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RESUMO: Os embrides de baixa qualidade (Grau 3) representam uma consideravel percentagem
do total de embrides recuperados de vacas superovuladas. Esses embrides sdo raramente transfe-
ridos em receptoras, pois a taxa de prenhez é baixa. O presente estudo objetivou avaliar se
blastocistos originados de mérulas Grau 3 cultivadas in vitro podem promover indices aceitaveis
de prenhez quando transferidos em receptoras. Embrides (moérulas e blastocistos Graus 1, 2 e 3)
foram recuperados de doadoras B. taurus taurus e B. taurus indicus superovuladas e transferidos
em receptoras imediatamente apds a coleta. Mérulas Grau 3 foram cultivadas nos meios PBS
(adicionado de 10% de soro fetal bovino) ou Holding Plus™ durante 24 horas a 38 °C. Os blastocistos
originados neste perfodo foram igualmente transferidos em receptoras. O diagndstico de prenhez
foi realizado 60 dias ap6s a transferéncia e os dados foram analisados por regressao logistica. A
qualidade do embrido foi a tnica varidvel que mostrou efeito significativo (P<0,05) no indice de
prenhez. Blastocistos originados de mérulas Grau 3 apresentaram taxa de prenhez de 45,7% con-
tra17,7% de morulas Grau 3 transferidas imediatamente ap6s a coleta (P<0,05). A taxa de prenhez
dos blastocistos cultivados classificados como Grau 1 e 2 foi de 75,0% e 57,9% respectivamente,
enquanto que os classificados como Grau 3 foi de 21,0% (P<0,05). Foi concluido que mérulas de
baixa qualidade podem evoluir a blastocistos em um sistema simples de cultivo, sendo que a
transferéncia desses embriGes em receptoras resulta em aceitaveis indices de prenhez.
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DEVELOPMENTAL ABILITY OF BOVINE BLASTOCYSTS DERIVED FROM IN VITRO CULTURE OF
LOW-QUALITY MORULAE PRODUCED IN VIVO

ABSTRACT: Low quality embryos (Grade 3) represent a considerable proportion of all the embryos
produced after collection of superovulated cows. Usually, those embryos are rarely transferred
into recipients because the pregnancy rate is low. The aim of this study was to evaluate if blastocysts
arising from in vitro culture of Grade 3 bovine morulae produced in vivo can promote acceptable
pregnancy rates when transferred into recipients. Embryos (morulae and blastocysts Grades 1, 2
and 3) were recovered from superovulated B. taurus and B. indicus donors and transferred
immediately into recipient heifers. Grade 3 morulae were cultured in either phosphate buffered
saline (PBS added of 10% bovine fetal serum) or in Holding Plus™ media for 24 hours at 38 °C.
The resulting blastocysts were morphologically classified (Grades 1, 2 and 3) and transferred into
recipients. Pregnancy diagnosis was carried out 60 days after transfer and data were analyzed by
logistic regression. Quality of the embryo was the only variable showing significant effect on the
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pregnancy rate. Blastocysts-derived from Grade 3 morulae showed a pregnancy rate (45.7%) higher
(P<0.05) than Grade 3 morulae (17.7%) transferred after collection. Pregnancy rate of Grade 1 and
Grade 2 cultured blastocist was 75.0% and 57.9% respectively, while those classified as Grade 3
was 21.0% (P<0.05). It was concluded that low quality morulae can evolve to blastocysts after
short-term in vitro culture and the transfer of such embryos into recipients can result in acceptable

pregnancy rates.
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INTRODUCAO

A qualidade do embrido constitui um fator im-
portante que influencia o sucesso de um programa
de transferéncia de embrides. De forma geral, os
praticantes da transferéncia de embrides inferem a
qualidade dos embrides considerando critérios
morfolégicos tais como grau de transparéncia,
homogeneidade e tamanho dos blastdmeros, pre-
senca de granulagdo citoplasmaética e grau de frag-
mentacdo dos blastdbmeros, entre outros. Baseada
em tais critérios morfologicos, a Sociedade Interna-
cional de Transferéncia de Embrides (IETS) elabo-
rou um guia que classifica a qualidade ou “viabili-
dade” dos embrides em quatro categorias (Grau
1=excelente ou bom; Grau 2=regular; Grau 3=fraco
e Grau 4=morto ou degenerado) (RoBERTSON e NEL-
SON, 1998).

