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Producéo in vitro de embrifes bovinos com sor o de égua ou de vaca em estro
com ou sem aadicdode L H/FSH

Invitro production of bovineembryoswith oestrusmare’s serum or oestr uscow
serumwith or without LH/FSH
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RESUMO

Mil duzentos e setenta e um odcitos foram
divididos em 4 tratamentos com a finalidade de se avaliar a
influéncia da adi¢do de LH e FSH na producéo in vitro de
embrides bovinos com soro de vaca em estro (SVE) ou soro
de éguas obtido no 1° dia do estro (SE). Independente do
tratamento os o6citos foram maturados com TCM199 +
5,95mg/ml de Hepes, 0,025mg/ml de piruvato de sédio e
2,2mg/ml de bicarbonato de soédio, sendo adicionado 10%
de soro de égua (ES), 10% de SVE (VS), 10% de soro de
égua + 0,5mg/ml de horménio luteinizante bovino (LHb) +
0,01UI/ml de horménio foliculo estimulante recombinante
humano-rFSHh (EH) e 10% SVE + LHb + rFSHh (VH). Os
odcitos assim tratados, foram maturados em estufa com 5%
de CO a 39°C sob umidade saturada por 22-24h. Depois,
foram fecundados em TALP-FERT por 18-20h e cultivados
por 8 dias em meio SOF + 5% de SE (ES e EH) ou SVE (VS
e VH). As taxas de clivagem de 72% obtidas no grupo VH
(229/316) e 61% no grupo VS (193/315) foram
significativamente menores (p<0,05) que as dos grupos ES
(80% - 254/317) e EH (80% - 257/323). A producgéo de
embrides (blastocistos iniciais, blastocistos, blastocistos
expandidos e eclodidos) no D7 ap6s a inseminacdo para o0s
grupos ES (32%), EH (28%) e VH (27%), foi
significativamente superior aos 20% obtidos no VS (p<0,05).
No D9, verificou-se uma diferenca significativa (p<0,05) entre
os grupos ES (31%) e EH (29%) quando comparados com o
grupo VS (22%), mas ndo houve diferenga quando
comparamos com o VH (24%). A taxa de eclosdo em D9 foi
de 11% (ES), 11% (EH), 10% (VS) e 5% (VH). Nao houve
diferenca entre as médias do nimero de células dos embrides
(Blastocistos expandidos e eclodidos) obtidos no D9. Conclui-
se, com estes resultados que, para a obtencdo de taxas
regulares de blastocistos, ndo seja necessaria a adi¢cdo de

horménios quando se utilize o soro de égua, e que os
hormbdnios devam ser adicionados quando se utilize soro de
vaca.

Palavras-chave: embri6es bovinos, LH, FSH, soro de égua
em estro, soro de vaca em estro.

ABSTRACT

A thousand two hundread and seventy-one
oocytes were allocated in four treatments, in order to evaluate
the influence of the addition of FSH and LH on in vitro
production of bovine embryos, with oestrous cow serum (OCS)
or mare’s serum obtained at the first day of estrus (OMS). In
all treatments oocytes were matured with TCM199 + 5.95mg/
ml Hepes and 0.025mg/ml sodium pyruvate and 2.2mg/ml of
sodium bicarbonate, supplemented with 10% OMS (ES), 10%
of OCS (VS), 10% of OMS+ LHb + rFSHh (EH) and 10% of
OCS + LHb + rFSHh (VH). All the treatments groups were
matured in a controlled incubator at 39°C with 5% CO and
saturated humidity for 22-24h. IVF was performed in TALP-
FERT for 18-20h, with a pool of Bos taurus semen selected by
swim up procedure in TALP-SPERM with 1x10° sper matozoa/
ml dose, and cultured for 8 days under SOF medium + 5%
OMS (ES and EH) or OCS (VS and VH). The 72% of cleavage
rate obtained for treatment VH and 61% obtained in the VS
group were significantly less (p<0.05) than treatments EH
(80%), ES (80%). Blastocyst rates at D7 after insemination
for treatments ES (32%), EH (28%) and VH (27%) were
significantly superior than the 20% obtained on VS group
(p<0.05). Evaluations at D9 demonstrated higher blastocyst
rates in treatment ES (31%) and EH (29%) when compared
with treatment VS (22%), but no differences were detected
when compared to the VH (24%). These results suggest that
the utilization of OCS, the supplementation with FSH and LH
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renders an increase on blastocyst rates and, that the utilization
of MS, even without FSH and LH, shows similar results as
those obtained with OCS plus hormones.

