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HEPES NA PRODUCAO DE EMBRIOES BOVINOS IN VITRO*

HEPES ONIN VITRO PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS

Marcelo Marcos Montagner Paulo Bayard Dias Goncalve’s Jairo Pereira Neved
Luis Fabiano Santos da Cosfa Ederson Bisognin Bortolottd
Alexandre Morales Farias Patricia Stranieri®

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi de avaliar a am-
plitude da variagcéo de pH em meios de maturacdo e de cultivo
embrionario, com diferentes concentragdes do tampEFES.
Inicialmente, foi determinado o efeito de diferentes concentragGes de
HEPES (0, 12,5 e 25,0mM) na varia¢éo do pH dos meios de matura-
¢do (TCM-199 modificado) e desenvolvimento embrionario (KSOM
modificado) em meio ambiente, a temperatura de 25°C, e na estufa,
em uma atmosfera de 5% de £&n ar a 39°C. Em um segundo
experimento, os o6citos foram maturados em TCM-199 modificado
sem HEPES (142 o6citos) ou com 25,0mM de HEPES (137 o6citos)
e foi avaliado indice de blastocisto. O meio Fert-TALP foi utilizado
para a fecundacéo, sendo que os embrides foram co-cultivados com
células epiteliais de oviduto (CEO) em KSOM modificado com 10%
de SFB. Um terceiro experimento foi delineado para determinar a
importancia da presenca do HEPES no meio de cultivo embrionario
sobre o desenvolvimento de embrides bovinostro. Para isso,
apos a retirada do cumulus, os zigotos foram divididos ao acaso e
co-cultivados com CEO em KSOM nificdo (com 10% de SFB)
sem HEPES (grupo controle; n = 95) ou com 25,0mM de HEPES
(grupo HEPES; n = 92). Foram mantidos enitew somente os
embrides com duas ou mais células, sendo considerados desen-
volvidos os que atingiram o estadio de blastocisto expandido
(Bx), 7 e 9 dias ap6s inseminagdo. Qtiea dos odcitos e embri-
oes, em ambos os experimentos, foi efetuado em estufCa 39
com uma atmosfera contendo 5% de,@@midade saturada. Os
resultados mostram que os meios contendo 25,0mMERER
foram mais eficientes em minimizar a variacdo do pH que os
meios com 12,5mM ou sem HEPES. Além disso, a adi¢cdo de
HEPES ao meio de maturacdo aumentou os indices de Bl sobre o
total de odcitos e sobre o total de clivados (21,9% e 42,86%) com
relacdo ao controle (10,56 e 16,67%; p<0,05). Na determinagdo da
importancia do HEPES no desenvolvimento embrionario, o grupo
HEPES apresentou indices superiores de Bx (45,65%) em relacédo
ao controle (11,58%; p<0,01). A uniformidade dos resultados foi

um dos aspectos positivos observadosnqoao HEPES estava
presente no meio de cultivo endwério. Portanto, o uso do
HEPES, durante a maturacdo e o cultivo embrionario, é reco-
mendavel para o aumento da producédo de embiidegro com
maior repetibilidade.

Palavras-chave:pH, maturacdo de odcitos, embrides, fecunda-
¢aoin vitro.

