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RESUMO

Avaliaram-se o desenvolvimento e a qualidade de embries bovinos, cocultivados com células epiteliais
do oviduto bovino (CEOBSs) expostas ou nao ao estradiol e a progesterona. Os ovécitos foram maturados
in vitro por 24h e, entdo, fertilizados utilizando-se sémen congelado, em estufa de CO, a 5% e 38,5°C. As
CEOBs foram cultivadas em TCM-199 com ou sem estradiol (E;) (24 horas), nas mesmas condicGes da
maturacdo e fertilizacdo in vitro (MIV e FIV), e, em seguida, adicionadas aos diferentes grupos em CR;
com ou sem progesterona (P4) (G1=P,+E,); (G2=E,); (G3=P,) e (G4=controle). Apds 18h da FIV, as
células foram cultivadas nos diferentes sistemas. Nenhuma diferenca (P>0,05) foi observada nas taxas de
clivagem entre G1, G2 e G4 (53,5%; 56,3%; 51,7%) e nos padrdes de blastocistos (BLs) (29,3%; 31,2%,
28,7%). Indices menores (P<0,05) foram obtidos no G3 para ambas as variaveis (34,5%; 16,4%). G1 e
G2 apresentaram taxas de eclosdo maiores (P<0,05) que 0s outros grupos (23,3%; 23,2%), sendo G4
(19,3%) diferente de G3 (16,1%). Em G1, G2 e G3, o numero de células nos BLs aumentou 125,9; 128,4
e 123,6, respectivamente (P<0,05), em relacdo ao G4 (112,5). Conclui-se que o tratamento das CEOBs
com o E,, nas primeiras 24 horas de cultivo, pode ser usado isoladamente ou em combinagdo com a
progesterona, a fim de melhorar a qualidade de embriGes bovinos produzidos in vitro.
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ABSTRACT

The development and quality of bovine embryos co-cultivated with bovine oviduct epithelial cells (BOEC)
supplemented or not with estradiol and progesterone were evaluated. Oocytes were matured and
fertilized in vitro (MIV/FIV) (5%C0,/38.5°C). The BOEC were cultivated in TCM-199 with or without
estradiol (E;) (24h), in the same conditions of MIV/FIV. Presumptive zygotes were transferred to BOEC
in suspension after in vitro maturation and fertilization of bovine oocytes with thawed percoll-selected
sperm. The zygotes were cultivated in CR, medium containing or not progesterone (P,) (G1=P4+E,),
(G2=E,), (G3=P,), and (G4=control). No significant differences (P>0.05) were found in the cleavage
rates among G1, G2, and G4 (53.5%, 56.3%, and 51.7%) as well as in relation to the blastocystis (BL)
rates (29.3%, 31.2%, and 28.7%). However, significant differences (P<0.05) were observed in the G3 for
both variables (34.5% and 16.4%). G1 and G2 showed hatching rates higher (P<0.05) than the other
groups (23.3%; 23.2%), being G4 (19.3%) different from G3 (16.1%) (P<0.01). In the groups G1, G2,
and G3, the total cell number of the BL increased (125.9, 128.4, and 123.6) (P<0.05) compared to G4
(112.5). These results demonstrate that the treatment of the BOEC with estradiol in first the 24 hours of
culture can be used separately or in combination with the progesterone to improve the quality of bovine
embryos produced in vitro.
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INTRODUCAO

Inimeras biotecnologias tém sido desenvolvidas
para o0 melhoramento animal e para a
conservacdo de material genético de alta
qualidade em bovinos, como a inseminagdo
artificial (1A), a transferéncia de embriGes (TE) e
a producdo in vitro de embriGes (PIVE), dentre
outras biotécnicas mais complexas, que, além do
significado cientifico, tém grande importancia
econdmica e zootécnica.

A PIVE tem sido bastante utilizada como
instrumento para exploragdo maximizada do
potencial reprodutivo dos rebanhos, visto que
esta biotécnica, associada a coleta de ovocitos a
partir da puncédo folicular guiada por ultrassom
(ovum pick up-OPU), permite o aproveitamento
de um ndmero muito maior de ovocitos de
fémeas de alto valor genético (Castilho et al.,
2009).

Entretanto, varios trabalhos tém mostrado
previamente que, enquanto a qualidade intrinseca
do ovécito € o principal fator que afeta o
rendimento de blastocistos bovinos durante o
desenvolvimento in vitro, o principal fator a
influenciar a qualidade dos blastocistos séo as
condicBes de cultura apos fertilizagdo (Rizos et
al., 2003).