Key words: embryo, LH, FSH, oestrus mare serum, oestrus
COW serum.

INTRODUCAO

A busca de protocolos completamente
definidos paraaproducdo in vitro (PlV) de embrifes
bovinos tem sido pesquisada para evitar a grande
variabilidade nos resultados atribuida principalmente
as fontes proteicas de origem animal. Porém estes
protocolos ainda ndo apresentam taxas de PIV de
embrides superiores aos protocol os que utilizem fontes
animais(PINY OPUMMINTR & BAVISTER, 1991; KIN
etd., 1993; MARQUANT-LEGUIENE & HUMBLOT,
1998; HOLM et d., 1999; THOMPSON, 1999).

O soro € um componente de origem
biolégica utilizado em muitos protocolos de PIV que
fornece nutrientes e fatores ainda poucos conhecidos,
ou desconhecidos, que tem uma grande importancia
em todo o processo. Ha, no entanto, sempre o risco da
introduc&o de agentes patogénicos (KNIAZEFF et d.,
1975;ROSS etd., 1980; BOLIN etd., 1991; ERICKSON
etal., 1991; GUERIN et al., 1997; ROEHE et a ., 1998;
BROCK, 1998; STRINGFELLOW et al., 2000;
FIGUEIRO et al., 2000). Mesmo com amelhora dos
meétodos de coleta e processamento do soro, que
possibilitaram a eliminacdo de contaminantes
exdgenos, certas viroses podem permanecer e, 0S
métodos de inativagdo pelo calor ou radiagdo gama
ndo sdo inteiramente eficazes na eliminacéo da
contaminagdo virica(PALASZ & DEL CAMPO et al.,

1995).

A utilizag&o do soro de égua na PIV de
embrides bovinos pode ser uma alternativa para se
evitar a contaminacdo dos embrides através da
utilizagdo de materiai s de origem bovinacomo células,
soro e componentes dele extraidos, que podem ser
fontespotenciaisdeBVD (diarréaviral bovina- ROSSI
et a., 1980; GUERIN et a., 1997; BROCK, 1998;
STRINGFELLOW et d., 2000). O soro egiino élivre
de atividade neutralizante de alguns virus, como o da
BVD e por isto é utilizado para pesquisa da
transmissibilidade de patégenospelaPlV (GIVENS et
al., 1998, 19993, 1999b, 2000; STRINGFELLOW etdl.,
1999).

Sabe-se que a égua, diferente do que se é
encontrado na vaca, ndo tem um pico pré-ovulatério
de LH; a concentracdo deste horménio aumenta
durante o estro chegando ao pico um atrés dias apos
a ovulagdo. Com isso, supOs-se que seria possivel

produzir embrides, com taxasrazoaveis, utilizando-se
como fonte proteica o0 soro de égua em estro sem a
necessi dade da suplementacdo com LH/FSH durante
0 processo de maturacdo dos oécitos, como serealiza
namaioriados protocol osde maturagdo (BRUM, 2000;
BRUM et d., 2001b; FIGUEIRO et ., 2000; GORDON,
1994).

