prejudicar os resultados de acordo com o potencial de cada
animal. Além destes fatores, o sémen utilizado para a fecundagéo, assim
como o protocolo empregado em todo o processo de maturagao in vitro
(MIV), fecundagao in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) sdo decisivos nos
indices de producéao e qualidade dos embrides.

Nos programas de pesquisa, os protocolos de PIV de embrides
bovinos sdo desenvolvidos e testados com odcitos obtidos de fémeas
destinadas ao abate, cujas rotinas sdo conduzidas com numero fixo de
estruturas por volume de meio de cultivo. Os odcitos sdo selecionados
quanto a qualidade e o sémen € previamente testado para as rotinas de
FIV. No entanto, quando se trabalha com OPU, estes protocolos devem
ser adaptados, pois tanto a qualidade quanto o numero de estruturas
recuperadas s&o variaveis, além da ampla variedade de touros usados na
fecundagao.

O melhor desempenho da PIV também é dependente da constante
melhoria do sistema de producgao, incluindo a MIV, FIV e o CIV. Em
bovinos, tanto a MIV como a FIV dos odcitos € conduzida por 18 a 24h, a
temperatura de 39°C, em atmosfera de 5% de CO,; em ar com umidade
saturada, sendo o CO, utilizado para controlar o pH dos meios
tamponados com bicarbonato. A concentracdo de oxigénio geralmente
nao é controlada nestas fases, sendo aproximadamente 20%, o que difere

muito da concentracdo de 5% de O, encontrada no trato reprodutivo das
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fémeas, ou mesmo do liquido de foliculos em crescimento
(MASTROIANNI & JONES, 1965). A alta concentragdo de oxigénio pode
ser toxica para odcitos e embrides de mamiferos (McNATTY, 1978), pela
formacao de radicais livres e liberagao de substancias téxicas no meio. O
CIV dos embrides com baixa concentracéo de oxigénio (5%0,) apresenta
melhores resultados de producéo de blastocistos e também de qualidade
dos mesmos, especialmente em sistemas de cultivo desprovidos de
células somaticas (GORDON, 2003). O controle da concentragdao de
oxigénio durante a MIV e FIV para niveis proximos aos do trato
reprodutivo pode ser uma alternativa para a melhoria do processo de PIV.

No que se refere ao sistema de cultivo in vitro (CIV), sdo utilizados
diferentes sistemas que possuem como base meios simples ou meios
complexos, aos quais sao adicionados aminoacidos e vitaminas, além de
sais e macromoléculas com fungdes especificas. A atmosfera gasosa com
5% de O, é utilizada na tentativa de mimetizar o ambiente encontrado no
oviduto e embora 5% de O, ndo aumente os indices de produg¢ao quando
comparada a sistemas que utilizam o co-cultivo com células somaticas, a
mesma esta associada a producdo de embrides de melhor qualidade
(GORDON, 2003; ARANTES et al., 2003). O soro fetal bovino (SFB) e a
albumina sérica bovina (BSA) sao as fontes protéicas mais utilizadas na
PI1V, na maioria dos sistemas, associadas a aminoacidos (DUQUE et al.,
2003).

O SFB e a BSA tornam o meio indefinido e semidefinido
respectivamente, por constituirem uma associagao de proteinas, fatores
de crescimento, horménios, entre outras substancias quantitativa e
qualitativamente ndo controladas. No entanto, a adicdo de uma destas
fontes protéicas aumenta significativamente o desenvolvimento
embrionario (KHURANA & NIEMANN, 2000). Holm et al. (1999)
comprovaram a necessidade de uma destas fontes protéicas durante a
MIV e/ou FIV para que a fecundagao e o desenvolvimento embrionario

ocorram adequadamente em meios de CIV definidos. Os meios definidos
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tém sido objetos de estudos que visam o incremento da qualidade dos
embrides e também para determinar as reais necessidades de odcitos e
embrides num sistema de PIV. No entanto os indices de produgao com
meios quimicamente definidos sao relativamente baixos e os dados
existentes pouco expressivos para analise de taxa de prenhez (GORDON,
2003).

O sistema de cultivo utilizado durante todas as fases da PIV é de
fundamental importancia, pois dele depende os indices de producgao e
principalmente a qualidade do embrido bovino (GORDON, 2003). Até o
momento, varios sistemas vém sendo propostos para melhorar os indices
de desenvolvimento. O uso de diferentes atmosferas gasosas, meios
suplementados por diversas substancias e fatores de crescimento nas
etapas de producéo in vitro, bem como a retirada total ou parcial do soro,
parecem ser 0S principais responsaveis pelas taxas de producdo. A
reducdo da concentracdo de soro durante as diferentes fases da PIV é
necessaria para se obter embrides de melhor qualidade. Porém, até o
presente momento, 0 seu uso parece ser essencial para obtengao de
melhores resultados de desenvolvimento embrionario.

Este estudo teve como objetivo avaliar a produgédo de blastocistos,
sua qualidade e a taxa de prenhez em diferentes sistemas de PIV com
oocitos bovinos Bos taurus indicus obtidos por OPU. No primeiro artigo,
para avaliar o efeito da concentragdo de oxigénio durante a MIV e FIV,
estas etapas foram realizadas sob atmosfera gasosa de 5% de CO3, 5%
de Oz, 90%N: (grupo 5%0;) ou em 5% de CO, em ar (grupo
20%0,=Controle). No segundo artigo, avaliou-se em dois experimentos, o
efeito da adigdo de 2% de SFB desde o inicio ou a partir do quarto dia de
CIV em meio de cultivo in vitro com concentragdo constante de 0,4% de
BSA.



2. Capitulo 1

Concentracao de oxigénio na MIV e FIV de oocitos
bovinos: Efeito sobre o desenvolvimento embrionario

e ataxa de prenhez.

(Oxygen tension in the IVM and IVF of bovine oocytes: effect on the embryonic

development and pregancy rate)

17

F.G. Leivas"?, D.S. Brum?, W.P. Saliba?, M.T.T. Alvim?, M.L. Bernardi®,

M.I.B. Rubin', C.A.M. Silva’

1Embryolab — Laboratério de Embriologia Animal, Departamento de Clinica de Grandes

Animais, Prédio 97, Bloco 4, Area Sul, Sala 434. Centro de Ciéncias Rurais da
Universidade Federal de Santa Maria, Campus Universitario Av. Roraima, 1000.
97.105-900 Santa Maria RS Brasil. www.ufsm.br/embryolab 2 Departamento de
Zootecnia, Faculdade de Agronomia, UFRGS. 91.540-000 Porto Alegre, RS.
®*Nova india-Cenatte Embries, C.P. 570, 38.001-970, Uberaba-MG.

Artigo a ser submetido ao periédico Animal Reproduction

“ Autor para correspondéncia: fabioleivas@yahoo.com.br ou www.ufsm.br/embryolab.




18

Resumo

O efeito da concentracédo de oxigénio sobre a MIV e FIV foi avaliado com
1092 odcitos viaveis de 48 doadoras em programas comerciais Bos taurus
indicus em 11 repeticdbes de OPU/PIV. Os complexos cumulus-odcitos
imaturos (COC) de cada doadora foram distribuidos em grupos de 10 a 20
de forma homogénea e aleatéria quanto ao numero e a qualidade
morfologica. A maturagao foi conduzida em gotas de 100uL de TCM-199
acrescido de FSH, LH e 10% de SFB, sob 6leo mineral, em estufa por
24h, a 39°C, umidade saturada e atmosfera de 5% de CO, em ar (grupo
20% O3) ou 5% de COy, 5% de O, 90% de Nz (grupo 5% O;). Sémen
congelado Bos taurus indicus foi selecionado por gradientes de Percoll
sendo utilizados 2x10° espermatozdides/mL para a fecundagdo. A FIV foi
conduzida em gotas de 100uL de Fert-TALP com heparina e PHE por 18
a 24h, em condigdes atmosférica idéntica a MIV. O cultivo foi efetuado em
gotas de 100uL de SOFaaci, por 6 a 8 dias em estufa a 39°C, umidade
saturada, com 5% de CO2, 5% de Oz e 90% N,. Parte dos embrides
produzidos foram avaliados in vitro até a eclosao dos blastocistos em D9
(DO=dia da fecundacéao) outra parte foi avaliada quanto a taxa de prenhez
apos transferéncia para receptoras. Os percentuais de clivagem e de
blastocistos foram analisados pelo procedimento GLM. As taxas de
eclosdao dos blastocistos e de prenhez foram comparadas por Qui-
quadrado com significancia de 5%. Nao houve diferenca na taxa de
clivagem (69.6 e 70.4%), no desenvolvimento embrionario (37.3 e 38.4%)
e na taxa de blastocistos qualidade | em D7 (30.8 e 30.4%) entre os
grupos 5% O, e 20% O, respectivamente. A eclosdo em D9,
considerando o total de odcitos, foi superior com 5% de O, (21.3 vs
10.8%). No entanto, a taxa de prenhez foi similar (P=0.15) entre os grupos
5% O3 (25.8%; 34/132) e 20% O, (33.6%; 49/146). A producao/qualidade
embrionaria e a taxa de prenhez observados indicam que é possivel
utilizar a concentragcéo de 5% de oxigénio durante todo o processo de PIV

em programas comerciais de OPU/PIV.
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Palavras Chave: concentracao de tensao oxigénio, OPU, maturagao in

