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Transport-maturation of bovine oocytes in straws
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RESUMO

A demanda pela aspiração folicular associada à produção in vitro de embriões, no Brasil, aumentou com o objetivo
de acelerar o ganho genético do rebanho bovino. A técnica, no entanto, apresenta limitações, especialmente relacionadas ao
tempo e às condições de transporte dos oócitos até o laboratório. Para avaliar o uso de palhetas de 0,25mL no transporte-
maturação simulado, complexos cumulus-oócitos (CCO) de vacas de frigorífico foram maturados in vitro. No experimento I,
efetuou-se a maturação em meio TCM-199, em placas de 4 poços, em estufa a 38,5°C, 5%CO

2
, por 24h (grupo controle) e em

palhetas, em meio TCM-Hepes, mantidas por 6h em banho-maria (grupo BM) ou garrafa térmica (grupo T), a 38,5°C. Nestes dois
grupos, a maturação foi completada em placas, por 18h, nas mesmas condições do grupo controle. No experimento II, simulou-
se o transporte em palhetas, em meio TCM-Hepes, a 38,5ºC, por 24h, em estufa (grupo palheta). O grupo controle foi semelhante
ao do experimento I. A fecundação (=D0) foi efetuada em meio TALP-Fert, por 18h, e o cultivo foi efetuado em meio SOFaaci,
por 8 dias, em ambos os experimentos. As taxas de blastocistos em D7, no experimento I, foram semelhantes (P>0,05) para os
grupos controle (31%;97/312), BM (21%;64/301) e T (31%;94/298). No experimento II, não houve diferença (P>0,05) nas taxas
de blastocistos em D7 entre os grupos controle (30%;44/145) e palheta (20%;29/139). O número de células dos blastocistos
eclodidos não diferiu entre os grupos, em ambos os experimentos (P>0,05). As palhetas ofereceram condições seguras e
práticas para o transporte-maturação de CCO em TCM-Hepes, em garrafa térmica a 38,5ºC, por 6h. Portanto, sua aplicação é
possível nos programas de aspiração folicular e produção in vitro de embriões bovinos.

Descritores: bovinos, palhetas, Hepes, transporte, PIV.

ABSTRACT

The interest for bovine ovum pick-up associated with the embryo in vitro 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 process, cumulus-oocyte complexes (COC) obtained from slaughtered cows were selected for in vitro maturation.
In experiment I, the maturation was performed in 4-well dishes, with TCM-199 medium, in an incubator with 5% CO

2
, at

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 II, the transport-maturation was simulated in straws with
TCM-Hepes medium, at 38.5ºC, in an incubator, for 24h (straw group). The control group was similar to that described for
experiment I. 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 I, 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 II, 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
38.5ºC, for 6h. Therefore, its application is possible in programs of oocyte aspiration and in vitro embryo bovine production.

Key words: bovine, straws, Hepes, transport, PIV.
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INTRODUÇÃO

A aspiração folicular transvaginal guiada por
ultra-som (OPU), associada à produção in vitro de
embriões bovinos (PIV), permite que oócitos imaturos
de vacas de alto mérito genético gerem embriões viá-
veis à transferência. A OPU/PIV, difundida mundial-
mente, ocupa no mercado agropecuário brasileiro uma
posição de destaque. A empresa que mais emprega esta
tecnologia comercialmente está sediada no Brasil [2].

O material genético da fêmea, os Complexos
Cumulus-Oócitos (CCO), são sensíveis às variações
de temperatura e pH. A longa distância entre as fa-
zendas e os laboratórios de produção é um entrave
para o transporte de CCO recuperados de doadoras
vivas por OPU e tem sido objeto de várias pesquisas
[3, 8, 14, 23,29,30]. A maturação in vitro é efetuada
em estufa de cultivo com 5% de CO

2 
em ar, em meios

com bicarbonato que promovem o controle do pH [9].
Por outro lado, quando não se tem atmosfera gasosa
controlada, deve-se adicionar um tampão orgânico
como o Hepes [29,30]. Uma alternativa para a manu-
tenção dos CCO é em líquido folicular bovino
[14,23,25] ou eqüino [22]. O transporte de CCO já foi
testado em tubos de 4mL [5], em estufa portátil [5,27],
em placas mantidas em bolsas plásticas e gaseificadas
[20], em tubos Eppendorff de 1,5mL [28], criotubos
de 1mL [12] e tubos de poliestireno gaseificados man-
tidos em banho-maria [13,15,17]. Em bubalinos, o trans-

porte de CCO foi testado em tubos Falcon, em incu-
badora portátil [16]. O fato das palhetas serem de baixo
custo e de fácil manipulação levou-nos avaliar o mo-
delo de 0,25mL para o transporte-maturação de CCO
em TCM-Hepes, por 6h, em garrafa térmica ou ba-
nho-maria a 38,5°C e, por 24h, em estufa, sem contro-
le da atmosfera gasosa.

