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Transpor tede oocitosbovinosem meio de matur agéo sem controle de atmosfer a gasosa

Transport of bovineoocytesin matur ation medium without a controlled gaseousatmosphere

FabioGallasLeivast DanidadosSantosBrum? Alceu Mezzalira® LuisFernando CéceresPilla*
Mari LourdesBernardi® MaralolandaBatistellaRubin® CarlosAntonioMondino Silva®

RESUMO

Odcitos (n=1177) bovinos obtidos da aspiragéo
de foliculos com diametro entre 2 e 8mm, de ovarios de
matadouro foram divididos aleatoriamente em quatro
tratamentos com 11 repetices. Os odcitos foram maturados
por 24h em TCM-199 Sais de Earle, acrescido de 25mM de
bicarbonato de sédio, 25mM de HEPES, rFHS-h, Soro de
Vaca em Estro (SVE) e piruvato, em estufa a 39°C, com 5% de
CO2 em ar e umidade saturada (Grupo Controle, n=296) ou,
submetidos ao transporte simulado por 6 (T6, n=286), 12
(T12, n=294) ou 18h (T18, n=301) em meio de maturacio
TCM+HEPES, em banho-maria a 39°C, com 0os mesmos
componentes utilizados para o Grupo Controle, porém com
apenas 1mM de bicarbonato. Decorrido cada periodo de
transporte, os mesmos foram transferidos para placas com
meio de maturagdo, completando o periodo de 24h em estufa,
nas mesmas condi¢des do Grupo Controle. O periodo de
fecundacdo foi de 18h em condi¢Bes semelhantes de
temperatura e atmosfera gasosa, em FERT-TALP acrescido
de heparina, sendo a dose inseminante de 1x10°
espermatozoides/mL, selecionados por migragdo ascendente.
Os provaveis zigotos foram cultivados em meio SOF + 5%
SVE por 8 dias, em estufa a 39°C, em bolsas gaseificadas com
5% CO2, 5% O2 e 90% N2. Na avaliacdo da clivagem, ndo
houve diferenca entre os tratamentos. As taxas de
desenvolvimento embrionario no dia 7 foram semelhantes
para os grupos Controle (20,9%), T6 (19,2%) e T12 (21,4%),
com uma redugdo (P<0,05) observada no grupo T18
(12,3%), em relacéo aos grupos Controle e T12. No dia 9, o
T18 apresentou uma menor (P<0,05) produgéo de blastocistos
expandidos mais eclodidos, em relagdo aos demais grupos,

embora néo tenha sido observada diferenga (P>0,05) na
taxa de eclosdo. O nimero médio de células dos blastocistos
eclodidos ndo diferiu (P>0,05) entre os grupos Controle
(136), T6 (125,5) e T12 (126,8). Esses resultados indicam a
possibilidade do transporte de o6citos bovinos em meio de
maturagdo TCM+HEPES, sem controle da atmosfera gasosa,
a 39°C, pelo periodo de até 12h. Esta técnica oferece uma
alternativa pratica e eficiente para o transporte dos odcitos
bovinos destinados a producéo in vitro de embrides bovinos
(PIV).

Palavras-chave: oécitos bovinos, Hepes, OPU, PIV,
transporte.

