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RESUMO: As variacbes nos indices de producgao in vitro (PIV) de embrides, devem-se aos diferentes
protocolos e sistemas que sdo utilizados. O nimero de embrides por gota de meio de cultivo é uma das
variaveis que pode afetar os processos da PIV, sendo o cultivo o mais afetado. O objetivo desse trabalho foi
avaliar as taxas de desenvolvimento embrionario em embrides cultivados em diferentes sistemas de acordo
com o numero de zigotos por gota. Foi conduzido um experimento com sete grupos para avaliar a influéncia
do nimero de embribes por gota, onde G1A foi cultivado em micropogos; G1B35 cultivado individualmente
em gota de 35 ul, G1B70 cultivado individualmente, G5 com 5 embriées, G10 com 10 embrides, G15 com
15 embrides e G20 com 20 embrides, estes 6 Ultimos cultivados em gotas de 70ul. Nao houve diferenga
entre as taxas de clivagem. O G10 foi o que obteve a maior taxa de blastocisto (42,5%). Em relagao a
eclosao observou-se que os grupos com menor densidade (G1A, 51,1%; G1B70, 60% e G1B35, 50%) e o
grupo de maior densidade (G20, 58,8%) apresentaram as menores taxas. Concluimos que o sistema de
cultivo embrionario € mais eficiente se realizado em grupos e o volume ideal para o desenvolvimento é de
7ul/ embrido. No entanto, se houver a necessidade de cultivo individual, o sistema de micropocos foi 0 que
permitiu melhores taxas de desenvolvimento embrionario em comparacao aos outros grupos de cultivo
individuais.
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1 INTRODUCAO

A producéo in vitro (PIV) de embrides envolve as etapas de coleta de odcitos,
maturagao in vitro (MIV), fertilizagao in vitro (FIV), bem como o cultivo in vitro (CIV) de
zigotos e estruturas embriondrias. E uma biotécnica utilizada, alternativamente para
acelerar a producdo de animais geneticamente superiores e impedir, pela aspiragédo in
vivo de foliculos guiada por ultra-sonografia, especialmente em bovinos, o descarte
precoce em fémeas geneticamente privilegiadas, portadoras de alteracées adquiridas que
impedem que a reprodugdo ocorra de forma natural ou até mesmo pela transferéncia de
embrides. Ainda podemos apresentar a possibilidade de conservagao e regeneracao de
recursos genéticos em vias de extingao.

Sabemos que existem alguns problemas associados com a PIV, sendo que boa
parte desses problemas estao relacionadas com o cultivo in vitro, envolvendo a
suplementagéo protéica do meio de cultivo, como a albumina sérica bovina (BSA) ou soro
fetal bovino (SFB), que quando adicionado ao meio fluido sintético de oviduto (SOF)
melhora significativamente o desenvolvimento de embrides bovinos (LONERGAN et al.,
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1999). No entanto, o soro pode levar a alteracées quimicas no meio, prejudicando o
desenvolvimento dos embriées e introduzindo componentes toxicos ou patogénicos no
sistema de cultivo (BAVISTER, 1992). Além destes fatores o cultivo individual ou em
grupo também influencia no desenvolvimento embrionario, pois sabemos que em grupos
ha uma maior producao de fatores de crescimento pelos embrides que proporcionam um
maior desenvolvimento dos mesmos, porém ha uma grande producdo de substancias
embriotdxicas, como ions de aménia, metabdlitos embrionarios e radicais livres. Sob
essas condi¢coes, formam-se as espécies reativas de oxigénio (ROS) que em bovinos
promovem lesbes no DNA (TAKAHASHI et al.,, 2000). As ROS podem aumentar a
demanda de enzimas antioxidantes para manter o controle homeostatico e comprometer o
potencial de desenvolvimento subsequente. Isto pode ser explicado pelo fato de que a
concentracao de O2 no oviduto (entre 5-8%) de fémeas mamiferas € menor do que no
ambiente comumente utilizado para o cultivo in vitro (20% de O2; FISHER; BAVISTER,
1993).

Com base nessas evidéncias, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar as taxas de
desenvolvimento embrionario em embrides cultivados em diferentes sistemas de acordo
com o numero de zigotos por gota viabilizando o melhor sistema para cultivos comerciais.

2 MATERIAL E METODOS

Os o6citos utilizados para o experimento foram obtidos de ovarios de vacas
azebuadas provenientes de frigorificos da regido de Maringa e transportados em solucao
fisioldgica de NaCl 0,9% a 36°C. No laboratorio os ovérios foram lavados em alcool 70%,
e em solugdo fisiolégica. Permaneceram em banho-maria a 36 °C, em tempo nao superior
a 3 horas apés abate.