SUMMARY

The aim of the present study was to evaluate the
range of pH changes in maturation and embryo development
media, buffered with different HEPES concentrations. Initially,
the effect of different concentrations of HEPES (0, 12.5 and
25.0mM) on the variation of pH in the maturation (modified
TCM-199) and embryonic development (ified KSOM) media
was evaluated at room temperature @@pand in an atmosphere
of 5% CQ in air at 39C. In another experiment, the effect of
HEPES onin vitro oocyte maturation was determined. Oocytes
were maturated in TCM-199 mified either with 25.0mM of
HEPES (HEPES group; n = 137) or without HEPES (control
group; n = 142), performing 7 replicates and evaluating the rate
of blastocyst. In this study, the medium used for fertilization was
Fert-TALP while for embryo development was KSOM with 10%
of fetal bovine serum with monolayer of oviduct epithelial cells. A
third experiment was designed to determine the effect of HEPES
on embryo development. The zygotes were divided in two groups
and co-incubated with oviduct epithelial cells in rfied KSOM
with 10% of fetal bovine serum without HEPES (n = 95) or with
25.0mM of HEPES (n = 92). For this experiment, it was used
embryos with two or more cells and the embryo development was
considered from cleavage to expanded blastocyst (Bx), 7 and 9
days after insemination. The oocytes and embryos were incubated
at temperature of 3€, an atmosphere containing 5% €@ air
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and saturated humidity. The media with 25.0mM of HEPES were
more efficient in minimizing theange of pH than those with
12.5mM or without HEPES. To determine the effect of HEPES
during in vitro oocyte maturation, the percentage of BI
considered either the total number of oocytes or the total number
of cleavages was higher in the HEPES group (21.9% or 42.9%,
respectively) than those obtained in the control group (10.56% or
16.67%, respectively). When HEPES was added to embryo
culture medium, the percentage of Bx (45.65%) was higher than
that obtained in medium without HEPES (11.58%; p<0.01). The
variability between replicates was lower when HEPES was
present in embryo development medium, comparing to the
medium without HEPES. Therefore, HEPES is an important
compound to be present in media for oocyte maturation and
embryo development, increasing thevitro production of bovine
embryos.
Key words: pH, oocyte maturation,
fertilization.

embryosin vitro

INTRODUCAO

A producdo de embridesm vitro (PIV)
esti se constituindo em um instrumento auxiliar no
melhoramento animal e é uma ferramenta com po-

demonstraram que ao utilizar HEPES no meio de
maturacdo (KATO & SEIDEL, 1995) e no meio de
cultivo embrionario SOF (KESKINTEPE &
BRACKETT, 1996), ha melhores resultados na PIV.
No entanto, existem controvérsias quanto ao efeito
do HEPES sobre a PIV, pois ha trabalhos que de-
monstram que o HEPES néo exerce efeito positivo,
ou é até deletério, quando utilizado na concentragcao
de 25,0mM (BAGGERet al, 1987; KESKINTEPE

& BRACKETT, 1996; DOWNS &
MASTROPOLO, 1997).
Apesar de varias equipes utilizarem

HEPES no sistema de produgéo de embiidesiro

de diferentes espécies, nao ha estudos sobre a influ-
éncia da adicdo de HEPES no meio KSOM, utiliza-
do para o desenvolvimento embrionario em bovinos.
Assim sendo, foram delineados experimentos para
avaliar o efeito da adicdo de HEPES nos meios de
maturacdo (TCM-199 modificado) e de cultivo em-
brionario (KSOM modificado) sobre a variagdo de
pH durante a PIV e, conseqlientemente, sobre os
indices de desenvolvimento embrionario. Também,

tencial para a formagéo de bancos de germop|asmaf0i avaliada a influéncia de alteragf)es ambientais
na preservacéo de animais em extingdo (PIETERSE sobre o pH dos meios TCM-199 e KSOM modifica-

& KAPPEN, 1988; FOOTE, 1996). Entretanto, dos, contendo diferentes concentracdes de HEPES.

