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EFEITO DE REPRODUTORES, DISTRIBUIDOS EM TRES
GRUPOS GENETICOS, NA PRODUCAO in vitro
DE EMBRIOES BOVINOS

(EFFECT OF BULLS OF THREE GENETIC GROUPS IN in vifro
PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS)

Y. F. WATANABE!“, E. B. de OLIVEIRA FILHO!

RESUMO

O objetivo do trabalho foi comparar a producio in vitro de embrides bovinos utilizando sémen de 8 touros, distribuidos
em trés grupos genéticos. Um total de 2759 odcitos aspirados de ovarios colhidos em matadouro foram maturados in vitre
em TCM 199 + 5% SFB (Soro Fetal Bovino) + 5% SVE (Soro de Vaca no Estro), em co-cultura com células da granulosa.
Apds 24 horas, os oocitos foram fecundados i vitro com sémen das ragas Pardo Suigo (2 touros), Holandés (2 touros)
Nelore (4 touros). O sémen foi lavado e capacitado em heparina a 100 pg/ml por 15 minutos e diluido em meio TALP, para
uma concentracio de 10 x 10° células/ml. Quarenta e oito horas apos a inseminacio. os embrides clivados foram transferidos
para monocamada de células epiteliais de oviduto em TCM 199 + 5% SFB + 5% SVE. Os embrides que se desenvolveram
até os estadios de mérula e blastocisto, apds 6-9 dias de co-cultivo, foram criopreservados ou transferidos para receptoras.
Os dados foram avaliados mediante anélise de variancia, observando-se uma diferenca altamente significativa entre os
touros quanto a taxa de clivagem (P<0,001; 37,8% a 63,9%) e entre grupos genéticos (P<0,05; 48,3% a 54,3%). Em
relagdo a producdo de embrides (mérula/blastocisto), foi observada diferenca significativa entre os touros (15,8% a 28,9%,
P=0,01) e, entre os grupos genéticos (21,5% a 27,7%, P=0,01). Doze mérulas e dois blastocistos obtidos apds 3-6 dias de
cultivo in vitro, foram transferidos para sete receptoras, resultando numa taxa de prenhez e nascimento de 21,4% (3/14). Os
resultados obtidos permitiram concluir que existe diferenca entre touros, assim como para os diferentes grupos genéticos,
na taxa de clivagem e no subsequente desenvolvimento embrionario in vitro, podendo entdo, ser aplicada como um critério
de selecdo para fertilidade em touros antes de seu uso a campo.

PALAVRAS-CHAVE: fecundacdo in vitro, touros, fertilidade, embrides.

SUMMARY

The purpose of this work was to compare the embryo production by in vifro maturation, fertilization and culture, using
semen of 8 bulls under 3 different genetic groups. A total of 2759 oocytes with compact cumulus obtained from slaughterhouse
ovaries were put to iz vitro maturation in TCM 199 + 5% BFS + 5% ECS, co-cultured with granulosa cells at 38,5°C in 5%
CO, in air, during 24 hours. Following, the oocytes were fertilized with semen from the breeds Brown Swiss (2 bulls),
Holstein (2 bulls) and Nelore (4 bulls). The semen was washed, capacitated in heparin at 100 ug/ml for 15 min. and diluted
in TALP medium, to a concentration of 10 x 10° cells/ml. Forty-eight hours after insemination, cleaved embryos were
transferred to oviduct cells monolayer in TCM 199 + 5% BFS + 5% ECS. The embryos which developed to the morula and
blastocyst stage, after 6-9 days of co-culture, were cryopreserved or transferred to recipients. Data were evaluated by
analysis of variance, where the cleavage rate was significantly different between bulls (P<0,001 - 37,8% to 63,9%) and
genetic groups (P=<0,05 - 48,5% to 54,3%). Concerning to the embryos production (morula/blastocyst), it was observed a
significant difference between bulls (P=0,01 - 15,8% to 28,9%) and genetic groups (P=0,01 - 21,5% to 27,7%). Twelve
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morulae and two blastocysts, which were obtained 5 and 6 days after culture, were transferred to seven recipients, resulting
in a pregnancy rate of 21,43% (3/14). It was conclused that exists a difference between bulls and genetic groups in cleavage
and production of embryos and this test would be applied as criterion of selection for fertility in bulls before utilization on

conditions.