Embora seja um método ndo invasivo, rapido e
simples de realizar, a avaliagdo morfolégica consti-
tui um método subjetivo que requer experiéncia para
classificar, com precisdo, a qualidade dos embrides.
Um estudo conduzido por FARIN et al. (1995) mos-
trou que mesmo utilizando técnicos treinados na
avaliacdo de embrides, a concordancia da avaliagdo
foi de 68,5% quando analisaram embrides com va-
rios defeitos morfolégicos (Graus 2 e 3). Em outro
estudo, Rondeau et al. (1995) detectaram anomalias
da atividade metabdlica em 47% dos embrides con-
siderados de boa qualidade. Mais recentemente,
AGUILAR et al.(2002) encontraram que aproximada-
mente 50% dos embrides considerados de boa qua-
lidade no microscépio esteroscopico apresentaram
algumas caracteristicas degenerativas quando ana-
lisados sob microscopia eletronica. No entanto, ape-
sar da subjetividade da avaliagdo morfoldgica, existe
uma boa relagdo entre a taxa de prenhez e a classifi-
cacdo prévia do embrido. LINDNER e WRIGHT (1983)
obtiveram a maior taxa de prenhez com embrides
de qualidade boa e excelente. O problema com os
embrides de qualidade regular e fraca é que, apro-
ximadamente, 20 a 30% deles continuam seu desen-
volvimento apds transferéncia em receptoras, sen-

do impossivel determinar quais sdo, realmente, os
de boa qualidade sem os gastos de uma transferén-
cia. Assim, considerando que embrides de baixa
qualidade ndo suportam a congelacao (KeENNEDY ef
al. 1983), os mesmos sdo freqiientemente descarta-
dos, a menos que existam receptoras excedentes
apos a transferéncia dos embrides de boa qualida-
de.

ReICHENBACH (2003) sugeriu que uma forma de
aumentar a capacidade de desenvolvimento dos
embrides parcialmente degenerados é submeté-los
a cultivo antes da transferéncia. Observagdes recen-
tes mostraram que meios simples de cultivo, como
os utilizados para manter a viabilidade dos embri-
des ap6s a coleta, podem promover a atividade
mitética e aumentar o ntimero total de células dos
embrides de ma qualidade quando colocados em
cultivo durante 24 horas a temperatura de 38 °C
(Romo et al., 2002; ALVAREZ et al., 2004). Entretanto,
nao existe informagdo sobre a capacidade desses
embrides “reconstituidos” continuar seu desenvol-
vimento quando transferidos em receptoras. O ob-
jetivo deste estudo foi de avaliar a taxa de prenhez
ap0s transferéncia de blastocistos bovinos deriva-
dos do cultivo in vitro de mérulas Grau 3 produzi-
das in vivo.

MATERIAL E METODOS

a) Local e animais

O experimento foi realizado em cinco diferentes
fazendas localizadas na regido de Garga (Estado de
Séo Paulo, Brasil). Como doadoras foram utiliza-
das vacas Bos taurus taurus (Angus e Limousin) e
Bos taurus indicus (Guzera e Nelore), enquanto que
novilhas mesticas foram utilizadas como receptoras.
Os animais foram mantidos em pastejo e durante a
estagdo seca foram suplementados com ragdo con-
centrada visando suprir suas necessidades
nutricionais. Sal mineral e 4gua foram
disponibilizados ad libitum.
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b) Producio de embrides

O tratamento de superovulagéo foi iniciado cin-
co dias apds a colocacao de um implante intravaginal
contendo progesterona (CIDR-B, InterAg, New
Zealand) juntamente com uma injegdo im de 2,5mg
de benzoato de estradiol (Estrogin, Lab. Farmavet,
Brasil). As doadoras receberam 250 (B. indicus) ou
400 (B. taurus) Ul de FSH-LH (Pluset, Lab. Calier,
Espanha) aplicadas em doses decrescentes, duas
vezes ao dia, durante quatro dias. Na manha do ter-
ceiro dia, foi aplicada uma injegdo de 150pg de D(+)
cloprostenol (Veteglan, Lab. Calier, Espanha) e na
tarde, do mesmo dia, foi retirado o CIDR-B. A
inseminagdo foi realizada 48 e 62 horas apds a inje-
¢do do Veteglan. Sete dias apds a inseminacao foi
realizada a coleta dos embrides utilizando a via
cervical conforme metodologia descrita previamente
(Sartort et al., 2003). A procura e a recuperagdo dos
embrides foi realizada sob o microscédpio
estereoscopico (aumento de x60). Posteriormente,
os embrides foram classificados considerando seu
aspecto morfolégico, conforme critérios estabeleci-
dos pela IETS (ROBERTSON e NELSON, 1998), descritos
a seguir:

Grau 1 (excelente ou bom): estadio de desenvol-
vimento correspondente ao esperado; massa embri-
onéria simétrica, esférica, com blastdmeros indivi-
duais que sao uniformes em tamanho, cor e densi-
dade; forma regular, a zona peltcida (ZP) nao deve
apresentar superficie concava ou plana, deve ser lisa,
preferencialmente intacta; as células separadas da
massa celular do embrido ndo devem ultrapassar
15% do material celular total.

Grau 2 (regular): estadio de desenvolvimento
correspondente ao esperado; forma regular, ZP
intacta ou ndo, irregularidades moderadas na for-
ma geral da massa embrionaria ou no tamanho, cor
e densidade das células individuais; células separa-
das da massa celular do embrido compreendem mais
de 15% do material total celular; pelo menos 50%
das células compdem uma massa embrionaria vid-
vel, intacta.

Grau 3 (fraco): estadio de desenvolvimento ndo
corresponde ao esperado; irregularidades maiores
na forma geral da massa embriondria ou no tama-
nho, cor e densidade das células individuais; me-
nos de 75% das células degeneradas; pelo menos
25% das células compdem uma massa embrionaria
vidvel, intacta.

Grau 4 (morto ou degenerado): estddio de de-
senvolvimento ndo corresponde ao esperado, em-
brido em degeneragdo; massa embrionaria de me-
nos de 25% de todo material presente no interior da
ZP; ovécitos ou estruturas unicelulares degenera-
das.

Ap6s a classificagdo, os embrides foram manti-
dos em meio Holding Plus™ (Bioniche Animal
Health, USA) até a realizacdo da transferéncia, ou
colocados em cultivo para continuar seu desenvol-
vimento.

¢) Sincronizagao das receptoras, cultura e transfe-
réncia de embrides

A sincronizacdo do cio das receptoras foi reali-
zada aplicando 150pug de D(+) cloprostenol
(Veteglan) em novilhas ciclicas 24 horas antes que
nas doadoras (durante o processo de
superovulacao).

Todos os embrides (morulas e blastocistos) Graus
1 e 2 (n=143) foram transferidos nas receptoras na
primeira hora apés a coleta, enquanto que as
morulas Grau 3 foram distribuidas aleatoriamente
em dois grupos. Os embrides do grupo 1 (n=35)
foram transferidos em receptoras minutos apés a
coleta, enquanto os do grupo 2 (n=112) foram culti-
vados em solugdo salina com tampao fosfato (PBS,
Nutricell, Brasil) adicionada de 10% de soro fetal
bovino (SFB, Lab. Cultilab, Brasil) ou em meio
Holding Plus™ (Bioniche Animal Health, USA) du-
rante 24 horas em estufa a 38 °C. Os blastocistos ori-
ginados apds esse periodo de cultivo foram
morfologicamente classificados (Graus 1, 2 e 3) e
transferidos em receptoras. O diagnéstico de pre-
nhez foi realizado por ultra-sonografia 60 dias apds
a transferéncia.

d)Anilise dos dados

Os dados foram submetidos ao procedimento de
regressao logistica utilizando o software Statistica
6.0 (Sratsort, 2002). Na analise, foram consideradas
as seguintes varidveis independentes: raca da doa-
dora, estadio e qualidade do embrido, meio de cul-
tivo, grau de sincronia da receptora com a doadora,
tamanho do corpo lateo (CL) da receptora e local
de dep6sito do embrido (corno uterino esquerdo ou
direito).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De 290 embrides vidveis recuperados de 56 doa-
doras, 178 (moérulas e blastocistos) foram transferi-
dos imediatamente apds a coleta e 112 mérulas Grau
3 foram colocadas em cultivo e as que evoluiram a
blastocisto foram transferidas no dia seguinte. A taxa
de prenhez das receptoras que receberam embrides
imediatamente ap6s a coleta variou de 17,1%
(moérulas Grau 3) a 69,0% (blastocistos Grau 1) (Ta-
bela 1).