ABSTRACT

Oocytes (n=1177) aspirated from 2 to 8mm
follicles obtained from bovine slaughterhouse ovaries (11
replications) were randomly distributed in four treatments.
Oocytes were matured for 24h with modified TCM-199 Earle
salts, plus 25mM bicarbonate, 25 mM HEPES, rFSH-h, Estrus
Cow Serum (ECS), and piruvate at 39°C, in incubator with
5% CO:z and saturated humidity (Control Group, n=296) or
exposed to a simulated transport for 6 (T6, n=286), 12 (T12,
n=294) or 18h (T18, n=301) in maturation medium
containing TCM + HEPES, in a 39°C water bath, with the
same components used in the Control Group, but with 1mM
bicarbonate. At the conclusion of each transport period,
oocytes were transferred to dishes with maturation medium to
reach 24h in incubator, under the same conditions described
for the Control group. Fertilization was accomplished during
18h, with the same temperature and gaseous atmosphere, in
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FERT-TALP plus heparin. The insemination dose was 1x10°
spermatozoa/mL, sorted by swim-up. Presumptive zygotes were
cultured in SOF medium + 5% ECS for 8 days, in incubator
at 39°C using gasified bags with 5% COz, 5% Oz and 90% N-.
Cleavage rates did not differ between treatments. Embryonic
development rates at D7 were similar for Control (20.9%), T6
(19.2%) and T12 (21.4%) groups, with a reduction (P<0.05)
for group T18 (12.3%) when compared to Control and T12
groups. At D9, there was a lower production of expanded plus
hatched blastocysts in T18 (P<0.05), without difference
(P>0.05) in hatched blastocyst rate. The average number of
cells of hatched blastocysts was similar (P>0.05) in Control
(136), T6 (125.5) and T12 (126.8) groups. These results
indicate the possibility of transporting bovine oocytes in
maturation medium containing TCM + HEPES, without
controlled gaseous atmosphere environment, at 39°C, for up
to 12 hours. This technique offers a practical and efficient
alternative for the transport of bovine oocytes for in vitro
production of bovine embryos (IVP).

Key words: bovine oocytes, Hepes, OPU, IVP, transportation.

INTRODUCAO

Para a producgdo in vitro de embrides
bovinos (PIV), os o6citos podem ser obtidos de
ovéariosde matadouro ou de animaisvivos, neste Ultimo
caso pelaovariectomia, laparoscopiaou aindaatravés
daaspiragéo folicular transvagina (OPU). Apesar dos
avancos nas técnicas de recuperacdo de odcitos, ha
poucos estudos sobre o transporte até o laboratério
dePlV, de o6citos obtidos de OPU (SCHERTHANER
eta., 1998, WOLFetadl., 1998; WARD et d., 2000; FRY
eta., 2000).

Blastocistos bovinos produzidos in vitro
podem ser mantidos em meios ndo gaseificados
(SCHNEIDER et al., 1998, MEZZALIRA et ., 1998)
ou, ainda, em meios gaseificados por até 24h (BRUM
et al., 2000/2001), sem prejuizos astaxas de evolugéo
embrionaria e prenhez. Entretanto, os odcitos
necessitam de condi¢Bes mais controladas, sendo o
mei o utilizado, adurag&o do transporte e atemperatura
entre a coleta e a chegada dos odécitos no laboratorio,
aspectos que influenciam o desenvolvimento
embrionério (WARD et a., 2000). SCHWARTZ et .
(21998) concluiram que atemperaturade armazenamento
influenciamais no desenvolvimento embrionario que
o meio utilizado.

O Fluido Folicular bovino (FFb), obtido de
foliculos entre 2 e 8 mm de didmetro, pode ser uma
alternativa paraa manutengao dos odcitos, por curtos
periodos de tempo, até a chegada no laboratério
(VIZCARRA etd., 2000; LEHMKUHL et dl., 2000). A
manutencdo em FFb pelo periodo de 24h, apesar de
reduzir a PIV, ndo impediu o desenvolvimento
embriondrio (MONTAGNER et al., 1997). Os meios

TALP-HEPESe TCM+BSA também tém sido utilizados
CcOm sucesso para 0 armazenamento de odcitos
bovinos destinados a PIV, por periodos que variam de
5 a 10h, conforme a temperatura utilizada
(SCHERTHANER et a., 1998; WOLF et a., 1998;
SCHWARTZ etal., 1998).

