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DEDICO

Na vida, nés nos deparamos com pessoas comuns, mas que se fazem
especiais, aconselhando-nos com um sorriso transparente, mesmo quando o
semblante parece cansado. Especiais, sim, por serem capazes de conquistar
o outro com humildade. Dentre essas pessoas, encontrei uma aqui em
Vigosa, que, na simplicidade de seus gestos, no conforto das suas palavras,
na alegria do seu sorriso amigo, na paciéncia nas horas dificeis, ficou uma
certeza: foi imprescindivel na minha caminhada. Portanto, dedico essa
dissertacdo a José Candido, mais conhecido como senhor Nenzinho, que,
justamente agora, completa seus 35 anos de servi¢co e, tenho muita certeza
de que todos esses anos foram extremamente dedicados ao trabalho honesto
e sincero. Agradeco ao desempenho prestado no auxilio em meu dia-a-dia,
pela sua paciéncia, pelo seu respeito ao meu aprendizado e, principalmente,
pela sua colaboracdo, detalhes que podem parecer simples, mas

indispensaveis ao meu desenvolvimento e aprimoramento cientifico.



"Bom mesmo € ir a luta com
determinacdo, abracar a vida e
viver com paixdo, perder com
classe e vencer com ousadia, pois
o triunfo pertence a quem se
atreve. E a vida € muito boa para
ser insignificante.”

Charles Chaplin
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RESUMO

SANTOS, Giancarlo Magalhdes dos, M. Sc., Universidade Federal de Vigcosa,
Julho de 2008. DIFERENTES TEMPOS DE EXPOSI(;AO E MEIOS PARA O
TRANSPORTE NA TAXA DE MATURAGAO “IN VITRO” DE OVOCITOS
BOVINOS. Orientador: Eduardo Paulino da Costa. Co-orientadores: Carlos
Antdnio de Carvalho Fernandes, Tarcizio Antonio Régo de Paula, Luiz Sérgio
de Almeida Camargo e Jodo Henrique Moreira Viana.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar e comparar a influéncia dos
diferentes tempos de exposicdo e meios no transporte de ovécitos imaturos
bovinos sobre a taxa de maturagcdo in vitro. Foram utilizados 799 ovdcitos
imaturos, distribuidos em dez tratamentos, sendo um controle. Foram
testados trés meios de transporte: Talp-Hepes, segundo BAVISTER et al.
(1983); Talp-Hepes modificado, acrescido de 10 ug/mL de FSH e 0,0454 mM
de Piruvato de So6dio e TCM modificado sem NaHCOg;, acrescido de 5,665
mM de Hepes, 0,999 mM de NaCl, 0,0412 mM de Lactato de Calcio, 0,0454
mM de Piruvato de Sodio, 10.000 Ul de Penicilina G sddica, 0,0059% de
Estreptomicina, 0,49% de BSA e 10 ug/mL de FSH. Em cada um dos meios
utilizados, os ovécitos foram mantidos em placa aquecida a 38°C por um
periodo de duas, quatro e oito horas. ApGs o término do tempo de exposicao,
0s ovocitos foram submetidos a cultivo in vitro em meio TCM 199 acrescido
de 10% de SVE e 10 pug/mL de FSH, em estufa de CO,, por 24 horas, para
posterior avaliacdo da taxa de maturacdo nuclear. No tratamento controle,
apos a decantacdo e selecdo dos ovdcitos, eles foram imediatamente
submetidos ao procedimento de cultivo in vitro. Observou-se que nos
tratamentos com Talp-Hepes em tempos de duas, quatro e oito horas foram
obtidas taxas de maturacdo nuclear de 84,7; 81,2 e 81,3%, respectivamente.
No meio Talp-Hepes modificado foram registradas taxas de 72,2; 82,0 e
82,2%, e no meio TCM modificado, taxas de 80,0; 78,6 e 80,0%,
respectivamente, para os tempos duas, quatro e oito horas. No tratamento
controle, observou-se 80,1% de metafase Il. Conclui-se que 0s meios
utilizados para o transporte dos ovocitos imaturos e o tempo decorrido da
coleta até incubacdo para a maturacao in vitro nao influenciaram (P>0,05) a
taxa de maturagdo nuclear. Deste modo, estes meios se mostram uma
possivel alternativa para o transporte dos ovocitos bovinos destinados a

producéo in vitro de embrides.



ABSTRACT

SANTOS, Giancarlo Magalh&es dos, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
July, 2008. DIFFERENT EXPOSITION TIMES AND TRANSPORTATION
MEDIA ON “IN VITRO” MATURATION RATE OF BOVINE OOCYTES.
Adviser: Eduardo Paulino da Costa. Co-advisers: Carlos Antonio de Carvalho
Fernandes, Tarcizio Antbnio Régo de Paula, Luiz Sérgio de Almeida Camargo
and Joao Henrique Moreira Viana.

The objective of this work was to assess and compare the influence of
different expositon time and transportation media on in vitro maturation of
immature bovine ocytes. We used 799 immature oocytes, distributed in ten
treatments, one of them, the control. Three transportation media were tested:
Talp-Hepes, according to BAVISTER et al. (1983); modified Talp-Hepes, with
10 pg/mL of FSH and 0,0454 mM of Sodium Piruvate and modified TCM
without NaHCOg3, with 5,665 mM of Hepes, 0,999 mM of NaCl, 0,0412 mM of
Calcium Lactate, 0,0454 mM of Sodium Piruvate, 10.000 Ul of Sodic Penicillin
G, 0,005g% of Streptomycin, 0,49% of BSA and 10 pg/mL of FSH. In each of
the used media, the oocyte were kept on a plate and heated at 38°C for two,
four and eight hours. After this time, the oocytes were submitted to in vitro
cultivation in TCM 199 media with 10% of SVE and 10 pug/mL of FSH, in CO,
oven, for 24 hours, for later nuclear maturation rate evaluation. In the control,
after the oocyte decanting and selection, they were immediately submitted to
in vitro cultivation procedure. We observed that in the Talp-Hepes treatment
with two, four and eight hours, the nuclear maturation rates were 84,7; 81,2
and 81,3%, respectively. In the modified Talp-Hepes media the rates were
72,2; 82,0 and 82,2%, and the modified TCM media the rates were 80,0; 78,6
and 80,0%, respectively to two, four and eight hours. In the control we
observed 80,1% in metaphase Il stage. Concluding, the transportation media
and the time between the collection and the incubation for in vitro maturation
didn’t influence (P>0,05) the nuclear maturation rate. So, these media can be
a possible alternative to the bovine oocytes transportation for in vitro embryo

production.

Xi



1. INTRODUCAO

A pecuaria brasileira passa por um processo de transformacdo, em que
se tenta maximizar a produtividade, trabalhando com eficiéncia e utilizando
tecnologias que permitem lucro na producdo. Dentre estas tecnologias, esta a
producdo de embrides in vitro (PIV), que possibilita a multiplicacdo rapida e
eficiente do material genético, permitindo maior intensidade de selecdo do
rebanho.