MATERIAIS E MÉTODOS

Coleta e seleção dos Complexos Cumulus-
Oócitos (CCO)

Ovários bovinos provenientes de frigorífico fo-
ram transportados ao laboratório, à temperatura inici-
al de 30ºC, em solução fisiológica (0,9% de NaCl1),
com 50mg/L de estreptomicina1 e 100.000UI/L de pe-
nicilina G-Potássica1. No laboratório, os mesmos fo-
ram lavados em álcool 70°GL e, em seguida, duas
vezes em solução fisiológica. Os folículos (diâmetro 2
a 8mm) foram puncionados com agulha 21G conectada
a uma bomba de vácuo2 e os CCO recuperados fo-
ram mantidos em líquido folicular para identificação
sob lupa estereomicroscópica3. Imediatamente após,
foi realizada a seleção dos CCO pelo aspecto
morfológico [6]. Antes de iniciar as rotinas deste es-
tudo, efetuou-se o controle da temperatura da água
em uma garrafa térmica, recipiente utilizado para o
transporte-simulado dos complexos cumulus-oócitos,
no decorrer do tempo (Figura 1).

Figura 1. Curva de temperatura da garrafa térmica utilizada no transporte-maturação simulado de Complexos cumulus-
oócitos (CCO) bovinos em palhetas de 0,25mL, por 6 horas.
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Maturação in vitro (MIV)

Em ambos experimentos, os CCO foram distri-
buídos aleatoriamente nos tratamentos. Os CCO do
grupo controle (C) foram lavados 5 vezes em meio
TCM-Hepes com TCM-1994 (Sais de Earle), 6,5mg/
mL de HEPES (H70061), 0,168mg/mL de bicarbona-
to de sódio (S57611), 0,022mg/mL de piruvato de sódio
(P45621) e 10% de soro de vaca em estro (SVE). Os
CCO (20 a 30) foram maturados in vitro, em 400mL
de TCM-199 com 3mg/mL de bicarbonato de sódio
(S57611), 5,957mg/mL de Hepes (H61471) + 0,01UI
de rFSHh5/mL e 0,5mg/mL de LH6, em placas de
quatro poços7, por 24h, em estufa8 de cultivo, a 38,5°C
com 5% de CO

2
 em ar e umidade saturada. Os CCO

dos tratamentos foram lavados e envasados com
TCM-Hepes + 0,01UI de rFSHh/mL e 0,5mg/mL de
LH, em palhetas9 de 0,25mL, com 5CCO/palheta (5
CCO:50ml de meio).

No experimento I, as palhetas permaneceram
por 6h em garrafa térmica10, com água inicialmente a
38,5°C (T), ou em banho-maria a 38,5°C(BM), acon-
dicionadas em luvas de procedimento. Após esse pe-
ríodo, todos CCO foram retirados das palhetas, lava-
dos 4 vezes em TCM-Hepes e maturados por 18h,
nas mesmas condições dos CCO do grupo controle.

No experimento II, os CCO-Controle maturaram
nas mesmas condições do grupo controle do experi-
mento I. No grupo-Palheta, os CCO foram mantidos
em palhetas, com meio TCM-Hepes+LH/FSH, para
simular o transporte-maturação sem controle da at-
mosfera gasosa, permanecendo na estufa de cultivo
por 24h, sob temperatura constante, em bolsas plásti-
cas seladas, impermeáveis a gases.

Fecundação in vitro (FIV)

Concluída a maturação, em ambos experimen-
tos, os CCO foram transferidos para 400mL de meio
TALP-FERT [21] com 6mg/mL de BSA1, 0,22mg/
mL de piruvato de sódio1 e penicilamina+hipotaurina+
epinefrina (PHE1). Este meio foi estabilizado por 2h
e, após, acrescentou-se 30mg/mL de heparina1. A
FIV foi conduzida em estufa de cultivo7 a 38,5°C,
com 5% de CO

2
 em ar e umidade saturada, por 18h,

com sêmen congelado (1 x 106 espermatozóides/mL)
de um touro Bos taurus, preparado por migração
ascendente [21].

Cultivo in vitro

Em ambos os experimentos, após o período de
FIV, os oócitos/zigotos foram submetidos à agitação
mecânica por 85 segundos, em TCM-Hepes. O culti-
vo foi conduzido em 400mL de meio SOFaaci - fluído
sintético de oviduto [10], com 5% de soro de vaca em
estro, em placas de cultivo celular com 4 poços7, sob
óleo mineral1, acondicionadas em bolsas com 5% de
CO

2
, 5% de O

2
 e 90% de N

2
, mantidas em estufa a

38,5°C,
 
por 8 dias.