Osmeiosdecultivo utilizadosnaMaturagéo
in vitro (MIV) s80 essenciais para a maturacdo dos
odcitosbovinos, permitindo que atinjam ametéfasel |,
possibilitando afecundag&o, einfluenciando, também,
nas taxas de desenvolvimento embrionério in vitro
(ROSE & BAVISTER, 1992). Podem ser divididosem
simples ou complexos. Os simples séo constituidos
de uma solugdo salina acrescida de uma fonte
energética e um tamponante de pH, sendo o sistema
HEPES-Bicarbonato/CO, o mais utilizado, além de
serem geralmente suplementados com antibidticos,
soro ou albumina. Com relacdo a atmosfera gasosa, 0
CO; é utilizado para controlar o pH dos meios
tamponados com bicarbonato (BOONE & SHAPIRO,
1990). O HEPES vem sendo muito utilizado como
tamp&o paraevitar grandes variagdes de pH nosmeios
de maturagcdo e cultivo embrionario
(TWAGIRAMUNGU et al. 1998; FRY et a., 2000;
MONTAGNER et d., 2000), démdeser omaisuitilizado
pararemessa de odcitos col etados e destinados a Pl V.

A producé@o de embrides em tubos de
poliestireno previamente gaseificados e mantidos em
banho-maria para manutencéo da temperatura foi
comprovadapor OLIVIER et al. (1998). Comparando
diferentes meios de transporte de o6citos, previamente
equilibrados em estufa, TWAGIRAMUNGU et al.
(1998) ohservaram que para periodos de até 6h ndo
havia diferenca nas taxas de PIV, entre TCM e
TCM+HEPES previamente equilibrados em estufa,
embora para periodos superiores, a producéo de
blastocistos tenha sido afetada em relagdo ao grupo
controle. Outros autores também néo observaram
diferencas na capacidade de desenvolvimento dos
odcitos mantidos em meios tamponados com HEPES
ou bicarbonato (WARD et al., 2000).

No Brasil, em funcdo da grande extensdo
territorial, as condicdes de transporte dos odcitos até
o laboratério de PIV sdo consideradas como fator
limitante naproducdo comercial pois, em muitos casos,
0 transporte até o laboratério pode demorar varias
horas. Os bons resultados obtidos com o transporte-
simulado, em meio de maturacdo, sem controle de
atmosfera gasosa, por 6h (LEIVAS et al., 2001),
evidenciaram a necessidade de avaliar periodos mais
longos de transporte nessas condic¢des. A adequac&o
desta metodol ogia constituird importante ferramenta
para o incremento da produc&o in vitro de embrides,
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evitando o inconveniente da gaseificacdo prévia dos
meios de MIV e facilitando o transporte de odcitos
coletados em |ocais mais distantes. Este trabalho teve
como objetivo avaliar os indices de producdo de
blastocistos e a sua viabilidade apds o transporte
simulado de odcitos bovinos por periodos de 6, 12 e
18h em meio de maturagdo TCM+HEPES a39°C, sem
controle da atmosfera gasosa.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos ovérios e selecdo dos odcitos
ParaaPlV, osodcitosforam obtidosapartir
de ovérios provenientes de frigorifico, transportados
até o laboratorio a 30°C, em solugéo de NaCl a0,9%,
acrescida de 50Ul/mL de penicilina G-Potassica e
100mg/mL de estreptomicina. Foram aspirados os
folfculos com diametro entre 2-8 mm, com auxilio de
uma bomba de véacuao®. Os odcitos recuperados foram
mantidosem liquido folicular parabuscae selegdo sob
estereomicroscopio, sendo selecionados para a
maturacado os odcitos de qualidade 1 e 2, segundo os
critériosdescritos por DeLOOSet al. (1989).

Maturacdo invitro dos oécitos

Apbs a selecdo, os odcitos foram
dstribuidos aleatoriamente em 4 tratamentos. Os
oécitos do Grupo Controle foram submetidos a MIV
em placas Nunc®, em gotas de 400uL de meio de
maturacdo TCM-199¢ Sais de Earle, adicionado de
2,2mg/mL de bicarbonato desddio (25mM), 5,95mg/mL
deHEPES (25mM), 0,025mg/mL de piruvato de sadio,
0,01UI1 derFSHhe/mL e10%de SVE', em estufacom 5%
de CO,em ar, 39°C e umidade saturada, por 24h. Os
odcitos dos tratamentos submetidos ao transporte
simulado (T6, T12, T18), foram mantidos em tubos de
poliestireno® contendo 400pL de meio de maturacéo
TCM+HEPES (pH 7,4) com todos os componentes
utilizados para o Grupo Controle, porém com apenas
1mM debicarbonato de sddio, cobertospor 6leo minera
por 6, 12 ou 18h, em banho-maria a 39°C. Apdés este
periodo, os odcitos de cada tratamento foram
transferidos para placas com meio de maturagéo, nas
mesmas condi¢des do grupo Controle, e permaneceram
0 tempo necessario paracompletar 24h de maturagso.