O Brasil atualmente ocupa posi¢céao de destaque, com 50% da producao
por fecundacdo in vitro (FIV) de embrides bovinos do mundo (VIANA e
CAMARGO, 2007). Entretanto, apesar de difundida mundialmente e ser
reconhecida como valiosa ferramenta para o melhoramento genético animal, 0os
resultados da PIV estdo aquém de seu verdadeiro potencial, sendo sua
utilizagdo bastante limitada devido aos baixos resultados obtidos na taxa e
qualidade de moérulas e blastocistos, além das reduzidas taxas de gestacao e
nascimentos.

Dentre as inimeras pesquisas realizadas, a China foi o Unico pais que
apresentou evolucdo semelhante a do Brasil, porém com um panorama
diferente, utilizando-se predominantemente ovdcitos advindos de matadouros
(VIANA e CAMARGO, 2007). No Brasil, a PIV é oriunda de ovocitos coletados
de doadoras vivas por meio de aspiracdo folicular guiada por ultra-sonografia
(Ovum Pick-up, OPU), que permite a obtencdo de ovocitos uma ou duas vezes
por semana, sem trauma aparente ao trato reprodutivo. Além disso, existe
outro aspecto favoravel que é a possibilidade de obter ovécitos de fémeas a
partir dos seis meses de idade e de fémeas até o terceiro més de prenhez
(GONCALVES et al., 2007).

Ainda que todas as etapas do processo de PIV sejam importantes, sem
davida, a manutencdo do ovocito em um meio adequado, no decorrer do
transporte até o laboratério, até que eles sejam maturados, € um ponto

importante, uma vez que podera interferir nas demais etapas, incrementando a



propor¢cdo de ovocitos clivados e, consequentemente, de embrifes produzidos
in vitro.

Desta forma, os ovécitos necessitam de condi¢cdes controladas, sendo o
meio utilizado, a duracdo do transporte e a temperatura entre a coleta e a
chegada dos ovécitos no laboratério, aspectos que influenciam o
desenvolvimento embrionario (WARD et al., 2000).

Os meios mais difundidos para o transporte dos ovocitos tém sido o
Talp-Hepes e o TCM-Hepes, em diferentes tempos e temperatura, além de
meios previamente equilibrados em estufa de CO,. Contudo, existem poucos
estudos relacionados as respectivas condi¢bes de transporte, maturacdo e ao
desenvolvimento embrionéario subseqiente (LEIVAS et al., 2001).

Da mesma forma, encontram-se 0s estudos quanto a avaliacdo da taxa
de maturacdo nuclear apods a utilizacdo de diferentes meios e tempos de
exposicdo no transporte. Na literatura pesquisada, existem somente trabalhos
avaliando a taxa de clivagem e a producdo de blastocistos. Assim, pesquisas
relacionadas a avaliacdo da taxa de maturacdo nuclear sdo importantes,
permitindo verificar se 0 comprometimento na producdo dos embrides esta
relacionado a maturacdo nuclear ou citoplasmaética, visto que, na média atual,
apenas 35% dos ovocitos maturados se desenvolvem até o estadio de
blastocisto.

Atualmente, busca-se alcancar uma alternativa pratica e simples para o
transporte de ovécitos obtidos por meio da OPU, que mantenha a viabilidade e
a competéncia ovocitaria, sua capacidade de sofrer maturagéo, fecundacéao e,
assim, produzir embrides viaveis (GARCIA et al.,, 1998), proporcionando
incrementos nas taxas de gestacdo e diminuicdo de custos de producao
(MIRANDA et al., 2007).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes
tempos de exposi¢cdo e meios no transporte de ovocitos imaturos bovinos sobre

a taxa de maturagdao in vitro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producdo in vitro de embrides bovinos

A PIV de embrides no Brasil estd aumentando, tendo como principal
objetivo acelerar o ganho genético do rebanho bovino (TESSMANN et al.,
2004). Entretanto, a técnica apresenta limitacfes, sendo um dos principais
problemas, os baixos resultados do desenvolvimento in vitro dos embrides,
uma vez que, em média, de cada 100 ovdcitos bovinos colocados para
maturar, 70 a 80% sao fertilizados in vitro e apenas 30 a 40% se desenvolvem
até o estadio de blastocisto (MOORE et al., 2007; GONCALVES et al., 2007).

Evidéncias sugerem que, enquanto as condi¢des de cultivo na PIV
podem influenciar o potencial de desenvolvimento dos embrides bovinos, a
qualidade intrinseca do ovacito é o fator chave que determina a proporcao de
ovOcitos que se desenvolvem até blastocisto (LONERGAN e FAIR, 2008).
Deste modo, ovdcitos de boa qualidade, com boas caracteristicas morfologicas
e de desenvolvimento, sdo o primeiro requisito para o sucesso da producao in
vitro de embrides, caso contrario, os indices podem ser ainda menores
(SENEDA et al., 2001).

Segundo PEIXER et al. (1995), além dos baixos indices de blastocistos,
a PIV ainda apresenta outras limitacdes como a qualidade biologica e as
dificuldades na criopreservagdo dos embrides, a menor viabilidade dos ovécitos
obtidos de bezerras em relacdo aos de vacas e novilhas e o custo, que pode
ser superior ao do embrido produzido pela transferéncia de embrides (TE). De
acordo com MIRANDA et al. (2007), o custo do embrido produzido ainda
continua alto em fungdo da necessidade de infra-estrutura laboratorial, que
inclui equipamentos importados e de alto custo, bem como meios e reagentes
para o cultivo celular/embrido, em sua maioria, também de origem importada e

de dificil aquisicao.



Para a obtencdo de melhores resultados com a técnica, muitos estudos
devem ser realizados visando a avaliar individualmente cada uma das etapas,
procurando ajustar, da melhor maneira possivel, todas as variaveis envolvidas

NO Processo.

2.2. Maturacéo Nuclear e Citoplasmatica do Ovécito

Um dos principais motivos de a PIV apresentar reduzida eficiéncia é a
falta de competéncia dos ovdcitos antes da maturacdo. Em condi¢des in vivo, o
reinicio da meiose ou maturacao ocorre apos o pico pré-ovulatorio do horménio
luteinizante (LH) durante o estro e, momentos antes da ovulagdo, s&o
observadas modificacfes citoplasméticas. Neste mecanismo, estdo envolvidas
a sintese de proteinas e as mudancas no numero, tamanho e posicdo de
organelas, tais como a migracdo periférica dos granulos corticais. Ja in vitro, a
simples retirada do ovdcito do contato com as células foliculares é suficiente
para dar inicio ao processo de maturacdo nuclear, ou seja, a meiose €
retomada espontaneamente (MAYES e SIRARD, 2001; GONCALVES et al.,
2002).

A maturacdo nuclear do ovocito compreende a progressdo do estadio
dipléteno da primeira profase meiética ou estadio de vesicula germinativa (VG),
seguida das fases de metéafase | (Ml), anafase | e tel6fase |, até a fase de
metafase Il (Mll), quando entdo ocorrera a expulsdo do primeiro corpusculo
polar (CP), ocorrendo, assim, a segunda parada da meiose (DURANTHON e
RENARD, 2001; FIGUEIREDO et al., 2002; GONCALVES et al. 2007).