existem limitagcBes associadas aos processos envol- i

vidos na PIV. Os principais problemas estéo relacio- MATERIAL E METODOS

nados com a baixa eficiéncia na producéo de blasto-

cistos a partir dos o6citos que sdo submetidos a Os odcitos, aspirados de foliculos ovarianos

maturacgaadn vitro e com a variabilidade do processo
(FUKUI et al, 1991; CAROLANet al, 1995; LIU
& FOOTE, 1995). Além disso, os embrides PIV

com diametro entre 2 e 8mM, foram selecionados e
maturadosgn vitro. A maturacdo dos odcitdsi reali-
zada, durante 22 a 24 horas, em TCM:188difica-

possuem menor viabilidade e menor resisténcia ao do, contendo 25,0mM de HEPER,2mg de bicarbo-

congelamento
HASLER, 1996).
Um fator importante para que se obtenha

(GALLI & LAZZARI, 1996;

bons resultados na PIV, com relagdo a quantidade e
qualidade dos embribes, € a menor amplitude de

variagdo do pH dos meios (FUKWt al, 1991,
VAJTA et al, 1997), sendo o pH ideal entre 7,3 e
7,5 (HARPER, 1994; DOWNS & MASTROPOLO,
1997; VAJTAet al, 1997). Porém, quando se reali-

zam manipulagBes inerentes ao processo, 0S meios
sdo submetidos a varia¢des do pH. O tampé&o organi-

co HEPES N-(2-hidroxietil)piperazinaN’-(2-4cido
etanosulfonico) ja é utilizado por indmeros laborat6-
rios no meio de maturacdo (GOQGH al, 1966;
DOWNS & MASTROPOLO, 1997). No ttivo de
embrides bovinos, o HEPES foi utilizado por GOTO
et al. (1992) no meio TCM-199 (12,5mM) e por
KESKINTEPE et al. (1995 no meio SOF
(25,0mM). Da mesma maneira, o HEPES foi utiliza-

do no cultivo de embrides de outras espécies como

coelhos (LIUet al, 1996) e suinos (HAGEMt al,
1991; POLLARD et al, 1995). Alguns trabalhos

nato de sodib100nY, 5ug de LH/m¢, 0,5ug de
FSH/m¢ e 10% de soro fetal bovihdPara a matura-
¢ao, fecundagdo e desenvolvimento embrionario, o
cultivo foi efetuado em gotas de 20@e meio, em
placas de petri (60mM), sob 6leo de silicone e a incu-
bacao foi efetuada a 3 em uma atmosfera contendo
5% de CQ e umidade saturada. Durante a PIV, foi
preferencialmente mantida a relagdo de 1 odcito ou
embrido para cada {10 de meio. Unpool de sémen
congelado foi utilizado para a fecundagd®itro em
todos os experimentos. A selecdo dos espermatozéides
foi realizada com a passagem do sémen por gradientes
de percol (ROSENKRANS et al, 1993;
SCHWEITZER, 1996). A inseminacdo (dia 0 da
PIV) foi efetuada com a concentracdo de 2x10
espermatozoides/imde meio Fert-TALP contendo
10ug de heparina/th O tempo de co-cultivo de
espermatozoides e odcitos foi de 18 a 22 horas.
Apos o periodo de fecundacéo, as células
do cumulus foram retiradas com micropipeta e os
possiveis zigotos de cada grupo foram lavados 3
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vezes e colocados em gotas com20@e meio de Finalmente, um terceiro experimento foi
cultivo embrionario KSOM modificado com 10% de ~ delineado para avaliar o efeito da presenca do HEPES
soro fetalbovino, na presenca de monocamada de NO Meio de cultivo embrionério sobre a formacao de
células epiteliais de oviduto (SCHWEITZER, 1996). blastocisto expandido, 9 dias apos a inseminagao

Passadas 48 horas da inseminacdo, somente as egvitro. Nesse estudo, foram realizadas 3 replicag@gs.
truturas embriondrias com duas ou mais células OS oocitos foram maturados em TCM-199 modifi-

foram mantidas na gota de co-cultivo e o desenvol- €2d0 com 25mM de HEPES. Apds a retirada do

vimento embrionario foi avaliado aos dias 7 e 9 ap6s cumulus, 0s Zzigotos fora_m divididos a0 acaso e
. N = . K 9
a inseminacdo, para a observagdo de blas'[oms'[osCUIt'VadOS enKSOM modificado com 10% de SFB