KEY-WORDS: in vitro fertilization, bulls, fertility, embryos

INTRODUCAO

A aplicacdo a campo dos avancos das biotécnicas da
reproducdo no melhoramento genético animal pode e deve
ser utilizada como uma ferramenta auxiliar na selecdo de
touros e matrizes.

Relativo aos touros, € imprescindivel a escolha de
reprodutores previamente selecionados e testados
evitando-se, desta forma, a utilizacdo de animais com
alteracdes reprodutivas que possam interferir na fertilidade
do mesmo e, principalmente, na transmissdo de
caracteristicas indesejaveis aos descendentes. Este ponto
¢ muito importante, uma vez que o macho pode, mediante
a inseminacdo artificial, disseminar seu material genético
para milhares de descendentes.

Portanto, a pratica comercial da inseminag#o artificial
em bovinos requer um método mais acurado para predizer
a fertilidade do touro. Uma vez estabelecido que o animal
possui atributos fisicos necessarios para o acasalamento,
a meta agora é direcionar os estudos ao ejaculado.
Geralmente, faz-se uma combinacdo de varios critérios,
onde, no minimo, o ejaculado deve ser cuidadosamente
analisado para as caracteristicas seminais classicas, como
volume, motilidade, concentracdo, cor, auséncia de
infeccdo e porcentagem de espermatozéides anormais.
Embora muitos trabalhos tém sido desenvolvidos com o
intuito de predizer a fertilidade do sémen, o uso de um
simples atributo é indesejavel para atingir tal objetivo.
Assim, a melhor metodologia utilizada na predicdo do
potencial de fertilidade de um animal pelo exame de um
ejaculado, apés sua avaliacdo fisica, € o uso combinado
de diversos parametros relativos 4 qualidade seminal
aumentando, deste modo, a acuricia (SAACKE et al.,
1994; AMANN, 1995).

A fertilidade de touros pode ser definida como o
sucesso do espermatozédide em fecundar o odcito,
resultando na formacdo do =zigoto, seguindo o
desenvolvimento embrionario e fetal até o nascimento (EID
et al, 1994). Evidentemente, esta fertilidade in vivo
apresenta uma variacio entre os touros, a qual in vitro se
apresenta de forma semelhante (SAACKE er al., 1994).

Atualmente, novas tecnologias estdo sendo
empregadas na avaliacdo de reprodutores, como por
exemplo a penetracdo espermatica heteréloga em odcitos
de hamster (BOUSQUET & BRACKETT, 1982),

morfologia e integridade do acrossoma, além da inducio
de reacdo acrossomal com diferentes glicosaminoglicanos
(PARRISH & FOOTE, 1987; LENZ & MARTIN, 1988:
WHITFIELD & PARKINSON, 1992: WATANABE et al,
1997), a taxa de fecundacdo e producdo in vitro de
blastocistos (AOYAGI er af, 1988; SHI ef al., 1990;
MARQUANT-LE GUIENNE et al.,1992; WATANABE
etal, 1995: 1996), além da presenca de fatores no plasma
seminal que podem influenciar a fertilidade dos machos
(KILLIAN et al., 1993)

Muitos estudos relatam que as diferencas individuais,
quanto a fertilidade de reprodutores, sdo consequentes das
anormalidades morfolégicas ou funcionais dos
espermatozdides como, por exemplo, a integridade do
acrossoma e habilidade em sofrer reacdo acrossomal
(CUMMING, 1995). Essas diferencas sdo devido a fatores
intrinsecos do espermatozéide, os quais sdo selecionados
durante seu trajeto no trato reprodutivo feminino, até
alcancar o sitio de fecundacdo. As vezes, espermatozéides
com alteracdes morfolégicas ou funcionais (anormais ou
subfuncionais) podem penetrar no oécito, no entanto, este
zigoto ndo segue um desenvolvimento embrionario normal.
Tais espermatozdides de touros subférteis podem ser
detectados durante o processo de producdo in vitro de
embrides (MARQUANT-LE GUIENNE et al., 1990).