vitro, fecundacéo in vitro

Abstract

In order to evaluate the effect of O, tension in the IVM and IVF process, 11
replicates of OPU/IVP were performed using 1092 viable oocytes obtained
from 48 cow donors commercial programs. Cumulus-oocytes complexes
(COC) from each donor were homogeneously and randomly distributed in
two treatments. The IVM was performed in TCM-199 with hormones and
FCS. The IVF was performed in Fert-TALP medium with heparin and PHE
using Percoll gradient selected spermatozoa from Bos taurus indicus bull.
During IVM and IVF, the oocytes were incubated in 5% CO in air (Group
20%0;) or 5%CO0,, 5%0,, 90% N, (Group 5% O,) for 18-24h, at 39°C.
The embryos were incubated in SOFaaci , at 39°C, for 6-8 days with 5%
COy 5% Oz and 90% N, . Part of the embryos (n=187 COC) were
evaluated until Day 9 when hatching rates were recorded. In the rest of
embryos produced at Day 7 (n=905), pregnancy rate was evaluated after
the transfer to recipients. The cleavage and blastocyst rates were
analysed by GLM procedure. Hatching, quality | blastocyst and pregnancy
rates were compared by Chi-square Test with 5% of significance. There
were no differences in the cleavage (69.6 and 70.4%), embryo
development (37.3 and 38.4%) and quality | blastocyst rates in D7 (30.8
and 30.4%) between 5% O, and 20% O groups, respectively. The
hatching rates at Day 9, considering the number of oocytes were higher in
the 5% O, group (21.3 vs 10.8). The pregnancy rates were similar
(P=0.15) between 5% O, (25.8%; 34/132) and 20% O, (33.6%; 49/146)
groups. The production/embryo quality and the pregnancy rate observed
indicate the possibility of using a 5% oxygen tension during the whole
procedure of IVP for cattle OPU/IVP.
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pregnancy.

Introducéo

A tecnologia de producgao in vitro (PIV) de embrides bovinos esta em
constante desenvolvimento e nos ultimos anos alcangou resultados mais
estaveis que possibilitaram sua aplicagcdo comercial. No entanto, os
indices de prenhez alcangados sao inferiores aos obtidos com embrides
obtidos in vivo (Merton et al., 2003). Um fato importante a ser considerado
€ a diferenga existente nos sistemas de produgdo in vitro quando se
trabalha com odcitos provenientes de vacas de matadouros em
comparagao aos obtidos por aspiragao folicular transvaginal guiada por
ultra-sonografia (OPU), devido as diferengas no método de coleta,
qualidade e selecdo dos odcitos, numero de estruturas, status hormonal
da doadora e touros utilizados.

O desenvolvimento embrionario é afetado pela qualidade dos oécitos
aspirados e pelas condigdes de maturagao in vitro (MIV) e de fecundagao
in vitro (FIV). A MIV deficiente, especialmente a maturagéao citoplasmatica,
estd relacionada com a baixa formacédo de blastocistos (Oyamada e
Fukui, 2004). A atmosfera gasosa comumente utilizada na MIV é de 5%
CO, em ar, ndo sendo controlada a concentragdo de oxigénio, ficando

esta proxima dos niveis atmosféricos (20%). A concentracdo de oxigénio
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no trato reprodutivo das fémeas bovinas €& de aproximadamente 5%.
(Mastroianni e Jones, 1965; Bavister, 1995). Altos niveis de oxigénio
(20%) sao toxicos para diferentes tipos de células de mamiferos, incluindo
oocitos e espermatozoides, provavelmente pela formagdo de radicais
livres que causam severos danos celulares como oxidagao, inativagao de
enzimas e danos ao DNA (Umaoka et al., 1992). No cultivo in vitro (CIV)
de embrides bovinos, a concentragcao de 5% de O resulta em melhores
indices de desenvolvimento embrionario e qualidade dos embrides
(Gordon, 2003). Fatores de crescimento ou antioxidantes tém sido
utilizados durante a MIV e CIV buscando prevenir os efeitos do estresse
oxidativo (Alli et al., 2003; Oyamada e Fukui, 2004). A concentragao de O,
do liquido folicular decresce com o crescimento do foliculo (Mcnatty,
1978), sugerindo que a baixa concentragdo de oxigénio (5%) possa ser
favoravel para a maturacédo dos odcitos.

Em camundongos, a atmosfera de 5% de Oz na MIV ndo alterou a
capacidade de desenvolvimento dos odcitos (Eppig e Wigglesworth, 1995;
Adam et al., 2004). J& em suinos, a qualidade dos embrides produzidos
com oocitos MIV, avaliada por Kikuchi et al. (2002), com 5% de O, foi
superior a 20% de O,. De Matos et al. (1996) relataram desenvolvimento
mais rapido até o estadio de blastocisto (6 dias) com odcitos MIV sob 5%
de O, e sugeriram maior resisténcia a criopreservagdo de odcitos e
embrides produzidos neste sistema. A redugdo para 5% de oxigénio

durante a MIV provocou o retardo da maturacéo (Caiado et al., 2003),
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mas Azambuja et al. (1993) relataram maiores taxas de moérulas e
blastocistos com 20% O, comparado a 5%. Hashimoto et al. (2000)
concluiram ser benéfica a MIV com 5% de O, em bovinos. Kruip et al.
(2000) relataram que a MIV foi prejudicial ao desenvolvimento embrionario
sob atmosfera de 20% de oxigénio e Siqueira-Pyles et al. (2004)
produziram embrides com odcitos transportados em tubos gaseificados
com 5% de oxigénio durante a MIV.

Durante a FIV, a concentracdo de oxigénio usualmente ndo é
controlada, sendo utilizado 5% de CO, em ar, independentemente de
outros fatores tais como meio, volume, densidade dos odcitos e touros
utilizados. Existem poucos estudos relacionados com o efeito da
concentracdo de O, afetando o sucesso da FIV e a producédo de
blastocistos, como em camundongos e humanos (Dumoulin et al., 1995).
Em bovinos, foi demonstrado que a redugdo do O, durante a FIV foi
benéfica (Lazzari et al., 1998). A concentracdo de 5% de O, foi utilizada
por Galli et al. (2001). com sucesso para touros com baixas taxas de
fecundagdo em protocolos convencionais (20% O;). Takahashi e
Kanagawa (1998) nao detectaram diferenca na taxa de fecundagao, porém
o desenvolvimento embrionario foi superior no grupo onde a FIV foi
conduzida sob atmosfera de 5% de Oa.

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a influéncia da atmosfera

de 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N, em comparagao a 5% de CO; em
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ar (20% de O;) durante a MIV e FIV de odcitos bovinos obtidos por OPU,

sobre a producéo, qualidade dos embrides e taxa de prenhez.

Material e Métodos

Coleta dos Complexos cumulus-odcitos (COC)

Quatorze novilhas da raga Brahman, com idade de 13 a 18 meses,
ciclicas, mantidas em pastagem de Brachiaria decumbens e
suplementadas diariamente com silagem de sorgo ad libitum, serviram
como doadoras de odcitos durante os meses de junho a setembro de
2004, na Regiao de Uberaba, MG, Brasil. As novilhas foram submetidas
no minimo a dois e, no maximo, a quatro procedimentos de OPU, com
intervalos de 15 dias. Foram realizadas 48 sessdes de OPU-PIV em 11
dias diferentes, sendo coletados 1092 COC viaveis para MIV. Para OPU
foi utilizado aparelho de ultra-som Aloka SSD-500, com transdutor setorial
de 5 MHz (UST9111), acoplado a guia transvaginal. A aspiragédo dos
foliculos foi realizada com agulha 18G (COOK-VOPAL1855), conectada a
uma linha de aspiragdo (COOK-VOPAL1800) e bomba de vacuo (COOK-
VMARS500), com vazao de 15 mL de meio por minuto.

Os COC aspirados foram mantidos em tubos de 45mL em PBS
(Nutricell, Campinas, Brasil), com 1% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 5Ul

de heparina/mL. O conteudo aspirado foi submetido a lavagem nesta
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mesma solucdo e filtrado. Imediatamente apds identificados os COC
foram classificados sob estereomicroscépio, sendo considerados viaveis
aqueles de qualidade |, Il, e lll (De Loos et al., 1989).

Exceto onde indicado, todos componentes quimicos foram obtidos

da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Desenho Experimental

Os odcitos de cada doadora foram distribuidos de forma homogénea,
quanto ao numero e qualidade, em dois tratamentos. A MIV e a FIV foram
realizadas em 5% de CO,, 5% de Oz e 90% de N3 (grupo 5%0;) ou em

5% de CO, em ar (grupo 20%0O,=Controle).

Maturagao in vitro

A maturacdo foi conduzida com 10 a 20 COC, em gotas de 100uL
de TCM-199 acrescido de 10% de SFB, 5ug/mL de FSH, 50ug/mL de LH,
1ug/mL de estradiol, 100ug/mL de EGF, 6.25ug/mL de Insulina, 22ug/mL
de piruvato e gentamicina. O meio foi coberto por éleo mineral em placas
de Petri 35x15mm mantidas em estufa de cultivo por 24 horas a 39°C, em
umidade saturada e atmosfera gasosa de 5% de CO, em ar (grupo

20%0;) ou 5% de CO,, 5% de Oz e 90% de N2 (grupo 5%0,).
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Fecundacéo in vitro

Decorrido o periodo de MIV, os COC foram transferidos para gotas
de 100uL de meio FERT (Parrish et al. 1986) acrescido de 22ug/mL de
piruvato, 6 mg/mL de BSA, 10ug/mL de heparina, 20uM de penicilamina,
10uM de hipotaurina e 2uM de epinefrina. Para a fecundagao utilizou-se
sémen congelado de dois touros Bos taurus indicus, sendo utilizado o
mesmo sémen para todos os COC, em cada repeticado. Os
espermatozoides foram selecionados por gradientes de 90, 60 e 30% de
Percoll e a dose inseminante foi 2x10° espermatozdides/ml. O dia da FIV
foi considerado dia zero (D0) e o co-cultivo com os espermatozdides foi
de 18 a 24 horas a 39°C, em umidade saturada e atmosfera gasosa de
5% de CO,, 5% de Oz 90% de Nz (grupo 5%03;) ou 5% de CO, em ar

(grupo 20%0,=Controle).