Foliculos entre 2 e 8 mm de diametro foram puncionados com auxilio de seringa
(10 ml) e agulha 18G (40 x 12). Os COCs aspirados foram mantidos no proprio liquido
folicular e colocados para decantar em tubos de fundo conico de 45 ml (IngaMed) por 15
minutos. Ap6s a decantacado foram selecionados sob estereomicroscopio (NIKON) de
acordo com o aspecto morfolégico do COCs. Foram selecionados apenas os COCs de
melhor qualidade, ou seja, qualidade | ( apresentando cumulus compacto com mais de
trés camadas de células, ooplasma com granulacoes finas e homogéneas, preenchendo o
interior da zona pelucida e coloragdo marrom) e qualidade Il ( apresentando o cumulus
compacto, parcialmente presente em volta do odécito ou rodeando completamente o
odcito, com menos de trés camadas celulares).

Os COCs selecionados foram lavados duas vezes em meio TCM 199 — Hepes,
com antibiotico, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 22ug/ml de piruvato.
Apébs a lavagem, os oécitos foram colocados para maturar nas gotas em placa de petri
(35mm, CORN), cobertos com éleo mineral (SIGMA) e levados para a estufa (38°C, a 5%
de CO, em ar), durante 22 a 24 horas.

Posteriormente a maturacédo, os COCs passaram por uma lavagem em meio de
fecundacao Talp-FIV acrescido de 0,003g de BSA (SIGMA), 50ug/mL de gentamicina
(SIGMA), 220ul de PHE, 55ul de heparina e 22ug/mL de piruvato, e foram transferidos
para o meio FIV em gotas de 70ul, cobertos com 6leo mineral (SIGMA). Apds esse
procedimento a placa foi devolvida a estufa para dar inicio a preparacdo dos
espermatozoides.

O sémen congelado (previamente testado) de um touro da raca nelore, da mesma
partida foi utilizado durante todo o experimento. A cada rotina de PIV o sémen foi
descongelado em banho-maria a 35°C por 1 minuto. A recuperacado espermatica foi
realizada através da passagem do sémen pelo gradiente de Percoll 45% e 90%, cujo
objetivo foi obter os espermatozdides viaveis apds a remocgao do diluidor e do plasma
seminal. A dose inseminante foi de 2.10° sptz/ml, permanecendo na estufa por 18 horas
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sob as mesmas condi¢coes de maturacdo. Apos a fecundacao as células do cumulus dos
possiveis zigotos foram retiradas parcialmente por pipetagem rapida e lavados trés vezes
em meio de cultivo embriondrio SOF, suplementado com 10% de SFB, 25 pl de
gentamicina e 22 pg/ml de piruvato.

Apo6s a FIV os zigotos foram divididos aleatoriamente em sete grupos, sendo os
grupos G1A, G1B35, G1B70 em cultivo individual de embrides, onde G1A foi
desenvolvido em micropogos (Well of the Well), G1B35 em gota de 35ul (microlitros) e
G1B70 em gota de 70ul. O restante dos zigotos foram divididos em: G5 com 5 embrides,
G10 com 10 embrides, G15 com 15 embrides e G20 com 20 embrides, cultivados em
gotas de 70ul contendo meio CIV e cultivados em uma atmosfera controlada a 5% de
COg, 5% de O, balanceado em N, a 38,5°C.

No terceiro dia de cultivo embrionario foi realizada a avaliagdo da clivagem, no
sétimo dia dos embrides que chegaram ao estagio de blastocisto e no décimo dia os
blastocistos eclodidos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os grupos analisados (tabela 1) ndo houve diferenca entre as taxas de
clivagem. O G10 foi o que obteve a maior taxa de blastocisto (42,5%) dentre os grupos.
Em relacdo a taxa de blastocisto eclodido, observa-se que 0s grupos com menor
densidade (G1A, G1B70 e G1B35) e o grupo de maior densidade (G20) apresentaram as
menores taxas. Portanto, para se obter uma maior eficiéncia no cultivo embrionario pode-
se utilizar 5 a 10 zigotos por gota de 70ul de meio CIV, pois se baseando nos resultados
obtidos pelo presente estudo, foi o sistema de cultivo que provavelmente melhor
concentrou fatores embriotréficos que permitiram a progressdo da cinética do
desenvolvimento embrionario. Sao varios os fatores embriotréficos como o IGFI e Il
(fatores de crescimento semelhantes a insulina), TGFa e TGFB (fatores de crescimento
transformadores), interferon-t, EGF (fato de crescimento epidermal) entre outros
(GOOVAERTS, et al., 2009).

Podemos sugerir que o numero de embrides do G5 e G10 pudesse uma dispersao
adequada dos componentes tdéxicos ou patogénicos no sistema de cultivo, dados estes
verificados nas taxas de clivagem, blastocisto e blastocisto eclodidos.