Portanto, um método adequado para verificar a
fertilidade de touros poderia ser efetuado mediante a
fecundacdo im vitro, onde poder-se-a detectar
espermatozoides de touros com baixa fertilidade. Estes
resultados observados na fertilidade in virro entre touros,
consideram a habilidade do espermatozéide em fecundar
0 0dcito e o zigoto prosseguir o desenvolvimento in vitro
até o estadio de blastocisto (LACALANDRA eral, 1992;
SHANSUDDIN & LARSSOM, 1993; WATANABE &
OLIVEIRA FILHO, 1994;: WATANABE et al., 1994,
GARNER, 1997). MARQUANT-LE GUIENNE et al.
(1992) observaram uma alta correlacio entre a producio
in vitro de embrides e fertilidade a campo de touros
distintos (r=0,84), utilizando diferentes concentracdes de
heparina.

Assim sendo, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar o efeito de reprodutores, distribuidos em diferentes
grupos genéticos, sobre a taxa de clivagem ¢ o
desenvolvimento in vifro dos embrides até os estadios de
morula e blastocisto.
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MATERIAL E METODOS

Colheita de Odcitos

Os oocitos foram aspirados de ovérios de vacas e
novilhas oriundos de abatedouros, sendo transportados ao
laboratério dentro de 3 horas, em PBS acrescido de
gentamicina (1,25 ml/l) previamente aquecido (37°C) e
mantidos a temperatura ambiente. Os complexos cumulus-
odcitos foram lavados duas vezes em meio TCM-199 com
Hepes e 10% de soro fetal bovino - SFB (H199+). Somente
0s 06citos com cumulus compacto completo e citoplasma
de coloracdo marrom e de aspecto homogéneo foram
utilizados nos experimentos (N = 2759).

Maturacio in vitro

Os complexos cumulus-odcitos (CCOs) foram
cultivados em placas contendo 3 ml de meio de maturacio,
TCM-199 suplementado com 5% de soro de vaca no estro
e 5% de soro fetal bovino (B199+), em co-cultura com
células da granulosa. Foram maturados, aproximadamente,
100 CCOs por placa a 38,5°C e 5% CO2 em ar, durante
24 horas.

Ao término do cultivo, retirou-se uma amostra de
odcitos, a qual foi fixada em metanol e dcido acético glacial
(3:1) e corados com lacmoide (1% em acido acético glacial)
para observacido da fase de maturacio nuclear. O restante
foi lavado duas vezes em meio de colheita sem soro (H199),
antes de seguirem para a fecundacdo in vitro.

Reprodutores e sémen

Foram utilizados, dentre vérios touros provenientes
de uma Central de Inseminacdo Artificial localizada no
Estado de Sdo Paulo, oito reprodutores com idade média
entre 4 e 13 anos, distribuidos em trés diferentes grupos
genéticos (Nelore, Pardo Suico e Holandés). O sémen
utilizado foi obtido de um mesmo ejaculado, o qual foi
diluido em solucdo TRIS-gema e congelado.

Capacitacio e fecundacio in vifro

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a
37°C, durante 30 segundos e seu contetudo submetido a
técnica de lavagem, para a remocdo do diluidor e plasma
seminal, em meio TALP sem calcio (Tyrode modificado
com albumina, lactato e piruvato). Ao término da terceira
lavagem, retirou-se uma aliquota de 5 ul do pellet, para
determinac@o da concentracdo espermatica em camara
hematocitométrica (Neubauer).

No restante do sedimento adicionou-se, na proporgdo
de 1:1, meio TALP sem calcio contendo heparina a 200
ug/ml. Dessa forma, a concentracdo final da heparina
passou a ser 100 ug/ml. Apds 15 minutos de incubacdo
em 5% de CO2 a 38,5°C, a suspensdo foi diluida em meio
de fecundacdo in vitre (TALP com calcio), para uma

ARS VETERINARIA, 16(1):22-27, 2000.

concentracio espermatica de 10x10% células/ml,
permanecendo sob incubacdo em atmosfera com 5% de
CO2 em ara 38,5°C durante 1 hora e 30 minutos. A seguir,
a suspensdo contendo os espermatozdides foi
homogeneizada para a preparacdo dos tubos de
inseminacdo (200 ul/tubo).

