ESTUDO SOBRE O CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS DURANTE O
TRANSPORTE

(STUDIES ON IN VITRO BOVINE EMBRYOS DURING THEIR TRANSPORT)

RESUMO: A posicdo de destaque ocupada pela pecuaria brasileira € sustentada pela
utilizagdo e aperfeicoamento de biotecnologias da reproducdo. Pesquisas que buscam resolver
problemas como a distancia existente entre os laboratorios e as grandes fazendas produtoras
de gado sdo necessarias, pois 0 tempo gasto no transporte interfere diretamente na qualidade
embrionaria e nas taxas de prenhez. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficAcia de um
sistema de cultivo durante periodos longos de transporte de embrides bovinos produzidos in
vitro. O experimento foi realizado no Centro de Biotecnologia da Unicesumar. Os odcitos,
obtidos de ovéarios de vacas de abatedouro, passaram pelos procedimentos de producdo de
embrides in vitro: maturacdo, fertilizacdo e cultivo embrionario e, posteriormente, foram
alocados no sistema de transporte para compor os tratamentos: T1 — embrides controle
mantidos na incubadora; T2 - embrides retirados do meio de cultivo no 5° dia e simulado o
transporte por 48 horas; T3 - embrides retirados do meio de cultivo no 6° dia e simulado o
transporte por 24 horas. ApOs 0s tratamentos, 0s embrides foram avaliados quanto a taxa de
blastocistos no 7° dia e a taxa eclosdo no 9° dia. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com trés tratamentos e cinco repeticbes cada. N&o foram observadas diferengas
(P> 0,05) entre os tratamentos. Concluiu-se que o sistema de cultivo durante o transporte, por
até 48 horas, foi eficiente quanto a viabilidade embriondria; inferindo que o ambiente de
transporte simulou as condicdes de atmosfera e de temperatura do laboratério de forma
satisfatoria.

PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia da reproducdo. Blastocistos. Producdo in vitro de

embrides.
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SUMMARY: The prominent position occupied by the brazilian livestock is based on the use
and in the improvement of reproductive biotechnologies. Research that aims to solve
problems such as the distance between laboratories and the large cattle producing farms are
necessary because the time spent on transport interferes directly in the embryo quality and the
pregnant rates. The objective of this study was to evaluate the effectiveness of a cultivation
system of embryos bovine produced in vitro, into long periods of transportation. The
experiment was accomplished in the Unicesumar Biotechnology Center. The oocytes obtained
from slaughterhouse cows ovaries, passed through procedures in vitro production of embryos:
maturation, fertilization and embryo culture and subsequently were allocated to the
transportation system to compose the treatments: T1 - control embryos kept in the incubator;
T2 - embryos removed from the culture medium on the 5th day and simulated transport for 48
hours; T3 - embryos removed from the culture medium on the 6th day and simulated their
transportation for 24 hours. After the treatments, the embryos were evaluated for blastocyst
on the 7th day and hatching rate on the 9th day. The experimental design was completely
randomized with three treatments and five replications. No differences were found (P> 0.05)
between treatments. It was concluded that the cultivation system during transport, up to 48
hours, was efficient as embryonic viability; inferring that the transportation environment
simulated the conditions of atmosphere and temperature of the laboratory in a satisfactory
way.

Key-words: Biotechnology reproduction. Blastocysts. In vitro production embryos.

INTRODUCAO

A pecudria brasileira é de importancia fundamental para o desenvolvimento da
economia do pais, pois fornece alimento para a populagdo e gera emprego e renda (BRASIL,
2013). O Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo e coloca-se como
segundo maior produtor e o primeiro exportador mundial de carne bovina (CONAB, 2015).

A posicdo de destaque alcancada na bovinocultura é auxiliada por pesquisas que
contemplam o aperfeicoamento de biotecnologias da reproducdo. Grande parte dessas
pesquisas envolvem métodos que buscam melhorar todas as etapas dos programas de

produgdo in vitro de embrides (PIVE) (GONCALVES et al., 2008). Como resultado, a PIVE
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vem obtendo avancos consideraveis nos ultimos anos e estd sendo amplamente incorporada a
projetos de reproducdo (PONTES et al., 2011).

Para se alcancar o sucesso com a PIVE, é necessario um alto investimento em estrutura
fisica e equipamentos, quando comparada a transferéncia de embribes convencional, por isso,
a viabilidade econdmica desta técnica € influenciada pela escala de uso e pela demanda por
animais geneticamente superiores (SIQUEIRA et al., 2012).