A duracdo necessaria para a conclusédo da primeira divisdo meidtica de
ovécitos bovinos in vitro varia de 18 a 24 horas (SUSS et al., 1988; HYTTEL et
al., 1989). Contudo, ha uma sequéncia de eventos para a maturacao nuclear,
sendo que o processo de quebra da vesicula germinativa (QVG), in vitro,
ocorre entre sete e 12 horas apos o inicio do cultivo, enquanto a MI ocorre
entre 12 e 15 horas e a MIl a partir de 18 horas, com a eliminagcao do
corpusculo polar entre 18 e 21 horas. Apés seis a sete horas, o CP se
degenera, ndo podendo mais ser observado (HYTTEL et al., 1989).



A correta ocorréncia desta sequéncia de eventos € muito importante,
pois a habilidade do ovdicito em ser fertilizado e desenvolver normalmente
depende tanto da maturacdo nuclear quanto da citoplasmatica (HURTT et al.,
2000). O ovaocito somente reiniciara a segunda parada da meiose se for
fecundado pelo espermatozoide (FIGUEIREDO et al., 2002).

Durante o crescimento folicular, os ovocitos adquirem sua competéncia
progressivamente. O fato de estes chegarem ao estadio de MIl in vitro ndo
necessariamente significa que sejam competentes para suportar uma
fecundacdo normal e posterior desenvolvimento embrionario in vitro (CROZET
et al., 1995). Isso demonstra que a capacidade de completar a maturacao
citoplasmatica se desenvolve além da maturacdo nuclear (DODE et al., 2000).

A maturacao representa o estadio final da preparacédo do ovécito para a
fecundacdo. Nesse periodo, mudancas morfolégicas e bioquimicas,
denominadas em seu conjunto de maturagcdo citoplasmatica, sdo essenciais
para completar a meiose e para seu desenvolvimento futuro (DONNAY et al.,
2004).

Deste modo, a redistribuicdo das organelas intracelulares (mitocondrias
migram para posi¢cao perinuclear e granulos corticais depositam-se abaixo da
membrana vitelina) e a maturacdo dos mecanismos de liberacdo do Ca®* sdo
alguns dos eventos citoplasmaticos que ocorrem no ovécito (MERMILLOD et
al., 2000). Este gameta e a populacédo de células da granulosa e do cumulus
encontram-se interconectados por uma rede extensiva transmembrana de
canais conhecidos como juncdes gap (HYTTEL et al.,, 1989). As funcles
dessas juncdes gap sao diversas, pois permitem a passagem de substancias
de baixo peso molecular via células do cumulus (GORDON, 1994), transmitindo
sinais elétricos e transportando moléculas mensageiras das células foliculares
ao ovécito. Mensageiros como adenosina monofosfato ciclica (CAMP) e Ca**
podem passar através das juncdes gap para as ceélulas vizinhas, propagando
sinais induzidos por estimulacdo hormonal (LAWRENCE et al., 1978). A
integridade das juncOes gap ainda parece ser essencial para dar suporte ao
processo de fecundacédo (TANGHE et al., 2003).

J& os eventos moleculares relacionados a maturacao citoplasmatica nédo
sdo ainda totalmente conhecidos, mas suspeita-se que transcritos e proteinas

sdo estocadas em uma forma estavel durante este periodo e tém uma



importante fungdo durante o desenvolvimento embrionério precoce, quando o
genoma embrionario permanece quiescente (MERMILLOD et al., 2000).

Os ovécitos com uma maturacao nuclear normal, em tempo regular, mas
gue possuem uma assincronia entre a maturacdo citoplasmatica e a nuclear,
ndo serdo fecundados ou ndo irdo ter um desenvolvimento embrionério
(BLONDIN e SIRARD, 1995; BEVERS et al., 1997).

2.3. Fatores que interferem na competéncia do ovécito

Sabe-se que o crescimento do ovocito dentro do foliculo ovariano é
determinado por grande numero de fatores que influenciam sua viabilidade e
competéncia para o desenvolvimento in vitro (FAIR et al., 1995). Dentre esses
fatores, estdo incluidos: tamanho folicular (LONERGAN et al., 1994,
HENDRIKSEN et al., 2000; DODE et al, 2000); dia do ciclo estral
(MACHATKOVA et al., 1996); nivel de atresia (HAGEMANN, 1999;
HENDRIKSEN, et al., 2004); e meio utilizado para o transporte (GARCIA et al.,
1998), além do local de maturacao, ou seja, in vivo ou in vitro (HENDRIKSEN
et al., 2000).

O ovocito para ser fertilizado in vivo € obtido pela ovulagdo de um
foliculo saudavel durante uma fase especifica do ciclo estral, ao contrario dos
ovacitos colhidos para a PIV que sdo obtidos de foliculos em diferentes
estadios do desenvolvimento (HENDRIKSEN, et al.,, 2000; CASTILHO e
GARCIA, 2005) e em fases distintas do ciclo estral (MACHATKOVA et al.,
1996). Desta forma, sdo expostos a diferentes concentragbes hormonais,
podendo levar a uma diminuicdo na competéncia ovocitaria (MACHATKOVA et
al., 2004). Sob este enfoque, a origem folicular tem uma influéncia significativa
no potencial de desenvolvimento do ovdcito, e a partir do momento em que ele
€ retirado do foliculo, seu potencial de desenvolvimento jA se torna
comprometido (LONERGAN e FAIR, 2008).

HENDRIKSEN et al. (2000) relataram que a competéncia para o
desenvolvimento in vitro € maior para ovocitos oriundos de foliculos de seis a
oito milimetros, quando comparado com foliculos de trés a seis milimetros de

diametro. Logo, foliculos maiores que seis milimetros possuem ovoécitos com



maior potencial para se tornar blastocisto, que foliculos pequenos (menor que
trés milimetros), os quais possuem ovocitos incompetentes (PAVLOK et al.,
1992; LONERGAN et al.,1994). Sendo assim, a competéncia do ovdcito
aumenta na medida em que o foliculo se desenvolve (KRUIP et al., 2000).
Portanto, baixas taxas no desenvolvimento de ovdcitos em foliculos menores
podem estar relacionadas ao fato de estes ndo terem alcancado
completamente a meiose e/ou a competéncia citoplasmatica, ou talvez sejam
provenientes de foliculos em atresia (CAMARGO et al., 2006).

Da mesma forma, PAVLOK et al. (1992) e FAIR et al. (1995) mostraram
que ovocitos provenientes de foliculos com menos de dois milimetros de
diametro apresentaram taxa de maturacdo nuclear menor do que aqueles
ovocitos de foliculos acima de trés milimetros. HYTTEL et al. (1997) também
relatam que a competéncia do ovécito parece ser adquirida quando o tamanho
do foliculo apresenta cerca de trés milimetros, que correspondem a um ovécito
com diametro de aproximadamente 100um.

CAROLAN et al. (1996) e SENEDA et al. (2001), porém, nao
observaram influéncia do tamanho folicular sobre a competéncia do ovdcito.
Corroborando estas observacdes, DODE et al. (2000), ao avaliar o tamanho do
foliculo (um a nove milimetros) na maturacdo nuclear e citoplasmatica de
ovacitos de fémeas zebuinas (Bos indicus), ndo observaram diferenca na taxa
de maturacd@o nuclear, tendo mais de 80% dos ovdcitos atingido o estadio de
metafase Il no periodo de 24 horas de cultivo. Essas taxas de maturacdo sédo
semelhantes as citadas na literatura quanto a Bos taurus (KIM et al., 1996;
GANDOLFI et al., 1997).