Este experimento teve como base os
resultados obtidos em pesquisas realizadas no
L aboratorio de Embriologiae Reprodugdo Animal da
Universidade Federd de SantaMaria(EMBRY OLAB).
Tais pesquisas valiam-se do soro de égua em estro
como fonte proteica para a produgdo in vitro de
embrides bovinos (FIGUEIRO et d ., 2000). Baseou-se
também na dificuldade encontrada em repor os
estogues de hormonios, principalmente LHb erFSHh
gue sdo rotineiramente utilizados no processo de
maturagdo dos 00citos, ja que estes, em muitas
situagdes, ndo sdo encontrados para comercializagao.

O objetivo deste experimento foi deverificar
aeficiénciado soro de égua sem asuplementagdo com
LH/FSH naprodugdoin vitro. Para, com isso, tornar-
se uma alternativa para diminuir os custos dos
protocolos de PIV com a ndo utilizagdo destes
hormonios e também simplificar a manipulagéo dos
meios, que em laboratdrios com grande rotina e com
vérios pesquisadores seria uma maneira eficiente da
otimizacdo dautilizacgo dosmateriais.

MATERIAL E METODOS

Obtencdodosoro

O soro foi obtido de trés éguas e coletado
sempre no primeiro dia do estro, que era confirmado
pelaavaliacdo do comportamento do animal durantea
rufiacdo, pela palpacdo retal e ultra-sonografia. O
sangue foi coletado em tubos de ensaio com vécuo
sendo mantido nestes até a retragdo do coagulo, a
temperatura ambiente. Em seguida, o soro foi
centrifugado em tubos conicosde 15ml. Finamente, o
soro foi inativado em banho-maria por 30 minutos a
temperatura de 56°C, filtrado, identificado e
armazenadoa-20°C.

O soro de vaca em estro utilizado no
experimento como grupo controletinhasuaeficiéncia
comprovada pois era o soro empregado nas demais
rotinas do Laborat6rio de Embriol ogia e Reproducéo
Animal daUniversidade Federal de SantaMaria

Coletadosovariose seleco dosodcitosbovinos
Todos os ovérios foram coletados em um

frigorificolocalizado a 30km do L aboratério ondefoi

efetuadaaPlV etransportados em solugdo de 0,9% de
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NaCl acrescidade 50UI/ml de PenicilinaG-Potéssica, a
temperatura ambiente (22 a 25°C). Todos osfoliculos
com diémetro entre 2-8mm foram puncionados com
auxilio de uma bomba de vécuo. Ap6s a pungao, os
odcitos foram mantidos em liquido folicular por um
periodo de, no maximo 20 minutos e somente foram
sel ecionados aquel es pertencentes as categorias 1 e 2
conforme DELOOSet a. (1989).

Maturag&oin vitro dosodcitos

Apbs selegdo, independente do tratamento,
osodcitos(n=1271) foram maturadosemmeio TCM 199 +
5,95mg/ml de Hepes, 0,025mg/ml de piruvato de sddio e
2,2mg/ml de bicarbonato de sodio, sem a adi¢do de
horménios(ESeV S), adicionado 0,5mg/ml dehormonio
luteinizantebovino (LHb) +0,01U1/ml dehormbniofaliculo
estimulante recombinante humano (rFSHh) ao EH e,
adicionado também 0,5mg/ml de horménio luteinizante
bovino (LHb) +0,01U1/ml dehorméniofaliculoestimulante
recombinante humano (rFSHh) ao VH.

Apoés a lavagem, os odcitos foram
colocados nos respectivos tratamentos em nimero de
30a40 odcitos por pogo em placas de cultivo de quatro
pogos contendo 400ml de meio de maturagéo elevados
a estufa com 5% de CO, a temperatura de 39°C e
umidade saturada por 22 a 24 horas.

Fecundacdoin vitro dosodcitos

Apbs este periodo de maturagdo, 0s 06citos
foram transferidos para placas de quatro pocos
contendo 400ml de meio TALP-FERT, adicionado de
20mg/ml de heparina, 6mg/ml de BSA e0,22mg/ml de
piruvato de sdio que era estabilizado em estufaduas
horas antes.