- . . _ (grupo controle) ou em KSOM modificado com 10%

ESI) e blastocistos expandidos (Bx), respectivamen de SFB e 25,0mM de HEPES (grupo HEPES). No
) momento da avaliagdo da clivagem, sé permanece-
ram em cultivo os embriées com duas ou mais célu-
las e o desenvolvimento embrionario foi considerado
a partir de embrides clivados (95 embriées no grupo

Em um primeiro experimento, foi determi-
nado o perfil da variacdo do pH dos meios de matura-
¢do TCM-199 modificado (com 10% de soro fetal
bovino, SFB) sem HEPES (controle), com 12,5 de

o controle e 92 no grupo HEPES).
HEPES e com 25,0mM de HEPES, sob a influéncia do Para a realizacio da andlise estatistica do

tempo de permanéncia em diferentes ambientes. Para, imeiro experimento, os dados foram, inicialmente,
isso, foram efetuadas 9 medicGes de pH em diferentes s hmetidos a uma analise de heterogeneidade das
tempos de permanéncia no meio ambiente, & tempe- cyryas. Quando as curvas foram homogéneas, reali-
ratura de 250C, e dentro da eStufa, em uma atmosferazou_se a analise de covariancia no PROC GLM, no
de 5% de C@em ar e temperatura de 39°C. Foram programa estatistico SAS, empregando o seguinte
efetuadas 3 replicacdes, sendo que, em cada uma,modelo estatistico:

foram preparadas 9 aliquotas de/3de meio, que

foram mantidas em placas de petri (35mM). Em um Yi =+ o +3X; + Oy

periodo de 90 minutos que antecedeu o experimento, o

pH das 27 aliquotas foi estabilizado dentro da estufa. onde ¥; € o pH dos meiogy € a constante comum a
Apbs, as aliquotas foram retiradas da estufa e a medi-todas as observacdes, corresponde aos diferentes
¢ao do pH foi efetuada nos periodos 0, 15 e 30 minu- meios analisadog3; € o coeficiente de regresséo
tos em meio ambiente. Passados 30 minutos, 2 ali- para a relacao entre Y e X, sendo qyecotrespon-
quotas foram mantidas em meio ambiente (para medi- de aos diferentes tempogigé o efeito residual. Ao
¢Oes aos 60 e 120 minutos) e as outras 4 aliquotas deSe constatar a heterogeneidade das curvas, a analise
cada meio foram recolocadas na estufa e o pH foi foi realizada através de analise de variancia, apds os
medido depois de 15, 45 e 90 minutos de permanéncia dados serem transformados pelo PROC RANK e as
na estufa. Posteriormente, os meios foram retirados dadiferencas entre as medias comparadas por meio de
estufa e deixados no meio ambiente por mais 30 mi- contrastes no programa estatistico SAS, com o se-
nutos, quando foi realizada a medicdo final. A medi- 9uinte modelo estatistico:

¢ao do pH foi realizada com os meios no interior de

tubos de ensaio, sendo os/3de cada aliquota trans-

feridos rapidamente da placa de petri para o interior do ,, 4q
tubo. Seguindo os mesmos procedimentos, foi também
verificado o perfil da variacdo do pH dos meios de
cultivo embrionario KSOM modificado com 10% de
SFB, sem HEPES (controle), com 12,5 de HEPES e

com 25,0mM de HEPES, em 3 repllcac;oes.. . delineamento experimental utilizado foi o de blocos