A maturação, fecundação e cultivo in vitro nos
diferentes tratamentos foram conduzidos simultanea-
mente, mas em experimentos independentes com 13
(Experimento I) e 5 (Experimento II) repetições. Con-
siderando-se a data da fecundação como dia zero (D0),
as taxas de clivagem e de blastocistos foram avalia-
das em D2 e D7, respectivamente. Em D9, foi avalia-
do o desenvolvimento até blastocisto expandido e
eclodido. Todos os blastocistos eclodidos foram fixa-
dos em paraformaldeído a 2% e corados com Hoechst
(10µL/mL), em PBS salino, para a contagem de célu-
las. A visualização foi efetuada em microscópio de
epifluorescência com filtro de excitação (365mm) e
de barreira (410nm).

Análise estatística

O delineamento experimental foi de blocos ao
acaso e cada repetição foi considerada um bloco. Os
dados referentes às taxas foram submetidos à trans-
formação raiz quadrada e somados à constante de 1,5
para uniformizar a variância das amostras. Aplicou-
se o método da análise de variância, teste F e teste de
Tukey, em nível de 5% de significância. Os resultados
foram processados pelo programa estatístico SAS, pelo
procedimento GLM [24]. Os dados da contagem de
células dos blastocistos foram submetidos à transfor-
mação logarítmica, antes da análise pelo GLM. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

RESULTADOS

Foi verificado que a temperatura da água, den-
tro da garrafa térmica utilizada para conduzir o trans-
porte-maturação de CCO em palhetas de 0,25mL,
passou de 38,5 para 36,5°C após 6h (Figura 1).

No experimento I, as taxas de clivagem em D2
foram similares (P>0,05) para CCO mantidos em palhetas
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em garrafa térmica (78,8%), banho-maria (78,7%) e gru-
po controle (79,5%). Os índices de blastocistos em D7 e
D9, também foram semelhantes (P>0,05; Figura 2) entre
os tratamentos e o grupo controle. O número de células
embrionárias de blastocistos eclodidos ou em eclosão (Ta-
bela 1) não foi diferente (P>0,05) entre os grupos contro-
le, garrafa térmica e banho-maria.

Figura 2. Produção embrionária in vitro com Complexos cumulus-oócitos (CCO) bovinos submetidos  ao transporte-maturação
simulado  em  palhetas  de  0,25mL,  por 6 horas.
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Tabela 1. Número médio de células visualizadas por colo-
ração fluorescente com Hoechst de blastocistos bovinos
eclodidos e em eclosão, obtidos com Complexos cumulus-
oócitos submetidos ao transporte-maturação in vitro em
palhetas de 0,25mL, a 38,5ºC por 6 horas.

Não houve diferença entre os tratamentos (P>0,05).
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Tabela 2. Número médio de células visualizadas por colora-
ção fluorescente com Hoechst de blastocistos bovinos
eclodidos, obtidos de Complexos cumulus-oócitos subme-
tidos ao transporte-maturação in vitro em palhetas de
0,25mL, a 38,5ºC, por 24 horas.

Não houve diferença entre os tratamentos (P>0,05).

No experimento II, não houve diferença
(P>0,05) no percentual de clivagem (86,2 e 79,1%),
de blastocistos em D7 (30,3 e 20,8%; Figura 3), nem
no número de células dos blastocistos eclodidos (Ta-
bela 2) entre o grupo controle e os CCO mantidos em
palhetas, na estufa por 24h, respectivamente. A pro-
dução de blastocistos em D9 (14,4%) do grupo de CCO
mantidos em palhetas foi inferior (P<0,05) à do grupo
controle (24,8%; Figura 3).
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DISCUSSÃO

A valorização do material genético bovino im-
pulsionou o uso em larga escala da produção in vivo e
in vitro de embriões. Um dos fatores limitantes para a
OPU/PIV é a perda da qualidade dos oócitos durante
o transporte. O meio e o recipiente em que os oócitos
são acondicionados são fatores que influenciam na
perda da qualidade.

Com o uso de palhetas de 0,25mL para trans-
porte dos CCO em garrafa térmica, houve diminuição
da temperatura de 38,5 para 36,5ºC, após 6h, mas a
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Figura 3. Produção embrionária in vitro com Complexos cumulus-oócitos (CCO) bovinos submetidos ao transporte-maturação
simulado em palhetas de 0,25mL, por 24 horas.

clivagem e produção de blastocistos manteve-se em
percentuais similares aos do grupo controle (Experi-
mento I, Figura 2). Em estudo no qual foi avaliado o
efeito da temperatura sobre a produção de embriões
in vitro [26], a partir de oócitos bovinos, foi demons-
trado que a redução da mesma de 38,5ºC (10h inici-
ais) para 37ºC (14h finais) não determinou prejuízo na
evolução embrionária subseqüente, sugerindo que pe-
quenas variações de temperatura durante a MIV não
afetam a produção in vitro.