Na fecundacéo, foi utilizado sémen
congelado de touros Bos taurus. O descongel amento
foi realizado a39°C por 20 segundos, sendo depositado
em aliquotasde 100p sob 1,0ml demeio TALP-SPERM
acrescido de6mg/ml de BSA e0,011mg/ml de piruvato
de sbdio, em tubos conicos de 15ml. Estes foram
mantidos a 39°C por umahoraem banho-mariaparaa
migracdo dos espermatozoides (“swim up”). Apos, 0
sobrenadante (800pl) de cada tubo foi retirado e
colocado em outro tubo e submetido a centrifugacéo
por 10 minutos a500g. O sedimento de cada tubo foi
pipetado (210ul), homogenizado e adoseinseminante
foi de 1x10° espermatozéides'ml. O tempo deco-cultivo
dos odcitos e espermatozdides foi de 18 a 22 horas
sob as mesmas condi¢6es da maturagéo.

Cultivoin vitro dosembrides
Apéds a fecundagdo, os odcitos/zigotos
eram transferidos para 400ul de meio SOF acrescido

de20ul deamino&cidosessenciais, 10pl deaminoécidos
ndo-essenciais (TAKAHASHI & FIRST, 1992) + 5%
soro de vacaem estro (VS e VH) ou soro de éguaem
estro (ESe EH), conforme o tratamento e submetidosa
um processo de agitacdo mecanica para o
desnudamento (liberagdo das células do Cumulus
oophorus). Em seguida os oécitos/zigotos foram
lavados no meio de cultivo e transferidos para placas
de 400! com meio SOF acrescido do respectivo soro,
sob éleo para imediatamente submeté-los ao cultivo
em estufaa39°C, com 5% de CO, e umidade saturada
por 8 dias.

No 22 dia(D2) apoésainseminacdo foi feita
aavdiagdo daclivagem, quando seobservou o nimero
de embrides com duas ou maiscélulas. No 7edia(D7)
apos a fecundacao, foi efetuada aavaliagdo dos
blastocistos e, 48 horas apds (D9), foi novamente
avaliado 0 nimero embriBes no estagio de blastocisto
ou estagios mais avangados e a taxa de eclosgo.

Contagem do numerodecéulas

Depois da avaliagcdo do D9, uma amostra
dosembridesforam fixados em paraformal deido a2%
em PBS paraarealizagdo da contagem do niimero de
células através de col oragdo dos nlcleos com corante
Hoescht para visualizagdo em microscopio de
epifluorescénciacom filtro de excitagdo (365nm) efiltro
barreira(410nm).

Andliseestatistica

Foram feitas nove repeti¢des, em que 0s
o6citos selecionados eram divididos aleatoriamente
em quatro grupos de 30 a 40 o6citos por pogo. Para
analisar o efeito dos tratamentos sobre a producdo de
embrifes, foi utilizado o teste do qui-quadrado
(p<0,05) e, paraanalisar o efeito dostratamentos sobre
o nimero de céulas, foi utilizado o teste de Tukey,
sendo tiradaaraiz quadrada dos dados paranormaliza-
los. Os dados foram analisados, utilizando-se o pacote
estatistico SAS (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa média de clivagem obtida neste
experimento foi de 73%; o percentual de embridesem
D7foi de27% eem D9foi de27%. A taxade eclosdo
em D9 foi de 9% (Tabela 1). Estes resultados s&o
compativeis com os obtidos em experimentos
anteriores obtidos no Laboratério e também com os
relatadosnaliteratura. TAKAHASHI & FIRST (1992),
FIGUEIRO et al. (2000), LEHMKUHL et al. (2000),
FORREL et d. (2000) eHOLM et al. (1999) citam taxas
médias de clivagem que variam de 70% a 86%, que ndo

CiénciaRural, v.34,n.2, mar-abr, 2004.
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Tabela 1 — Producgdo in vitro de embrides bovinos com soro de égua ou de vaca em estro com ou sem aadicdo de LH e FSH.