_ Em um segundo experimento, foi avaliado j,seiramente casualizados. Os diferentes tratamentos
o efeito do tampdo HEPES no meio de maturagdo foram realizados simultaneamente, sendo que cada
sobre a producgo de Bl. Foram efetuadas 7 replica- ropjicacso foi considerada um bloco. Os resultados
¢Oes, sendo os oocitos divididos em dois grupos de gy percentagens foram transformados pelo PROC
forma aleatoria. No grupo controle, foram maturados RANK, no programa estatistico SAS, com a finali-
142 otcitos em TCM-199 modificado sem HEPES e, dade de aplicacdo de testes paramétricos para a ana-
no grupo tratamento, foram maturados 137 odcitos em Jise dos resultados. O modelo estatistico para anéalise
TCM-199 modificado contendo 25,0mM de HEPES. dos resultados foi o seguinte:
Neste experimento, os embrides foram cultivados em
KSOM modificado sem HEPES. Yi=p+oi+ B+ O

Yig = [+ o+ B+ (aB)y + O

Yi« € 0 pH e @ é o nimero de replicactgsg

a constante comum para todas as observagfésy
grupo,f3; € o tempo, B); € a interagdo entre grupo
e o tempo &l € o efeito do residuo.

No segundo e terceiro experimentos, O

Ciéncia Rural, v. 30, n. 3, 2000.
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onde Yj é a variavel dependentg, € a constante p<0,05 respectivamente; figura 2). Da mesma forma,
comum para todas as observac@e® o efeito dos 0s meios KSOM maodificado contendo 25,0mM ou

tratamentosp; € o efeito dos blocos e[ é o efeito 12,5mM de HEPES, também apresentaram um perfil
do residuo. do pH mais estavel que o controle (p<0,001 e

p<0,02 respectivamente; figura 2). Ndo houve dife-
RESULTADOS renca estatistica entre os grupos com 25,0mM e

12,5mM de HEPES, mas, em alguns pontos das

No primeiro experimento, o perfil da va-  curvas, observou-se que o pH dos meios com
riagéo do pH foi influenciado pelos meios de matu- 12 5mM variou mais, ficando mais alto que o dos
racéo e de cultivo embrionario e pelo tempo de per- meios com 25,0mM. Por exemplo, no ponto 150 da
manéncia em ambientes com diferente concentracao curva dos meios de cultivo embrionario, 0 meio com
de CQ e temperatura. Os periodos de medicdo do 12,5mM alcangou um pH de 7,94, enquanto o meio
pH, 0, 15, 30, 60 e 120 minutos de permanéncia em com 25,0mM alcancou um pH de 7,72. Indepen-
meio ambiente a 25°C, faroeram curvas heterogé-  dentemente da presenca ou ndo do HEPES, o pH dos
neas e os meios com 25,0mM de HEPES apresenta-meios praticamente atingiu a estabilizacdo apds 45
ram menor variacdo de pH que o0s meios sem minutos dentro da estufa.
HEPES ou com 12,5mM de HEPES (p=0,0001), Ao avaliar o HEPES no meio de matura-
sendo que os meios com 12,5mM tiveram menor c¢do, os grupos apresentaram indices de clivagem
variagéo que os sem HEPES (p=0,0001; Figura 1). similares, sendo de 51,1% (70/137) para o grupo que
Quando se avaliou o pH dos meios de maturacéo e foi adicionado 25,0mM de HEPES ao meio de matu-
cultivo embrionario sem HEPES, com 12,5mM de rag&o e de 63,4% (90/142) para o grupo controle. No
HEPES ou com 25,0mM de HEPES, submetidos a entanto, a adicdo de HEPES ao meio de maturacao
diferentes periodos de permanéncia dentro e fora daaumentou os indices de Bl sobre o total de odcitos e
estufa, ou seja, 0, 15, 30 (em meio ambiente a 25°C), sobre o total de clivados (21,9%6,69 e 42,86%
45, 75, 120 (referentes a 15, 45 e 90 minutos a 5% 11 5) em relagdo ao controle (10,56%63,83 e
CGO, e 39°C) e 150 minutos (referente a 30 minutos 16,679 5,59; p<0,05)
em meiAo ambiente a 25°C), as curvas obtidas foram ' A ufilizag’éo de 25.0mM de HEPES no
homogéneas. Os meios de maturagdo contendo neiq ge cyltivo embrionario forneceu indices supe-
25,0mM e 12,5mM de HEPES apresentaram um (iqreq de desenvolvimento embrionario até o estagio
perfil do pH mais estavel que o controle (p<0,01 e 4o px (45,65%) em relacdo ao grupo controle
(11,58%; p<0,01; figura 3). A unifor-
midade dos resultados, nas trés repli-
cacdes realizadas, foi um dos fatores
positivos  observados quando o
HEPES estava presente no meio de
cultivo embrionario em relacdo ao
grupo controle (Figura 3).

