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SELECAO DE REPRODUTORES BOVINOS DA RAGA NELORE NA
PRODUGCAO in vitro DE EMBRIOES

LIA DE ALENCAR COELHO’, CESAR ROBERTO ESPER’, RAFAEL HERRERA .ALVAREZ',
ROBERTA VANTINI® ¢ IVO LUIZ DE ALMEIDA JUNIOR’

RESUMO: O presente trabalho avaliou o efeito do reprodutor nas taxas de clivagem (TC) e de
blastocistos (TBL) com a finalidade de verificar qual desses parimetros serveria para selecionar
o sémen de reprodutores da raca Nelore para produciio in vitro (PIV) de embrides. Odcitos
imaturos provenientes de ovarios de vacas de abatedouro foram submetidos a maturacio in vitre
utilizando o meio TCM 199, acrescido de 10% de soro de vaca em estro (SVE), Spg/ml de FSH e
Sug/ml de LH. Ap6s 24 h de cultura, os o6citos maturos foram incubados com sémen descongelado
de 4 reprodutores da raca Nelore (A, B, C e D), previamente submetidos ao procedimento de
lavagem e a concentracio espermatica ajustada para 5 x 10° células/ml. A incubagiio dos o6citos-
sémen teve a duracfo de 18 a.21 hs e o meio de cultura utilizado foi 0 TALP-FIV suplementado
com 30ug/ml de heparina. Apds este periodo, os obcitos foram transferidos para placas contendo
microgotas de meio Ménezo suplementado com 10% de SVE e células epiteliais do oviduto bovino
em suspensao, cobertas com oleo de silicone, permanendo em cultura por mais 9 dias. Todas as
culturas foram realizadas a 38,5°C em atmosfera com 5% de CO, e os dados foram analisados
pelo Teste do Quiquadrado. Nio houve diferenga (P>0,05) entre os reprodutores com relagiio a TC
(A= 61.2%; B= 61,3%; C= 66,1%; D= 64,1%). Com relacio a TBL, o reprodutor C (4,1%) foi
inferior (P<0,05) aos reprodutores A (10,6%), B (12,19%) e D (18,8%) os quais niio diferiram entre
si. Estes resultados sugerem que a sele¢io de reprodutores da raca Nelore para PIV de embrides
deve ser realizada utilizando como parimetro a taxa de blastocistos.

Termos para indexacio: fecundacio ir vifro, bovinos, reprodutor, embrifo, taxa de clivagem.
SELECTION OF NELORE BULLS ON IN VITRO PRODUCTION OF EMBRYOS

SUMMARY: This study evaluated the bull effect on the cleavage (CR) and blastocyst rate
(BLR) by verifving which of these parameters can be used for selection of semen from Nelore
bulls by in vitre production (IVP) of embryos. The imature oocytés from slaughterhouse cows
ovaries were matured in vitro in TCM 199 medium with 10% estrous cow serum (ECS), Spg/ml
FSH and 5pg/ml LH. After 24 h of culture, the mature oocytes were incubated with frozen-thawed
semen from 4 Nelore bulls (A, B, C and D), which were submitted to the washing procedure and
the sperm concentration adjusted to 5 x 10° cells/ml. The oocytes-sperm incubation lasted 18-21 h
and the TALP-IVF suplemented with 30pg/ml heparin was the culture medium used. After this,
the oocytes were transferred into microdroplets of Ménezo medium with 10% ECS and bovine
oviduct ephitelial cells in suspension and were further cultured by 9 days. All the cultures were
performed at 38.5°C with 5% CO, in air and the data were analysed by chi-square test. There was
no ditference (P>0.05) among the bulls regarding to CR (A= 61.2%; B= 61.3%; C= 66.1%; D=
64.1%). In terms of BLR, bull C (4.1%) was significantly different from bulls A (10.6%), B
(12.19) and C (18.8%).which were not different to each other. The results indicated that the
selection of bulls for IVP of bovine embryos should be done by using the blastocyst rate as the goal.
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Index terms: in vitro fertilization, bovine, bull, embryo, cleavage rate.