Tratamentos Odcitosn Clivagem n (%) D7 n (%) D9 n (%) Eclosdo n (%)
ES 317 254 (80,1) 100 (31,5) 97 (30,6) 35 (11,0
EH 323 257 (79,8) 90 (27,9 95 (29,4) 34(10,5)?
VS 315 193 (61,3 63(20,0)° 68 (21,6)° 30(9,5)°
VH 316 229 (72,5) 85 (26,9)% 76 (24,0*° 16 (5,1)°
Total 1271 933 (73,4) 338 (26,6) 336 (26,4) 115 (9,0)

ab| etras diferentes nas colunas diferem significativamente (p<0,05)
ES = maturado com TCM 199 + soro de égua em estro

EH = maturado com TCM 199 + soro de égua em estro + LH/FSH
V'S = maturado com TCM 199 + soro de vaca em estro

VH = maturado com TCM199 + soro de vaca em estro + LH/FSH

diferem das encontradas neste experimento. Também
ndo foram encontradas diferencas significativas nas
taxas de clivagem entre os tratamentos (p<0,05).

Os resultados obtidos em D7 neste
experimento foram satisfatérios quando comparados
aosdeoutrosautores (TAKAHASHI & FIRST (1992)
- 20%; FIGUEIRO et al. (2000) - 21%; FORREL et al.
(2000) - 16%; BRUM et d. (2000) - 13%) etambém aos
obtidos por BRUM (20014). OstratamentosES, EH e
VH diferiram estatisticamente do V'S, significando que
quando se utiliza soro de égua, a adic¢do de LH/FSH
ndo aumenta a producado de embrides, mas quando se
utiliza como fonte proteica o soro de vaca em estro,
esta adicdo se faz necessaria.

Quando se compararam 0s resultados
obtidos em D9, verificou-se que os tratamentos ES e
EH foram estati sticamente superioresao VS, masnédo
foram diferentes do VH. Astaxas de blastocistos que
foram obtidasem D9, neste experimento, se equiparam
asencontradas naliteratura(LEHMKUHL et al. (2000)
- 20%; FORREL et al. (2000) - 25%; FIGUEIRO et al.
(2000) - 21%; HOLM et al. (1999) - 42%.

As taxas de eclosdo dos tratamentos ES,
EH, V Sforam superioresado tratamento VH, mas ndo
diferiram das encontradas em outros experimentos
realizados no Laboratorio.

O niimero médio de células dos blastocistos
expandidos e eclodidos dos diferentes tratamentos sdo
mostrados na tabela 2. Nao houve diferenca
significativaentre os tratamentos e as médias obtidas
sdo similares aquelas relatadas na literatura para
blastoci stos expandidos e eclodidosem D9 (JANG et
al., 1992 - 67 células para blastocistos expandidos;
LONERGAN et al.,1992 - 105 células parablastocistos
expandidos e 204 para bl astocistos eclodidos; AVERY
& QUETGLAS, 1996 - 133 células para blastocistos
expandidos; BRUM et al., 2000 - 94 células para
blastocistos expandidos e 200 células para
blastocistos eclodidos). Em outro trabalho realizado

pela equipe do presente trabalho, com soro de égua
no primeiro diado estro e de vacaem estro como fontes
proteicas, encontraram-se, respectivamente, médiasde
129 e 136 células por blastocisto.