i Meio Ambicnte eene=®

86

DISCUSSAO

O HEPES nos meios de
72 ‘ ‘ ‘ ‘ ; maturacdo e de cultivo embrionéario
0 15 30 &0 01 apresentou efeito tamp&do de forma
Periodos (minutas) dependente da concentragdo, o qual

foi demonstrado pela menor amplitu-
—o—MM (controle)  —w—MM (1250M) — —a—MM (250M) de de variacio do pH nos meios com
~1o& - KSOM (controk) - - KSOM (12.50M) —-@ - KSOM (3mM) HEPES (Figuras 1 e 2). Essa menor
variagcdo observada, provavelmente,

Figura 1 - Perfil da variagdo do pH dos meios de maturacdo TCM-199 modificadgpetiu-se de forma similar e exerceu

(MM) e de cultivo embrionario KSOM maodificado, ambos com 10% d ; {
SFB, sem HEPES (controle), com 12,5mM de HEPES e com 25,0mM E%pel |mportalnte durante os p(.-}I‘IOdOS
HEPES, em diferentes pontos de medi¢&o relativos a minutos de perma f_“at}”,af;ao . e desenvolvimento
cia em meio ambiente (2B). Os valores correspondem as médias de 3 r&mbrionario, pois os resultados de-
plicagdes. O erro padréo da média foi menor que 0,05 para todos os valomenstraram um efeito positivo sobre a
As curvas foram heterogéneas (p<0,012) e os meios com 25,0mM Podugéo de embrides com uso do
HEPES apresentaram menor variagdo de pH que os outros gru - ~
(p=0,0001), sendo que os meios contendo 12,5mM de HEPES, também -PES nos .mG:IC.)S de. maturagao’ e
riaram menos que o controle (p=0,0001). cultivo embrionario (Figura 3). E

Ciéncia Rural, v. 30, n. 3, 2000.
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pH

8.6 MA Estufa

8.4 (5% de CO,, 39°C)
8.2

8.0

7.8
7.6
74

72 -

75

30 45

Periodos (minutos)

120

—&— KSOM (controle) ——KSOM (12,5mM) —a&— KSOM (25mM)
- -@®- - MM (controle) - -H--MM (12,5mM) - -A--MM (25mM)

Figura 2 - Perfil da variagédo do pH dos meios de cultivo embrionario KSOM modifica-
do e de maturagdo TCM-199 modificado (MM), ambos com 10% de SFB,

influéncia de variagcbes ambientais
sobre o pH dos meios TCM-199 e

KSOM modificados, com ou sem

HEPES. Os indices de 45% de Bx
alcancados (Figura 3), demonstram
que o desenvolvimento embrionario

foi satisfatorio e esteve na média obti-
da pela maioria das equipes que tra-
balham com PIV. Ficou determinado

gue ao baixar a concentragdo de
HEPES, diminui-se a capacidade
tampdo e, com isso, perde-se a segu-
ranca de menor variacdo de pH nos
meios durante a PIV.