Cultivo in vitro

Os provaveis zigotos foram submetidos a sucessivas pipetagens
para retirada das células do Cumulus oophorus e imediatamente apds,
transferidos para gotas de 100uL de meio SOFaaci com 4 mg/mL de BSA
(Holm et al. 1999) sob 6leo mineral em placas de Petri 35x15mm. Os
embrides foram cultivados por 6 a 8 dias em estufa a 39°C, com umidade

saturada e atmosfera gasosa com 5% de CO,, 5% de Oz e 90% de Na.
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Avaliacao e transferéncia embrionaria

O efeito da concentragdao de oxigénio durante a MIV e FIV foi
avaliado in vitro e in vivo aos 2, 7, 9 e 45 dias apdés a FIV (clivagem,
embrides, eclosao e prenhez, respectivamente). As taxas de clivagem e
de blastocistos foram avaliadas considerando o total de COC (n=1092). O
desenvolvimento de 187 COC foi acompanhado até o D9 para a avaliagao
da eclosdo. Os demais COC (n=905) foram avaliados morfologicamente
no D7 (IETS, 1998), envasados em palhetas de 0.25 mL em meio TCM-
Hepes com 10% SFB para transporte em caixas térmicas, a temperatura
ambiente (25-30°C) até o local da transferéncia. A inovulagao foi efetuada
em receptoras sincronizadas em até 8 horas apés o envase. O
diagnostico de gestacdo foi conduzido através de exame retal e
confirmado por ultra-sonografia. Avaliou-se o indice de prenhez em
relagdo ao numero de embrides transferidos e em relacdo ao total de

COC viaveis em maturacao.

Analise estatistica

Os percentuais de clivagem e de blastocistos foram submetidos a
analise de variancia pelo procedimento GLM (SAS, 1998). As taxas de
eclosao, de blastocistos de qualidade | e de prenhez foram comparadas
pelo teste Qui-quadrado. Em ambos os casos, o nivel de significancia

utilizado foi o de 5%.
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Resultados

A taxa de clivagem e o desenvolvimento embrionario até o sétimo dia
de cultivo in vitro foram similares entre as diferentes concentragdes de O,
e estdo apresentados na Tabela 1. A qualidade morfolégica dos
blastocistos produzidos ao sétimo dia de CIV néao foi influenciada pelo
tratamento. A taxa de blastocistos qualidade | produzidos em D7 foi de +

80%, néo diferindo entre os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Taxa de clivagem, total de blastocistos e blastocistos qualidade
| em D7 produzidos com complexos cumulus-odcitos Bos taurus indicus
coletados por OPU, maturados e fecundados in vitro em atmosfera com

5% ou 20% de O,

Atmosfera gasosa Complexos Blastocistos em D7
na maturagdoe  cumulus-
fecundagao in vitro  Odcitos Clivagem fotal qualidade |
n % % %
5% de Oxigénio 448 69.6° 37.2% 30.8°
20% de Oxigénio 457 70.42 37.4° 30.4°

(controle)

N&o houve diferenca (P>0.05)
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A taxa de eclosdo, no dia 9 de cultivo, considerando o numero de
odcitos (n=187), foi superior (P<0,05) para o grupo 5% de O,, enquanto

que a taxa de eclosao sobre os blastocistos em D9 nao diferiu (Fig. 1).
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Figura 1. Taxa de eclosdo de blastocistos bovinos produzidos com
complexos cumulus-odcitos Bos taurus indicus coletados por OPU,

maturados e fecundados in vitro com 5% ou 20% de O, (P<0.05).

A taxa de prenhez foi avaliada considerando-se os embrides
transferidos (n=278) e os COC maturados (n=905), n&o havendo
diferenca (P>0.05) entre a atmosfera de 5% e 20% de O, (Fig.

2).
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Figura 2. Taxa de prenhez de blastocistos bovinos obtidos com complexos

cumulus-oocitos Bos taurus indicus coletados por OPU/MIV e FIV em

atmosfera com 5% ou 20% de O».

Discussao

A concentragdo de oxigénio (5%) no trato reprodutivo das fémeas é

menor que a do ar atmosférico (20%). Concentragbes similares ao do ar

atmosférico podem causar danos em células de mamiferos incluindo

oocitos, espermatozoides e embrides (Mastroianni e Jones,

1965;

Umaoka et al., 1992). Durante a MIV, convencionalmente ndo se controla

a concentragao de O,, estando a mesma em torno de 20%. Embora a MIV

seja uma etapa muito importante para o futuro desenvolvimento

embrionario, poucas pesquisas estudaram o efeito da diminuigdo da
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concentracao de O, durante a MIV para niveis proximos ao encontrado no
trato reprodutivo dos bovinos. No presente estudo, a reducdo da
concentracao de oxigénio durante a maturagao e fecundagao in vitro de
20% para 5% nao impediu o desenvolvimento embrionario, sendo a taxa
de clivagem e de blastocistos em D7 semelhante entre os tratamentos
(Tabela 1). Azambuja et al. (1993) e Caiado et al. (2003) relataram ser
benéfica a MIV sob 20% de O, enquanto outras equipes (Hashimoto et
al., 2000; Kruip et al., 2000; Siqueira-Pyles et al., 2004) obtiveram
sucesso com a MIV sob baixa (5%) concentragdo de oxigénio.

No sistema de aspiracdo de OPU os odcitos obtidos podem ser
recuperados com poucas camadas de células do Cumulus oophorus e
com isto a maturagao e posterior desenvolvimento embrionario podem ser
comprometidos (Gordon, 2003), pois estas células contribuem para a
formacdo do pré-nucleo masculino e subsequente desenvolvimento do
oocito bovino (Chian et al., 1994). Corroborando essa afirmagao, Konishi
et al. (1996) demonstraram o efeito benéfico das células da granulosa no
meio de maturagcdo sobre a qualidade dos odcitos com 4 ou menos
camadas de células, coletados por OPU. Nos programas de pesquisa, 0s
protocolos de PIV sdao conduzidos com odcitos selecionados pela
qualidade | e Il, maturados e fecundados em grupos de 20 a 40
oocitos/gota, sob atmosfera de 20% de oxigénio. Esses odcitos possuem
grande quantidade de células do Cumulus oophorus que podem reduzir a

concentragéo de O, (Konish et al., 1996). Nosso trabalho foi conduzido
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com oocitos de qualidade |, Il, Ill, obtidos por OPU, com grupos de 10 a
20 odcitos/gota. Estes aspectos podem ter interferido nos resultados, nao
somente pela menor quantidade de células dos complexos cumulus-
oocitos recuperados, como pela menor densidade de odcitos por volume
de meio quando comparado a pesquisas conduzidas com odcitos de
vacas de matadouro. A concentracdo de 5% de oxigénio pode ter
favorecido a MIV e FIV, similarmente ao que ocorre na PIV convencional
com oocitos de qualidade | e Il, que possuem maior numero de camadas
de células do Cumulus oophorus, usualmente mantidos sob alta
concentragao de oxigénio (20%).

Quando Pinyopummintr e Bavister (1995) avaliaram o efeito da
condigdao atmosférica sobre a MIV e FIV em bovinos, a maturagdo com
20% de O,, determinou taxa superior de odcitos em metafase |II,
comparada a 5 € 10% de O,. Quando o efeito do O, (5, 10 e 20%) foi
pesquisado somente durante a FIV, a fecundacdo ocorreu
adequadamente e foi superior (71%) sob atmosfera de 20% de O,.

Ja foi demonstrado que altas concentragcbes de glicose podem ser
geradoras de radicais livres (Iwata et al., 1998). No entanto, Oyamada e
Fukui (2004) concluiram que sob baixa concentragdo de oxigénio,
determinadas concentragdes de glicose possuem efeito benéfico durante
a MIV. No nosso trabalho ndo foi adicionado glicose ao meio de
maturacao, porém a fonte protéica necessaria para a maturagdo e

acrescida ao meio, foi o soro fetal bovino (10%), que entre seus



32

constituintes possui a glicose. A presenca de glicose pode ter favorecido a
maturagéo sob concentracéo de 5% de O,. Na presente pesquisa, o EGF,
componente do meio de MIV, também pode ter contribuido para o
desenvolvimento embrionario dos COC MIV e FIV sob 5% de O, pois a
adicao de fatores de crescimento como o EGF ou antioxidantes como a
cisteamina, apesar de ndo melhorarem a maturacdo nuclear de odcitos
bovinos, aumentaram a taxa de fecundagdo e desenvolvimento
embrionario de odécitos MIV, FIV, CIV individualmente sob atmosfera de
5% de COy 5% de O, e 90% de N, (Oyamada e Fukui, 2004),
provavelmente pela estimulacdo de fatores promotores da maturagao
como a glutationa (GSH).