Vérios estudos tém demonstrado que a fase do ciclo estral também
influencia na competéncia ovocitaria. Diante disso, MACHATKOVA et al.
(1996), comparando a aspiragdo em diferentes estadios do ciclo estral,
demonstraram que ovocitos colhidos nos dias 14 a 16 do ciclo apresentavam
melhores indices de competéncia para o desenvolvimento até blastocisto
guando comparados aos aspirados nos dias sete, oito e nove.

HAGEMAN (1999) e MACHATKOVA et al. (2004) concluiram que o
desenvolvimento até blastocisto € significativamente maior em ovOcitos
colhidos durante a fase de crescimento folicular comparado a fase de

dominancia, independentemente do diametro do foliculo. E a competéncia



ovocitaria tendeu a aumentar em ovocitos oriundos de foliculos maiores.
Entretanto, foliculos com o mesmo diametro podem ser encontrados em
diversas fases do ciclo estral, podendo estar em crescimento ou em processo
de atresia (CAMARGO et al., 2006).

Outro aspecto importante é que ovocitos aspirados de animais pré-
puberes possuem uma menor atividade metabodlica (KRISHER et al., 2007) e,
por isso, sdo menos competentes para a PIV de embrides bovinos do que
animais adultos (REVEL et al., 1995). Da mesma forma, ovocitos recuperados
sem estimulacdo da doadora e com frequéncia de puncdo de uma vez/semana
tém qualidade inferior aos ovocitos coletados duas vezes/semana
(GOODHAND et al.,1999).

A estimulacdo hormonal pode alterar o ambiente folicular ao redor do
ovacito, influenciando direta ou indiretamente a qualidade do ovécito aspirado
(ROTH et al., 2002). Logo, o uso de hormoénio foliculo estimulante (FSH) antes
da OPU beneficia o desenvolvimento embrionario por sincronizar a populacdo
folicular, adiantando o desenvolvimento dos foliculos e iniciando a maturacao in
vivo dos ovocitos, o que levaria a um aumento da competéncia de
desenvolvimento ovocitario antes da sua recuperacao (GIBBONS et al., 1994).
Corroborando estes resultados, RAMOS et al. (2006) demonstraram que a preé-
estimulacdo ovariana com FSH antes da puncéo folicular pode melhorar a
qualidade e a taxa de clivagem dos ovocitos recuperados de vacas da raca Gir.

Entretanto, DUROCHER et al. (2006), ao avaliar o efeito da estimulacao
hormonal com FSH na resposta folicular e na competéncia de desenvolvimento
do ovdcito bovino, por periodos curtos e longos, afirmaram que este efeito ndo
afeta a resposta ovariana ou as taxas de desenvolvimento ap6s a FIV. Ja,
GREVE et al. (1995) relatam que a superestimulacdo ovariana com FSH
prejudica a competéncia do ovdécito por alterar a duracdo da fase folicular.

Ao compararem o tipo de maturacéo do ovocito, HYTTEL et al. (1997) e
LONERGAN et al. (2001) relatam que a maturacdo in vivo apresenta uma
competéncia maior quando comparada a maturacgdo in vitro. Embora ovécitos
maturados in vitro provenientes de foliculos pré-ovulatorios produzam maior
taxa de blastocisto quando comparados a foliculos em crescimento, observa-se
gue a maturacéo in vivo é mais eficiente que aquela in vitro, até mesmo depois

do desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério (HENDRIKSEN et al., 2000).



Porém, GONCALVES et al. (2007) relatam que a maturacdo nuclear,
fecundacdo e clivagem de ovocitos maturados in vitro nao diferem
significativamente daqueles maturados in vivo.

HENDRIKSEN et al. (2000), ao avaliar o desenvolvimento embrionério
de ovocitos maturados por seis horas in vivo e posteriormente maturados por
16 horas in vitro, observaram uma taxa similar de blastocisto quando
comparados a ovocitos maturados in vitro por 24 horas: 51 e 55%,
respectivamente). Estes pesquisadores concluiram que o efeito da maturacao
in vivo ainda néo é estabelecido dentro das primeiras seis horas.

Para a maturacéao in vitro, os ovécitos sédo obtidos de foliculos com dois
a oito milimetros de didmetro, os quais in vivo demorariam de quatro a 10 dias
para atingir uma possivel ovulacdo. J& na maturacdo in vivo, estes ovocitos
recomecam a meiose com 15 mm de didmetro, ou seja, enquanto o foliculo
dominante cresce de quatro para 15 mm em aproximadamente cinco dias, na
MIV esse periodo € reduzido para 24h, que € o tempo de cultivo (PAVLOK et
al., 1992). Porém, a duracdo da MIV é limitado a 24 horas na maioria das
espécies, e o prolongamento deste tempo leva ao envelhecimento do ovécito,

diminuindo assim sua capacidade de ser fertilizado (DONNAY et al., 2004).

2.4. Meios utilizados para o transporte de ovécitos

O meio utilizado para o transporte e manutencdo do ovocito € um dos
principais fatores que interferem no desenvolvimento embrionario na PIV
(GARCIA et al., 1998). No Brasil, pela sua grande extensao, este periodo pode
levar varias horas. O curto tempo de exposicdo do ovécito ao meio
(geralmente, quatro horas) jA& € um fator determinante, pois prejudica a
maturacdo in vitro, enfatizando assim que as limitacbes ainda persistem
(KURTZ FILHO et al., 2003).

Deste modo, como as grandes distancias entre as fazendas e o0s
laboratorios tém sido um entrave para a PIV, o transporte de Complexos
Cumulus-Oadcitos (CCO) recuperados de doadoras vivas por OPU tem sido
objetivo de varias pesquisas (PINTO et al., 2002; ALVES et al., 2003; KURTZ
FILHO et al., 2003; CORDEIRO et al., 2006).



Por tal razdo, em condicbes de campo, 0 meio para estocagem
temporaria deve ser o menos complexo possivel, devido a ocasionais
mudancas em funcédo do tempo de estocagem, temperatura (GORDON, 1994)
e pH (TESSMANN et al., 2004), j& que os CCOs sdo bastante sensiveis a
essas variagoes.

Diante disso, o tampéao organico Hepes N-(2-hidroxietil) piperazina-N"-(2-
acido etanosulfénico) vem sendo utilizado amplamente em meios de transporte
de ovadcitos imaturos de bovinos, para evitar essas grandes variacbes de pH
(FRY et al., 2000; MONTAGNER et al., 2000). Sendo assim, o meio Talp-
Hepes (SCHERTHANER et al.,, 1998) e o TCM-Hepes (TWAGIRAMUNGU et
al., 1998; SCHWARTZ et al., 1998; GARCIA et al., 1998; FRY et al., 2000;
LEIVAS et al., 2002) tém sido os mais utilizados neste transporte do gameta
feminino (FERRAZ et al., 2000).

