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ABSTRACT

In vitro embryo production (IVP) is an attractive
technique because of the low-cost production of numerous
bovine embryos, use in somatic cell and embryo cloning,
production of transgenic cows, as well as for basic research.
Protein in the culture media appeared to be one of the most
significant limiting factors in the different steps of this tech-
nology. These protein sources are represented mostly by
biological materials which provide nutrients and other poorly
understood factors for the embryos. This study evaluated
the possibility of using mare´s serum obtained at different
stages during oestrus for bovine in vitro production. Com-
plexes cumulus-oocytes (CCO) from slaughtered cows ova-
ries were matured in a controlled incubator (39ºC, 5%CO2,
saturated humidity) for 22-24h in TCM-199 + HEPES + bLH +
hFSHr + 10% mare serum collected at the 1st day of oestrus
(T1), 24-48h before ovulation (T2) and 24-48h after ovulation
(T3) and a control group (C), using the same medium added
10% oestrus cow serum. In vitro fertilization (IVF) was per-
formed in TALP-FERT under the same conditions and in vitro
culture (IVC) on synthetic oviduct fluid (SOF)+5% of T1, T2,
T3 or C serum, during 8 days under mineral oil. Cleavage rates
were similar between treatments. Blastocyst rates at D7 were
higher (T1=21%, T2=21% and T3=20%; P <0.05) than the
controls (12%). Hatching rates in T1 (9,8%-47/477) were higher
(P<0.05) than T2 (3.1%-15/477), T3 (4.2%- 21/505) and C (4.1%-
20/486). Hatched blastocysts of T3 had a lower (P<0.05) num-
ber of cells than those of T1 and Control. Considering it´s
heterologous nature, the possibility of preventing disease
transmission and the higher blastocyst rates at D7 reported
here, the use of oestrus mare´s serum can be used for the IVP
of bovine embryos.
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RESUMO

A produção in vitro de embriões (PIV) bovinos é
atrativa pelo baixo custo de produção, uso na clonagem de
células somáticas e embriões, produção de vacas
transgênicas e na pesquisa básica. As proteínas acrescidas
aos meios de cultivo parecem ser um dos principais fatores
limitantes nas diferentes fases da produção, e são
representadas, em primeira instância, por materiais de origem
biológica que fornecem aos embriões nutrientes e outros
fatores pouco conhecidos. Este trabalho avaliou o uso do
soro de égua, obtido em diferentes fase do estro na PIV.
Complexos cumulus-oócitos (CCO) obtidos de ovários
bovinos em matadouro foram maturados por 22-24h, em
estufa (5% de CO2 , umidade saturada e 39oC) em TCM-199
+ HEPES + LHb + rFSHh com 10% de soro de égua coletado
no primeiro dia de estro (T1), 24-48h antes da ovulação (T2)
e 24-48h pós-ovulação (T3), servindo como controle (C) o
mesmo meio com soro de vaca em estro. Os CCO foram
fecundados em TALP-FERT sob as mesmas condições e
cultivados em fluido sintético de oviduto (SOF) + 5% do soro
dos T1, T2, T3 ou C, por 8 dias, sob óleo mineral. A taxa de
clivagem foi similar entre os tratamentos. A produção de
blastocistos no D7 nos tratamentos (T1=21%, T2=21% e
T3=20%) foi maior (P<0,05) que no controle (12%). A taxa de
eclosão no T1 (9,8%-47/477) foi maior (P<0,05) que no T2
(3,1%-15/477), T3 (4,2%-21/505) e Controle (4,1%-20/486). Os
blastocistos eclodidos do T3 apresentaram menor (P<0,05)
número de células no T1 e Controle. As taxas de blastocistos
em D7 com o soro eqüino foram superiores às obtidas com
soro de vaca em estro. Para evitar transmissão de doenças
espécie-específicas, recomenda-se o uso do soro de égua em
estro para a produção in vitro de embriões bovinos.

Descritores: embriões, bovinos, PIV, soro de égua, soro
heterólogo.
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INTRODUÇÃO

Os primeiros estudos sobre fecundação in
vitro em bovinos iniciaram na década de 60, com a
produção do primeiro blastocisto em 1968 [37,38]. Em
1987 foi divulgada a primeira prenhez produzida por
um processo totalmente in vitro [25], gerando no ano
seguinte o nascimento de gêmeos [26].