O uso defontes protei cas de origem animal
na producéo de embriBes in vitro esta diretamente
ligado ao risco deintroducgo e transmissdo de agentes
infecciosos que possam estar presentes nestes
materiais. Porém, os resultados obtidos na producéo
in vitro de embrifes com protocolos sem a utilizagéo
desoro sdo, em gera inferiores(PINY OPUMMINTR
& BAVISTER, 1991; KIN et ., 1993; MARQUANT-
LEGUIENE & HUMBLOT, 1998; HOLM et al., 1999;
THOMPSON, 1999;).

Varios grupos de pesquisa estdo
trabalhando para conseguir definir e sintetizar os
componentes essenciais, que fornecem nutrientes e
fatores ainda pouco conhecidos ou desconhecidos
para a maturagdo, fecundacéo e cultivo in vitro
(BROCK, 1998). Por outro lado, deve-se ter sempre
presente o fato de que fontes proteicas derivadas de
soro bovino comercializadas no mercado podem conter
bactériasevirusacidentais(BVDV, BHV-1, IBRePI-3
bovina) e, sempre que utilizadas, podem estar
contaminadas, a0 menos, com BVDV, constituindo
assim possivei s riscos na disseminagdo e transmi sséo
destes agentes, principa mente quando estas técnicas
podem ser associadas com o congelamento dos
embrides, células ou constituintes do soro e
comercidizadas(KNIAZEFF etd., 1975; ROSS| etdl.,
1980; ERICKSON et al., 1991; BOLIN etal., 1991,
BROCK, 1998; ROEHE et dl., 1998).

O fato de o grupo com soro de vaca em
estro ter apresentado valores significativamente
inferiores ao dos tratamentos que utilizaram soro de
éguaem estro com e sem LH/FSH ede vacacom FSH/
LH, indica, por um lado, que os niveis de FSH/LH
necessarios a PIV sfo de antem&o suficientes no soro
de égua em estro e, por outro, que esses niveis sio

CiénciaRural, v.34,n.2, mar-abr, 2004.
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Tabela 2 - Nimero médio de células, visualizadas em epifluorescéncia e coloragdo por Hoechst, de embrides bovinos produzidos in vitro
com soro de égua ou de vaca em estro com ou sem a suplementagdo com LH/FSH.

NUmero de células

Tratamentos Blastocistos expandidos Blastocistos eclodidos

n Média n Média
EH (n=23) 11 65,5% 12 93,3%
ES (n=20) 7 74,77 13 88,8%
VH (n=17) 11 69,5% 6 83,22
VS (n=21) 12 83,8% 9 106,8%

2P| etras diferentes nas colunas diferem significativamente (p<0,05)
ES = maturado com TCM 199 + soro de égua em estro

EH = maturado com TCM 199 + soro de égua em estro + LH/FSH
V'S = maturado com TCM 199 + soro de vaca em estro

VH = maturado com TCM 199 + soro de vaca em estro + LH/FSH

insuficientes no soro de vacaem estro utilizado neste
experimento. Esse fato elimina a necessidade de
utilizacdo de FSH/LH quando usado soro de éguaem
estro na produgdo in vitro de embrides bovinos.
Este experimento ndo tem o intuito de
descartar as fungdes do LH/FSH na maturagdo dos
o6citos bovinos, mas sim, que a adigdo destes
hormdnios quando se utiliza soro de égua em estro
ndo exerce beneficios, pois a quantidade destes
contidas nesta frag@o de soro talvez seja suficiente
para suprir as necessidades dos odcitos, o que ndo foi
verificado quando se utilizou como fonte proteica o
soro de vacaem estro sem aadi¢éo destes hormonios.

CONCLUSOES

Conclui-se que, com autilizag&o do soro de
éguaem estro naPlV deembrifes, ametodol ogiatorna
se mais prética e econdmica, pois ndo hé necessidade
daadic¢éo de LH/FSH durante o processo de maturacso.
Entretanto, estes hormdnios devem ser adicionados
quando se utilizar soro de vaca em estro para que se
obtenham taxas equivalentes de blastocistos na
producéo in vitro de embrides bovinos.
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