INTRODUCAO

A fecundagdo in vitro (FIV) € uma técnica pela qual
oocitos imaturos, recuperados de foliculos ovarianos, sdo
~ submetidos a determinadas condigdes de cultura in vitro
para  maturagdo, fecundagdo e  desenvolvimento
embrionario até¢ o estddio de pré-implantacio, Essa
técnica, também conhecida como produgdo in vitro de
embrides, tem sido utilizada para avaliar a alta fertilidade
de reprodutores bovinos utilizados em programas de
inseminacio artificial (MARQUANT LE-GUIENNE et
al., 1990; SHAMSUDDIN e LARSSON, 1993; ZHANG
et al, 1996). Diversos estudos tém evidenciado que
odcitos de bovinos (EYESTONE e FIRST, 1989;
HILLARY etal., 1990; SHI et al., 1991; KURTU et al.,
1996; SCHNEIDER et al., 1996), de ovinos (FUKUI et
al., 1988) e de suinos (XU et al.,, 1996) fecundados com
sémen de diferentes reprodutores variam em  seu
potencial de ser penetrado pelo espermatozdide e atingir
a primeira clivagem e o desenvolvimento embrionario
in vitro. Outros autores ainda ressaltam variagdes
associadas a utilizagdo de diferentes ejaculados do
mesmo touro e de diferentes palhetas do mesmo
ejaculado (OTOI et al., 1993).

O efeito especifico do reprodutor na taxa de
fecundacio pode ser minimizado ajustando a
concentragio espermatica (EYESTONE e FIRST, 1989;
KROETSCH e STUBBINGS, 1992; BRACKETT e
KESKINTEPE, 1996). Em contrapartida, a taxa de
clivagem de odcitos bovinos fecundados in vitro € afetada
pelo reprodutor mas nio pela concentragdo espermatica
(KURTU et al. 1996). Diversos trabalhos tém
demonstrado que, independente da concentracdo
espermatica, a taxa de clivagem ndo ¢ afetada pelo
reprodutor mas sim, a competéncia de desenvolvimento
embrionario dos odcitos bovinos, traduzida como taxa de
morulas e/ou blastocistos (HILLARY et al., 1990; SHI et
al., 1991). Entretanto outros trabalhos tém demonstrado
que além da produ¢io de embrides,o reprodutor também
aleta a taxa de clivagem (SCHNEIDER et al., 1996).

Variaches na faxa de clivagem e na produgio de
blastocistos em funcio do reprodutor utilizado também
foi observada entre touros zebuinos (QUETGLAS et al.,
1994; WATANABE e OLIVEIRA FILHO, 1994,
WATANADBE etal., 1996; COELHO et al.; 1997).

Diante disso, a selegdo de reprodutores para serem
utilizados na técnica de fecundacdo in virro de bovinos
torna-se uma pratica importante para garantia de
resultados satisfatorios, e a principal dificuldade reside
na escolha do parametro a ser considerado nesta selegéo:
taxa de clivagem ou taxa de blastocistos?

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
utilizagdo do sémen de diferentes reprodutores da raga
Nelore para fecundagdo in vitro de odcitos bovinos
maturados e desenvolvidos in vitre verificando qual o
melhor parametro para a selegfio destes reprodutores.

MATERIAL E METODOS
Obtengiio dos odcitos e maturagio in vitre (MIV)

Os ovarios, colhidos de wvacas provenientes de
abatedouro, foram transportados para o laboratorio, a
temperatura ambiente, dentro de frascos de vidros
contendo solugdo salina a 0,9%, acrescidos de sulfato de
gentamicina (50 pg/ml) e fungizon (2,5 ug/ml). No
laboratorio, os ovarios foram lavados (2X)} com solugio
salina a 0,9% e mantidos em banho-maria, a 34 - 35°C.
Os complexos cumulus-odcitos (COCs), aspirados de
foliculos de 3-8 mm, foram colocados em placas de Petri
(100 mm), contendo meio TCM 199 suplementado com
Hepes (25 mM), sulfato de kanamicina (75pg/ml) e 10%
de soro fetal bovino (SFB) (meio H-199). Sob
estereoscopio (aumento de 10 a 60X), os COCs foram
visualizados, lavados duas vezes em meio H-199, e
colocados em cultura por 24 h, a 38,5°C em atmosfera
com 5% de CO,, em meio de maturagio.