Desde então, os estudos sobre a produção in
vitro (PIV) de embriões bovinos foram desenvolvidos
em busca de um protocolo definido, isto é, um meio
com composição definida sem fonte protéica de origem
animal, que reduziria a grande variabilidade entre as
taxas de produção de embriões nos laboratórios. Os
protocolos desenvolvidos com meios definidos ainda
não apresentam taxas de PIV de embriões que se
equiparem às taxas obtidas com protocolos cujos meios
utilizados contêm soro [16,19,27,32,43].

O soro heterólogo, principalmente o soro fe-
tal bovino, é utilizado na produção in vitro (PIV) de
embriões nas diferentes espécies animais
[9,17,24,33,46]. A adição do soro eqüino na PIV de
embriões bovinos baseia-se nos excelentes resultados
obtidos por Mezzalira [28-30] com embriões de
camundongos em estágios iniciais, cultivados em
meios com soro eqüino, no final da década de 80.

O uso de soro de égua poderia ser uma
alternativa para evitar a transmissão de doenças
espécie-específicas que podem ser carreadas pelos
diferentes materiais de origem protéica, fontes
potenciais de patógenos. Além disto, apresenta como
vantagem a facilidade de obtenção de grande
quantidade de soro numa única coleta, quando
comparado com a obtenção de soro bovino.

Este experimento teve como objetivo avaliar o
uso do soro de égua obtido em diferentes fase do estro
na produção in vitro de embriões bovinos.

MATERIAIS E MÉTODOS

Obtenção do soro

O soro foi obtido de 9 éguas com sanidade
comprovada, sendo coletado durante três etapas
distintas do estro. O sangue foi coletado em tubos de

ensaio com vácuo, através da punção da veia jugu-
lar, sendo o mesmo mantido até a retração do coágulo,
à temperatura ambiente. Em seguida, o soro foi
centrifugado nos mesmos tubos e, após a retirada do
soro, este foi novamente centrifugado em tubos
cônicos1 de 15ml. O soro foi inativado em banho-
maria por 30 minutos à temperatura de 56°C,
separado em 3 grupos, filtrado, identificado e
armazenado a -20°C.

Tratamento 1 (T1) = soro obtido de três éguas
no primeiro dia do estro;

Tratamento 2 (T2) = soro obtido de três éguas
24-48h antes da ovulação;

Tratamento 3 (T3) = soro obtido de três éguas
24-48h após a ovulação;

Controle (C) = soro de vaca em estro (SVE).
Todos estes estágios do estro foram

determinados pela anamnese e palpação retal
seguida de ultra-sonografia. O SVE utilizado no
experimento foi o mesmo empregado nas rotinas do
laboratório.

Coleta dos ovários e seleção dos oócitos bovinos

Os ovários foram coletados em frigoríficos
localizados numa distância máxima de 30 km do
laboratório onde foi efetuada a PIV e transportados
em solução de 0,9% de NaCl acrescida de 50UI/ml
de Penicilina G-Potássica2, à temperatura ambiente
(±25ºC). Os folículos com diâmetro entre 2-8mm fo-
ram puncionados com auxílio de uma bomba de vácuo.
Os oócitos recuperados foram mantidos em líquido
folicular até o momento da seleção, quando foram
classificados de acordo com o critério de avaliação
descrito por DeLoos [5], utilizando-se apenas oócitos
de categoria 1 e 2.

Maturação in vitro dos oócitos

Após a escolha e seleção dos oócitos, estes
foram distribuídos aleatoriamente em quatro grupos
de 20 a 40 oócitos, lavados seis vezes com o meio de
maturação, composto de TCM-1993 modificado
adicionado de 5,95mg/ml de Hepes4, 0,025mg/ml de
piruvato de sódio4, 0,5mg/ml de hormônio luteinizante
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bovino5 (LHb), 0,01UI de hormônio folículo estimulante
recombinante humano6 (rFSHh), 2,2mg/ml de
bicarbonato de sódio4 e 10% soro de égua, do primeiro
dia do estro (T1), de 24-48h antes da ovulação (T2),
de 24-48h após a ovulação (T3) ou SVE (C ).