Apés a lavagem dos oo6citos maturados in vitro, estes
foram adicionados em grupos de 20 a 30 para cada tubo
de inseminacéo.

Cultivo in vitfro

Apbs 20 horas da inseminacdo, adicionou-se aos
tubos 400 ul de meio de cultivo (B199 + 10% de SFB),
onde as estruturas permaneceram nos tubos por mais 24
horas.

Decorridas 48 horas da inseminacdo dos odcitos,
observou-se a taxa de clivagem (nimero de clivados sobre
o total exposto a inseminacéo). Os embrides clivados foram
co-cultivados em monocamada de células epiteliais de
oviduto previamente estabelecida (6-7 dias) em meio de
cultivo.

A troca do meio de cultivo das células de oviduto foi
realizada apos 3 dias do cultivo celular e no dia anterior
do co-cultivo com os embrides.

A avaliacdo dos embrides foi realizada apos 6-9 dias
de co-cultivo e somente os embrides que atingiram os
estadios de morula e blastocisto foram considerados, os
quais foram congelados ou transferidos.

Viabilidade Embrionaria

Para a avaliacdo da viabilidade dos embrides
produzidos in vitro, segundo a metodologia desenvolvida
no presente trabalho, 12 moérulas e 2 blastocistos foram
transferidos nfo cirurgicamente para o corno uterino de 7
receptoras (2 embrides/receptora). A taxa de prenhez foi
avaliada por ultra-sonografia aos 28 dias e a sexagem do
feto aos 60 dias pos-inseminacdo in vitro.

Anailise Estatistica

O numero de embrides clivados, assim como o
namero de mérulas e blastocistos obtidos nas 5 repeticdes
por reprodutor e nos diferentes grupos genéticos foram
analisados mediante o modelo linear considerando o grupo
genético, assim como os reprodutores, como efeitos fixos,
através do procedimento GLM (General Linear Models)
do SAS (SAS, 1987).

RESULTADOS

Apo6s 24 horas de maturagdo in vitro, cerca de 90%
dos odcitos apresentavam expansdo do cumulus, entretanto
a taxa de maturacdo avaliada apos a fixacdo e coloracio
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de uma amostra de odcitos, pela presenca de metafase II,
foi de 84,4% (346/410).

Um total de 2.279 oécitos foram inseminados com
sémen dos diferentes reprodutores (N=8), distribuidos nos
grupos genéticos (N=3). Com relacio a taxa de clivagem,
o efeito do reprodutor foi significativamente diferente
(P=0,001), com variacdo de 37,8% a 63,9%. Também
observou-se diferenca significativa (P<0,01) quanto a
producdo de embrides in vitro (mérulas e blastocistos), a
qual variou de 15,8% a 28,9% (Tabela 1).

Em relacdo ao grupo genético, houve diferenca
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significativa tanto na taxa de clivagem (P=0,05) quanto
na producdo de morulas e blastocistos (P=0,01). No
entanto, estas apresentaram uma variacdo menor (48,3%
a 54,3% e de 21.5% a 27.7%, respectivamente) quando
comparada a variacdo individual (Tabela 2).

Apés 20 dias da transferéncia dos embrides (N=14)
constatou-se taxa de prenhez de 21,4% (3/14), pelo método
de ultra-sonografia transretal, resultando no nascimento
dos trés primeiros bezerros provenientes de FIV no Brasil,
entre 06 a 25 de fevereiro de 1994,

Tabela 01 - Taxa de clivagem e de embrides (Mo/Bl — mérulas e blastocistos) obtida de odcitos bovinos maturados e
fecundados in vitro com sémen de diferentes touros.