As pesquisas desenvolvidas com CCO obtidos por meio de OPU por
varios autores (GARCIA et al., 1998; FRY et al., 2000) com TCM-Hepes como
meio de transporte antes da maturacgéo, por trés a cinco horas, a temperatura
ambiente, resultaram na producdo de blastocistos, dentro de limites aceitaveis.
J4, ALVES et al. (2003) e KURTZ FILHO et al. (2003) demonstram que
ovocitos podem ser cultivados em banho-maria a 39°C por 24 horas em meio
TCM-Hepes, sendo que 0s ovacitos eram mantidos em tubos de um mililitro
repletos de meio, sem controle da atmosfera gasosa. A composi¢cdo do TCM-
Hepes, utilizada por ambos foi praticamente idéntica. A Unica diferenca foi que
ALVES et al. (2003) utilizaram soro de égua em estro (SEE), e KURTZ FILHO
et al. (2003), soro de vaca em estro (SVE). Deve-se enfatizar que a
simplificagdo do processo de maturacdo sem atmosfera gasosa controlada é
um fator importante a ser incorporado aos protocolos de OPU/PIV de embribes
bovinos.

Por outro lado, LEIVAS et al. (2004) utilizaram o mesmo meio que
ALVES et al. (2003), a unica diferenga é que foi adicionado de um milimolar de
bicarbonato de sédio. Porém, utilizaram trés tempos diferentes (seis, 12 e 18
horas) para o transporte, sendo este transporte feito em tubos de poliestireno
cobertos com 6leo mineral em banho-maria a 39°C, posteriormente, eles foram

colocados para a maturacéo até completar 24 horas. Estes autores observaram

10



que h& possibilidade de transporte neste meio de maturacdo por até 12 horas
sem influenciar o desenvolvimento embrionario.

Ha ainda o trabalho de TESSMANN et al. (2004) que, ao avaliar o
transporte de ovocitos em palhetas de 0,25mL, utilizando como meio o TCM-
Hepes adicionado de 0,01Ul de rFSHh/mL e 0,5mg/mL de LH em garrafas
térmicas e em banho-maria por seis horas a 38,5°C, sem controle da atmosfera
gasosa e, sendo posteriormente maturados por 18 horas em estufa de CO,,
também ndo observaram diferenca no desenvolvimento embrionario. Estes
mesmos autores avaliaram o transporte-maturacdo de ovocitos bovinos em
palhetas, permanecendo em estufa de cultivo por 24 horas, sob temperatura
constante, em bolsas plasticas seladas, impermeaveis a gases, e verificaram
viabilidade de produgéo in vitro de embrides bovinos, sob essas condi¢des.

Da mesma forma, outros meios também foram testados quanto a
capacidade de desenvolvimento de ovécitos. Foram realizados a manutencao e
o transporte em TCM-199 acrescido de bicarbonato (TWAGIRAMUNGU et al.,
1998; FRY et al.,, 2000), ou em TCM + BSA (SCHERTHANER et al., 1998;
SCHWARTZ et al., 1998), por periodos que chegaram a variar de cinco a 10h
conforme a temperatura utilizada, tendo sido obtida uma taxa de blastocisto em
torno de 25%. Resultados similares também foram obtidos por LEIVAS et al.
(2001) com TCM 199 a 39 °C, sendo o meio de manutencdo suplementado
com horménio hipofisiario.

A necessidade de gaseificacdo prévia de alguns desses meios em
estufas de cultivo com atmosfera controlada se apresenta como uma
desvantagem. Sendo assim, o principal motivo da diminuicdo da producéo
embrionéria quando se realiza o transporte nessas condi¢cdes por um periodo
maior que seis horas (TWAGIRAMUNGU et al., 1998) tem sido a variagao no
pH dos meios, reduzindo os indices de embrides na PIV. Por tal razdo, o
diéxido de carbono (CO;) é utilizado para controlar o pH dos meios
tamponados com bicarbonato (BOONE e SHAPIRO, 1990), havendo
necessidade do uso de estufas ou sistemas alternativos para manter sua
concentracéo (CORDEIRO et al., 2006).

Com uma solucéo totalmente diferente das utilizadas, CORDEIRO et al.,
(2006) testaram um meio a base de agua de coco (osmolaridade final: 290

mOsmol/L e pH: 7,2) na manutencédo de ovécitos bovinos comparativamente
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com o meio TCM 199-Hepes em diferentes periodos de transporte (seis, nove e
12 horas). A solucdo a base de agua de coco e o TCM 199-Hepes foram
igualmente eficazes em preservar a viabilidade do ovdcito para o processo de
PIV por até seis horas.

Além destes meios liquidos biolégicos, também €& utilizado na
manutencao de ovacitos o liquido folicular bovino (LFb) obtido de foliculos entre
dois e oito milimetros de diametro (LEHMKUHL et al., 2000; PINTO et al., 2002;
ALVES et al., 2003). E importante ressaltar o risco de introduc&o e transmiss&o
de agentes infecciosos que possam estar presentes neste fluido
(STRINGFELLOW et al., 2000), além de influenciar os resultados de PIV
devido a variabilidade de partidas do LFb (LEHMKUHL et al., 2000). PINTO et
al. (2002) e ALVES et al. (2003) verificaram que a manuteng&o de ovdcitos por
seis horas em liquido folicular bovino nao influencia a taxa do desenvolvimento
embrionério.

O LFb, além de ser utilizado para o transporte de ovécitos, também tem
sido utilizado como inibidor do reinicio da meiose (DODE et al., 2000). A
retencdo do ovécito na fase de vesicula germinativa apos a retirada do foliculo
€ uma alternativa para favorecer a competéncia para que se desenvolva apos a
fecundacdo. No intuito de demonstrar que o LFb age como inibidor da meiose,
LEHMKUHL et al. (2000) mantiveram ovocitos em LFb por cinco horas, tendo
observado no fim deste periodo que 66,00% deles estavam em estadio de
vesicula germinativa, 25,00% quebraram a vesicula germinativa e 8,30% em

metéafase I.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacéo

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Reproducdo Animal
do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa (LRA/
DVT/ UFV). Foram utilizados ovarios coletados de fémeas bovinas, sem raca e
idade definidas e em diferentes fases do ciclo estral, abatidas em frigorifico

localizado a 60 km do laboratorio.

3.2. Coleta dos ovarios

Os ovérios foram coletados no frigorifico imediatamente apds o abate e
evisceracdo. Apods a coleta, foram imersos em garrafa térmica com solucao
fisiolégica acrescida de sulfato de estreptomicina (SIRARD e BILODEAU,
1990), em temperatura variando de 35 a 38°C. Em seguida, ao término da
coleta, foram transportados até o laboratério, num tempo maximo de duas

horas.

3.3. Manipulagéo dos ovocitos

No laboratério, os ovéarios foram transferidos para uma nova solugéo
fisiolégica acrescida de sulfato de estreptomicina e colocados em banho maria
a 38°C. Imediatamente, os foliculos ovarianos (entre 2 a 8 mm de didmetro)
foram puncionados por agulhas 25 x 7 gauge, acopladas a seringas de cinco
mililitros. O liquido folicular contendo os ovdcitos foi depositado num calice
conico contendo 15 mL de meio de acordo com o tratamento, conforme

descrito a seguir.
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Ao término da aspiragdo, aguardaram-se aproximadamente cinco
minutos para que ocorresse a decantacdo dos ovocitos. Posteriormente, o
“pellet” contendo os ovdcitos foi recuperado do fundo do calice com auxilio de
uma pipeta de Pasteur, sendo entdo, transferido para uma placa de Petri,
contendo 0 mesmo meio da etapa anterior. Com auxilio de um microscopico
estereoscopico e uma micropipeta, os ovacitos foram transferidos para outra
placa de Petri contendo meio, de acordo com cada tratamento, e entdo
classificados morfologicamente de acordo com COSTA et al. (1997a). Apenas
0s ovécitos imaturos classificados como cumulus compacto e com até trés
camadas de células do cumulus foram transferidos para uma terceira placa de

Petri contendo o meio predeterminado de cada tratamento.