O efeito benéfico da pre-

sem HEPES (controle), com 12,5mM de HEPES e com 25,0mM de HEPEEN¢a do HEPES e a concentracdo em
em diferentes pontos de medigéo relativos a4 permanéncia em estufa (596]d€ deve ser utilizado parecem depen-
CO,, 39C) e no meio ambiente (MA; 26). Os valores correspondem asder da espécie, das manipulag@es e das
médias de 3 replicacdes e o erro padrao da média foi menor que 0,05 ‘Efl‘iﬁdigﬁes de cultivo para PIV em
todos os valores. As curvas produzidas sdo homogéneas (p>0,88) e os meio 2 ~ .

com 25,0mM e 12,5mM de HEPES forneceram um perfil do pH mais esté\%?&a Iaboratprlo €, por que. na(? dlze_r'
do que o controle tanto no meio KSOM modificado (p<0,001 e p<0,02; €M cada rotina de PIV, pois ha equi-

pectivamente) como no meio TCM-199 modificado (p<0,01 e p<0,05; repes que utilizam em seus sistemas de

pectivamente), levando em consideragéo a covariavel tempo. N&o houveqiitivo para embrides cuniculideos

ferenca significativa entre os grupos contendo HEPES (p>0,05).

(2,5mM; LIU et al, 1996) ebovinos
(12,5mM; GOTOet al. 1992) con-
centracdes mais baixas que 25,0mM.

importante ressaltar que o pH das solucdes e do Além disso, existem trabalhos contraditérios, uns

fluido celular é critico para a produgdo de blastocis-
tos (FUKUI et al, 1991; VAJTAet al, 1997) e 0
ideal é que ele esteja entre 7,3 e 7,5 (HARPER,
1994; DOWNS & MASTROPOLO, 1997; VAJTA
et al, 1997).

Nas condi¢bes deste trabalho, o uso do
HEPES na concentragdo tradicional de 25,0mM foi
extremamente positivo sobre os resultados finais da
PIV. Sendo, pela primeira vez, demonstrado o efeito
do HEPES em meio KSOM sobre o desenvolvi-
mento embrionario, bem como a demonstracdo da
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Figura 3 - HEPES no desenvolvimento de embrides bovimos
vitro. A adicdo de 25,0mM de HEPES no meio de
cultivo embrionario, KSOM com 10% de SFB
(HEPES), forneceu indices superiores de desenvolvi-
mento embrionario até o estagio de blastocisto expan-
dido (Bx) em relagéo ao grupo sem HEPES (controle;
p<0,01). Cada barra representa a média e o erro pa-
dréo da média de 3 replicagdes.

demonstram efeito positivo da presenca do HEPES
no meio de maturacdo em bovinos (KATO &
SEIDEL, 1995), no cultivo embrionario em suinos
sem suplementagdo de £@OmM de HEPES;
HAGEN et al, 1991) e no cultivo embrionario com
meio SOF em bovinos (10mM de HEPES;
KESKINTEPE & BRACKETT, 1996). Outros de-
monstraram que esse efeito é nulo no meio de fe-
cundacdo em bovinos(10mM de HEPES;
KESKINTEPE & BRACKETT, 1996) e no cultivo
embrionario sem suplementagdo de, @& suinos
(20mM de HEPES; POLLARDRt al, 1995). Tam-
bém, h& trabalhos demonstrando que a adi¢do de
HEPES pode determinar um efeito deletério, pois,
em cultivo de odécitos de camundongos, BAGGHER

al. (1987) descreveram que ha significativa degene-
racdo dos oécitos e DOWNS & MASTROPOLO
(1997) demonstraram que aumentam os indices
de vesicula germinativa. KESKINTEPE &
BRACKETT (1996), também, encontraram efeito
prejudicial do HEPES (25,0mM) no meio de fecun-
dacéo.

CONCLUSAO

A adicdo de HEPES aos meios para matu-
racdo de odcitos (TCM-199 modificado) e desenvol-
vimento embrionario (KSOM modificado) minimi-
zam a variacdo de pH, diminuem a variabilidade dos
resultados e incrementam os indices de blastocisto.

Ciéncia Rural, v. 30, n. 3, 2000.
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