Na avaliagdo da qualidade dos embrides produzidos houve maior
eclosao de blastocistos produzidos com odcitos do grupo MIV e FIV com
5%0, (21.3% vs. 10.8%). Por outro lado, esta diferenca nao foi
constatada na taxa de eclosao em relagao aos blastocistos em D9 (Tabela
1), nem na taxa de prenhez apods transferéncia para receptoras (Fig. 2),
indicando nao haver diferenca na qualidade dos embrides produzidos
nestes dois sistemas. As informacdes fornecidas pelas avaliagdes in vitro
dos embrides, tais como taxa de eclosdo e numero de células dos
blastocistos (Gordon, 2003), podem ter aplicagao limitada, pois se sabe
que existem diferencas entre as avaliagdes realizadas in vitro e in vivo
(taxa de prenhez). Com os embrides produzidos neste experimento,

apesar da taxa de eclosdo em relagdo aos odcitos ter sido superior no
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grupo MIV e FIV sob 5% de oxigénio (Tabela 1), ndo se constatou
diferenca na taxa de prenhez em relagdo aos embrides transferidos
(P=0.15), nem em relacao aos odcitos MIV (P=0.10; Fig. 2). Em suinos, a
qualidade dos blastocistos gerados de odcitos MIV sob 5% de O, foi
superior aos oocitos MIV sob 20% de O, (Kikuchi et al., 2002). A baixa
concentracao de oxigénio pode ser considerada promotora da maturagao
citoplasmatica melhorando o desenvolvimento embrionario pela reducao
do estresse oxidativo (Kikuchi et al., 2002; Adam et al., 2004) e pela maior
producdo de substancias envolvidas na estimulagdo da maturagido dos
oocitos (Oyamada e Fukui, 2004). A maior taxa de eclosdo em relagao
aos oaocitos MIV obtida nesta pesquisa indica que o desenvolvimento dos
embrides foi mais rapido no grupo dos odcitos MIV e FIV sob 5% de O,
sugerindo que a baixa concentracdo de oxigénio durante a MIV e FIV
pode ter estimulado o desenvolvimento embrionario. Embora o incremento
nas taxas de desenvolvimento embrionario e prenhez ndo tenha sido
significativo, a utilizacdo de 5% de oxigénio poderia ser utilizada em
programas de PIV, com o objetivo de estimular o desenvolvimento
embrionario e inclusive melhorar a resisténcia a criopreservacdo de
oocitos MIV e embrides PIV (De Matos et al., 1996), pois sabe-se que
embrides que se desenvolvem mais rapidamente possuem maior
resisténcia ao congelamento.

A diminuigdo da concentracdo de oxigénio durante o periodo de

fecundacéo in vitro ndo interferiu na taxa de fecundacao, mas resultou em
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desenvolvimento embrionario superior ao observado no grupo 20%O0O;
(Takahashi e Kanagawa, 1998). Também em bovinos, a pesquisa de
Lazzari et al. (1998) demonstrou beneficios na realizagao da FIV com 5%
de O,. Galli et al. (2001) conseguiram produzir blastocistos conduzindo a
FIV com 5% de O, com touros que sob atmosfera com 20% de O, nao
obtinham sucesso. No presente estudo, a fecundagao realizada sob 5%
de oxigénio, similarmente ao processo que ocorre in vivo, nao influenciou
na taxa de clivagem e no desenvolvimento embrionario. A FIV nao foi
avaliada separadamente, somente em conjunto com a MIV sob 5% de
oxigénio. Assim, ainda fica por esclarecer se a concentragcao de oxigénio
afeta do mesmo modo os processos de maturagao e fecundacgao.

Os resultados deste trabalho demonstram a viabilidade do sistema
de PIV (MIV, FIV e CIV) ser realizado totalmente sob concentracdo de
oxigénio reduzida a 5%, o que pode ser benéfico para a qualidade dos
embrides, devido a possivel reducao na formacao de radicais livres, que
evita danos celulares aos odcitos e espermatozdides (Umaoka et al.,
1992). Também pode ser considerada a alternativa de uso de apenas
uma estufa para todas as fases da PIV, bem como a possibilidade do
transporte dos odcitos do local de coleta ao laboratério de PIV em tubos
gaseificados (Siqueira-Pyles et al., 2004). Outros aspectos ainda carecem
entendimento, como a densidade de odcitos por volume de meio, o uso
de diferentes fontes energéticas e ainda, o comportamento destes odcitos

MIV e dos embrides produzidos quando submetidos a criopreservacgao.
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Nossos resultados mostram a possibilidade da maturagdo e
fecundagao in vitro serem conduzidas com a concentragdo de 5% de
oxigénio, pois ndo houve comprometimento da produgédo de blastocistos,
da sua qualidade e da taxa de prenhez. Com isso € possivel o uso 5% de
O, durante todos as fases da PIV de embrides bovinos em programas

comerciais de OPU/PIV.
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Resumo

Para avaliar o efeito do soro fetal bovino (SFB) no cultivo in vitro (CIV)
com concentragdo constante de albumina sérica bovina (BSA),
Complexos cumulus-odcitos imaturos (COC) de qualidade I, Il e Il obtidos
de fémeas Bos taurus indicus de programas comerciais de OPU
(aspiragao folicular) foram distribuidos em grupos de acordo com seu
numero e qualidade, compondo dois experimentos. A maturagao in vitro
(MIV) foi conduzida em TCM-199 modificado com FSH, LH, estradiol,
EGF, insulina e 10% de SFB, por 24h a 39°C, em estufa com 5% de CO;
em ar e umidade saturada. A fecundagéao in vitro (FIV) foi realizada em
meio Fert-TALP acrescido de PHE e heparina, nas mesmas condi¢cdes de
temperatura e atmosfera da MIV, por 18 a 22h. O sémen foi selecionado
em gradientes de Percoll (90, 60 e 30%) e para inseminagéao (DO0) utilizou-
se 2x10° espermatozéides/mL. O cultivo dos zigotos foi efetuado em
estufa com 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N, a 39°C e umidade
saturada, por 6 dias, em meio SOFaaci. No primeiro experimento, 0 meio
de cultivo foi suplementado com 4mg/mL de BSA (grupo BSA) ou 4mg/mL
de BSA + 2% SFB (grupo BSA+SFB). No segundo experimento,
comparou-se os grupos BSA e BSA+SFB com um grupo, cujos embrides
foram cultivados com 4mg/mL de BSA e acrescido de 2% SFB a partir do
quarto dia de cultivo (grupo BSA+SFBD4). As avaliagbes foram
realizadas no D2 (clivagem) e D7 (blastocistos e qualidade) apds a FIV.
Os embrides de qualidade | foram transferidos para receptoras
sincronizadas e o diagndstico de gestacdo realizado apés 60 dias. Os
percentuais de clivagem e embrides foram submetidos a analise de
variancia e a taxa de prenhez foi comparada pelo Qui-Quadrado, ao nivel
de 5% de significancia. Em ambos os experimentos, ndo houve diferenga
na taxa de clivagem. No experimento 1, a taxa de blastocistos (51%) e de
blastocistos qualidade | (41%) em D7 no grupo BSA+SFB foi superior ao
grupo BSA (42% e 30%, respectivamente). A taxa de prenhez dos

embrides transferidos ndo diferiu entre os grupos (41%), no entanto em
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relagcdo aos COC maturados a taxa foi superior para o grupo BSA+SFB
(16%) comparado ao grupo BSA (12%). No segundo experimento, a taxa
de blastocistos em D7 no grupo BSA+SFB (47%) foi superior aos grupos
BSA (34%) e BSA+SFBD4 (43%). A taxa de blastocistos qualidade | foi
superior com uso de BSA+SFB (34%) e de BSA+SFBD4 (32%) em
comparagao ao uso somente de BSA (20%). Independente da fonte
protéica utilizada no cultivo dos embrides, a taxa de prenhez n&o diferiu
em relacao ao total de COC maturados e embrides transferidos. O uso de
SFB no meio SOFaaci aumenta a producgao e a qualidade de blastocistos.
Considerando o total de COC maturados, o uso de SFB no meio de cultivo

SOFaaci aumenta o rendimento de prenhez nos programas de PIV.

Palavras-chave: cultivo in vitro, soro fetal bovino, BSA, fonte protéica,
OPU.

Abstract

In order to evaluate the effect of fetal calf serum (FCS) on the in vitro
culture (IVC) with fixed BSA concentration, Cumulus-oocyte complexes
(COC) recovered by OPU from pure breed Bos taurus indicus donors of
commercial programs were randomly assigned in two experiments
according their number and quality. The in vitro maturation (IVM) was
performed in TCM-199 with hormones and FCS. The in vitro fertilization
(IVF) was performed in Fert-TALP medium with heparin and PHE using
Percoll gradient selected spermatozoa from Bos taurus indicus bull. During
IVM and IVF, the oocytes were incubated in 5% CO; in air. Presumptive
zygotes were IVC in SOFaaci with 5%CO,, 5%02, 90% N,. All steps of
IVP were performed in an incubator at 39°C with satured humidity. In
experiment | (n=1745; COC), the IVM and IVF were followed by IVC in
SOFaaci supplemented with 4mg/mL BSA (BSA group=control group) or
BSA+2% FCS (BSA+FCS). In experiment Il (n=704; COC), the culture
was performed with BSA, BSA+FCS or SOFaaci+BSA added 2% FCS



43

(BSA+FCSD4) on day 4 of IVC. The cleavage, blastocyst rates and quality
| blastocyst were analysed by GLM procedure. Pregnancy rates were
compared by Chi-square Test with 5% of significance. In Experiment |
blastocyst rates (51%) and quality | blastocysts (41%) in D7, were higher
(P<0.05) in BSA+FCS compared to the BSA group (42 and 30%,
respectively). In experiment Il, blastocyst rates were higher (P<0.05) in
BSA+FCS (47%) and similar between BSA (34%) and BSA+FCSD4 (43%)
groups. Blastocyst rates quality | were higher (P<0.05) for groups
BSA+FCS (34%) and BSA+FCSD4 (32%), compared to the BSA group
(20%). Pregnancy rates of the transferred embryos (n=820) were similar
between treatments in both experiments. The pregnancy rates
corresponding only the in vitro matured COC (n=1651, experiment |) were
higher (P<0.05) for the BSA+FCS group (16%) than the BSA group (12%).
IVC of bovine embryos in SOFaa+BSA+FCS increased blastocyst quality
and pregnancy rates. Related the total number of matured Cumulus-
oocyte complexes the addition of BSA+FCS to the SOFaaci increased the

pregnancy rates in VP programs.