In vivo, os embrifes permanecem no oviduto até
0 estagio de oito a 16 células, correspondendo a
trés ou quatro dias; em seguida, sdo
transportados para dentro do Utero, onde
continuam a proliferar. As secrecdes desses dois
segmentos diferem quanto a composicdo e
concentragdo, variando durante esse trajeto e nas
diferentes fases do ciclo estral, reguladas por
esteroides ovarianos (Binelli et al., 2009;
Saruhan et al., 2010). No desenvolvimento in
vitro, estas modificacbes ndo ocorrem
adequadamente na rotina do cultivo embrionério,
sendo necessario que sejam realizadas melhoras
na qualidade das condicBes de cultura que
simulem essas variacBes, a fim de oferecer aos
embrifes um ambiente mais adequado in vitro
(Miranda et al., 2007; Cevik et al., 2009). Desse
modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
dos esterdides ovarianos, estradiol (E;) e
progesterona (P4), sobre as CEOBs, no
desenvolvimento e na qualidade de embrides
bovinos produzidos in vitro.
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MATERIAL E METODOS

O material coletado foi obtido de fémeas bovinas
de abatedouro, e o processamento do material foi
realizado em Laboratério de Fertilizacao in vitro,
da Central de Biotecnologia de Reprodugdo
Animal, localizada no municipio de Castanhal,
PA.

Foliculos com 2 a 8mm de didmetro foram
aspirados dos ovarios, e foram selecionados os
ovécitos que apresentassem cumulus com 1 a 3
camadas ou bem compacto (COC), assim como
aspecto homogéneo do citoplasma. Apo6s a
selegdo, os ovocitos foram distribuidos em gotas
de meio de maturacio (MIV) (TCM-199
bicarbonato, soro fetal bovino, FSH, LH e
estradiol) e levados & estufa de CO, a 5%, com
38,5°C e alta umidade, onde os ovocitos
permaneceram por 24 horas, para posterior
fertilizacdo in vitro (FIV).

As células epiteliais do oviduto bovino (CEOBS)
utilizadas para o0 cocultivo foram obtidas
raspando-se 0 oviduto no sentido istmo-
infundibulo pela parede externa. Apds este
processo, as CEOBs foram lavadas em meio
TCM-199-hepes e soro fetal bovino (SFB) por
meio de centrifuga¢des sucessivas (10 segundos
a 200G), sendo, entdo, retirada uma aliquota de
células para ser distribuida em duas garrafas de
cultura contendo o meio TCM-bicarbonato e
SFB associado ou ndo ao E, (1pg/mL). Essas
células permaneceram 24 horas nas mesmas
condicbes da MIV, até sua utilizacdo no dia
seguinte.

Apobs as 24 horas de maturagdo, foram feitas
novas lavagens das CEOBs, sendo o ultimo
sedimento dividido em gotas de cultivo de meio
CR; (Rosenkrans et al., 1993) suplementado com
10% de SFB e albumina sérica bovina (BSA),
associado ou ndo a P, (100ug/mL).

Para a preparacdo do sémen a ser utilizado na
FIV, duas doses de sémen foram descongeladas e
avaliadas quanto a sua  motilidade.
Posteriormente, foram realizadas trés lavagens
em meio TALP, por meio de centrifugacdes
sucessivas durante 10 minutos a 200G. O ultimo
sedimento de espermatozoides foi colocado em
uma coluna de gradientes de percoll de 45 e 90%
e centrifugado por 30 minutos a 200G. Os
espermatozoides sedimentados foram lavados,
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mais uma vez, em meio TALP, e o sedimento
final foi diluido em meio de FIV (Meio TALP,
BSA, heparina e PHE), na proporcdo de 1:1.
Desta solucéo foi retirada uma aliquota, para o
célculo da concentracéo, a fim de que as gotas de
FIV tivessem 1x10° espermatozoides/mL.

Os espermatozoides permaneceram no meio de
FIV durante duas horas, em estufa de CO, nas
mesmas condic¢des citadas para a M1V, para que
ocorresse a capacitacdo espermatica.

