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RESUMO

O transporte dos odcitos até ao laboratorio € um fator determinante que tem limitado a
difusdo comercial da técnica de Producdo in vitro de embrides (PIVE). Por este motivo, a
utilizacdo de um meio de transporte-maturacdo que forneca maior viabilidade aos odcitos
durante o transporte é fundamental. O objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade do
transporte simulado de odcitos bovinos em meio quimicamente definido, por diferentes
periodos de tempo sem o controle da atmosfera gasosa, e a necessidade da adi¢do de
hormonios neste meio. Odcitos bovinos imaturos (n=989) obtidos de ovarios de vacas
abatidas em frigorifico, foram selecionados e distribuidos aleatoriamente em 2
experimentos. No experimento I, 649 odcitos foram distribuidos em 5 grupos. No grupo
controle (Oh), os odcitos foram maturados por 24h em meio de maturacdo, em estufa de
CO; a 38,5°C. Os odcitos foram transportados em uma incubadora portatil sem controle da
atmosfera gasosa a 38,5°C, por 3, 6, 9 e 12h. Os odcitos dos grupos experimentais
completaram a matura¢do nas mesmas condi¢cdes do grupo Oh. No experimento II, 340
odcitos foram distribuidos em 5 grupos. No grupo controle (Oh), os odcitos foram
maturados nas mesmas condicdes do grupo Oh do experimento I. Nos grupos
experimentais, os odcitos foram transportados nas mesmas condi¢des do experimento I, no
entanto o meio de transporte-maturacdo foi suplementado ou ndo com hormoénios, € 0
transporte ocorreu por 3h (com e sem hormonios) e 6h (com e sem hormodnios). Os odcitos
dos grupos experimentais completaram a maturacao nas mesmas condi¢des do grupo Oh. A
fecundacao foi efetuada em meio Talp-Stock por 18 a 22h e o cultivo por 7 dias em meio
SOF. No experimento I, as taxas de clivagem foram estatisticamente similares (p>0,05)
para os grupos Oh (64,9%) e 3h (56,2%), porém houve uma redugdo destas taxas nos grupos
6h (45,8%), Sh (47,1%) e 12h (44,0%), que foram semelhantes entre si. A producdo de
blastocistos no experimento I, ndo foi estatisticamente diferente (p>0,05) para os grupos Oh
(38,0%) e 3h (32,3%), porém houve uma reducdo nestas taxas nos grupos 6h (27,3%), 9h
(24,8%) e 12h (18,9%), no entanto, as taxas de blastocistos assemelham-se entre os grupos
3, 6 e 9h. No experimento II, as taxas de clivagem foram estatisticamente similares
(p>0,05) para os grupos Oh (71,4%) e 3h com hormonios (70,3%), porém houve uma
reducdo destas taxas nos grupos 3h sem hormonios (64,8%), 6h com (56,0%) e sem
(54,1%) hormonios, que foram diferentes entre si. A producdo de blastocistos no
experimento II, foi estatisticamente similar (p>0,05) para os grupos Oh (46,1%) e 3h com
hormonios (45,8%), porém houve uma reducao destas taxas nos grupos 3h sem hormonios
(41,1%), 6h com (35,5%) e sem (33,5%) hormonios, que foram diferentes entre si. Esses
resultados indicam a possibilidade do transporte de odcitos bovinos, em meio
quimicamente definido, utilizando incubadora portétil, sem controle da atmosfera gasosa, a
38,5°C, pelo periodo de até 9h, e que a adi¢do de hormdnios neste meio pode aumentar os
indices de blastocistos.

Palavras-chave: bovinos, odcitos, transporte, PIVE.