Dentre as pesquisas que visam os melhores resultados com o emprego da PIVE,
destacam-se 0 estudo da funcdo, desenvolvimento e metabolismo de gametas e embrides,
utilizacdo da  ultrassonografia, desenvolvimento de farmacos seguros e  efetivos,
desenvolvimento de meios de cultivo (VARAGO et al.,, 2008) e, atualmente, é reconhecido
também como fator limitante para o sucesso desta técnica, a distancia e o tempo decorrido no
transporte dos embrides.

Considerando que os principais laboratérios de producdo in vitro estdo localizados nas
regides sul e sudeste do Brasil e que, as grandes fazendas produtoras de bovinos, localizam-se
em novas areas de producdo, ao norte do Brasil, 0 tempo gasto no transporte, pode interferir
diretamente na viabilidade dos embriGes e nas taxas de prenhez (MARINHO et al., 2012).

Uma escolha para o transporte dos embrides, em longas distancias, € o transporte no
préprio meio de cultivo, com controle da atmosfera gasosa, em incubadora portatil. Neste
caso, 0s embrides sdo transportados em diferentes estadios de desenvolvimento, de maneira
que, o fim do transporte coincida com o fim do cultivo (PONTES et al., 2011).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de um sistema de
cultivo durante periodos longos de transporte de embrides bovinos produzidos in vitro,

mediante simulagdo de transporte embrionario por 24 e 48 horas.

MATERIAL E METODOS
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Para a realizacdo desta pesquisa, foram utilizados ovarios, obtidos de vacas mesticas,
abatidas em um frigorifico na regido noroeste do Parand, no periodo de 07/ 05 a 09/ 07/ 2014,
Os ovarios foram transportados para o laboratério do Centro de Biotecnologia da Reproducédo
localizado na Fazenda Experimental do Centro Universitario de Maringa - Unicesumar,
Maringa/PR, em garrafas térmicas, contendo solu¢do fisiologica (0,9% NaCl), em temperatura
entre 35 a 37°C.

No laboratorio, os ovarios foram lavados em alcool 70%, solucdo salina e mantidos em
banho-maria a 37°C, sendo realizada aspiracdo folicular imediatamente. Os foliculos com
didametro entre 2 a 8 mm foram aspirados com o auxilio de uma agulha calibre 18 Gauge (G),
acoplada a uma seringa de 10 mL. O periodo entre 0 abate e o inicio da aspiracdo ndo foi
superior a 2 horas. Todo o material aspirado foi transferido para tubos Falcon de 50 mL. O
sedimento foi transferido para placas de Petri, de poliestireno, de 60 mm de diametro e
avaliado sob estereomicroscopio com aumento de 50x, para selecdo e classificagdo dos
00citos.

Como critério de avaliagdo, os odcitos foram classificados de acordo com a sua
morfologia (nimero de camadas e o grau de expansdo das células do cumulus e o aspecto do
citoplasma quanto a cor, homogeneidade e integridade) em grau I, I, 1l e IV, segundo
Seneda et al. (2002). Foram selecionados para esta pesquisa, somente 0s complexos cumulus
odcitos vidveis, ou seja, aqueles que apresentaram, no minimo, trés camadas de células do
cumulus compactas e o citoplasma homogéneo (GONCALVES et al., 2008).

Apos a selecdo, os complexos cumulus odcitos foram maturados in vitro em placas
contendo meio TCM199 com sais de Earles, glutamina e NaHCO3, suplementado com 10%

de soro fetal bovino (SFB), 22 pg/mL piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, 0,5 pg de
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FSH/mL, 50 pg de LH/mL e 1 pg de estradiol/ml, mantidos em estufa a 38,5°C, em atmosfera
com 5% de CO;, emar, com umidade méxima, durante 22 a 24 horas.

Na sequéncia, os odcitos foram colocados em uma placa contendo 35 gotas de 75pL de
meio de maturacdo, com 10 o6citos por gota, cobertas por Oleo mineral. A fecundacdo foi
realizada em gotas de 75 pL de meio TALP suplementado com 10 pg/mL de heparina, 22
W/mL de piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, albumina serica bovina-BSA (sem acidos
graxos) e solucédo de PHE (2 pM de penicilina, 1 pM de hipotaurina e 0,25 pM de epinefrina).
O sémen utilizado foi de um touro da raca nelore e o mesmo foi descongelado, em banho-
maria a 35°C, por 30 segundos. Para selecdo dos espermatozoides mdveis e remocao de
diluidores e do plasma seminal, foi realizada centrifugagdo em gradiente percoll (90 e 45%),
durante 9 minutos. A concentracdo espermética empregada foi de 1x10° espermatozoides/mL.

Apo6s a fertilizacdo, o0s possiveis zigotos foram cultivados in vitro, no meio SOF
(Synthetic Oviduct Fluid), suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB), com monocamada de
celulas da granulosa. O cultivo foi realizado por 24 horas ap06s a inseminacdo, em incubadora,
com atmosfera gasosa controlada contendo 5% CO,, 5% de O, balanceado com N,. No dia 4
(D4) realizou-se a renovagdo do meio de cultivo.