Tabela 1. Comparagéao das taxas de clivagem, blastocisto e blastocisto eclodido
entre os grupos, em que G1A (WOW); G1B70 (1 zigoto/gota de 70ul); G1B35 (1

zigoto/gota de 35ul); G5 (5 zigotos); G10 (10 zigotos); G15 (15 zigotos); G20 (20
zigotos) em gotas de 70ul

Tratamento Odbcitos Cliv Cliv % BL % BL Be Be %
G1A 20 16 80,0 7 35,0 4 57,1
G1B70 20 17 85,0 5 25,0 3 60,0
G1B35 20 15 75,0 4 20,0 2 50,0
G5 40 36 90,0 12 30,0 10 83,3
G10 80 74 925 34 425 28 82,4
G15 90 79 87,8 25 27,8 18 72,0
G20 80 62 775 17 21,3 10 58,8

A principal importancia do cultivo individual de embrides se da pelo fato de
simplificar os procedimentos de ovum-pick-up (OPU), pois, a baixa recuperagdo de
oocitos pode necessitar de um cultivo individual ou de pequenos grupos, tanto para
maturacéo, fertilizagdo como para cultura embrionaria (O'DOHERTY, et al., 1997; FUJITA,
et al., 2006). O G1A foi o que obteve melhores taxas de blastocistos dentre os grupos de
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cultivo individual, ou seja, foi melhor que o G1B70 e G1B35, fato que pode ser explicado
pelas caracteristicas fisicas dos micropogcos WOW que permitem uma maior diluicido dos
fatores toxicos e um maior acumulo dos fatores autécrinos, sendo considerado uma opgao
viavel para o cultivo de embriées individualmente. Em um estudo que cultivou embrides
FIV nos micropocos WOW obteve-se 61% de blastocistos resultados superiores aos 35%
obtidos no presente estudo (VAJTA, et al., 2000). Em relacdo as taxas de clivagem,
blastocisto e eclosdo dos G1B70 e G1B35 (tabela 1) ndo houve diferenca, portanto, em
cultivos individuais o volume das gotas nao interferem no desenvolvimento embrionario.
Porém, a producao in vitro em grupos maiores, reduz custos, requer uma menor
quantidade de meio e o tempo dispendido na manipulacdo dos odécitos e embrides é
menor (GOOVAERTS, et al., 2009).

Em um estudo que comparou a cultura de diferentes nimeros de 06citos no
desenvolvimento embrionario, obteve as maiores taxas de clivagem e blastocistos no
cultivo com 20 a 40 odcitos, sendo a diluicdo das gotas de 10 ul e 5 ul/embrido
respectivamente, resultados que corroboram com o presente estudo cuja as melhores
taxas foram do grupo G10 cuja a diluicdo foi de 7 ul/ embrido. Portanto, os resultados
deste experimento indicaram que existem beneficios na cultura de oécitos e embrides em
grupos, podendo ser explicado pelo fato de haver a secrecédo de fatores de crescimento
pelos embrides que beneficiam uns aos outros no grupo (O’'DOHERTY, et al., 1997).

Em um estudo que avaliou o efeito do volume das gotas no cultivo individual e em
grupo de embrides obteve-se taxas de clivagem e de blastocistos (respectivamente) nos
grupos individuais em gotas de 20 ul de 54,5% € 2,2% e nas de 500 pl de 63,5% e 1,2%.
Ja nas culturas em grupos, obteve-se nas gotas de 50 ul 69,8% de clivagem e 24,6% de
blastocisto e na de 500 pl, 62,2% e 16,1% respectivamente. Portanto, independente do
volume das gotas as taxas de blastocistos foram bem maiores nos embrides cultivados
em grupos (GOOVAERTS, et al., 2009).

Fujita, et al (2006) observou que néo houve diferenca nas taxas de clivagem entre
o numero de embrides nas gotas de cultivo (de 1 a 5 embrides/gota de 5ul), porém houve
aumento nas taxas de blastocistos em gotas com 5 embriées (31,7%) comparado a gota
com 1 embrido (13,3%), resultados que corroboram com o presente estudo. Estes
resultados sugerem que o numero de embrides cultivados por gota sdo importantes para
dar suporte ao desenvolvimento embrionario.

Desta forma, os resultados do presente estudo sugerem que os cultivos individuais
Oou com poucos zigotos por gota reduzam a taxa de producédo de blastocistos devido a
possivel reducédo da concentracao de fatores de crescimento em suas gotas de cultivo, e
que embrides cultivados em grande numero por gota, retardem a cinética do
desenvolvimento embrionario ou até mesmo reduza a produgéo dos mesmos.

4 CONCLUSAO

No presente estudo concluimos que o sistema de cultivo embrionario é mais
eficiente se realizado em grupos do que individualmente e o volume ideal para o
desenvolvimento embriondrio é de 7ul/ embrido. Em adigdo pode-se concluir que em
cultivos embrionarios individuais o volume das gotas nao interferem no desenvolvimento,
no entanto o sistema WOW foi o que permitiu melhores taxas de desenvolvimento
embrionario em comparacao aos outros grupos de cultivo individuais.
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