Quando o transporte de CCO é efetuado sem
controle da atmosfera gasosa, procura-se minimizar
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as possíveis alterações de pH do meio. O transporte
de CCO em tubos de poliestireno de 1,5mL, em
400mL de TCM-Hepes, por 12h, resultou em produ-
ção de blastocistos, em D9, superior (18,4%) à ob-
servada (8,6%) após 18h [15]. Para evitar a varia-
ção de pH do meio, CCO bovinos foram maturados
sem controle da atmosfera gasosa, por 24h, em tu-
bos de poliestireno de 1mL repletos de TCM-Hepes,
para reduzir o volume de ar [3]. Nesse caso, o pH do
meio TCM-Hepes praticamente não variou, durante
24h, tendo passado de 7,5 para 7,4 e o desenvolvi-
mento embrionário em D7 (38%) foi semelhante ao
observado no grupo controle (36%), constituído por
CCO maturados em TCM-199, em estufa com 5%
CO

2
.
 
Dessa forma, o meio TCM-Hepes foi utilizado

em ambos os experimentos do presente trabalho para
evitar a variação de pH, durante o período de trans-
porte simulado.

Nos programas OPU/PIV, em bovinos, é co-
mum a necessidade de efetuar a maturação em pe-
quenos grupos de oócitos. Embora a maturação indi-
vidual de CCO em meio SOFaa, com álcool polivinílico
e 10ng/mL de fator de crescimento epidérmico (EGF)
tenha permitido a obtenção de 20% de blastocistos
[18], oócitos maturados in vitro individualmente têm,
invariavelmente, sua competência oocitária compro-
metida, bem como o seu subseqüente desenvolvimen-
to embrionário [1,4,7,11]. Deve-se considerar a rela-
ção entre o volume de meio e o número de CCO na
avaliação da produção de blastocistos. Quando gru-
pos de 5 a 30 CCO são maturados, na proporção de 1
CCO:13mL, há aumento progressivo na produção de
blastocistos, com o aumento do número de oócitos [19].
Mantendo a proporção de 1 oócito por 10mL de meio,
grupos de 10 e 5 oócitos resultam em maiores taxas
de blastocistos que os oócitos cultivados individualmen-
te [29]. Em ambos os experimentos do presente estu-
do, foram utilizados 5 oócitos por palheta, considerado
o mínimo necessário para não prejudicar a produção
de blastocistos [29].

No experimento II, as taxas de clivagem e de
blastocistos em D7 (Figura 3) e número de células dos
blastocistos eclodidos, dos grupos controle e palheta,
evidenciaram que não houve prejuízo aos CCO trans-
portados. A obtenção de mais de 20% de blastocistos
em D7, importante num programa OPU/PIV, foi obti-
da aqui, experimentalmente. Em D9, houve menor pro-
dução de blastocistos com os CCO maturados nas

palhetas por 24h. Mesmo que o meio TCM-Hepes não
mostre variação de pH, durante 24h de maturação,
em tubos de poliestireno de 1mL [3], é possível que
ele não tenha sido adequado para um período tão lon-
go de maturação, em palhetas. Se o volume reduzido
de meio na palheta ou a presença das colunas de ar,
vizinhas ao meio, com os oócitos na coluna central da
palheta, foram responsáveis por essa diminuição, ain-
da resta esclarecer. Há ainda que considerar que a
avaliação em D9 é usual em pesquisa enquanto que,
em programas comerciais de OPU/PIV, os embriões
são transferidos em D7. Assim, a ocorrência de dife-
renças percentuais entre as duas avaliações é discutí-
vel, pois a transferência de embriões produzidos in
vitro é, sem exceção, efetuada antes do oitavo dia de
desenvolvimento.

As palhetas de 0,25mL requerem menor volu-
me de meio não gaseificado para acomodar os oócitos
e possuem custo inferior a outros recipientes. Elas
oferecem, ainda, condições seguras e práticas para o
transporte/maturação de CCO em TCM-Hepes, em
garrafa térmica a 38,5oC, por até 6h, para uso nos
programas de aspiração folicular e produção in vitro
de embriões bovinos.

CONCLUSÕES

Palhetas de 0,25mL podem ser utilizadas para
o transporte-maturação de Complexos Cumulus-
Oócitos bovinos em TCM-Hepes, acondicionadas em
garrafa térmica a 38,5°C, sem controle da atmosfera
gasosa, por até 6h, sem prejuízo ao desenvolvimento
embrionário in vitro. Adicionalmente, o transporte-
maturação em meio TCM-Hepes a 38,5ºC, por 24h, é
viável para a produção in vitro de embriões bovinos.
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