Fecundacéo in vitro dos odcitos

Decorrido o periodo de MIV, os odcitos
foram transferidos paragotas de 400uL demeio TALP-
FERT, com 6mg/mL de BSA e0,22mg/mL de piruvato
de sédio, acrescido de 30ug/mL de heparina,
previamente equilibrado em estufa por duashoras. Para
a fecundagdo foi utilizado sémen congelado de um

pool de doistouros Bostaurus, selecionadosem TAL P-
SPERM, por migracdo ascendente (“swim-up”). A dose
inseminante utilizadafoi de 1x10° espermatozéides/mL.
A incubacgdo dos odcitos/espermatozoides foi
conduzidaem estufade cultivo a39°C, com 5% de CO,
em ar, com umidade saturada, por um periodo de 18h.

Cultivo invitro dos embrides

Apbs o periodo de fecundagao, os oécitos/
zigotos foram submetidos a agitagdo mecanica paraa
retirada das células do Cumulus oophorus e, em
seguida, transferidos para gotas de 400uL de meio
SOF, acrescido de 20pL/mL de aminoacidos essenciais
e10uL/mL deaminoécidosndo-essenciais+ 5% de SVE
em placas Nunc sob 6leo mineral, durante 8 dias. O
sistema de cultivo empregado foi 0 Bag System, que
consiste na manutencgdo das placas de cultivo
embrionario, no interior de bolsas Nunc®, preenchidas
por mistura gasosa de 5%CO,, 5%0, e 90%N,, em
estufaa39°C (PALMA et a., 1998).

Foram avaliadas as taxas de clivagem, no
dia 2 (D2), as taxas de blastocistos no dia 7 (D7) e
blastocistos expandidos e eclodidos no dia9 (D9) de
cultivo, além da taxa de eclosdo, no D9. O dia da
inseminagdo foi considerado como o dia Zero (DO0).
Apbs aavaliagdo dataxa de desenvolvimento no D9,
0s blastocistos eclodidos dos grupos controle, T6 e
T12 foram fixados em paraformol al deido a2%, paraa
realizacdo da contagem do ndmero de células. Os
embriBesforam corados com Hoechst naconcentragéo
final de 10 pg/mL de PBS salino. A visualizagdo foi
efetuadaem microscopio de epifluorescénciaequipado
comfiltro deexcitacdo (365mm) efiltro debarreira(410
nm).

Foram efetuadas 11 repeti¢des e os dados
foram analisados pelo Procedimento GLM, do pacote
estatistico SAS (Release 6.12-1998), sendo asmédias
comparadas pelo teste de Tukey com nivel de
significanciade 5%.

RESULTADOS

Na avaliagdo efetuada em D2, as taxas de
clivagem dos grupos submetidos ao transporte-
simulado durante 6, 12 e 18h ndo diferiram (P>0,05)
das observadas no grupo Controle (Tabela 1),
demonstrando néo existir efeito prejudicial do
transporte simulado sobre resposta.

Ao comparar o0 desenvolvimento
embriondrio em D7 (Tabela 1), as taxas foram
semelhantes (P>0,05) para os grupos Controle, T6 e
T12 , observando-se, porém, reducgdo significativa
(P<0,05) no Grupo T18, em relagéo ao grupo Controle
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Tabela 1 - Desenvolvimento in vitro de embrides bovinos com odcitos mantidos
em meio de maturagdo TCM+HEPES sem controle de atmosfera
gasosa por diferentes periodos de transporte simulado.

para periodos mais prolongados de
transporte, o bloqueio produzido pelo FFb
pode determinar reducédo no posterior
desenvolvimento embrionério, embora

