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Transporte-maturacdo de oécitos bovinos em palhetas

Transport-maturation of bovine oocytes in straws
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Marcia Vendrusculo dos Santos?, Ricardo Monteiro Chequim?, Mari Lourdes Bernardi?,
Carlos Antonio Mondino Silva* & Mara lolanda Batistella Rubin*

RESUMO

A demanda pela aspiracao folicular associada a prodtugdim de embrides, no Brasil, aumentou com o objetivo
de acelerar o ganho genético do rebanho bovino. A técnica, no entanto, apresenta limitacdes, especialmente relacionadas a
tempo e as condicdes de transporte dos odécitos até o laboratério. Para avaliar o uso de palhetas de 0,25mL no transporte
maturacdo simulado, complexasmulusodcitos (CCO) de vacas de frigorifico foram maturade#tro. No experimento |,
efetuou-se a maturagdo em meio TCM-199pkamas de 4 pogos, em estufa a 38,5°C, 5%@ 24h (grupo controle) e em
palhetas, em meio TCM-Hepes, mantidas por 6h em banho-matria (grupo BM) ou garrafa térmica (grupo T), a 38,5°C. Nestes dois
grupos, a maturacao foi completada em placas, por 18h, nas mesmas condicdes do grupo controle. No experimento Il, simulou-
se o transporte em palhetas, em meio TCM-Hepes, a 38,5°C, por 24h, em estufa (grupo palheta). O grupo controle foi semelhante
ao do experimento |. A fecundacéo (=DO) foi efetuada em meio TALP-Fert, por 18h, e o cultivo foi efetuado em meio SOFaaci,
por 8 dias, em ambos 0s experimentos. As taxas de blastocistos em D7, no experimento |, foram semelhantes (P>0,05) para o
grupos controle (31%;97/312), BM (21%;64/301) e T (31%;94/298). No experimento Il, ndo houve diferenca (P>0,05) nas taxas
de blastocistos em D7 entre os grupos controle (30%;44/145) e palheta (20%;29/139). O nimero de células dos blastocistos
eclodidos nao diferiu entre os grupos, em ambos os experimentos (P>0,05). As palhetas ofereceram condicBes seguras
praticas para o transporte-maturacao de CCO em TCM-Hepes, em garrafa térmica a 38,5°C, por 6h. Portanto, sua aplicacdo
possivel nos programas de aspiracao folicular e prodinigétoo de embrides bovinos.

Descritores bovinos, palhetas, Hepes, transporte, PIV.

ABSTRACT

The interest for bovine ovum pick-up associated with the emiorydtro production process in Brazil is
growing, seeking a fast genetic improvement of the herd. However, the whole procedure shows limitations especially
regarding time and conditions for the transport of oocytes. To evaluate the use of 0.25mL straws during the transport-
maturation processumulusoocyte complexes (COC) obtained from slaughtered cows were seledtedtformaturation.

In experiment |, the maturation was performed in 4-well dishes, with TCM-199 medium, in an incubator with, %% CO
38.5°C, for 24h (control group) and into 0.25mL straws containing TCM-Hepes medium, maintained in water bath (BM
group) or in a thermo bottle (T group) at 38.5°C, for 6h. In these two groups, maturation was completed in 4-well dishes, for
18h, in the same conditions of the control group. In experiment Il, the transport-maturation was simulated in straws with
TCM-Hepes medium, at 38.5°C, in an incubator, for 24h (straw group). The control group was similar to that described for
experiment |. The fertilization (Day 0) was accomplished in TALP-FERT for 18h and the culture in SOFaaci medium, for 8
days, in both experiments. In experiment |, blastocyst rates at D7 were similar (P>0.05) for control (31%; 97/312), BM (21%;
64/301) and T (31%;94/298) groups. In Experiment Il, no differences (P>0.05) were observed between control (30%; 44/145)
and straw (20%; 29/139) groups. Embryo cell number of hatched blastocysts was similar between groups, in both experiments
(P>0.05). The straws offered a safe and practical method for bovine oocyte transport in TCM-Hepes, in thermo bottles, at
38.5°C, for 6h. Therefore, its application is possible in programs of oocyte aspiration and in vitro embryo bovine production.
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INTRODUCAO porte de CCO foi testado em tuldeslcon,em incu-

. . . . badora portatil [16]. O fato das palhetas serem de baixo
A aspiracdo folicular transvaginal guiada por