O meio bésico de maturagio foi constituido de meio
TCM 199, suplementado com aditivos (1 pg/ml de
vitamina B,, 10 ug/ml de insulina, 50 pg/ml de alcool
polivinil, 75 upg/ml de acido ascérbico, 5 pg/ml de
inositol, 100 pg/ml de acetato de sodio e 200 pg/ml de
glicosamina), Hepes (16,79 mM), bicarbonato de sodio
(28,57 mM), piruvato de sdédio (2,73 mM), sulfato de
kanamicina (75ug/ml) e 10% de soro de vaca no estro
(meio B-199). Os oobcitos (até 200 odcitos) foram
colocados em placa de polipropileno (35 mm) contendo 3
ml de meio B-199 com 2,5 ml de meio B-199 com
Spgiml de FSH e Spg/ml de LH e mantidos em
incubadora com 5% de CO, a 38,5° C durante 22 - 24 h.

Preparo do sémen e fecundacio in vitro (FIV)

Foi utilizado sémen congelado de quatro reprodutores
(A, B, C e D) da raga Nelore. O sémen previamente
descongelado foi submetido ao procedimento de lavagem
com meio TALP, sem calcio ¢ glicose, suplementado com
sulfato de gentamicina (TALP Ca free) (COELHO, 1993)
para eliminacdo dg plasma seminal e do diluidor. Ao
contetdo de duas palhetas foi adicionado 5 ml de meio
(TALP Ca free e, apds duas centrifugagdes (200 g durante
5 min), o sedimento foi ressuspenso em meio TALP, com
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calcio e sem glicose, suplementado com sulfato de
gentamicina (TALP-FIV), com penicilamina, hipotaurina,
epinefrina (PHE) ¢ com 30 pg/ml de heparina (TALP-FIV-
PHE-H), ajustando-se a concentragio espermatica para 25
x 10° células/ml. Os odcitos foram retirados do meio de
maturacdo, lavados em meio H-199 sem soro (3X) e
posteriormente emmeio TALP-FIV, e colocados nas placas
de fecundagdo. A fecundacio foi realizada colocando os
oodcitos (50 a 80) em placas de cultura de 4 escavagdes,
onde cada escavagio continha um volume final de 500 ul,
formado por 340 pul de meio TALP-FIV-PHE-H; 100 pl
de suspensio de sémen e 60 ul de suspensido de odcitos. A
concentragio espermatica em cada fossa foi de 5 x 10°
células/ml. Os o6citos e semen foram incubados com 5%
de CO, a 38,5°C, por um periodo de 18 a 21 horas,

Cultivo in vitro (CIV) e obtenciio das células
epiteliais do oviduto bovino (CEOB)

Os odcitos  supostamente  fecundados  foram
removidos do meio de fecundagdo, lavados em meio
TALP-FIV (2X) e uma vez em meio Ménezo (B2} ¢
transferidos para as placas contendo microgotas de 100
ul de meio B2, suplementado com 10 % de soro de vaca
em estro (SVE) e uma suspensdo de células epiteliais do
ovidute bovino (CEOB), cobertas com 6leo de silicone.

As CEOBs foram obtidas apos dissec¢io do oviduto,
raspagem e sucessivas lavagens das células em meio H-
199. Seguido a ultima lavagem (meio B-199), o
sedimento foi ressuspenso em meio B-199 e cultivado
"overnight", com 5% de CO, em ar a 38,5° C. Seguido
vinte e quatro horas, 2 ul de CEOB foi adicionado em
cada microgota de desenvolvimento.