3.4. Delineamento experimental

Foram utilizados 799 ovécitos imaturos, distribuidos em dez tratamentos,
sendo um controle, com trés repeticdes para cada tratamento. Cada repeticéo
continha cerca de 20 ovdcitos, perfazendo uma média de 60 a 80 ovdcitos por
tratamento. Foram testados trés meios de transporte, cuja composicao foi a
seguinte: Talp-Hepes (TH), segundo BAVISTER et al. (1983); Talp-Hepes
modificado (TH mod), acrescido de 10 pg/mL de FSH e 0,0454 mM de Piruvato
de Sédio e TCM modificado (TCM mod) sem NaHCO3, acrescido de 5,665 mM
de Hepes, 0,999 mM de NacCl, 0,0412 mM de Lactato de Calcio, 0,0454 mM de
Piruvato de Sdédio, 10.000 Ul/mL de Penicilina G sbédica, 0,005g% de
Estreptomicina, 0,49% de BSA e 10 pg/mL de FSH. Foi adicionado 10% de
SVE inativado (56°C por 30 minutos) em cada um dos trés meios. Todos estes
meios de transporte eram mantidos aquecidos a 38°C.

Em cada um dos meios utilizados, os ovécitos permaneceram por duas,
quatro ou oito horas, em placa aquecida a 38°C. Ap0s o tempo de exposi¢ao,
0s ovaocitos foram submetidos a cultivo in vitro para posterior avaliagdo da taxa
de maturacéo nuclear. A distribuicdo dos tratamentos propostos encontra-se

disposta na Tabela 1.
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Tabela 1. DistribuicAo dos tratamentos propostos no delineamento

experimental de ovécitos imaturos de bovinos

Tratamento Meio de transporte Tempo de exposicao (horas)
T1 TH 2
T2 TH 4
T3 TH 8
T4 TH mod 2
T5 TH mod 4
T6 TH mod 8
T7 TCM mod 2
T8 TCM mod 4
T9 TCM mod 8
T10 Controle 0

O T10 foi considerado controle, o qual, apés decantacdo e selecéo, foi
imediatamente submetido ao procedimento de maturacdo in vitro, conforme

descrito posteriormente.

3.5. Maturagao “in vitro” de ovécitos apOs exposicao a diferentes tempos

e meios de transporte

O meio de maturacgéo foi constituido por TCM 199 acrescido de 10% de
SVE e 10 pg/mL de FSH (COSTA, 1994). A maturacgao foi realizada em placas
Nunc (Nunc A/S; Cat.176740) de quatro pocos, contendo aproximadamente 20
ovocitos em 600 pL de meio de maturacdo em cada poco, previamente
equilibrado a 38,5°C, em atmosfera de 5% de CO,, 95% de ar atmosférico e
95% de umidade em estufa incubadora. Os ovdcitos foram cultivados nestas
condicbes de temperatura e atmosfera durante 24 horas. Apés este periodo,

foram submetidos a avaliagdo da taxa de maturagéo nuclear.
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3.6. Avaliagdo da taxa de maturagao nuclear “in vitro”

Para avaliacdo da taxa de maturacdo nuclear, os ovocitos de todos os
tratamentos foram submetidos ao procedimento de remocdo do cumulus
oophorus (COSTA et al., 1997b). Posteriormente, foram hipotonizados, fixados
em lamina e corados com orceina a 2%, segundo COSTA et al. (1997c). A
leitura das laminas foi realizada em microscoépio optico, com aumento de 1000X
em imerséao, para avaliar o estadio do ciclo celular mei6tico. Os ovocitos foram
classificados, de acordo com a configuragcdo dos cromossomos, em metafase |l
(MIl), metafase | (MI), cromatina condensada em grumos (CCG) ou sem
configuracdo cromossémica (SCC). Foi considerado como maturacdo nuclear,
0 ovocito que apresentasse configuracdo cromossémica em metéafase Il e
também o grupo cromossémico pertencente ao primeiro corpusculo polar,

guando presente.

3.7. Analise estatistica
As taxas de maturacdo nuclear foram comparadas em tabelas de

contingéncia e analisadas pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade
(Sampaio, 2002).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, os meios utilizados para o transporte dos ovocitos
imaturos de bovino e o tempo decorrido da colheita até a maturagéo in vitro ndo

influenciaram (P>0,05) a taxa de maturacao nuclear (Tabela 2).

Tabela 2 — Taxa de maturacédo nuclear de acordo com cada tratamento para
ovoécitos imaturos de bovinos

Tratamento® %MIl (N) %MI (N)  %Degenerados (N) Total (N)

T1 84,7 (50) 10,2 (6) 5,1 (3) 59
T2 81,2 (56) 13,0 (9) 5,8 (4) 69
T3 81,3(52) 12,5(8) 6,3 (4) 64
T4 72,2 (52) 16,7 (12) 11,1 (8) 72
5 82,0 (50) 13,1 (8) 4,9 (3) 61
T6 82,2 (60) 11,0 (8) 6,8 (5) 73
T7 80,0 (48) 16,7 (10) 3,3 (2) 60
T8 78,6 (55) 18,6 (13) 2,9 (2) 70
T9 80,0 (64) 11,3 (9) 8,8 (7) 80
T10 80,1 (153) 13,61 (26) 6,28 (12) 191

INdo houve diferenca entre os tratamentos (P>0,05) pelo teste do qui-
guadrado.

MIl: metafase Il; MI: metafase I; Degenerados (inclusos ovécitos com cromatina
condensada em grumos e sem configuracdo cromossémica); N: Numero de
ovocitos obtidos.

T1, T2 e T3 correspondem ao meio Talp-Hepes em tempo de 2, 4 e 8 horas,
respectivamente. T4, T5 e T6 ao Talp-Hepes modificado e T7, T8 e T9 ao TCM
modificado, sendo na mesma sequéncia de horas do meio Talp-Hepes.

T10 corresponde ao tratamento controle, cultivado logo apos a aspiragéo.

Com relacédo ao tratamento controle (tempo 0), ndo houve diferenca
(P>0,05) pelo teste qui-quadrado entre os tratamentos para cada meio, por iSso

os trés grupos foram reunidos em apenas um tratamento (T10).
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As taxas de maturagédo nuclear observadas foram semelhantes aquelas
reportadas por DODE e ADONA (2001) e ALVES et al. (2001), entretanto,
esses autores ndo avaliaram o0s meios de transporte, somente a taxa de
maturacdo apos o cultivo por 24 horas. Dentre as diversas pesquisas que vém
sendo realizadas testando meios de transporte, poucos trabalhos se referem a
taxa de maturacdo nuclear, referindo-se apenas a taxa de clivagem e a
producdo de embrides. Desse modo, ndo foi possivel uma comparacdo mais
detalhada entre os diferentes estudos.