. - R custo e de facil manipulacao levou-nos avaliar o mo-
ultra-som (OPU), associada a produ@@witro de putac

. . . S delo de 0,25mL para o transporte-maturagdo de CCO
embriBes bovinos (P1V), permite que odcitos imaturos P P ¢

de vacas de alto mérito genético gerem embrides viem TCM-Hepes, por 6h, em garrafa térmica ou ba-
9 9 rz?ho—maria a 38,5°C e, por 24h, em estufa, sem contro-

veis a transferéncia. A OPU/PIV, difundida mundial-
L. o le da atmosfera gasosa.
mente, ocupa no mercado agropecuario brasileiro uma
posicao de destaque. A empresa que mais emprega esta MATERIAIS E METODOS
tecnologia comercialmente esta sediada no Brasil [2].C
O material genético da fémea, 0s Complexoa
CumulusOdcitos (CCO), sdo sensiveis as variacoes
de temperatura e pH. A longa distancia entre as fa-  Ovarios bovinos provenientes de frigorifico fo-
zendas e os laboratorios de producdo € um entrangn transportados ao laboratério, a temperatura inici-
para o transporte de CCO recuperados de doadogdsde 30°C, em solucéo fisioldgica (0,9% de NpCI
vivas por OPU e tem sido objeto de varias pesquisg®dm50mg/L de estreptomicifia 100.000UI/L de pe-
[3, 8, 14, 23,29,30]. A maturacéo vitro € efetuada nicilina G-PotassicaNo laboratdrio, os mesmos fo-
em estufa de cultivo com 5% de (#n ar, em meios ram lavados em alcool 70°GL e, em seguida, duas
com bicarbonato que promovem o controle do pH [9)ezes em solucéo fisioldgica. Os foliculos (diametro 2
Por outro lado, quando ndo se tem atmosfera gasas8mm) foram puncionados com agulha 21G conectada
controlada, deve-se adicionar um tamp&o organic® uma bomba de vacue os CCO recuperados fo-
como o Hepes [29,30]. Uma alternativa para a manwam mantidos em liquido folicular para identificagdo
tencdo dos CCO ¢é em liquido folicular bovinosob lupa estereomicroscopicémediatamente apos,
[14,23,25] ou equino [22]. O transporte de CCO ja fofoi realizada a selecdo dos CCO pelo aspecto
testado em tubos de 4mL [5], em estufa portatil [5,27morfolégico [6]. Antes de iniciar as rotinas deste es-
em placas mantidas em bolsas plasticas e gaseificadado, efetuou-se o controle da temperatura da agua
[20], em tubosEppendorffde 1,5mL [28], criotubos em uma garrafa térmica, recipiente utilizado para o
de 1mL [12] e tubos de poliestireno gaseificados mamransporte-simulado dos complexasnulusodcitos,
tidos em banho-maria [13,15,17]. Em bubalinos, o trango decorrer do tempo (Figura 1).

oleta e selecdo dos Complexos Cumulus-
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Figura 1. Curva de temperatura da garrafa térmica utilizada no transporte-maturacao simulado de Compléxss
o6citos (CCO) bovinos em palhetas de 0,25mL, por 6 horas.

178



Tessmann J.V., Mozzaquatro F.D., Rauber L.P.,, Santos M.V,, Chequim R.M., Bernardi M.L., Silva C.A. M. & Rubin M.I.B.
2004.Transporte-maturacdo de o6citos bovinos em palhetas. Acta Scientiae Veterinariae. 32:177-184.

Maturacao in vitro (MIV) Cultivo in vitro

Em ambos experimentos, os CCO foram distri- Em ambos os experimentos, apds o periodo de
buidos aleatoriamente nos tratamentos. Os CCO &bV, os odcitos/zigotos foram submetidos a agitacéo
grupo controle (C) foram lavados 5 vezes em meimecéanica por 85 segundos, em TCM-Hepes. O culti-
TCM-Hepes com TCM-199Sais de Earle), 6,5mg/ vo foi conduzido em 400mL de meio SOFaaci - fluido
mL de HEPES (H700%, 0,168mg/mL de bicarbona- sintético de oviduto [10], com 5% de soro de vaca em
to de sodio (S576), 0,022mg/mL de piruvato de sédio estro, em placas de cultivo celular com 4 pgcash
(P4562) e 10% de soro de vaca em estro (SVE). O8leo minerdl, acondicionadas em bolsas com 5% de
CCO (20 a 30) foram maturadwsvitro, em 400mL  CO,, 5% de Q e 90% de Iy mantidas em estufa a
de TCM-199 com 3mg/mL de bicarbonato de s6di®@8,5°C por 8 dias.