Após a lavagem, os oócitos foram colocados
em placas de cultivo de quatro poços7 com 400µl de
meio de maturação e levados à estufa8 com 5% de
CO2 à temperatura de 39ºC e umidade saturada, por
22 a 24 horas.

Fecundação in vitro dos oócitos

Após a maturação, os oócitos foram
transferidos para placas de quatro poços com 400µl
de meio TALP-FERT, adicionado de 20mg/ml de
heparina4, 6mg/ml de BSA4 e 0,22mg/ml de piruvato
de sódio, previamente estabilizados na placa em estufa
por duas horas.

Para a fecundação foi utilizado sêmen
congelado de um “pool” de touros Bos taurus. O
descongelamento foi realizado a 39ºC por 20 segundos,
sendo depositadas alíquotas de 100µl sob 1,0ml de meio
TALP-SPERM acrescido de 6mg/ml de BSA e
0,011mg/ml de piruvato de sódio, em tubos cônicos de
15ml. Estes foram mantidos a 39ºC por uma hora em
banho-maria para a migração ascendente (“swim up”)
dos espermatozóides. Após, o sobrenadante (800µl)
de cada tubo foi retirado e colocado em outro tubo e
submetido à centrifugação por 10 minutos a 500g. O
sedimento de cada tubo foi pipetado (±210µl),
homogenizado e a dose inseminante foi de 1x106

espermatozóides/ml. O tempo de incubação conjunta
dos oócitos e espermatozóides foi de 18 a 22 horas,
sob atmosfera controlada, nas mesmas condições da
maturação.

Cultivo in vitro dos embriões

Após a fecundação, os oócitos/zigotos foram
transferidos para 400µl de meio SOF acrescido de
20µl/ml de aminoácidos essenciais, 10µl/ml de
aminoácidos não-essenciais [19] + 5% soro (T1, T2,
T3 ou C), conforme o tratamento, e submetidos a um
processo de agitação mecânica para o desnudamento
das células do cumulus oophorus. Logo após, os

oócitos/zigotos foram lavados no meio de cultivo e
transferidos para gotas de 400µl com meio SOF
acrescido de 5% do respectivo soro, sob óleo para
imediatamente serem submetidos ao cultivo em estufa
à 39ºC, com 5% de CO2 e umidade saturada, por 8
dias.

No 2º dia (D2) após o co-cultivo com os
espermatozóides foi realizada a avaliação da clivagem,
onde observou-se o número de zigotos com duas ou
mais células. No 7o dia (D7) após a fecundação foi
efetuada a avaliação do índice de embriões que
alcançaram o estágio de blastocisto (desde inicial até
os mais avançados) e, 48 horas após, (D9) foi
novamente avaliado o número de embriões no estágio
de blastocisto, além da taxa de eclosão.

Contagem do número de células

Após a avaliação efetuada no D9, os embriões
foram fixados em solução de paraformaldeído a 2%,
em PBS salino, para a realização da contagem do
número de células. Os núcleos foram corados com o
corante Hoechst4, sendo visualizados em microscópio
de epifluorescência com filtro de excitação (365nm) e
filtro de barreira (410nm).

Avaliação in vivo

Para a avaliação in vivo, 14 embriões foram
submetidos ao transporte-cultivo individual por 8 horas,
conforme o método preconizado por Brum [4].

Análise estatística

Foram realizadas 14 repetições compostas por
quatro tratamentos com 20 a 40 oócitos cada. Para
analisar o efeito dos tratamentos sobre a produção de
embriões foi utilizado o teste do qui-quadrado, com
um nível de significância de 5% e, para analisar o efeito
do número de células, foi utilizado o teste de Tukey,
sendo submetidos à transformação da raiz quadrada
para normalizar os dados. Os dados foram analisados
utilizando-se o pacote estatístico SAS [36].
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a,b Letras diferentes, na mesma coluna, diferem significativamente (p<0,05)
T1 = soro de égua obtido no primeiro dia do estro
T2 = soro de égua obtido 24-48hs antes da ovulação
T3 = soro de égua obtido 24-48hs após a ovulação
C = soro de vaca em estro

Tratamento

T1

T2

T3

C

             Total

Oócitos
n

477

477

505

486

            1945

Clivagem
n (%)