Keywords: in vitro culture, fetal calf serum, bovine albumin, protein

source, OPU.

Introducéo

Os meios definidos sdo essenciais para se conhecer as exigéncias
dos embrides durante o cultivo in vitro (CIV). At¢é o momento, o
desenvolvimento embrionario nesses sistemas sao inferiores aos que
utilizam proteinas ou mesmo células somaticas [1-4]. Sabe-se que a

qualidade do odcito influencia diretamente no desenvolvimento
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embrionario, enquanto que o CIV é responsavel pela qualidade dos
embrides [5].

Usualmente sao utilizados como fonte protéica no CIV, o Soro Fetal
Bovino (SFB) ou a Albumina Sérica Bovina (BSA). Muitos trabalhos tém
demonstrado o efeito positivo destas substancias no desenvolvimento
embrionario [1,6-8], entretanto, podem ser substituidas por soro sintético
ou macromoléculas sem atividade biolégica, como o alcool polivinilico
(PVA), o que possibilita uma composicao definida ao meio [9]. Algumas
formulagdes dos meios de CIV associam o BSA ao SFB [9.10].

O soro possui uma mistura de proteinas, fatores de crescimento e
horménios nao totalmente identificados. Seu uso em rotinas de produgao
in vitro (PIV) de embrides bovinos aumenta consideravelmente a
producao de blastocistos [1,2,7,11], apesar de apresentar -efeitos
negativos na qualidade dos embrides PIV [12,13]. A concentragao
preconizada varia conforme o sistema de CIV utilizado [7]. O soro possui
um efeito bifasico sobre o desenvolvimento embrionario [14,15], sendo
sua acao sobre os estagios iniciais restrita, porém, aumentando o
desenvolvimento de mérulas até blastocisto, além de aumentar o numero
de células, e estimular a eclosao dos blastocistos [4,16—18].

A utilizacdo da BSA tem resultado em bons indices de
desenvolvimento embrionario [1,8,13] na produgdo in vitro. Também
existem variagcbes nas concentragdes dos seus constituintes como

substratos energéticos e fatores de crescimento, conforme os lotes
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analisados [16,19], o que torna as propriedades embriotréficas da BSA
variaveis entre partidas [20].

Holm et al. (1999) [1] ao conduzir o CIV em meios totalmente
definidos, produziram embrides que resultaram em prenhez, porém
constataram a necessidade do soro ou da albumina sérica bovina na
maturacgao in vitro (MIV) e/ou na fecundacgao in vitro (FIV) para nao reduzir
as taxas de desenvolvimento embrionario. Quando se utiliza somente
BSA como fonte protéica, o desenvolvimento embrionario ocorre de forma
mais lenta e a eclosao ¢ tardia, quando comparado aos embrides PIV na
presenca de soro [11,21,22]. Algumas equipes ja incluiram BSA ou o soro
somente em determinados estagios do CIV [4,15,18,23], no entanto a
maioria destas pesquisas nao foram desenvolvidas com Complexos
cumulus-odcitos (COC) recuperados por aspiragao folicular (OPU).

A reducdo da concentracao de soro durante as diferentes fases da
PIV é necessaria para obter embrides de melhor qualidade. Porém, até o
presente momento, seu uso parece ser essencial para alcancar melhor
producao embrionaria. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
adicao de 2% de SFB durante todo o periodo de CIV ou seu acréscimo
somente no quarto dia do cultivo, em sistema de CIV com concentracao
constante de BSA (4mg/mL) sobre o desenvolvimento e viabilidade

embrionaria.
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Material e Métodos

Coleta dos Complexos cumulus-odcitos (COC)

Os COC foram obtidos por ovum pick-up (OPU) de vacas das ragas
nelore, nelore mocho, brahman e gir leiteiro, ciclicas, doadoras de
embrides, com idade entre 30 e 120 meses, mantidas em pastagem de
Brachiarias sp., durante os meses de novembro 2004 a abril 2005 na
regiao de Uberaba, Brasil.

Cada doadora foi submetida ao maximo duas sessdes de OPU com
aparelho de ultra-som Aloka SSD-500 e com transdutor setorial de 5 MHz
(UST 9111), acoplado a guia transvaginal. A aspiragao dos foliculos foi
realizada com agulha 18G (Cook-VOPAL 1855), conectada a linha de
aspiracao (Cook-VOPAL 1800) e bomba de vacuo (Cook-VMAR 500),
com vazao de 15mL de meio por minuto. Os COC foram recuperados em
tubos de 45mL em solugédo salina fosfatada (PBS) com 1% de SFB e 5UI
de Heparina/mL. O conteudo foi submetido a lavagem no meio de coleta,
filtragem, identificagdo e classificagdo dos COC sob estereomicroscépio.
Os COC de qualidade I, Il e lll, segundo os critérios descritos por De Loos
et al. (1989) [24] foram considerados viaveis. Odcitos desnudos,
degenerados e expandidos foram descartados. Exceto onde indicado, os
demais componentes quimicos foram adquiridos da Sigma Chemical Co.

(St. Louis, MO, USA).
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Maturation in vitro

A maturagao foi conduzida in grupos de 10-20 COC, in 100uL de
TCM-199 modificado com 10% de SFB (Cultilab Materiais de Cultivo
Celular Ltda. Rua Maria Monteiro, 177 Cambui 13.025-150 Campinas, SP,
Brasil), 5ug/mL de FSH, 50ug/mL de LH, 1ug/mL de estradiol, 100ug/mL
de EGF, 6.25ug/mL de Insulin, 22ug/mL de piruvato e gentamicina. COC
foram maturados por 24h em estufa de cultivo celular a 39°C em

atmosfera gasosa com 5% de CO; em ar com umidad saturada.

Fecundacéo in vitro

Decorrido o periodo de maturacdo in vitro, os COC foram
transferidos para gotas com 100uL de meio Fert [25], acrescido de
22ug/mL de piruvato, 6mg/mL de BSA, 10ug/mL de heparina, 20uM de
penicilamina, 10uM de hipotaurina e 2uM de epinefrina. Para a
fecundacao foi utilizado sémen congelado de touros Bos taurus indicus
selecionados por gradientes de 90, 60 e 30% de Percoll. A dose
inseminante foi de 2x10° espermatozoides/mL. O dia da fecundac&o in
vitro foi considerado dia zero (DO) e o co-cultivo dos COC e
espermatozoides foi conduzido por 18 a 24 horas a 39°C, umidade

saturada e atmosfera gasosa de 5% de CO, em ar.
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Cultivo in vitro

Apos o periodo de fecundagdo, os provaveis zigotos foram
submetidos a sucessivas pipetagens para retirada das células do
Cumulus oophorus. O CIV foi realizado em 100uL de meio SOFaaci [1],
por 6 dias, em estufa a 39°C, umidade saturada e atmosfera gasosa com

5% de CO,, 5% de O,e90% de Na.

Desenho Experimental

No experimento I, os COC foram distribuidos em dois grupos, sendo
um em meio SOFaaci acrescido de 4mg/mL de albumina sérica bovina
(grupo BSA=Controle) e outro em 4mg/mL de BSA + 2% de soro fetal
bovino (grupo BSA+SFB). Neste experimento foram realizadas 50
sessdes de OPU/IVP em 22 dias, sendo coletados 1745 COC viaveis para
MIV.

No experimento I, os odcitos foram cultivados em meio SOFaaci
acrescido de 4mg/mL de BSA (grupo BSA=Controle) ou em 4mg/mL de
BSA + 2% de SFB desde o inicio do cultivo (grupo BSA+SFB), ou ainda
em 4mg/mL de BSA desde o inicio do CIV acrescido de 2% de SFB a
partir do quarto dia de IVC (grupo BSA+SFBD4). Durante 9 dias foram
realizadas 12 sess6es de OPU/PIV, obtendo-se 704 COC viaveis.

Em ambos os experimentos, os COC de cada doadora foram

distribuidos de forma homogénea, quanto ao numero e a qualidade entre
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0S grupos, para evitar a influéncia da doadora sobre o resultado entre os

grupos.

Avaliacao e transferéncia dos embrides

As avaliagbes de clivagem e embribes em D7 (blastocistos e
qualidade dos blastocistos) foram realizadas no segundo e sétimo dias
apos a FIV, respectivamente. Os embrides destinados a transferéncia
para receptoras foram avaliados morfologicamente no dia 7 [26]. O
envase foi efetuado em palhetas de 0.25mL em meio TCM-Hepes com
10% SFB. As palhetas foram transportadas em caixas térmicas a
temperatura de 25 a 30°C. A transferéncia dos embrides foi efetuada em
até 8 horas apdés o envase, via transcervical, para receptoras
sincronizadas. O diagnéstico de gestacao foi realizado 60 dias apds a
inovulagdo, por exame retal e confirmado por ultra-sonografia. Avaliou-se
o indice de prenhez em relacdo ao numero de embrides transferidos e em

relagao ao total de COC viaveis colocados para maturar.