(S5761), 5,957mg/mL de Hepes (H613# 0,01UI A maturacéo, fecundacao e cultivovitro nos

de rFSHWmL e 0,5mg/mL de LF em placas de gjferentes tratamentos foram conduzidos simultanea-
guatro pogo’s por 24h, em estufele cultivo, a38,5°C  mente, mas em experimentos independentes com 13
com 5% de CQem ar e umidade saturada. Os CCQgxperimento 1) e 5 (Experimento 1) repeticdes. Con-
dos tratamentos foram lavados e envasados cO§yerando-se a data da fecundag&o como dia zero (DO),
TCM-Hepes + 0,01Ul de rESHh/mL e 0,5mg/mL degs taxas de clivagem e de blastocistos foram avalia-
LH, em palhetasde 0,25mL, com 5CCO/palheta (5 das em D2 e D7, respectivamente. Em D9, foi avalia-
CCO:50ml de meio). do o desenvolvimento até blastocisto expandido e

No experimento |, as palhetas permaneceramc|odido. Todos os blastocistos eclodidos foram fixa-
por 6h em garrafa térmi€acom agua inicialmente a dos em paraformaldeido a 2% e corados com Hoechst
38,5°C (T), ou em banho-maria a 38,5°C(BM), acon¢1opL/mL), em PBS salino, para a contagem de célu-
dicionadas em luvas de procedimento. ApGs esse s, A visualizagso foi efetuada em microscopio de

riodo, todos CCO foram retirados das palhetas, lav@pifluorescéncia com filtro de excitago (365mm) e
dos 4 vezes em TCM-Hepes e maturados por 18fe parreira (410nm).

nas mesmas condi¢cdes dos CCO do grupo controle.

. Analise estatistica
No experimento I, os CCO-Controle maturaram

nas mesmas condi¢ges do grupo controle do experi- O delineamento experimental foi de blocos ao
mento |. No grupo-Palheta, os CCO foram mantidoacaso e cada repeticdo foi considerada um bloco. Os
em palhetas, com meio TCM-Hepes+LH/FSH, paradados referentes as taxas foram submetidos a trans-
simular o transporte-maturacdo sem controle da dermacéo raiz quadrada e somados a constante de 1,5
mosfera gasosa, permanecendo na estufa de cultipara uniformizar a variancia das amostras. Aplicou-
por 24h, sob temperatura constante, em bolsas plasté 0 método da analise de variancia, teste F e teste de
cas seladas, impermeaveis a gases. Tukey, em nivel de 5% de significancia. Os resultados
foram processados pelo programa estatistico SAS, pelo
procedimento GLM [24]. Os dados da contagem de
Concluida a maturacao, em ambos experimerf€lulas dos blastocistos foram submetidos a transfor-

tos, os CCO foram transferidos para 400mL de mei®acao logaritmica, antes da analise pelo GLM. As
TALP-FERT [21] com 6mg/mL de BSA0,22mg/ Medias foram comparadas pelo teste de Tukey.

Fecundacaoin vitro (FIV)

mL. de piruvato de sédie pgniciIgminafhipotaurina+ RESULTADOS
epinefrina (PHE). Este meio foi estabilizado por 2h o
e, apos, acrescentou-se 30mg/mL de heparika Foi verificado que a temperatura da agua, den-

FIV foi conduzida em estufa de cultiva 38,5°C, tro da garrafa térmica utilizada para conduzir o trans-
com 5% de CQem ar e umidade saturada, por 18hporte-maturacdo de CCO em palheta§ de 0,25mL,
com sémen congelado (1 X*E8permatozéides/mL) Passou de 38,5 para 36,5°C apos 6h (Figura 1).

de um touroBos tauruspreparado por migracao No experimento |, as taxas de clivagem em D2
ascendente [21]. foram similares (P>0,05) para CCO mantidos em palhetas
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em garrafa térmica (78,8%), banho-matria (78,7%) e gru- No experimento Il, ndo houve diferenca

po controle (79,5%). Os indices de blastocistos em D7AB>0,05) no percentual de clivagem (86,2 e 79,1%),
D9, também foram semelhantes (P>0,05; Figura 2) entte blastocistos em D7 (30,3 e 20,8%; Figura 3), nem
0s tratamentos e o grupo controle. O nimero de células nimero de células dos blastocistos eclodidos (Ta-
embrionarias de blastocistos eclodidos ou em eclosao (Teela 2) entre o grupo controle e os CCO mantidos em
bela 1) néo foi diferente (P>0,05) entre os grupos contrpalhetas, na estufa por 24h, respectivamente. A pro-
le, garrafa térmica e banho-matria. ducao de blastocistos em D9 (14,4%) do grupo de CCO