Modelo experimental e analise estatistica

Os dados referentes as taxas, de clivagem (TC) e de
blastocistos (TBL), dos reprodutores A, B, C ¢ D foram
analisados pelo Teste do Qui-quadrado (x°). A TC foi
definida como a porcentagem de odcitos que apresentaram

33

a primeira divisdo celular 48 horas apds a inseminagdo in
vitro ¢ a TBL foi definida como a porcentagem de
blastocistos produzidos a partir dos odcitos inseminados,
nos dias 7, 8 e 9 de cultura apds a inseminagao in vitro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nio houve diferenga (P>0,05) com relacio a taxa de
clivagem (TC) quando odcitos bovinos foram
fecundados com sémen de diferentes touros da Raca
Nelore. As taxas de clivagem foram 61,2; 61,3, 66,1 ¢
64,1 % para os reprodutores A, B, C e D,
respectivamente (Quadro 1). Esses resultados estio de
acordo com aqueles obtidos por alguns trabalhos que
ndo evidenciaram efeito do reprodutor na taxa de
clivagem (EYESTONE e FIRST, 1989; HILLARY et
al., 1990; SHI et al., 1991), mas discordam de KURTU
et al. (1996) e BRACKETT e KESKINTEPE (1996) que
demonstraram que a taxa de clivagem varia
significativamente em funcio do reprodutor utilizado. A
falta de influéncia do reprodutor na taxa de clivagem
pode ter sido decorrente da concentragdo espermadtica
utilizada (10 x 10° células/ml). KROETSCH ¢
STUBBINGS (1996) wverificaram que a taxa de
fertilizagdo (determinada pela presenga de 2 pronucleos
ou pela descondensacio da cabega do espermatozdide e
a presenga do prontcleo feminino) nio sofre influéncia
do touro quando a concentragdo espermatica ultrapassa
a 10° células/ml. Estes resultados sugerem que o efeito
do reprodutor na taxa de fertilizagio pode se tornar
insignificante pela utilizagdo de uma concentragio
espermatica elevada. O fato do pardmetro avaliado por
KROETSCH e STUBBINGS (1996) ter sido a taxa de
fertilizagio e ndo a taxa de clivagem (pardmetro
avaliado no. presente trabalho), ndo invalida a
comparacio pois esta ultima reflete o potencial do
odcito fecundado sofrer a primeira divisio celular.
Alguns pesquisadores tém mensurado o processo de
fertilizagido por meio da taxa de clivagem {(KURTU et
al., 1996).

QUADRO 1 - Resultados de clivagem e desenvolvimento in vitro, de oécitos bovinos maturados com FSH
(5ug/ml) e LH (5ug/ml) e fecundados com sémen de diferentes touros da Raga Nelore.

Touros N° de Ocitos Clivados (%) Blastocistos (%)
A {Chaman) - 464 284 (61,2)2 49 (10,6)8
B (Sancho) 124 76 (81,3)a 15 (12,1)2
C (Hosana) 295 195 (86,1)2@ 12 (4,1)b
D (Zero) 54 41 {64,1)3 - 12 (18,8)@
TOTAL 947 596 (62,9) 88 (9,6)

Letras diferentes dentro da mesma coluna diferem (P<0,05) pelo Teste y2

B, Indistr. anim., N. Odessa, v.55 n.f, p.31-36, 1998

SELECAO DE REPRODUTORES...



34

Além disso, EYESTONE e FIRST (1989)
observaram que quando se ajustou a concentracio
espermatica para cada reprodutor produzir taxas de
fertilizacio de 70-80%, ndo houve influéncia do
reprodutor na taxa de clivagem embora a taxa de
moérulas e blastocistos tenha sido significativamente
diferente. Estas observagdes mnos leva a seguinte
reflexdo: embora o efeito do reprodutor sobre a taxa de
clivagem tenha sido minimizado pelo ajuste da
concentragdo espermatica, o referido efeito ainda foi
aparente na faxa de embrides produzidos. Estes
resultados coincidem com os obtidos por outros
(HILLARY et al, 1990; SHI et al, 1991,
SHAMSUDDIN e LARSSON, 1993). Os dados do
trabalho mostraram diferenca significativa (P<0,05) na
taxa de blastocistos, entre os reprodutores testados
(Quadro | e Figura 1). O reprotutor C apresentou uma
producdo de embrides (4,1%) inferior (P<0,05) a dos
reprodutores A (10,6%), B (12,1%) ¢ D (18,8%), os
quais nio diferiram (P>0,05) entre si. Evidencia-se
assim diferencas na contribuigdo de cada reprodutor no
desenvolvimento embriondrio, sendo essas diferengas
manifestadas somente apos a primeira clivagem.