Com este procedimento, obteve-se um total de 338 estruturas (o6citos ndo fecundados e
embrides em diferentes fases do desenvolvimento), os quais foram divididos em trés
tratamentos, sendo T1 (n:110) controle que permaneceu na estufa, T2 (n:118) simulagdo de
tempo de transporte por 48 horas e T3 (n:110), simulacdo de tempo de transporte por 24
horas.

Os embrides do grupo controle (T1) foram mantidos na estufa até o 7° dia de cultivo,
quando se avaliou a taxa de blastocisto no dia 7 (D7) e, posteriormente, no dia 9 (D9), a taxa

de blastocistos eclodidos.
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O tratamento 2 consistiu em transferir os embrides, no 5° dia de cultivo, da incubadora
para tubos de acrilico com meio CIV, sob Gleo mineral, gaseificado por 30 segundos, com
mistura especial gasosa contendo 5% O3, 5% CO; e 90% N, tampado com rolha de silicone e
vedado com Parafilm®, simulando o transporte, por 48 horas, no transportador WTA®
(Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda, Cravinhos, SP, Brasil), a 38,4°C. Ao término deste
periodo, as estruturas foram devolvidas novamente para a placa de CIV, onde estavam sendo
cultivadas na incubadora anteriormente, e procedeu-se a avaliagdo da taxa de blastocisto (D7).
No dia 9 (D9), avaliou-se a taxa de blastocistos eclodidos.

O protocolo adotado para o tratamento 3, foi semelhante ao descrito para o tratamento
2, porém os embrides foram transferidos no 6° dia de cultivo, e o transporte foi simulado por
24 horas, no mesmo transportador j& descrito, e procedeu-se a avaliacdo da taxa de
blastocistos no D7 e a taxa de blastocistos eclodidos no D9.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 3 tratamentos e cinco
repeticbes cada. As caracteristicas estudadas foram ndmero de odcitos, taxa de blastocisto e
taxa de blastocistos eclodidos. O programa estatistico utilizado para a realizacdo das analises
foi 0 SAS (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM, 2000), utilizando-se o procedimento "Proc

Genmod" e distribuicdo binomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos sobre o nimero de odcitos, nimero de embrides produzidos, taxa
de blastocisto no D7 e taxa de blastocistos eclodidos no D9, de embriGes bovinos produzidos
in vitro e submetidos a simulacdo de transporte, a fresco, por 24 e 48 horas, em atmosfera

gasosa controlada estdo demonstrados na Tabela 1.
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Com os dados obtidos, verificou-se que ndo houve diferengas (p>0,05) entre as taxas de
blastocistos nos tempos avaliados, evidenciando que, mesmo quando o transporte foi
prolongado a producdo de embrides foi satisfatoria (33%). De fato, Brum et al. (2002)
afirmaram que a média nacional da taxa de embribes produzidos é de 35% de blastocistos no
7° dia de cultivo.

Loiola et al. (2014) avaliaram um programa de producdo in vitro de embrides bovinos
cuja maturacdo oocitaria e cultivo embriondrio ocorreram parcialmente durante o transporte.
No 6° dia de cultivo, os embrides foram transportados, em incubadora portatil, em meio de
cultivo embrionério, de Sdo Paulo para a Bahia, um tempo medio de 18 a 24 horas. Ao fim do
transporte, foram avaliadas as taxas de blastocistos e blastocistos expandidos e, na sequéncia,
foram envasados e transferidos para as receptoras. Os autores relataram que a taxa de
embrides produzidos foi de 32,85%, valores semelhantes aos encontrados neste trabalho.

Também em concordancia com os achados desta pesquisa, Alves et al. (2003) avaliaram
a influéncia do transporte de odcitos, porém com uma duracdo menor, 6 horas, na producdo in
vitro de embrides bovinos e reportaram uma taxa de embribes produzidos de 33,6%.

Contudo, Leivas et al. (2004), ao trabalharem com transporte de odcitos bovinos em
meio de maturagcdo associado a um tampdo organico Hepes, sem controle de atmosfera gasosa
e com temperatura de 39°C, verificaram uma reducdo significativa no desenvolvimento de
embrides submetidos ao transporte por até 18 horas. Os autores relataram que os resultados
negativos foram em funcdo da incapacidade do tampdo em manter o pH estavel por até 18
horas, fato que prejudicou o desenvolvimento dos embrides.