; - L o mantidos em palhetas foi inferior (P<0,05) a do grupo
Tabela 1.NUumero médio de células visualizadas por colo- ntrole (24,8%; Figura 3)
racdo fluorescente com Hoechst de blastocistos bovind® 070, 19 )
eclodidos e em eclosao, obtidos com Complexosulus

odcitos submetidos ao transporte-maturdgagtro em  Tabela 2.NUumero medio de células visualizadas por colora-

palhetas de 0,25mL, a 38,5°C por 6 horas. cdo fluorescente com Hoechst de blastocistos bovinos
eclodidos, obtidos de Complexasmulusodécitos subme-
Tratamentos tidos ao transporte-maturacéo vitro em palhetas de
Estagio  Controle (Estufa) Banho-maria Garrafa-térmica 0,25mL, a 38,5°C, por 24 horas.
embrionario
., 1329+ 455 1303 +37.9 1411 +500 Estagio embrionario Controle Palheta 0,25mL
selaellaes (=2 (= 30) (= 552) Blastocistos 1054 + 39,3 118,7 £ 27,2
Blastocistos ~ 94,3+27,0 1225+354 1093 + 36,1 eclodidos (n=11) (n=4)
em eclosao (n=17) (n=6) (n=6)

Nao houve diferenca entre os tratamentos (P>0,05).
Nao houve diferenca entre os tratamentos (P>0,05).

H Controle (Estufa) O Banho-maria O Garrafa Térmica
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Figura 2. Producéo embrionaria vitro com Complexos cumulus-odcitos (CCO) bovinos submetidos ao transporte-maturacéo
simulado em palhetas de 0,25mL, por 6 horas.
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Figura 3. Producao embrionaria vitro com Complexos cumulus-o4citos (CCO) bovinos submetidos ao transporte-maturacao
simulado em palhetas de 0,25mL, por 24 horas.

DISCUSSAO clivagem e producgéo de blastocistos manteve-se em

percentuais similares aos do grupo controle (Experi-

A valorizagéo do material genético bovino im-mento |, Figura 2). Em estudo no qual foi avaliado o
pulsionou o uso em larga escala da prodigéivoe  efeito da temperatura sobre a produgéo de embrides

in vitro de embriGesUm dos fatores limitantes para ain vitro [26], a partir de oécitos bovinos, foi demons-

OPU/PIV é a perda da qualidade dos oo6citos durantgado que a reducéo da mesma de 38,5°C (10h inici-
o transporte. O meio e o recipiente em que 0s 06citags) para 37°C (14h finais) ndo determinou prejuizo na
séo acondicionados séo fatores que influenciam r&volucdo embrionaria subseqiiente, sugerindo que pe-

perda da qualidade. quenas variacdes de temperatura durante a MIV nédo
Com o uso de palhetas de 0,25mL para trangfetam a producaim vitro.