Analise estatistica

Os percentuais de clivagem, embribes em D7 e embrides de
qualidade | em D7 foram analisados pelo procedimento GLM do SAS
(1998) [27] apds terem sido submetidos a transformacao arcoseno raiz
quadrada. No modelo de analise foi mantido o efeito da doadora por ter

sido significativo. A taxa de prenhez, referente ao numero de embrides
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transferidos ou ao numero de COC maturados in vitro foi comparada pelo
teste do Qui-quadrado. Em todas as anadlises foi considerado o nivel de

5% de significancia.

Resultados

Experimento |

A taxa de clivagem néo diferiu (P>0.05) entre os grupos BSA, BSA+SFB
(Tabela 1). A produgdo de blastocistos em D7 e a proporgédo de
blastocistos de qualidade | do grupo BSA+SFB foi superior (P<0.05) ao

grupo BSA.

Tabela 1. Efeito da fonte protéica no meio sintético de oviduto (SOFaaci)
modificado sobre a clivagem, desenvolvimento embrionario e qualidade
de blastocistos de vacas Bos taurus indicus de programas comercias de
OPU/PIV.

Fonte proteica em  Complexos Clivagem Blastocistos Blastocistos
cumulus-

SOFaaci obcitos % D7 D7 qualidade |
n % %
4mg/mLBSA+2%SFB 834 72.9° 51.5° 41.2°
4mg/mL BSA 911 73.4° 41.7° 30.0°
(controle)

2> ha mesma coluna diferem significativamente (P<0.05).
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A transferéncia de 605 embrides PIV para receptoras resultou no
indice médio de 41% de prenhez aos 60 dias (Fig. 1), ndo havendo
diferencga entre a fonte protéica utilizada no cultivo embrionario.

No entanto, o indice de prenhez considerando os COC maturados foi
superior (P<0.05) para o grupo BSA+SFB (16.0%) comparado com grupo

de embrides cultivados somente com BSA (12.5%; Fig. 1).

50+ 41,3° 41,0

% aos 60 dias, embrioes Bos
taurus indicus obtidos por OPU/PIV

Gestagdes/TE Gestagdes/odcitos

B 4mg/mL BSA O4mg/mLBSA+2%SFB O2%SFB

Figura 1. Taxa de prenhez sobre o total de complexos cumulus-odcitos
maturados obtidos por OPU de Bos taurus indicus (ragas nelore, nelore
mocho, brahman e gir leiteiro) e cultivados in vitro com 4mg/mL de BSA +
2% de soro fetal bovino (SFB) ou 4mg/mL de albumina sérica bovina
(BSA=Controle) (P<0.05).
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Experimento |l

A taxa média de clivagem dos odcitos foi de 75%, sendo similar entre
os tratamentos BSA, BSA+SFB e BSA+SFBD4. Conforme mostra a
Tabela 2, a producéo de blastocistos em D7 dos embrides cultivados em
meio SOFaaci suplementado com BSA+SFB foi superior (P<0.05) em
relagdo aos embrides cultivados somente com BSA e semelhante ao
grupo suplementado com BSA+SFB no D4 (47.2%; 34.7% e 43.1%,
respectivamente). Porém, a taxa de blastocistos qualidade | em D7 seja
com BSA+SFB (34.0%), ou BSA+SFBD4 (32.2%) foi superior (P<0.05)

aos embrides cultivados somente com BSA (19.9%).

Tabela 2. Taxa de clivagem, desenvolvimento e qualidade embrionaria ao
sétimo dia (D7) de cultivo in vitro (CIV) em SOFaaci+4mg/mL de albumina
sérica bovina (BSA)+2% de soro fetal bovino (BSA+SFB), 4mg/mL de

BSA+2% de SFB no quarto dia de CIV (BSA+SFBD4) ou 4mg/mL de BSA.

Fonte protéica Complexos Clivagem Blastocistos Blastocistos D7

cumulus-

em SOFaaci % D7 qualidade |
odcitos
modificado N % %
BSA+SFB 255 75.82 47.2° 34.0°
BSA+SFBD4 210 75.32 43.13° 32.2°
BSA (controle) 239 76.02 34.72 19.92

2> na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0.05).
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A transferéncia de 215 embrides ndo resultou em diferenga em
relacado ao total de embrides transferidos (qualidade |) nem em relagao ao

total de COC maturados in vitro, conforme mostra a Tabela 3 (P>0.05).

Tabela 3. Taxa de prenhez sobre o total de complexos cumulus-odécitos
bovinos maturados e sobre total de embrides transferidos cujo cultivo in
vitro em SOFaaci foi suplementado com 4mg/mL de BSA+2% de SFB
(BSA+SFB), 4mg/mL de BSA+2% de SFB no quarto dia de cultivo

(BSA+SFBD4), ou somente com 4mg/mL de BSA (BSA).

Fonte protéica em Gestacoes/TE Gestacdes /COC
SOFaaci modificado n (%) n (%)
BSA+SFB 27/93 (29.0)? 17/255 (10.6)?
BSA+SFBD4 17172 (23.6)° 17/210 (8.1)°
BSA (controle) 15/50 (30.0)? 15/239 (6.3)?
(P>0.05)
DISCUSSAO

A qualidade dos blastocistos PIV é inferior aquela dos blastocistos
obtidos in vivo, o que diminui os indices finais de prenhez, além de
diminuir a resisténcia a criopreservacgao. O tipo de cultivo pés-fecundagao
influencia a qualidade dos embrides produzidos [5]. Embrides bovinos

podem ser cultivados em condigcbes definidas, no entanto a
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suplementagao protéica promove efeitos benéficos que se refletem no
desenvolvimento embrionario [6]. Nos dois experimentos do presente
trabalho, a adicdo de 2% de SFB resultou em maior eficiéncia na PIV de
embrides, pelo aumento da produgao de blastocistos em comparagao ao
cultivo efetuado somente na presengca de BSA. Outras pesquisas tém
demonstrado que o cultivo com soro aumenta a producao de blastocistos
independente da fase na qual o mesmo é adicionado [1-4].

Embora o soro possa apresentar efeitos negativos na qualidade dos
embrides obtidos in vitro [7,11,28] no presente estudo constatou-se
producgéo superior de no minimo 10% de embrides de qualidade | quando
o cultivo foi efetuado na sua presencga, em comparagao ao uso isolado de
BSA. E possivel que a baixa concentragdo de soro utilizada (2%), ou sua
associacdo com BSA (4mg/mL), possam ter diminuido ou neutralizado
sua influéncia negativa sobre a qualidade dos embrides. A agao
neutralizante promovida por essa associagao sobre agentes toxicos ja foi
comprovada anteriormente [9,10, 12].

Para conhecer e estabelecer as necessidades metabdlicas de
gametas e embrides, o0 uso de meios quimicamente definidos é
fundamental, porém quando se busca a maxima produtividade do sistema,
a adicao de fontes protéicas nos meios de CIV é essencial [1,7]. Nesta
pesquisa, ao comparar o CIV com meio suplementado com BSA, a adigao
de 2% de SFB resultou em maior desenvolvimento embrionario, sem que

a qualidade dos mesmos e a taxa de prenhez tenham sido afetadas,
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corroborando com os dados de Pinyopummintr & Bavister (1994) [4],
Krisher et al. (1999) [17] e Gordon (2003) [7] que evidenciaram taxas de
desenvolvimento de embrides inferiores com o cultivo realizado em meios
livres de proteinas. O uso de SFB pode ter importante repercusséo nos
programas de OPU/PIV em bovinos, quando o objetivo € aumentar a
produtividade de bezerros resultantes desta biotecnologia. Entretanto, &
necessario lembrar que o soro € suspeito de contribuir para a sindrome do
bezerro gigante (“large offsprings syndrome”) [7,11], o que pode diminuir o
numero de produtos nascidos saudaveis, em sistemas que utilizam a
adicao de soro ao meio de cultivo in vitro.

Ao avaliar a producdo de blastocistos bovinos em meio SOF
acrescido de BSA, BSA+SFB ou in vivo no oviduto de ovelhas, Lonergan
et al. (2004) [28] demonstraram pioneiramente que o tipo de cultivo in vitro
pode aumentar a incidéncia de anormalidades cromossdémicas. Em 80%
dos embrides produzidos em SOF+10%SFB foi identificado mais de um
tipo de anormalidade, indicando que ndo somente o meio de cultivo in
vitro, como também a velocidade de desenvolvimento & importante na
incidéncia e severidade de alteracbes cromossémicas. O aparente efeito
negativo do soro pode ser atribuido a acelerada evolugado embrionaria que
nao permite tempo suficiente para ocorréncia da cariocinese fisioldgica. A
maior presenca de anormalidades cromossOmicas [28] e a menor
resisténcia a criopreservacao [3] tém sido constatadas em embrides

cultivados em meio contendo soro em comparacido ao uso isolado de



56

BSA. Por outro lado, ja foi demonstrado maior niumero de células e maior
taxa de eclosdo na producéo in vitro cujo meio de cultivo continha soro
[16], o que poderia resultar em maior taxa de prenhez apds a
transferéncia dos embrides. As pesquisas que relatam efeitos negativos
do soro sobre a viabilidade embrionaria, a concentragdo de soro
preconizada foi de até 20% [3,28], sendo muito superior aos 2% utilizados
no presente trabalho. Na maioria destas pesquisas, o soro nao foi
utilizado em associagdo com BSA, o que poderia explicar o fato de nao ter
havido efeito negativo da presenca de soro sobre a taxa de prenhez em
nosso trabalho. Outro fator importante a se considerar € que os dados de
pesquisas de OPU/PIV em Bos taurus indicus que avaliaram o efeito do
soro x BSA no cultivo in vitro sdo escassos e o conhecimento existente se
restringe ao processo de produgdo in vitro com oécitos de vacas
provenientes de frigorifico.