Apds 24 horas de MIV, os ovécitos que
mostraram boa expansdo das células do cumulus
oophorus foram colocados nas gotas de
fertilizacdo ja contendo o0s espermatozoides
capacitados. Apds 18 horas da fertilizacdo, os
ovécitos foram desnudos por meio de pipetagens
sucessivas em TCM-199-hepes, até a retirada
total das células que envolviam o0s supostos
embrides. Posteriormente, os embribes foram
transferidos para gotas de meio CR, diferentes
entre si de acordo com a presenca de CEOBs,
expostas ou ndo ao E, nas primeiras 24 horas de
cultivo, e com a utilizacdo ou ndo da P4 no meio
de cultivo. O experimento foi constituido de trés
grupos experimentais — G1 = CEOB+E,+P,, G2
= CEOB+E, e G3 = CEOB+P4 — e um grupo-
controle (sem hormonio) G4 = CEOB.

A clivagem foi feita no terceiro dia apds a
fertilizacdo, a taxa de blastocistos (BLs) no
sétimo dia, e, no nono dia, foi avaliada a
porcentagem de BLs eclodidos. A avaliacdo da

qualidade embrionaria foi determinada pelo
ntmero total de células dos BLs expandidos de
oito dias, utilizando-se o corante HOECHST
33342, por meio da incubacdo dos embrides
durante 15 minutos, em uma solucéo de 1pg/mL
do corante diluido em meio TCM-199-hepes.
Posteriormente, foi feita a fixacdo dos embrides
sobre lamina e laminula, para a contagem do
namero de células pela microscopia invertida.

Dos dados obtidos, foi feita a andlise de
variancia para avaliar os efeitos dos tratamentos
(grupos), com nivel de significancia de 5% e uso
do teste Student-Newman-Keuls. O programa
utilizado para todas as analises foi 0 BIOESTAT
2.0 (Ayres et al., 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento das CEOBs com E;, (G1 e G2) ndo
melhorou (P>0,05) a proporcdo de zigotos que
clivaram (53,5% e 56,3%), quando comparado
com 0 G4 (sem a adi¢cdo de horménios) (51,7%)
(Tab. 1). Isto também pbde ser demonstrado por
Fukui (1989), que obteve taxas de clivagem
similares (P>0,05) entre o grupo-controle
(71,1%) e os demais grupos que continham
somente E;, (62,0%) ou a associagdo de E; e P,
(63,1%). Xia et al. (1996) também observaram
que o E, ndo afetou a proporcdo de zigotos
clivados, quando adicionado somente antes da
cocultura (0-48 h) (40,0%).

Tabela 1. Efeito do tipo de cocultivo e do tratamento hormonal de células epiteliais do oviduto bovino
(CEOB) sobre o desenvolvimento in vitro de embrides bovinos

Taxa de Taxa de BLs Taxade BLs N° células
Tratamento clivagem (%) (%) eclodidos (%) dos BLs
CR, + CEOB + E; + P,(G1) 53,5+1,23a 29,3+1,96a 23,3+1,37a 125,9+1,27a
CR, + CEOB + E, (G2) 56,3+1,95a 31,2+2,27a 23,2+1,43a 128,4+2,84a
CR, + CEOB + P, (G3) 34,5+2,34b 16,4+1,85b 16,1+2,43b 123,6+4,81a
CR, + CEOB (G4) 51,7+2,32a 28,7+2,71a 19,3+1,11c 112,5+6,93b

Valores com letras distintas, na mesma coluna, indicam diferengas (P<0,05) pelo teste Student-Newman-Keuls.
CEOB: célula epitelial do oviduto de bovino; E,: estradiol; P,: progesterona.

No entanto, esta similaridade de resultados entre
Gl, G2 e G4 quanto ao desenvolvimento dos
embrides foi afetada nas taxas de eclosdo
provavelmente devido ao nimero reduzido de
células dos BLs do G4 (112,5), visto que os
padrbes de eclosdo diminuiram de 23,3 e 23,2
para 19,3% (P<0,05), respectivamente. Uma
provavel justificativa para esta diminuicdo é o
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ndo estimulo de E, nas CEOBs nas primeiras 24
horas de cultivo do G4, visto que o oviduto
regulado pelo estrégeno € responsavel pela
sintese direta de glicoproteinas (GP) e de fatores
de crescimento (FC), biologicamente importantes
para o desenvolvimento embrionario (Moreira et
al., 2002; Lee et al., 2006), assim como pelo
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aumento na regulacdo dos receptores de
estrogenos e progesterona (Ulbrich et al., 2003).