porte dos CCO em garrafa térmica, houve diminuigdo Quando o transporte de CCO é efetuado sem
da temperatura de 38,5 para 36,5°C, apos 6h, magdntrole da atmosfera gasosa, procura-se minimizar
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as possiveis alteracdes de pH do meio. O transpopalhetas por 24h. Mesmo que o0 meio TCM-Hepes ndo
de CCO em tubos de poliestireno de 1,5mL, emostre variacdo de pH, durante 24h de maturacéo,
400mL de TCM-Hepes, por 12h, resultou em produem tubos de poliestireno de 1mL [3], é possivel que
¢cdo de blastocistos, em D9, superior (18,4%) a olele ndo tenha sido adequado para um periodo téo lon-
servada (8,6%) ap6s 18h [15]. Para evitar a varigo de maturacdo, em palhetas. Se o volume reduzido
¢do de pH do meio, CCO bovinos foram maturadode meio na palheta ou a presenca das colunas de ar,
sem controle da atmosfera gasosa, por 24h, em tizinhas ao meio, com 0s 06citos na coluna central da
bos de poliestireno de 1mL repletos de TCM-Hepegpalheta, foram responsaveis por essa diminuicao, ain-
para reduzir o volume de ar [3]. Nesse caso, o pH dia resta esclarecer. H4 ainda que considerar que a
meio TCM-Hepes praticamente nao variou, durantavaliacdo em D9 é usual em pesquisa enquanto que,
24h, tendo passado de 7,5 para 7,4 e o desenvoleim programas comerciais de OPU/PIV, os embrides
mento embrionario em D7 (38%) foi semelhante aedo transferidos em D7. Assim, a ocorréncia de dife-
observado no grupo controle (36%), constituido parencgas percentuais entre as duas avaliacdes € discuti-
CCO maturados em TCM-199, em estufa com 5%el, pois a transferéncia de embrides produzidos
CO,. Dessa forma, o meio TCM-Hepes foi utilizadovitro €, sem excecéo, efetuada antes do oitavo dia de
em ambos os experimentos do presente trabalho paesenvolvimento.
evitar a variacao de pH, durante o periodo de trans- As palhetas de 0,25mL requerem menor volu-
porte simulado. me de meio néo gaseificado para acomodar os odécitos
Nos programas OPU/PIV, em bovinos, é coe possuem custo inferior a outros recipientes. Elas
mum a necessidade de efetuar a maturagdo em péerecem, ainda, condicdes seguras e praticas para o
quenos grupos de oocitos. Embora a maturacéo indiansporte/maturacdo de CCO em TCM-Hepes, em
vidual de CCO em meio SOFaa, com alcool polivinilicgyarrafa térmica a 386, por até 6h, para uso nos
e 10ng/mL de fator de crescimento epidérmico (EGRjrogramas de aspiragéo folicular e produgaaitro
tenha permitido a obtencdo de 20% de blastociste® embrides bovinos.
[18], odcitos maturadads vitro individualmente tém, -
invariavelmente, sua competéncia oocitaria compro- CONCLUSOES
metida, bem como o seu subseqtiente desenvolvimen-  pgjhetas de 0,25mL podem ser utilizadas para

to embrionario [1,4,7,11]. Deve-se considerar a relad transporte-maturacio de Complexdsmulus
¢éo entre o volume de meio e 0 nimero de CCO Rfcitos bovinos em TCM-Hepes, acondicionadas em
avaliacdo da producéo de blastocistos. Quando grya rafa térmica a 38,5°C, sem controle da atmosfera

pos d_e 5 a 30 CCO sdo maturados, na proporcao d§dsosa, por até 6h, sem prejuizo ao desenvolvimento
CCO:13mL, ha aumento progressivo na produ¢do &y rionarioin vitro. Adicionalmente, o transporte-

blastocistos, com o aljmento dc3 namero de odcitos [;%aturagéo em meio TCM-Hepes a 38,5°C, por 24h, é
Mantendo a proporgialq de 1 odcito por 10m|__ de MeIQsavel para a producéno vitro de embrides bovinos.
grupos de 10 e 5 odcitos resultam em maiores taxas

de blastocistos que os odcitos cultivados indiwdualme'kgradecimentos Ao Prof. Dr. Carlos Augusto

te [29]. Em ambos os experimentos do presente s ann do LAMIC (UFSM) e ao Prof. José
do, foram utilizados 5 o6citos por palheta, considera . . .
enrique Souza da Silva (Depto. de Zootecnia,

0 minimo necessario para nao prejudicar a produg SM), pelo apoio & pesquisa. Ao Dr. Neimar Correa

de blastocistos [29]. da PECPLAN-ABS, Rosério do Sul, RS, pela assis-

No experimento Il, as taxas de clivagem e d(teA P o A .
. . p ) €ncia técnica/auxilio no preparo do sémen, aos Fri-
blastocistos em D7 (Figura 3) e nimero de células dos

. . orificos Silva (Santa Maria) e JG (Cacapava do Sul)
blastocistos eclodidos, dos grupos controle e palheta, . L. .
. ) ~ - Ue gentilmente cederam os ovarios bovinos para este
evidenciaram que n&o houve prejuizo aos CCO trans-

portados. A obtencao de mais de 20% de blastocistggtUdo'
em D7, importante num programa OPU/PIV, foi obti-
da aqui, experimentalmente. Em D9, houve menor pro-

ducéo de blastocistos com os CCO maturados nasigma Chemical CO. — P.O. Box 4508, MO., USA.

Notas Informativas
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