365 (76,5) a

374 (78,4) a

406 (80,4) a

364 (74,9) a

1509 (77,6)

D7
 n (%)

100 (21,0)a

102 (21,4)a

100 (19,8)a

      60 (12,3)b

     362 (18,6)

D9
n (%)

125 (26,2)a

116 (24,3)a

  106 (21,0)a b

                    80 (16,5)b

                    427 (21,9)

Eclosão
n (%)

            47 (9,85)a

  15 (3,14)b

            21 (4,16)b

  20 (4,12)b

              103 (5,30)

Tabela 1. Produção in vitro de embriões bovinos com soro de égua ou de vaca em estro

Tabela 2.  Número médio de células, visualizadas em epifluorescência e coloração com Hoechst, de
embriões bovinos produzidos in vitro, com soro de égua ou de vaca em estro

a,b Letras diferentes, na mesma coluna, diferem significativamente (p<0,05)
T1 = soro de égua obtido no primeiro dia do estro
T2 = soro de égua obtido 24-48hs antes da ovulação
T3 = soro de égua obtido 24-48hs após a ovulação
C = soro de vaca em estro

Tratamento

T1 (n=32)

  T2 (n=12)

 T3 (n=12)

 C (n=19)

                             Número de Células
Blastocistos Expandidos           Blastocistos Eclodidos
n Média + dp n Média + dp

 7 67,3a ±19,4 25 129,2a ±36,2

    7 88,4a ±16,7   5 91,0ab ±37,2

    5 64,0a ±17,9   7 71,4b ±21,0

  10 81,2a ±33,5   9 136,3a ±62,9
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DISCUSSÃO

O soro é um componente de origem biológica
utilizado em muitos protocolos de produção in vitro.
Ele fornece nutrientes e fatores ainda pouco
conhecidos, ou desconhecidos, os quais têm uma grande
importância em todo o processo. Há, no entanto, sempre
o risco da introdução de agentes patogênicos
[2,3,6,15,20,24,34,35,41]. Kniazeff et al. [20]
detectaram a presença de vírus como o da diarréia
viral bovina (BVD), parainfluenza tipo 3, herpesvírus
bovino tipo 1 (BHV-1), enterovírus bovino tipo 4, e

RESULTADOS

Para a produção in vitro de embriões bovinos
foram cultivados 1945 oócitos, os quais foram
distribuídos aleatoriamente entre os tratamentos. A
clivagem média foi de 78%, o percentual de embriões
em D7 foi de 19% e em D9 foi de 22%. A taxa de
eclosão em D9 foi de 5% (Tabela 1).

O número médio de células dos blastocistos
expandidos e eclodidos, dos diferentes tratamentos,
estão apresentados na Tabela 2 e as taxas de prenhez
na Tabela 3.
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Tabela 3. Taxas de prenhez aos 60 dias após a transferência de embriões bovinos produzidos in vitro, na
presença de soro de égua ou de vaca em estro

Tratamentos

Soro eqüino do primeiro dia do estro (T1)

Soro eqüino de 24-48hs antes da ovulação (T2)

Soro eqüino de 24-48hs após a ovulação (T3)

Soro de vaca em estro (Controle)

Transferidos
        (n)

        5

         4

         4

        2

Taxas de prenhez
           n (%)

          2 (40)

          1 (25)

          2 (50)

          0 (0)
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outro não identificado, em 33% dos lotes de soro fetal
bovino provenientes de 14 distribuidores. Grande parte
destes lotes foram pré-testados e considerados livres
pelo fabricante, no entanto, apresentavam viroses
endógenas bovinas. Casos de infecção pelo vírus da
BVD têm sido relatados como originários não dos
embriões, mas do soro fetal bovino ou da albumina
sérica bovina, que foram adicionados ao meio de
cultivo. Apesar da melhoria dos métodos de coleta e
processamento do soro que possibilitam a eliminação
de contaminantes exógenos, certas viroses podem
permanecer. Os métodos de inativação pelo calor ou
radiação gama não são inteiramente eficazes na
eliminação da contaminação vírica [31].

O porcentual médio de clivagem obtido na
presente pesquisa é semelhante aos observados por
outros autores [4,7,8,22,42].