Touros Odcitos Clivagem * % Mo/BI ®
Inseminados n n (%)

1 303 171 (56.4) 74 (24.4)
2 278 105 (37.8) 44 (15.8)
3 296 132 (44.6) 64 (21,6)
4 292 157 (53.8) 69 (23,6)
5 301 136 (45.2) 81 (26.9)
6 266 170 (63.9) 76 (28.6)
7 277 12 (45.1) 71 (25.6)
8 266 170 (63.9) 77 (28.9)
Total 2279 1166 (51,2) 556 (24.4)

P <0,001;°P=0,01

Tabela 02 - Taxa de clivagem e de embrides obtida de odcitos bovinos maturados e fecundados in vitro com sémen de
diferentes touros, distribuidos em trés grupos genéticos.

Grupos Touros Odcitos Clivagem * % Mo/Bl "
Genéticos N Inseminados n (%0) n (%)
Nelore 4 1169 565 (48.3) 251 (21,5)
Pardo Suico 2 567 306 (54.0) 157 (27.7)
Holandés 2 543 295 (54.3) 148 (27.2)

:P = (,05;°P = 0,01

DISCUSSAO

A taxa de maturacdo nuclear in vitro obtida no
experimento foi de 84,4% (346/410), sendo compativel
com os trabalhos desenvolvidos por LEIBFRIED-
RUTLEDGE et al. (1989) e MARQUANT-LE GUIENNE
et al. (1990), onde os autores relataram que ambos 0s meios
de maturacdo, com ou sem suplementaco hormonal, foram
eficientes. Os ultimos autores obtiveram uma taxa de
maturacdo de 90% e 88%, quando utilizaram meio B2
(Ménézo) suplementado com 20% de soro de vaca no estro
(SVE) ou na presenca de 20% de soro fetal bovino (SFB)
e horménios, respectivamente.

No presente trabalho, a taxa de clivagem apresentou

uma diferenca significativa entre touros (P<0,001) e entre
os grupos genéticos (P=<0,05) a qual variou de 37,8% a
63,9% e 48,35% a 54,3%, respectivamente. Quanto a taxa
de desenvolvimento dos embrides até o estadio de morula
e blastocisto, esta também diferiu significativamente entre
os 8 touros estudados, assim como para 0s grupos genéticos
(P=0,01), observando-se uma variacio de 15,8% a 28,9%
e de 21,5% a 27,7%, respectivamente (WATANABE er
al., 1994; WATANABE & OLIVEIRA FILHO, 1994)
AOYAGI et al. (1988), examinando o efeito
individual de touros na FIV, observaram que a taxa de
fecundacdo de um touro foi significativamente inferior
(52,5%:; P=0,01) quando comparada aos outros 3 touros,
0s quais ndo apresentaram diferenca significativa entre eles
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(84.2% a 93,5%). Em relacdo a taxa de clivagem, nio foi
observada diferenca significativa (P=0,05) entre 5 touros,
a qual variou de 39% a 48%: somente o touro que
apresentou taxa de penetragdo inferior aos demais diferiu
significativamente, com uma taxa de clivagem de 18%
(P=0,01). Os pesquisadores nio encontraram diferenca
significativa entre os touros. quanto a taxa de mérula e
blastocisto, apds o cultivo i vive em ovidutos de coelhas.

No entanto, quando SHI et @l (1990) analisaram a
variacdo individual entre 9 touros quanto a taxa de
fecundacdo e desenvolvimento in vitro, relataram
diferencas significativas (P<0,01) entre touros na taxa de
clivagem (72,4% a 92.4%) e desenvolvimento até o estadio
de blastocisto (10,6% a 30,5%), ressaltando a necessidade
de selecdo dos touros empregados no sistema de producio
in vitro de embrides bovinos.

Segundo MARQUANT-LE GUIENNE et a/. (1990),
quando avaliaram a fertilidade de 6 touros no laboratorio,
mediante técnicas de FIV, sendo a mesma conhecida a
campo, observaram que a variacdo individual dos touros
ndo reagiu da mesma maneira quando utilizou altas doses
de heparina, indicando que a discriminacdo entre touros
depende da concentracio de glicosaminoglicanos no meio
de FIV. No entanto, SHANSUDDIN & LARSSON (1993)
ndo observaram efeito significativo entre diferentes doses
de heparina e taxa de clivagem. O mesmo foi verificado
por WATANABE er al. (1996) quando utilizaram
diferentes concentracdes de heparina (0,1; 1.0; 10 e 20pug/
ml) e espermatozéides (2 e 4 x 10 espermatozéides/ml)
para os touros de alta e baixa fertilidade a campo, os quais
obtiveram, em média, 20% e 3% de blastocistos, para os
respectivos reprodutores, independente das concentracdes
de heparina e espermatozdides.