Tratamentos Odcitos % Clivagem % Blastocistos % Eclosao SCHWARTZ et al. (1998) tenham obtido
n Dia2 Dia7 Dia9 Dia% bons resultados com a manutengdo dos
: R R odcitos por 10h a20°C em FFb. E importante

Controle 296 84,1 209% 196 37.9* . : . . ~
Transporte 6h (T6) 286 81,5% 192%  175% 48,0 ainda ('ton? derar o risco .da mt_rodugao e
Transporte 12h (T12) 294 85,4° 214° 184° 463 transmissdo de agentes infecciosos que
Transporte 18h (T18) 301 76,1° 123" 86> 385 possam estar presentes neste fluido

® | etras diferentes, na mesma colunaindicam diferenca significativa (P<0,05)

* Calculados sobre 0 nimero de blastocistos em D9

eT12. Em D9, observou-se menor (P<0,05) producéo
de blastoci stos (expandidos mai s eclodidos) no grupo
T18emrelacdo aosgrupos T6, T12 e Controle, embora
ndo tenha sido observada diferenca (P>0,05) nataxa
de ecloséo.

O numero de células dos blastocistos
eclodidos do grupo Controle ndo diferiu (P>0,05) do
grupo T6 e T12 (Tabela2). Osembridesdo grupo T18
ndo foram submetidos a contagem de células, por
terem apresentado indices de desenvolvimento
inferiores aos demais grupos, o que inviabiliza sua
utilizag8o como préticade transporte.

DISCUSSAO

O meio utilizado parao transporte € um dos
principaisfatores queinterferem no desenvolvimento
embrionarionaPlV (GARCIA et al., 1998). Entretanto,
poucos trabal hos tém sido conduzidos paraavaliar os
diversos fatores que podem influenciar este
transporte. A utilizagcdo de meios de maturagcéo com a
adicdo de hormdnios no transporte de oécitos, objeto
do presente estudo, é importante para o posterior
desenvolvimento embrionério, pois proporciona aos
odcitos condi ¢des adequadas de maturagdo, jadurante
o transporte. GARCIA et al. (1998) obtiveram
resultados superiores de PIV com o transporte de
o0citos em meio de maturagdo, quando comparado a
meios de manutencdo. Substancias como o Fluido
Folicular bovino (FFb) tém sido utilizadas no
transporte de odcitos bovinos (MONTAGNER et d..,
1997; LEHMKUHL etd., 2000; VIZCARRA et d., 2000),
com resultados satisfatérios, quando o periodo de
transporte é relativamente curto. O FFb proporciona
grausvariaveis de bloqueio dameiose, possibilitando
maior sincronia entre maturagdo nuclear e
citoplasmética(LEHMKUHL, 2001), o que € adequado
paraamanutencéo durante periodos curtos. Entretanto,

(STRINGFELLOW et a., 2000), além da
grande variagcdo nos resultados de PIV,
conforme a partida do FFb (LEHMKUHL,
2001). Essesinconvenientes sdo minimizados
com a utilizacdo do TCM+HEPES para o
transporte dos odcitos destinados a PIV, o que
proporciona resultados mais homogéneos e com
menores riscos sanitérios.

O HEPES vem sendo utilizado amplamente
como tamponante em meios de transporte de odcitos,
nas rotinas de OPU-PIV, sendo o meio TALP-HEPES
(SCHERTHANER et al., 1998; WOLF et ., 1998) e o
TCM-HEPES(SCHWARTZ et d., 1998; GARCIA et dl.,
1998; FRY et d., 2000) osmaisempregadosparaestetipo
deprocedimento. SCHWARTZ et al. (1998) verificaram
melhoresresultadosnaPlV apésamanutencdo de odcitos
bovinosem TCM-HEPES ou FFb, anteriormenteaM1V,
quando comparadosao TAL P-HEPES.

Uma alternativa para periodos mais
longos de transporte é a utilizacdo de meios
previamente  equilibrados em  estufa
(TWAGIRAMUNGU et al., 1998; OLIVIER et al.,
1998; WARD et a., 2000), que, todavia, apresentam
resultados contraditérios, além do inconveniente da
necessidade de prévia gaseificacdo e remessa para
o local da OPU, o que dificulta muito sua
aplicabilidade.