% de blastocistos

Reprodutores

FIGURA 01 - Percentual de blastocistos produzidos
in vitro a partir da fecundagao in vitro de odcitos
maturados com sémen de diferentes reprodutores
da raga Nelore.

Paradoxalmente, QUETGLAS et al. (1994),
utilizando os mesmos reprodutores do trabalho em
questdo, encontraram efeito do reprodutor na taxa de
clivagem mas nio na taxa de estruturas transferiveis.
Esta discrepancia entre os resultados provavelmente se
deve as diferentes metodologias utilizadas. Estes autores
utilizaram altas concentragdes de heparina (100 pg/ml)
durante um curto periodo (15 min), administrada no
sedimento espermatico, antes de sua ressuspensdao em
meio de fecundacdo. Quando este sedimento foi diluido
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para ajustar a concentra¢do espermatica em 10 x 10°
células/ml, a concentracio final de heparina variava em
fungio do grau de diluigdo. Portanto, a concentragdo de
heparina ndio foi constante entre os reprodutores
avaliados e nem entre repetigdes laboratoriais. Existem
evidéncias, tanto do efeito da concentracido de heparina
(FUKUI, et al, 1990; GARCIA et al, 1991;
SHAMSUDDIN e LARSSON, 1993; SAEKI et al,
1995) como da mteracdo reprodutor e concentracdo de
heparina (MARQUANT LE-GUIENNE et al, 1990;
BRACKETT e KESKINTEPE, 1996) nas taxas de
fecundagio, de clivagem e de embrides.

Algumas pesquisas realizadas com fecundagdo in
vitro em zebuinos t€ém demonstrado que o sémen desses
reprodutores requerem maiores concentragdes de
heparina (50 pg/ml) para capacitagdo espermatica que
os reprodutores faurinos (ESPER et al, 1991;
OLIVEIRA FILHO et al, 1994). Contudo, esta
diferenga parece ter sido circunstancial ja que outros
trabalhos tém observado que a concentragdo de heparina
poderia variar entre 1 a 100 ug/ml para obtencio de
taxas de fecundagio (GARCIA et al, 1991), de
clivagem e de blastocistos (WATANABE et al., 1993)
satisfatdrias. Assim como os taurinos, estes ultimos
autores também encontraram interacio entre o efeito do
reprodutor, a concentragiio de heparina e a concentracio
espermatica para zebuinos,

A concentragdo de heparina utilizada no trabalho em
questiio foi de 30 pg/ml e mesmo sem um teste prévio
de padronizacdo da concentracéio de heparina para cada
reprodutor o efeito do macho foi evidente. Portanto a
selecdo de reprodutores dentro do sistema de produgdo
in vifro de embrides bovinos, independente da raga ou
sub-espécie. deve: ser realizada em funcdo da
concentragdo espermatica utilizando como parametro a
taxa de blastocistos.

CONCLUSOES

Nas condi¢des em que o trabalho foi realizado,
baseado nos resultados obtidos, pode-se concluir
que:

1. A utilizacdo de diferentes reprodutores da raca
Nelore resultou em diferentes taxas de blastocitos
produzidos entre sete e nove dias apos a fecundacdo
in vitro.

2. A seleciio de reprodutores da raga Nelore para
serem utilizados na produgio in vitro de embrides
deve ser realizada utilizando como parametro a taxa
de blastocistos. -
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