LACALANDRA et al. (1992), utilizando sémen de
8 touros de diferentes racas, observaram diferencas
significativas (P=0,05 e P=0,01) entre touros, ndo somente
em relacdo ataxa de clivagem (14% a 72,8%), mas também
na taxa de mérula (0 a 34,6%) e blastocisto (0 a 15,6%).

MARQUANT-LE GUIENNE et al. (1992)
avaliaram a habilidade de fecundacdo in vitro de 12
reprodutores, juntamente com a avaliacdo a campo (taxa
de nfo retorno). Os autores relataram que a taxa de ndo
retorno entre os touros variou de 63.4% a 74.8% ¢ a taxa
de FIV entre 65,8% e 91,5%, verificando que somente a
taxa de FIV ndo esta relacionada com a fertilidade em nivel
de campo (P=<0,03), pois a taxa de FIV no presente estudo
ndo permitiu distinguir os touros com alta ou baixa
fertilidade in vivo. Ao contrario, uma alta correlacdo foi
observada entre a média da taxa de embrides desenvolvidos
in vitro e a taxa de ndo retorno (r = 0,81 e P=0,01). Os
autores concluiram que a habilidade fecundante individual
de touros pode ser avaliada in vitro quando leva-se em
conta, simultaneamente, a FIV e a taxa de desenvolvimento
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embrionario. Como os estudos mostraram correlacdo
significativa na producdo in vitro de embrides bovinos e a
fertilidade a campo entre touros, os autores sugerem a
utilizacdo da FIV em touros jovens para avaliacdo da
fertilidade, antes de sua utilizacdo a campo com a
inseminacdo artificial.

O efeito significativo entre touros na taxa de clivagem
e desenvolvimento embrionario in vifro até os estadios de
morula e blastocisto leva a conclusdo que ha diferencas
na capacidade individual de touros no processo de
fecundacdo, onde poder-se-ia aplicar o teste de FIV para
avaliar e predizer a fertilidade individual de touros jovens
antes de sua utilizacdo em uma Central de Inseminacao.
Além do uso datécnica de FIV, a qual apresentou resultados
satisfatorios para touros de alta e baixa fertilidade, a técnica
de inducdo da reacfo acrossomal pode ser usada como
testes laboratoriais para fertilidade com maior acuracia
(WATANABE ef al., 1997).

Apesar do pequeno numero amostral para os
diferentes grupos genéticos estudados no presente
experimento, foi possivel observar uma diferenca
significativa entre eles, com taxa de clivagem superior aos
grupos taurinos (54,0% e 54,3%) em relacdo ao zebuino
(48,3%). Resultados semelhantes foram obtidos na
producdo de embrides, ou seja 27,2 e 27,7% de mérulas e
blastocistos para os grupos taurinos e 21,5% para o zebuino
(WATANABE et al, 1994). Vale ressaltar que estudos
destas biotécnicas em rebanho zebuino sdo escassos na
literatura, uma vez que a maioria dos pesquisadores tém
utilizado animais taurinos (OLIVEIRA FILHO et al.,
1994).

Em suma, os resultados obtidos permitem concluir
que, para a conducdo de um sistema de producdo in vitro
de embrides. a escolha dos touros, dentro de um mesmo
grupo genético, é de importancia fundamental para o éxito
do processo. Ha que se efetuar maiores estudos dentro desta
linha, procurando ainda estabelecer uma correlacdo entre
os resultados obtidos em nivel laboratorial com o
desempenho reprodutivo de touros a campo no Brasil.

Faz-se necessario ressaltar que o sistema de producio
in vitro de embrides mostrou-se viavel, resultando em
prenhez e gestacdo a termo, demonstrando assim a
viabilidade da técnica de FIV no laboratorio (WATANABE
et al, 1993)
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