Xia et al. (1996) observaram que o E, também
ndo afetou a propor¢do de zigotos clivados,
guando adicionado somente durante o cocultivo
(72-120h) (45,5%). Talvez isto ocorra devido ao
namero reduzido de receptores de estrogeno
presente nos embrides durante as primeiras
clivagens, como demonstrado por Hou e Gorski
(1993), que sugeriram a existéncia de grandes
quantidades de receptores de estrogenos (RES)
em ovacitos e zigotos. Segundo os autores, estes
niveis declinavam a partir do estigio de duas
células, alcangando os niveis mais baixos em
embrides de cinco a oito células, porém ndo
sendo mais detectados nos estagios de moérula, e
somente reaparecendo na fase de BL.

No G3, os indices de clivagem foram os mais
baixos do experimento (34,5%), sendo diferentes
dos indices do G1 (P<0,05), que também
associava a progesterona ao meio de cultivo, no
entanto as CEOBs haviam sido expostas ao E,
(53,5%). Esta diminuicdo na clivagem pode ter
ocorrido pela mesma justificativa dada ao G4, ou
seja, 0 nao estimulo de E, nas CEOBs nas
primeiras 24 horas de cultivo, consequentemente
a ndo regulagdo dos receptores de estrogenos e
progesterona (Ulbrich et al., 2003).

As taxas de BLs obtidas nos grupos que
continham CEOBs com E, (G1 e G2) ndo foram
diferentes (29,3% e 31,2%) (P>0,05) das taxas
do grupo-controle (28,7%) (Tab. 1). No entanto,
esses findices semelhantes foram afetados na
ecloséo, em que G1 e G2 (23,3% e 23,2%), que
continham CEOBs expostas ao E,, mantiveram
padrdes mais altos que o G4 (19,3%) (P<0,05),
assim como em relacdo a quantidade de células
dos BLs (125,9; 128,4 e 112,5, respectivamente)
(P<0,05).

A ndo estimulacdo das CEOBs com o E,, no G4,
talvez seja a provavel causa para esses indices
mais baixos de desenvolvimento dos embrides,
visto que, como ja citado anteriormente, o
estrdgeno estimula as células do oviduto a
produzirem GP e FC, (Moreira et al., 2002; Lee
et al., 2006), além de receptores de estrogenos e
progesterona (Ulbrich et al., 2003).

Niemann e Elsaesser (1987) demonstraram
alguns efeitos benéficos do E, sobre o cultivo de
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embrides suinos, quando observaram que a
utilizagdo de substincias anti-estrogénicas no
meio de cultura dificultava a transformacdo das
mérulas tardias em BLs (21,5%) e que o dominio
da inibicdo desse desenvolvimento poderia ser
feito pela suplementacéo do meio de cultivo com
1InM ou 100nM de 17p-estradiol (62,5% e
80,0%).

Segundo Lee et al. (2006), o embrido e o oviduto
possuem um mecanismo bioquimico necessario
para a interacdo entre eles e, consequentemente,
a melhoria na qualidade dos embrides. No
entanto, esse mecanismo ainda ndo estd bem
esclarecido, e 0 que se sabe é que o oviduto,
regulado pelo estrégeno, produz alguns fatores
que favorecem essa relagdo, e que muitos dos
seus receptores correspondentes estdo presentes
nos embrides, favorecendo o desenvolvimento.

Provavelmente, esses REs no embrido possam
desempenhar um importante papel na biologia do
desenvolvimento, pela acdo direta do E, nos
embrides durante o cocultivo, levando ao
aumento na producdo de FC pelos embrides, que
agiriam autocrinamente, promovendo nova
liberagdo desses fatores. Ainda, esses fatores
agiriam nas CEOBs liberando GP e FC, que
novamente atuariam sobre o embrido ou as
CEOBs, formando uma cadeia simultinea de
estimulos, promovendo o maior desenvolvimento
das CEOBs e, consequentemente, dos embrides.

Os resultados obtidos com relacdo ao
desenvolvimento dos embribes até BL em meios
com cocultura de CEOBs assemelham-se aos
encontrados por Nagao et al. (1994) (33,0%) e
Pavasuthipaisit et al. (1994) (28,3%),
independentemente da fase do ciclo estral na
qual se encontravam as CEOBs. Todavia, sdo
mais elevados que os obtidos por Pegoraro et al.
(1998) (17,6%) e Kamishita et al. (1999)
(24,5%), e mais baixos que os de Katska et al.
(1995) (40,1%).