Semelhante a Loiola et al. (2014), acredita-se que os resultados positivos obtidos neste
trabalho, sejam em funcdo da menor variagdo do pH do meio, obtida com o controle da
atmosfera gasosa, mantida com 5% de CO, em ar e ao controle eficiente da temperatura na

incubadora portatil. Estas condicdes se assemelharam aquelas encontradas no laboratorio
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durante a maturagdo in vitro. Pontes (2009) afirmou que a interagdo entre meio de cultivo e
atmosfera gasosa € um item altamente estratégico para a PIVE, principalmente no que tange
as condicdes de longos periodos de transporte.

Pontes (2009) avaliou um programa, em larga escala, de producdo in vitro de embribes
a partir de fémeas leiteiras. No trabalho, os odcitos viaveis foram maturados in vitro por 24
horas a 38,8°C e 5% CO, em ar e foi utilizado sémen congelado sexado. Os embribes
resultantes foram cultivados em condicdes semelhantes de temperatura e atmosfera da
maturacdo, e tiveram seu estagio final de desenvolvimento realizado em uma estufa portatil,
durante o transporte, que variou de 24 a 72 horas, para cobrir distancias acima de 2.000 Km.
O autor relatou que o esquema para o cultivo de embrido durante o transporte por longas
distancias apresentou resultados interessantes, e que a viabilidade da técnica de congelamento,
associada ao transporte de embribes frescos por longas distancias, torna possivel o
atendimento de demandas nacionais e internacionais.

Max (2011) submeteu ovelhas pluriparas da raga Santa Inés a tratamento hormonal One
Shot, realizou a aspiracdo folicular e os odcitos selecionados foram envasados em TCM 199,
gaseificados com CO; e armazenados em incubadora de transporte com ambiente controlado
em 38,5°C e 5% de CO,. O transporte rodoviario dos odcitos foi realizado durante 14 horas
até o laboratério de PIVE, onde os odcitos completaram o periodo de maturacdo, foram
fecundados, e tiveram o cultivo iniciado em meio de cultivo SOF ovine. Apds 4 dias, 0S
embrides foram submetidos ao trajeto de retorno, enviados nas mesmas condiches de
transporte. A autora afirmou que o One Shot foi 0 melhor protocolo para obtengdo de odcitos
e que foi possivel obter prenhezes a partir da PIVE, com transportes de odcitos e embribes por
até 14 horas.

Miranda et al. (2007) relataram que ainda sdo necessarios estudos mais abrangentes

visando o aperfeicoamento do sistema de producdo de embribes in vitro, com relacdo ao
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cultivo, transporte e manutencdo, apesar de que, atualmente, existam varios modelos de
incubadoras portateis e de facil transporte, desenvolvidas especificamente para cultivo de
odcito/fembrido. De fato, o incremento de pesquisas em diferentes areas da biotecnologia e da
fisiologia promove o aumento nos indices de producdo embrionaria in vitro (SENEDA et al.
2002, VARAGO et al. 2008).

Fert Vitro (2015) publicou que o transporte especializado de embribes em estufa
portatil, mantendo as mesmas condicBes oferecidas aos embrides dentro do laboratério,
retirados da incubadora no quinto ou sexto dia apds a fecundacdo e transportados até o local
onde se encontram as receptoras traz como vantagem, o fato do criador manter suas doadoras
em uma area menor, proximo ao laboratério e enviar seus embrides para outras regides
maiores e mais distantes, resultando na melhora genética de seu rebanho de forma rapida e

consistente.

CONCLUSOES

O experimento demonstrou que as condicBes utilizadas no transporte simularam, de
forma eficiente, a producdo de embrides in vitro no laboratério. O sistema de cultivo
embrionario durante o transporte por até 48 horas é vidvel quali-quantitativamente inferindo
que o ambiente de transporte simulou as condicbes de atmosfera e de temperatura do
laboratdério de forma satisfatéria. Desta forma, acredita-se que o emprego desta biotecnologia,
de forma comercial e em larga escala, viabiliza o envio de embribes para propriedades

distantes dos laboratorios de producdo de embribes.
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Tabela 1- NUmero de odcitos, taxa de blastocistos no dia 7 (D7) e taxa de eclosdo no dia 9
(D9), de embrides bovinos produzidos in vitro e submetidos a simulacdo de transporte, a

fresco, por 24 e 48 horas, em atmosfera gasosa controlada.

Transporte por  Transporte por

Variaveis Controle 24 horas 48 horas
Numero de odcitos (n) 338 110 118 110
Taxa de blastocisto” % (n) no D7 31a (34/110) 35a (41/118) 33a(36/110)
Taxa de eclosdao” % (n) no D9 74b (25/34) 80b (33/41) 78b (28/36)

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05)
Taxa de blastocisto= nimero de blastocistos totais/numero de o6citos x 100;

2Taxa de eclosdo= nimeros de blastocistos totais /nimeros de blastocistos eclodidos x 100.
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