Tabela 2 - Nimero médio de células, visualizadas por coloragéio
fluorescente com Hoechst, dos blastocistos bovinos
eclodidos obtidos apés a fecundagdo de odbcitos
submetidos ao transporte-simulado em meio de
maturacdo TCM+HEPES por diferentes periodos

Numero de células + desvio-

Tratamento 2o o cls
Controle (n=12) 13((; é) 513?5
Transporte 6 horas (n=11) 12(58;3 %OgA
Transporte 12 horas (n=5) 12(%58 %94%7

P>0,05
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No presente estudo, o niimero e aqualidade
dos blastocistos ndo foram influenciados pelo tempo
detransporte simulado, até 12h, em meio de maturagdo
TCM+HEPES sem controle da atmosfera gasosa,
corroborando os resultados de autores que utilizaram
0 HEPES como tamp&o no meio de manutencdo e no
transporte de odcitos durante curtos periodos, antes
daMIV (SCHWARTZ eta., 1998; SCHERTHANER et
al., 1998; TWAGIRAMUNGU et al., 1998; WARD et
al., 2000) ou como meio de MIV no transporte em
diferentes periodos e diferentes sistemas (GARCIA et
al., 1998; FRY et al., 2000).

Poucos experimentos tém sido conduzidos
paraavaiar ainfluénciadatemperaturanasdiferentes
etapas da PIV, sendo normalmente utilizada a
temperaturacorporal daespécie. Sabe-se quevariagdes
bruscas de temperatura durante a coleta, transporte e
cultivo de odcitos e embrides devem ser evitadas, para
amaximaprodugao embriondria(BOONE & SHAPIRO,
1990). SCHWARTZ et al. (1998) obtiveram melhores
resultados de PIV mantendo odcitos bovinos antes
daMIV em TCM-HEPES ou Fluido folicular bovino
(FFb) a20°C, do que a39°C. A temperatura utilizada
no transporte-simulado, neste experimento € préxima
atemperaturafisiol 0gica da espécie, possibilitando a
obtencdo de resultados satisfatérios, que estdo em
acordo com os verificados por outrosautores (NIBART
etd.,1997; PEIXER et d., 1997; FRY etd., 2000; WARD
etal., 2000).

O transporte durante 18h, apesar de nédo
ter afetado a taxa de clivagem e a eclosdo dos
embrides que chegaram ao estagio de blastocisto,
resultou em diminui¢do no ndmero de blastocistos
produzidos. Apesar de muitos trabalhos
comprovarem aceficienciado Hepes como tamponante
do pH (TWAGIRAMUNGU et a. 1998; FRY et 4.,
2000; MONTAGNER et a ., 2000), observou-se uma
reducdo da viabilidade no grupo T18 que pode ter
ocorrido pela incapacidade do tampdo HEPES em
manter 0 pH durante 18h, que pode ter determinado
prejuizos no desenvolvimento posterior dos
embrides. Entretanto, esta anélise ndo foi realizada
no presente estudo, sendo necessarias novas
investigacdes que avaliem diferentes sistemas para
o transporte, a troca ou reposi¢do do meio apds o
periodo de 12h.

A metodologia empregada no presente
trabalho, sem a necessidade de prévia gaseificacao,
oferece alternativapréticae eficiente parao transporte
dos odcitos bovinos destinados a PIV, por até 12h, o
gue possibilita sua remessa a grandes distancias,
representando um método f&cil, prético e aplicavel na
maioriadoslaboratériosde PIV do Pais.

CONCLUSOES

O transporte de odcitos bovinos, em meio
de maturagdio TCM+HEPES, a 39°C sem controle de
atmosfera gasosa por até 12h, ndo determina
decréscimo nastaxas de desenvol vimento embrionario
invitro bem como no niimero de células dos bl astocistos
eclodidos. Esta técnica congtitui-se numa alternativa
prética e eficiente para a remessa até o laboratério de
P1V, dos odcitos bovinos aspirados a campo.
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