A utilizacdo da P, sem o E, (G3) no cocultivo
com CEOBs inibiu significativamente (P<0,05)
o0s padrdes de clivagem (34,5%), de BL (16,4%)
e de ecloséo (16,1%), quando comparado com 0s
resultados do G4 (51,7%; 28,7% e 19,3%,
respectivamente) (Tab. 1).

Estes dados sdo semelhantes aos obtidos por
Pereira et al. (2009), que analisaram o efeito da
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P, no desenvolvimento de embrides e
observaram diminui¢do nos padrfes de BLs de
oito dias em sistema de cultura constituido de
CEOBs quando se utilizou a P, (CEOB = 23,7 %
e CEOB+P,=16,8%). Este mesmo efeito foi
demonstrado por Reggio et al. (1997), quando
observaram que a adi¢do de P, a0 meio CRy,,
sem  cocultivo  diminuiu bastante o
desenvolvimento dos embrifes até BL (9%),
melhorando estes indices somente quando foram
adicionadas CEOBs ao meio (15%).

A P4, em particular, deve desempenhar também
alguma acdo negativa sobre o desenvolvimento
embrionario até o estagio de BL, principalmente
quando as células do oviduto ndo sdo expostas ao
E,, visto que o meio contendo somente a
progesterona diminuiu de forma significativa
(P<0,05) os padrdes de desenvolvimento no
grupo G3.

Segundo Pereira et al. (2009), a progesterona
induziu a um atraso no desenvolvimento do
embrido, confirmado por indices mais baixos de
desenvolvimento. No entanto, Clemente et al.
(2009) afirmaram que a exposigdo in vitro do
embrido a P4, na presenga ou auséncia de
CEOBs, ndo afeta a propor¢cdo de embrides que
se desenvolvem até BL, assim como ndo
interfere na quantidade de células dos BLs.
Ghaemi et al. (2008) observaram, ainda, que os
indices de desenvolvimento dos embrides
melhoraram  quando se  aumentava a
concentracdo de P, no meio de cultivo de 5 para
20ng/mL. Fukui (1989) demonstrou que apesar
de uma leve diminuicdo nas taxas de clivagem e
de BLs nos grupos que continham somente P,
(61,9% e 11,7%) ou esta associada a E; (63,1% e
17,3%), tal diferenca ndo foi significativa
(P>0,05) quando comparada com os dados do
grupo-controle (71,1% e 19,5%).

A proporcao de BLs que eclodiram em G1 e G2
ndo foi diferente (P>0,05) (23,3% e 23,2%),
todavia estes dois grupos apresentaram
diferencas (P<0,05) em relacdo a G3 e G4
(16,1% e 19,3%), sendo G3 diferente (P<0,05)
de G4 (Tab.1l). Tais indices sdo similares aos
obtidos por Kamishita et al. (1999) (24,5%),
entretanto ndo coincidem com 0s encontrados
por Hawk e Wall (1994) (69,0%) e Goff e Smith
(1998) (41,8%).
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Os baixos indices de eclosdo do G3 (16,1%)
podem estar relacionados as taxas de clivagem
mais baixas no inicio do cultivo, e ndo a uma
baixa capacidade dos embrides de eclodirem,
visto que a P, aumentou a quantidade de células
dos BLs (123,6), quando comparado com o G4
(sem hormonio) (112,5). Segundo Gordon e
Dapunt (1993), o nimero de células é um dos
possiveis mediadores da eclosdo pela pressdo
exercida dessas células na zona pellcida do BL.
Estes resultados foram mais altos que os obtidos
por Edwards et al. (1997) (95,3) e Pegoraro et al.
(1998) (103,4).

Gl e G2 apresentaram indices de eclosdo
semelhantes  (P>0,05) (23,3% e 23,2%)
provavelmente devido as quantidades similares
de celulas presentes (125,9 e 128,4) (P>0,05).

Ha poucos relatos do nimero de células de
blastocistos produzidos in vitro e, quando
efetuado, normalmente é apresentado o nimero
médio de células, sem levar em conta o estadio
ou a qualidade do blastocisto. Segundo Bernardi
(2005), apds o cultivo por cinco - oito dias, o
ntmero total de células relatado é de 50 a 100
para os estddios de blastocisto e blastocisto
expandido, de 185 para blastocisto em eclosdo e
de 135 a 196 para blastocisto eclodido.

CONCLUSOES

O tratamento das CEOBs com o estradiol nas
primeiras 24 horas de cultivo pode ser usado
isoladamente ou em combinacdo com a
progesterona, a fim de melhorar a qualidade de
embrides bovinos produzidos in vitro.
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