O efeito bifasico do soro no CIV de embrides bovinos ja foi
demonstrado em diferentes estudos [14—16]. No entanto, os resultados do
nosso trabalho foram divergentes na produgao total de blastocistos e na
qualidade embrionaria em D7. Apesar da exposigao prolongada ao soro
provocar alteragdes morfolodgicas e bioquimicas nos embrides [16,29], ndo
se verificou diferenca quando o mesmo foi introduzido desde o inicio do
cultivo ou somente a partir do quarto dia de CIV, pois ndo foi constatada
diferenca na PIV, qualidade dos embrides e taxa de prenhez nos dois

sistemas. E possivel que a concentracdo de 2% de soro e sua associacio
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com BSA possa explicar a auséncia do efeito bifasico do soro sobre o
desenvolvimento e qualidade dos embrides. Ambos os procedimentos
podem apresentar vantagens, pois a utilizagdo de soro desde o inicio do
CIV elimina a necessidade de manipular os embrides durante seu
desenvolvimento com a troca de meio ou adigdo de SFB, por outro lado a
sua utilizagao a partir do quarto dia de CIV diminui o tempo de exposigao
dos embrides ao soro.

A taxa de prenhez nao diferiu entre os tratamentos em relagdo aos
embrides transferidos nos dois experimentos (P>0.05), no entanto, no
experimento | a taxa de prenhez sobre os COC MIV foi superior quando o
cultivo foi conduzido com BSA+SFB (16%) em relagdo ao grupo BSA
(12%; Fig. 1). No experimento Il, nesta mesma avaliacdo, nédo se
constatou diferenca, porém ha uma tendéncia do cultivo com soro
(BSA+SFB e BSA+SFBD4) ser superior ao cultivo BSA (10.6%; 8.1% e
6.3%, respectivamente).

A adicao de 2% de SFB ao meio de cultivo in vitro SOFaaci aumenta
a producgao de blastocistos em D7 e a taxa de blastocistos qualidade |.
Nao ha diferenca na taxa de prenhez de embrides produzidos em meio de
cultivo com 0,4% de BSA ou 0,4% de BSA + 2% de SFB, no entanto o uso
de 2% de SFB aumenta a eficiéncia da PIV de embrides bovinos, por
aumentar a porcentagem de prenhez produzida em relagdo ao total de
COC maturados. Este fato torna a inclusdo do soro no meio de cultivo

essencial para otimizag¢ao dos resultados de PIV.
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4. Discussao Geral

A tecnologia de producgao in vitro (PIV) de embrides bovinos esta em
constante desenvolvimento e nos ultimos anos alcangou resultados mais
estaveis que possibilitaram sua aplicagdo comercial. Neste setor,
ganharam grande destaque as ragas zebuinas, que por apresentarem
maior oferta de odcitos comparada aos Bos taurus taurus, produzem em
média duas prenhezes por sessao de OPU-PIV. No entanto, estes
resultados sao influenciados diretamente pelas caracteristicas individuais
da doadora, bem como pelo sémen e pelo protocolo utilizado em todas as
etapas da PIV.

Diferengas nos protocolos e sistemas de PIV de embrides bovinos,
incluindo atmosfera gasosa, meios de cultivo e suplementagédo protéica
utilizados nas diferentes etapas da PIV, podem influenciar diretamente os
resultados finais de desenvolvimento, qualidade embrionaria e taxa de
gestacdo. A otimizagao destes protocolos e sistemas é fundamental em
programas comerciais de OPU/PIV, visto que neste caso algumas
variaveis como qualidade dos odcitos, numero de estruturas por volume
de meio e acasalamento ndo podem ser controladas adequadamente,
como acontece nas pesquisas desenvolvidas com odcitos de ovarios
bovinos provenientes de matadouro.

Atualmente, a atmosfera gasosa utilizada durante a maturacéo e a
fecundacéo in vitro é de 5% de CO, em ar, para que em combinagao com
o bicarbonato de sdédio, haja manutengdo adequada do pH dos meios,
ndao sendo controlada a concentragdo de oxigénio nestas fases. No
entanto, alguns autores sugerem o controle do O, na MIV e FIV, no intuito
de reduzir o estresse oxidativo e consequentemente melhorar a qualidade
dos embrides produzidos (UMAOKA et al., 1992; ALLI et al., 2003;
OYAMADA & FUKUI, 2004). Em nosso primeiro experimento (Capitulo 1)
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quando a MIV e FIV dos COC foram conduzidas sob atmosfera de 5% de
O2, ndo houve interferéncia negativa na taxa de clivagem, bem como na
producdo e qualidade dos blastocistos de D7. E importante ressaltar que
o uso de 5% de oxigénio durante a FIV nao foi avaliada separadamente
da MIV. No entanto, alguns pesquisadores ja utilizaram com sucesso 5%
de O, com sémen de touros com baixo desempenho em protocolos
convencionais (20% de oxigénio). Esta pode ser uma ferramenta para se
atingir uma maior produgédo (TAKAHASHI & KANAGAWA, 1998; LAZZARI
et al., 1998; GALLI et al., 2001).

No que se refere a viabilidade dos embrides produzidos em
diferentes sistemas, em nosso trabalho (Capitulo 1), ndo houve diferenga
na taxa de prenhez, no entanto a maior taxa de eclosao foi obtida com
concentragdo reduzida de O (5%) durante a MIV e FIV. Esta maior
eclosdo pode ser indicativa de desenvolvimento mais rapido de embrides
produzidos em sistema totalmente sob a atmosfera de 5% de O2. Estes
resultados poderao ter importante aplicagdo no congelamento, visto que
os embrides com desenvolvimento precoce apresentam maior resisténcia
a criopreservagao (De MATOS et al., 1996). E importante ressaltar que a
presente pesquisa foi desenvolvida com doadoras de embrides em
programas comerciais, sob condigbes limitadas no que se refere ao
numero de complexos cumulus-oécitos e volume de meio, fundamentais
quando se determina a concentracéo de oxigénio.

A suplementagdo com proteinas, como soro fetal bovino (SFB) ou
albumina sérica bovina (BSA) ao meio de CIV, evidencia beneficios para o
desenvolvimento embrionario (CAROLAN et al., 1995). Meios definidos,
sem suplementacao protéica ou de células somaticas sdo essenciais para
se determinar as necessidades especificas dos zigotos e embrides. No
entanto, até o momento os indices de desenvolvimento embrionario e
prenhez nesses sistemas sao inferiores aos que utilizam SFB ou BSA. A
remogao do soro e das células somaticas e sua substituicdo pela BSA

como fonte protéica tem resultado em bons indices de desenvolvimento
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embrionario (HOLM et al.,, 1999; LAZZARI et al., 2000; RIZOS et al.,
2003). Outros estudos tém incluido a BSA ou o soro somente em
determinados estagios do CIV (PINYOPUMMINTR & BAVISTER, 1991,
LIU & FOOTE, 1995; LIM et al., 2003).

No segundo experimento (Capitulo 2), a produgcdo embrionaria
sempre foi superior quando o meio SOFaaci+BSA foi suplementado com
2% de SFB, quando comparado aos embrides cultivados com
SOFaaci+BSA, confirmando os efeitos benéficos do soro no meio de
cultivo durante a produgao in vitro de embrides. Sabe-se que além de
aumentar a variabilidade na producéo, devido as diferentes composicoes,
0 soro, ainda esta relacionado a baixa qualidade de embrides. No entanto,
em nossos experimentos a producdo de embrides foi 10% superior
quando se adicionou 2% de SFB ao meio de CIV com 4mg/mL de BSA,
sem perda na qualidade morfolégica ou taxa de prenhez (Capitulo 2).
Estes resultados podem estar associados a reduzida concentracdo de
soro (2%) preconizada em nossa pesquisa, visto que a literatura
(GORDON, 2003) menciona o uso de até 20% de SFB no meio de CIV. A
associacao do soro fetal bovino com a BSA também pode ter influenciado
os resultados da nossa pesquisa, pois o efeito neutralizante dos agentes
téxicos quando se utiliza esta associacdo ja foi relatado (FLOOD &
SHIRLEY, 1991; DUQUE et al., 2003).

No segundo experimento do capitulo 2, novamente verificou-se
resultados superiores de PIV quando os embrides foram cultivados com
soro, em comparacao aos cultivados em BSA. Ao avaliar o momento da
inclusdo do soro no cultivo, ndo houve diferenga na PIV e taxa de prenhez
quando adicionado a partir do quarto dia ou desde o inicio. A
concentrac&o de soro utilizada em nossos experimentos (2%), bem como
a associagao com a BSA (4mg/mL), pode ter sido responsavel por estes
resultados. Sabendo que a exposigdao prolongada ao soro provoca
alteragdes morfologicas e bioquimicas nos embrides (ZHANG et al., 1992;

BAVISTER, 1995), parece ser melhor utiliza-lo a partir do quarto dia de
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CIV, mesmo néo tendo sido constatada diferengas na PIV, qualidade dos
embrides e taxa de prenhez nos dois sistemas desenvolvidos na presente
pesquisa.