A média de embriões obtidos em D7 é
semelhante aos resultados de outros autores que
utilizaram meio sem a adição de vitaminas [42] e soro
de vaca em estro [4,8]. Em experimento anterior, o
soro de égua em estro foi testado por nossa equipe e
os resultados obtidos foram superiores [7].

O índice médio de blastocistos em D9 foi su-
perior aos índices observados em D7 indicando a
evolução de alguns embriões em estágio menos
avançado no sétimo dia e dos que já estavam no estágio
de blastocisto, o que é esperado quando os mesmos
possuem potencial de desenvolvimento.

A taxa média de embriões em D9 alcançada
no presente experimento com o uso do soro de égua
foi semelhante aos índices relatados por outros autores
[7,8,22] mas inferior aos resultados quando foi usado
soro de vaca em estro [16].

Os protocolos de lavagem e tratamento com

tripsina recomendados pelo manual da Sociedade
Internacional de Transferência de Embriões [39] são
eficientes para desinfecção de embriões coletados,
embora não sirvam para embriões produzidos in vitro
[12,21,40,41]. Isto ocorre, provavelmente, devido ao
diâmetro dos poros da superfície da zona pelúcida (ZP)
dos embriões produzidos in vitro, que permitem a
penetração do BHV-1 e do BVDV na camada externa
da ZP [44].

A utilização de um soro heterólogo pode ser
uma importante alternativa para PIV de embriões
bovinos, uma vez que sua eficiência seja comprovada.
O soro eqüino é livre de atividade neutralizante de
alguns vírus, como o da BVD e, por isto, é utilizado
para pesquisa da transmissibilidade de patógenos nos
processos de PIV [10,11,13,41].

Os resultados obtidos no presente estudo
superaram as expectativas, pois a PIV de embriões,
nos tratamentos nos quais foi utilizado o soro de égua,
foi de 57 a 62% superior ao grupo controle, cujo soro
utilizado foi o de vaca em estro. Estes resultados
podem ser atribuídos aos fatores inespecíficos
encontrados no soro. Figueiró et al.[7] utilizaram
como fonte protéica o soro de égua em estro e não
verificaram diferença estatística entre os grupos que
usaram este soro e o grupo controle que utilizava soro
de vaca em estro como fonte protéica, tendo 30% de
blastocistos em D7. Outro aspecto que deve ser
considerado são as variações individuais existentes en-
tre indivíduos da mesma espécie e, por isso, é
importante, em laboratórios que trabalhem com PIV, a
análise de várias partidas de soro de diferentes animais
e em diferentes misturas. Além disto, as técnicas de
preparo deste soro devem ser seguidas criteriosamente
para que se tenha a padronização do soro.
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CONCLUSÕES

 A utilização de soro de égua para a PIV de
embriões bovinos é possível, pois os embriões
resultantes têm semelhante viabilidade, tanto in vitro
como in vivo, quando comparados com embriões
produzidos com soro de vaca. Para maior produção
de blastocistos, o soro deve ser coletado,
preferencialmente, no primeiro dia do estro das
éguas.

O número de células dos embriões PIV pode
ser considerado um bom indicador da viabilidade dos
mesmos [14]. Existe uma grande variabilidade nas
médias do número de células dos embriões PIV, sendo
reportados, para blastocistos expandidos, números de
67 [18], 94 [4], 105 [23] e 133 células [1]. Para
blastocistos eclodidos os valores variam de 93 a 204
[4,23,45]. Os valores observados no presente
experimento se equiparam ou até superam os descritos
na literatura. A diferença estatística encontrada na
média do número de células dos blastocistos eclodidos
entre T1 (129) e C (136) sobre T3 (71) é explicada,
provavelmente, pelo baixo número de embriões
analisados e não por uma diferença na qualidade dos
mesmos.

Outro método para a avaliação da viabilidade
dos embriões PIV é a taxa de prenhez e o nascimento
de produtos saudáveis como o que ocorreu neste
experimento (Tabela 3), apesar do número reduzido
de embriões transferidos. O pequeno número de
animais utilizados como receptoras e também as
condições corporais destas tiveram uma influência
negativa sobre a taxa de prenhez, sendo que se espera
após transferência de embriões PIV uma taxa de
prenhez de 20 a 40%.
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