Tabela 1. Taxa de prenhez apés transferéncia de em-
brides (moérulas e blastocistos) de diferentes
qualidades imediatamente ap6s a coleta

Estadio do Grau 0 Prenhez
embrido (%)
Blastocisto 1 37 25(69,0)a
Blastocisto 2 29 12 (414)a
Morula 1 31 18 (58,1)a
Morula 2 46  25(54,3)a
Morula 3 35  6(171)b

Nao houve diferenca (P>0,05) na taxa de prenhez
obtida com embrides Grau 1 e 2, enquanto que
morulas Grau 3 produziram significativamente
menos prenhezes (P<0,05). Estddio do embrido, grau
de sincronia da receptora com a doadora, tamanho
do corpo lateo da receptora, local de deposito do
embrido (corno uterino esquerdo ou direito) e raca
da doadora ndo influenciaram a taxa de prenhez.

A proporcdo de moérulas Grau 3 que evoluiram
a blastocisto no meio Holding Plus™ nao foi signifi-
cativamente diferente (P>0,05) da observada no PBS
(Tabela 2).

Tabela 2. Taxa de desenvolvimento a blastocisto de
moérulas de baixa qualidade (Grau 3)
mantidas em cultivo in vitro durante 24 ho-
ras em meio Holding Plus™ ou PBS + 10%
SFB

Taxa de
blastocisto

23 (39,6%)a
23 (42,6%)a

Meio de cultivo n

Holding Plus™ 58
PBS +10% SFB 54

Aproximadamente 40% das mérulas Grau 3 co-
locadas em cultivo evoluiram a blastocistos nos dois
meios. Esses resultados confirmam que meios sim-
ples de cultivo adicionados de um substrato protéico
(albumina ou liquido folicular bovino) podem esti-
mular o crescimento celular (Romo et al. 2002;
Alvarez et al., 2004). Dos blastocistos produzidos,
17,4% foram considerados como Grau 1,41,3% Grau
2 e 41,3% Grau 3. Provavelmente, a qualidade dos
blastocistos apds cultura foi decorrente do grau das
lesdes das moérulas Grau 3. Com efeito, analisando
a ultra-estrutura de células de mérulas de ma qua-
lidade, Abe et al., (2002) observaram ntcleos com
baixa atividade transcripcional, um grande niime-
ro de gotas lipidicas citoplasméaticas e mitocondrias
imaturas. Como resultado, algumas das moérulas
Grau 3 ndo foram capazes de continuar seu desen-
volvimento em cultivo ou resultaram em blastocistos
com algum comprometimento aparente, com pou-
cas chances de originar uma gestagdo quando trans-
feridos em receptoras.

A transferéncia dos blastocistos derivados da
cultura in vitro de mérulas Grau 3 resultou em uma
taxa de prenhez de 45,7%. Quando comparado com
as morulas transferidas imediatamente ap6s a cole-
ta, esse valor ndo difere das mérulas Grau 1 (58,1%),
mas foi significativamente superior (P<0,05) ao ob-
tido com as mérulas Grau 3 (17,1%). Na Tabela 3,
sdao mostrados os indices de prenhez dos blastocistos
cultivados conforme sua qualidade morfolégica.

Tabela 3. Taxa de prenhez apds transferéncia de mérulas
apos a coleta (Graus 1 e 3) e blastocistos cul-
tivados (Graus 1, 2 e 3) derivados de mdrulas

Grau 3
Estddio do c Prenhez
embrido rau " (%)

Moérula 1 31 18 (58,1)a
Moérula 3 35 6 (17,1)b
Blastocisto 1 8 6 (75,0)a
Blastocisto 2 19 11 (57,9)ab
Blastocisto 3 19 4 (21,0)b

Os blastocistos cultivados considerados de boa
qualidade (Grau 1) obtiveram uma maior taxa de
prenhez que os considerados de ma qualidade (Grau
3). Dessa forma, embora subjetiva, a avaliacdo
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morfolégica dos embrides cultivados deve ser reco-
mendada antes de realizar a transferéncia, pois
embrides considerados de ma qualidade resultam
em baixa taxa de prenhez.

CONCLUSAO

Considerando os resultados do presente traba-
lho, pode ser concluido que o cultivo in vitro duran-
te um curto periodo (até 24 horas) permite a mu-
danca de estadio celular de embrides de aparente
baixa qualidade. A transferéncia desses embrides em
receptoras resulta na obtencdo de indices de pre-
nhez semelhantes aos obtidos com embrides de boa
qualidade, ndo cultivados.
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