De acordo com GONCALVES et al. (2007), os baixos resultados da PIV
de embriGes bovinos (35% na taxa de blastocistos) sdo advindos de diversos
fatores, tais como, o tipo de meio utilizado e o tempo para o transporte dos
ovocitos até a chegada no laboratério. Por isso, atribui-se tanta importancia a
composi¢do do meio de transporte, simulando um ambiente que atenda as
necessidades dos ovacitos, visto que, aplds serem aspirados, eles reassumem
a meiose rapidamente.

Nos tratamentos (T4, T5 e T6), adicionou-se 0 hormdénio FSH ao meio
Talp-Hepes modificado. O FSH, quando adicionado aos meios de cultivo,
proporciona nos ovoécitos a ativacdo da enzima adenilato ciclase que, por sua
vez, conduz a sintese de cAMP (MEHLMAN, 2005), que tem papel importante
na regulacdo da maturacdo (GILCHRIST & THOMPSON, 2007). Dessa forma,
altas concentragbes de cAMP estimulam a maturacdo nuclear, contudo, se
houver uma exposi¢cdo continua de cAMP em altas concentragdes, pode
ocorrer inibicdo transitoria no reinicio da meiose (THOMAS et al., 2004). De
acordo com THOMAS et al. (2004) e LUCIANO et al. (2004), este atraso na
quebra da vesicula germinal permite que seja estendida a duracdo das
comunicacdes entre as células do cumulus e o ovdcito, por meio das juncdes
gap, promovendo uma troca prolongada de metabdlitos e outros fatores,
melhorando assim a qualidade do ovécito (GILCHRIST e THOMPSON, 2007).

No decorrer do tempo (2, 4 e 8 horas), observou-se que 0S 0vOcCitos
expostos aos meios de transporte expandiram as células do cumulus. Para
BEVERES et al. (1997) e CALDER et al. (2003), esta expansdo pode estar
relacionada ao FSH, ja que este horménio acrescido promove nos meios de
transporte a expansao das células do cumulus. Isto ocorre pela inducdo da

expressao de muitos fatores essenciais, dentre eles, o acido hialurénico, que
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tem capacidade hidrofilica, promovendo a retencdo de &gua e,
consequentemente, causando essa expansao (SIRARD et al., 2007). Em seus
estudos, CHEN et al. (1990) relatam que expansdo do cumulus € benéfica,
tanto na maturacao in vivo, quanto na in vitro, pois facilita a capacitacao do
espermatozoide, a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario (EYESTORE e
BOER, 1993; IZADYAR et al., 1998). Entretanto, vale ressaltar que a simples
expansdo do cumulus durante a MIV ndo determina, necessariamente, a
capacidade de desenvolvimento do ovocito (LONERGAN et al., 1994).

De acordo com ALVES et al. (2001), aumentando as concentracdes de
FSH acima da utilizada no experimento, pode-se atrasar ou inibir o processo de
MIV. Em sua pesquisa, foi avaliada a maturacdo nuclear nas diferentes
concentracdes (10, 20 e 40 ug/mL de FSH) adicionadas ao meio TCM199 com
25 mM de Hepes, tendo sido verificados 81,8%, 55,5% e 50% de metafase II,
respectivamente. Deste modo, os resultados reportados pelos autores, na
concentracdo de 10 pg/mL de FSH, apresentam-se semelhantes ao do
presente estudo, principalmente na percentagem do grupo controle, que nao
teve influéncia de outro fator.

Na necessidade de aumentar a taxa de maturacdo durante o periodo de
exposicao, adicionou-se ao meio Talp-Hepes modificado um substrato
energético, o piruvato de sodio. Este substrato, segundo RIEGER e
LOSKUTOFF (1994), possui taxa de metabolismo 10 vezes maior que 0S
demais substratos, estimulando assim a maturagcdo nuclear dos ovocitos
bovinos para o estadio de metafase Il (LIM et al., 1999). Entretanto, STEEVES
e GARDNES (1999), em seus estudos, ao comparar as concentragdes de 0,33
mM e 6,9 mM de piruvato de sodio, ndo observaram tal preferéncia.

Utilizou-se no experimento uma concentracdo menor do que as citadas
pelos autores (0,0454 mM), notando-se que o substrato ndo influenciou a taxa
de maturagdo nuclear, como nos registros de CETICA et al. (1999). Isto, no
entanto, pode estar relacionado ao fato de, no presente experimento, apenas
ovoécitos imaturos classificados como cumulus compactos e com até trés
camadas de células do cumulus terem sido utilizados. De acordo com RIEGER
e LOSKUTOFF (1994), este substrato possui maior importancia para a
maturacdo nuclear de ovocitos desnudos. Sabe-se que as células do cumulus

sdo importantes para captacdo, metabolizacdo e conversdo de glicose em
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piruvato, que, subsequentemente, se transfere ao ovocito via juncdes gap
(BILODEAN-GOESEELS, 2006). J4 os ovocitos desnudos ndo tém essas
células, entdo ha necessidade de piruvato para ocorrer a maturacao nuclear.

No intuito de melhorar a eficiéncia do meio de transporte,
TWAGIRAMUNGU et al. (1998) e FRY et al. (2000) acondicionaram ao meio
TCM-199 um tampéo fosfato, o bicarbonato de sodio. Porém, a necessidade de
gaseificacdo prévia desse meio em estufas de cultivo com atmosfera
controlada se apresenta como uma desvantagem, pois ocorre uma variacao no
pH reduzindo assim os indices de embrides na PIV.

No presente estudo, adicionou-se ao meio TCM modificado o tampao
Hepes. Com isso, tentou-se evitar variacbes de pH do meio, evitando a
necessidade de utilizar estufas gaseificadas. Apesar de ndo ter sido avaliada a
taxa de desenvolvimento embrionario neste experimento, 0s resultados
verificados na taxa de maturacao nuclear (T7, T8 e T9) foram semelhantes ao
controle, apresentando indices dentro do esperado. A concentracdo de tampéao
Hepes utilizado foi menor do que os empregados por (25 mM) FRY et al.
(2000), LEIVAS et al. (2002), KURTZ-FILHO et al. (2003), ALVES et al. (2003)
e LEIVAS et al. (2004). Esses autores ndo avaliaram a taxa de maturacao
nuclear, mas obtiveram taxa de blastocisto em torno de 25%. SCHWARTZ et
al. (1998), utilizando uma concentracdo menor (20 mM), registraram uma
média de 17% na taxa de blastocisto. Assim, ndo se pode concluir que,
diminuindo a concentracdo de tampao Hepes, o desenvolvimento embrionario
seja diminuido, pois a metodologia empregada nos trabalhos foi diferente.

TWAGIRAMUNGU et al. (1998), ao avaliar a eficiéncia do TCM199
comparado ao TCM199-HEPES no transporte de ovdcitos, ndo observaram
diferenca na producdo de embribes no tempo de seis horas, quando
comparado ao grupo controle. Contudo, 0s ovocitos antes de serem
transportados foram incubados por seis horas a 38,5°C. Assim, apesar do
sucesso, existe o inconveniente da incubacdo prévia, que se torna inviavel,
pois a maioria das propriedades esta distante dos laboratorios. Além disso, a
utilizacao de incubadora portatil se torna desfavoravel por aumentar o custo da
PIV.