O somatério de pequenos incrementos sdo de grande importancia
nos resultados finais da PIV de embrides, pois resultam em embrides de
melhor qualidade, e consequentemente maior numero de gestacdes a
partir do total de COC maturados. A literatura enfatiza diferencas entre
embrides obtidos in vivo e in vitro, tais como as metabdlicas (KHURANA &
NIEMANN, 2000), a sensibilidade a criopreservacao (GORDON, 2003) e a
viabilidade pos transferéncia para receptoras (MERTON et al.,, 2003).
Estas diferengas estdo sempre relacionadas as condicdes que os oocitos
e embrides sdo submetidos durante as fases de maturacgao, fecundacao e
cultivo in vitro. Nestes trabalhos sao citadas como alternativas para
minimizar tais diferencas, a redu¢ao do estresse oxidativo e a eliminagao
ou reducao da concentracido de soro durante as fases da PIV. Em nossos
experimentos, a redu¢ao da concentracdo de oxigénio de 20 para 5%
durante todas as fases da PIV mostrou-se viavel, podendo ser uma
alternativa para uso em programas de OPU/PIV. Ja quando se preconizou
o uso do SFB, houve otimizacao dos resultados de producédo de embrides
e nas taxa de gestagdes. Apesar de nao ter sido possivel a retirada total
do soro durante o CIV, obteve-se resultados satisfatérios com apenas 2%
de SFB. Este fato podera ter importante repercussdo nos programas de
OPU/PIV em bovinos, quando o objetivo € aumentar a produtividade de

bezerros resultantes desta biotecnologia.
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5. CONCLUSOES

1- A maturacio e fecundacgao in vitro de complexos cumulus-odcitos
Bos taurus indicus obtidos por OPU sob atmosfera de 5% de oxigénio é

viavel e ndo compromete o desenvolvimento embrionario.

2- A qualidade dos embrides produzidos e da taxa de prenhez dos
blastocistos qualidade | ndo sao afetadas quando a MIV e a FIV dos
complexos cumulus-odcitos Bos taurus indicus obtidos por OPU sao

conduzidas sob atmosfera de 5% de oxigénio.

3- A eclosdo dos embrides produzidos com complexos cumulus-
oocitos Bos taurus indicus coletados por OPU, é superior quando a MIV e

a FIV sdo conduzidas em atmosfera com 5% de O

4- A adicdo de 2% de soro fetal bovino no meio de CIV aumenta a

producao de blastocistos sem afetar a qualidade morfoldgica.

5- A producéo in vitro de embrides Bos taurus indicus e a taxa de
prenhez sdo similares com a adigdo de 2% de soro fetal bovino ao meio
SOFaaci desde o inicio do cultivo ou a partir do quarto dia de cultivo in

vitro.

6- O uso de 2% de soro fetal bovino no meio de cultivo in vitro
SOFaaci aumenta a eficiéncia da produgao in vitro de embrides Bos
taurus indicus, por aumentar a taxa de prenhez em relagdo aos odcitos
obtidos por OPU.
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Beberibe, CE.

RESPOSTA DE VACAS Bos Indicus A ASPIRACAO POR SESSAO DE
OPU E PRODUCAO IN VITRO DE BLASTOCISTOS

(RESPONSE OF THE Bos Indicus COW TO ASPIRATION PER OPU SESSION
AND IN VITRO PRODUCED BLASTOCYSTS)
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RESPOSTA DE VACAS Bos Indicus A ASPIRACAO POR SESSAO DE OPU
E PRODUCAO IN VITRO DE BLASTOCISTOS

Leivas, F.G."; Brum, D.S."; Rufino, F.A.2, Guimaraes, A.V.%, Bernardi, M.L.*;
Silva, C.A.M.%, Rubin, M.1.B.?

) Programa de Pés-graduagdo em Medicina Veterinaria, UFSM, Santa Maria, RS, Brasil.
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Universidade Federal de Santa Maria. 97.119-900 Santa Maria, RS.
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4 Depto. de Zootecnia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS.
®Veterinario, Lins, S&o Paulo, SP.

Pode a selecdo de doadoras resultar em uma maior producédo de odcitos
viaveis e de taxas de blastocistos, usando-se programas de OPU/PIV
para aumentar a disseminacdo desta técnica? Com este propdsito a
quantidade de odcitos recuperados e as taxas de blastocistos durante a
producao in vitro (PIV) de cada doadora Bos indicus foram analisadas.
Sete vacas de 4 a 13 anos, foram submetidas a OPU uma vez por
semana, por 3 a 5 semanas, totalizando 26 sessbes. Uma probe
transvaginal, um aparelho de ultra-som Aloka SSD-500 com transdutor
setorial de 5SMHz e uma agulha de aspiragdo de 55cm conectada a um
tubo de 50 mL e a uma bomba de vacuo Cook VMAR 500 com 70mmHg,
foram utilizados para aspirar o liquido folicular. Apos a aspiracgao, o liquido
foi filtrado e a procura e selecdo de odcitos foram realizadas, sendo que
os complexos cumulus-oocitos (COC) degenerados ou expandidos foram
descartados. A maturagao in vitro (MIV) foi realizada durante as primeiras
24 horas e a FIV (fecundagéo in vitro) nas 18 horas seguintes, com
espermatozoide de 3 touros Bos indicus. O cultivo in vitro (CIV) foi
realizado em meio SOFaaci por 7 dias em estufa de cultivo com 5% CO2,
39°C e umidade saturada. Considerando o dia da fecundag&o como DO; a
clivagem e as taxas de blastocistos foram avaliadas no dia D2 e D7,
respectivamente. Setenta e um (71) blastocistos foram produzidos de um
total de 326 CCO maturados. Os CCO recuperados e maturados foram
analizados pelo teste GLM do SAS e as médias comparadas pelo teste de
Tukey. A clivagem e taxas de blastocistos foram analisadas pelo teste do
x°. A média do nimero de CCO recuperados (6,7 a 24) e viaveis (6,0 a
23) por sessao variou (P<0,05) entre doadoras. A clivagem e taxas de
blastocistos também variaram (P<0,05) entre doadoras, de 27 a 70% e 4
a 32%, respectivamente. A observacdo que o numero de CCO
recuperados e taxas de blastocistos variou entre doadoras, sugere a
possibilidade de maior incremento na produ¢cdo de embrides através da
selecao de doadoras.
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CONTROLE DO OXIGENIO NA MIV E FIV DE OOCITOS BOVINOS:
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(OXYGEN TENSION IN THE IVM AND IVF OF BOVINE OCYTES: EFFECT ON
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CONTROLE DO OXIGENIO NA MIV E FIV DE OOCITOS BOVINOS: EFEITO
SOBRE O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO
E TAXA DE PRENHEZ

Leivas, F.G."*: Brum, D.S.% Saliba, W.P.; Alvim, M.T.T.%; dos Santos, M.V."; Bernardi,
M.L.% Rubin, M.1.B.": Silva, C.A.M."

! Embryolab- Laboratério de Embriologia Animal — DCGA, HCV, CCR, Universidade Federal de
Santa Maria. 97.105-900, Santa Maria-RS. 2Faculdade de Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, RS.
% Nova India-Cenatte Embrides, Cx..Postal 570, 38.001-970, Uberaba-MG.

Manter a concentragdo de oxigénio durante a maturagdo (MIV) e
fecundagéo in vitro (FIV) de odcitos bovinos, em niveis proximos aos
encontrados no trato reprodutivo da vaca, pode ser uma alternativa para a
melhoria do sistema de PIV. Com isso, seria possivel minimizar o estresse
oxidativo e melhorar a qualidade embrionaria. Com objetivo de avaliar o
efeito concentragdo de 5% de oxigénio na MIV e FIV, 11 sessbes de
OPU/PIV foram conduzidas em 48 animais com a recuperacao de 1092
oocitos viaveis. Os odcitos foram distribuidos em grupos de 10 a 20,
homogeneamente quanto a qualidade. A maturagdo foi conduzida em
gotas de 100uL de TCM-199 acrescido de FSH, LH e 10 % de SFB, sob
oleo mineral, em estufa por 24h, a 39°C, umidade saturada e atmosfera
de 5% de CO; em ar (grupo 20% de O3) ou 5% de CO;, 5%0,, 90% N>
(grupo 5% de 0O3). O sémen de dois touros Bos indicus foram
selecionados por gradientes de Percoll na dose de 2 x 10°
espermatozoides/mL. A FIV foi conduzida em gotas de 100uL de Fert-
TALP com heparina e PHE por 18 a 24h, a 39°C, umidade saturada e
atmosfera gasosa de 5% de CO; em ar ou 5% de CO;, 5% de O, e 90%
de Nj. O cultivo foi conduzido em gotas de 100uL de SOFaaci (Holm et
al., 1999), por 6 a 8 dias em estufa a 39°C, umidade saturada e atmosfera
gasosa com 5% de COy, 5% de O, e 90% N,. Os embrides obtidos de 5
rotinas foram avaliados in vitro até a eclosdo dos blastocistos em D9
(DO=dia da fecundagao). Noutras 6 rotinas, apds a avaliagado em D7
efetuou-se a transferéncia dos embrides para receptoras. Os percentuais
de clivagem e de blastocistos foram submetidos a ANOVA pelo
procedimento GLM (SAS, 1989). As taxas de eclosdo, de blastocistos
grau | e de prenhez foram comparadas por Qui-quadrado com
significancia de 5%. Nao houve diferenga na taxa de clivagem (69,6 e
70,4%), no desenvolvimento embrionario (37,3 € 38,4%) e em blastocistos
grau | em D7 (78,9 e 74,7%) entre 5% de O, e 20% de Oy,
respectivamente. A eclosdo em D9 sob os odcitos MIV foi superior no
grupo 5% de Oz (21,3 vs 10,8%). No entanto, a taxa de prenhez foi
similar: 25,8% (34/132) e 33,6% (49/146) entre os grupos MIV e FIV com
5% e 20% de O,, respectivamente. Nao houve comprometimento da
producdo de blastocistos e a sua qualidade, bem como na taxa de
prenhez quando a maturagao e fecundacgao in vitro foram conduzidas com
5% de oxigénio.