Da mesma forma, TESSMANN et al. (2004), utilizando-se o meio TCM-

Hepes com bicarbonato de sodio por até seis horas em garrafas térmicas a
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38,5°C, obtiveram taxas de blastocisto semelhantes aos ovocitos colocados
para maturar apOs aspirados. Assim, pode-se admitir que 0 Sucesso nho
desenvolvimento embrionario comparado ao grupo maturado imediatamente
apos aspiracdo se deve ao fato de estes autores terem colocado os ovécitos
em palheta de 0,25 mL. A reducdo do volume de ar promovido pelo
preenchimento da palheta, provavelmente reduz as variagdes de pH do meio
(ALVES et al., 2003). Quando se faz o transporte sem controle da atmosfera
gasosa, procura-se minimizar ao maximo as possiveis variacdes de pH do meio
(TESSMANN et al., 2004). Ja, no presente experimento, 0s ovoécitos
permaneceram em placas de quatro pocos - Nunc® em temperatura de 38,5°C
por até oito horas.

O volume de meio de cultivo e a densidade de ovocitos/embribes
utilizados durante o PIV podem ser variaveis (BRUM et al., 2004). Para PALMA
et al. (1992), o numero de ovacitos por quantidade de meio pode influenciar a
producdo de blastocisto. WARD et al. (2000) observaram que o cultivo de
ovocitos em grupos proporciona maior taxa de blastocisto do que os cultivados
separadamente. NoO presente experimento, respeitou-se a proporcao de
aproximadamente um CCO para cada 25 pL de meio. Sabe-se, no entanto, que
para a maturacdo, usualmente sao utilizados volumes maiores de meio,
provavelmente devido a alta concentracdo de CCO cultivado simultaneamente
(BRUN et al.,, 2004). Contudo, ndo ha relatos da quantidade de meio por
namero de ovacitos utilizados para o transporte. BRUM et al. (2004), ao avaliar
o volume do meio e o numero de ovacitos na fecundacao in vitro, observaram
que nem o volume do meio nem o numero de ovécitos influenciou a produgéo
de blastocistos e a taxa de eclosao.

O tempo de cultivo, no presente experimento, foi de 24 horas, ja que
para a avaliacdo da taxa de maturacao nuclear se considerou ovécito maturado
aquele que apresentou configuragdo cromossémica em MIl e presenca de
grupo cromossdmico pertencente ao primeiro corpusculo polar, quando
presente. Sabe-se que o estadio de MIl ocorre a partir de 18 horas com a
eliminacdo do CP entre 18 a 21 horas. Segundo HYTTEL et al. (1989), apds
seis a sete horas, o CP se degenera, ndo mais podendo ser observado.
Portanto, em um ovécito que elimina o CP com 18 horas de MIV, ndo se

observa sua presenca com 24 horas, geralmente o tempo de confeccdo da
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lamina. Apesar de néo ter sido realizada uma classificagdo para ovocitos em
MII com ou sem presenca de CP, observou-se que a grande maioria de Ml se
apresentava com CP nitido apés as 24 horas de cultivo.

Entretanto, o periodo de tempo utilizado desde a aspiracdo dos ovoécitos
até a confeccdo das laminas permaneceu superior a 24 horas, ou seja, se
tivesse ocorrido quebra da vesicula germinal apds a aspiracdo, ndo seria tao
comum encontrar o CP, devido a sua degeneracdo. Como mencionado
anteriormente, o FSH adicionado aos meios de transporte e maturacao
promove no ovécito a sintese de cAMP, ou seja, a continua exposicao de
cAMP em altas concentracdes pode promover uma inibicdo transitéria no
reinicio da meiose (THOMAS et al., 2004). Este fato pode ter ocorrido no
presente experimento, ja que foi adicionado FSH, tanto no meio Talp-Hepes
modificado, como no TCM modificado. Ainda, no meio TCM modificado,
utilizou-se em sua constituicdo o BSA fracdo V, que, em estudo recente,
mostrou retardar a QVG (ALl & SIRARD, 2002). Portanto, no experimento, 0s
ovocitos ficaram expostos aos meios por certo periodo de tempo antes de ser
submetidos ao cultivo por 24 horas, sendo essa forma, fator determinante para
0 atraso na QVG.

Um dos fatores que podem ter influenciado a nao ocorréncia de
diferenca (P>0,05) entre os tratamentos, seria o fato de ter adicionado SVE no
meio Talp-Hepes, visto que esse meio ndo possui acdo de bloqueio da
maturagdo nuclear (BEHRENSDORF, 1999), e neste, ndo foi adicionado o
hormdnio FSH e nem o BSA fracdo V. Esta fonte protéica de origem animal tem
apresentado bons resultados na maturacdo de ovocito e no desenvolvimento in
vitro de embrides (CAROLAN et al., 1995), da mesma forma que a adicédo de
soro fetal bovino ao meio de cultura proporciona um efeito benéfico a
maturagcdo nuclear (MINGOTI et al., 1995). Assim, ndo se observou influéncia
(P>0,05) dos meios propostos na maturacao nuclear, porém nao foi realizada a
avaliacdo da maturagdo citoplasmatica. Portanto, admite-se que possa ter
ocorrido alguma interferéncia neste processo, pois a capacidade de completar
a maturacao citoplasmatica se desenvolve além da capacidade de completar a
maturacao nuclear (DODE et al., 2000).

BERTAGNOLLI et al. (2004), em seus estudos, relataram que o

percentual de embrides que se desenvolvem a partir de ovocitos maturados e
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fecundados in vitro pode ser inferior aquele obtido in vivo, isso acontecendo em
decorréncia de problemas no processo de maturacdo citoplasmética, também
denominada capacitacdo ovocitaria. Para HYTTEL et al. (1989), a maturagdo
citoplasmatica in vitro de ovdcitos bovinos acompanha o mesmo padréo das
condicdes in vivo.

A habilidade de o ovdcito ser fertilizado depende de uma maturacéo
normal, tanto a nuclear (estadio de metafase Il) quanto a citoplasmatica,
podendo-se avaliar a maturacao nuclear pela configuracdo cromossémica, na
qual ela se encontra, sendo o estadio de metafase Il representativo de
maturacdo nuclear normal. J& a maturacdo citoplasmatica, necessaria no
desenvolvimento pés-fertilizacdo, dificilmente se avalia, muitas das vezes

devido a necessidade de microscopia eletrénica (HINRICHS et al., 1995).
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5. CONCLUSOES

A exposicdo de ovocitos imaturos de bovinos em meios Talp-Hepes,
Talp-Hepes modificado e TCM modificado, em temperatura de 38°C e sem

controle da atmosfera gasosa por um periodo de até oito horas, ndo altera a
taxa de maturagdo nuclear.

A adi¢éo de 10 pg/mL do hormdénio FSH e 0,0454 mM de Piruvato de
Sdédio ao meio Talp-Hepes (BAVISTER et al.,1983) ndo incrementa a taxa de

maturacdo nuclear apds a exposicao por um periodo de até oito horas.
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