ABSTRACT

The transport of the oocytes until the laboratory is a determining factor that has limited the
commercial diffusion of the Production in vitro embryo technique (PIVE). For this reason,
the use of a means of transport-maturation to provide greater viability to the oocytes during
the transport is fundamental. The objective of this study was to evaluate the viability of the
simulated transport of the bovine oocytes in chemically defined medium, by different
periods of time without the gaseous atmosphere control, and the need for the addition of
hormones in this medium. Immature bovine oocytes (n=989) obtained from bovine ovaries
of cows slaughtered in a refrigerator, were selected and randomly distributed in 2
experiments. In experiment I, 649 oocytes were distributed into 5 groups. In the control
group (Oh), the oocytes were borne during 24h by means of maturation, in a CO, incubator
at 38,5°C. The oocytes were transported in an incubator portable without gaseous
atmosphere control at 38,5°C for 3, 6, 9 and 12h. The oocytes of experimental groups
completed the maturation under the same conditions of the group Oh. In experiment II, 340
oocytes were distributed into 5 groups. In the control group (Oh), the oocytes were matured
during the same conditions of the group Oh of the experiment I. The experimental groups,
the oocytes were transported under the same conditions of the experiment I, however the
means of transport-maturation was supplemented or not with hormones, and the transport
occurred in 3h (with and without hormones) and 6h (with and without hormones). The
oocytes of experimental groups completed the maturation under the same conditions of the
of the group Oh. The fertilization was performed in Talp-Stock by 18 to 22h and growing
by 7 days in SOF medium. In experiment I, the rates of cleavage were statistically similar
(p>0,05) to the groups Oh (64,9%) and 3h (56,2%), although there was a reduction in these
rates in the groups 6h (45,8%), 9h (47,1%) and 12h (44,0%), which were similar among
themselves. The production of blastocysts in experiment I, was not statistically different
(p>0,05) for the groups Oh (38,0%) and 3h (32,3%), but there was a reduction in these rates
in groups 6h (27,3%), 9h (24,8%) and 12h (18,9%), however, the rates of blastocysts are
similar among the groups 3h, 6h and 9h. In experiment II, the rates of cleavage were
statistically similar (p>0,05) to the groups Oh (71,4%) and 3h with hormones (70,3%), but
there was a reduction in these rates in groups 3h without hormones (64,8%), 6h with
(56,0%) and without (54,1%) hormones, which were different among themselves. The
production of blastocysts in experiment II, was statistically similar (p>0.05) for the groups
Oh (46,1%) and 3h with hormones (45,8%), but there was a reduction in these rates in
groups 3h without hormones (41,1%), 6h with (35,5%) and without (33,5%) hormones,
which were different among themselves. These results indicate the possibility of the
transport of bovine oocytes, in chemically defined medium, using incubator portable,
without gaseous atmosphere control, at 38,5°C, for the period of up to 9h, and that the
addition of hormones in this medium may increase the rates of blastocysts.

Key-words: bovine, oocytes, transport, PIVE.
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1- INTRODUCAO

Entre as biotécnicas aplicadas ao melhoramento genético bovino que possibilitam
aumentar o nimero de descendentes de um animal de alto valor genético destacam-se a
Inseminacdo Artificial (IA), a Transferéncia de Embrides (TE) e a Producao in vitro de
Embrides (PIVE) (TESSMANN, 2004).

Embora em muito tenham avancado as técnicas para a PIVE, a producido de
blastocistos para transferéncia ainda se mantém no méximo 30-40%, enquanto que
producdo in vivo chega a 60-80% (RIZOS et al.,, 2002a; WRENZYCKI et al., 2004;
LONERGAN & FAIR, 2008). Segundo Van Wagtendonk-de Leeuw (2006) nos tltimos
anos, importantes avangos ocorreram na PIVE da espécie bovina, ndo sé do ponto de vista
quantitativo, mas principalmente, qualitativo, possibilitando taxas atuais de gestacdo ao
redor de 50% com embrides a fresco e 40% com embrides congelados, fato que viabilizou a
aplicacdo desta técnica em escala comercial. Por este motivo, atualmente a PIVE estd em
processo de acelerada difusdo e desenvolvimento, especialmente na pecudria brasileira,
onde segundo Camargo et al. (2006) mais de 40% dos embrides transferidos no ano de
2004 foram produzidos in vitro.

Para a PIVE bovinos, os odcitos podem ser obtidos através de ovdrios de vacas
abatidas em frigorificos ou de animais vivos, neste ultimo caso, pela ovariectomia,
laparoscopia ou ainda através da aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultra-som
(OPU — Ovum Pick-up) (TESSMANN, 2004). Com a aplicagdo desta tecnologia, € possivel
aumentar o nimero de embrides produzidos in vitro de doadoras vivas, produzindo maior
nimero de descendentes com gendtipo superior, principalmente por diminuir o intervalo
entre geracdes. No entanto, para tornar esta tecnologia acessivel a um maior nimero de
criadores, muitos aspectos precisam ser estudados com o intuito de aumentar a eficiéncia e
reduzir custos (GALLI et al., 2001).

O sucesso da OPU/PIVE depende de varios fatores, tais como: genética dos
animais, raca, idade (ROCHA et al., 1998; PAZ et al., 2001); estacdo do ano (AL-
KATANANI et al., 2002); origem e qualidade dos odcitos (RIZOS et al., 2002a), condicdes
de cultivo dos odcitos e experiéncia do técnico, assim como, do ndmero de odcitos obtidos
por colheita (WATSON et al., 2000; LONERGAN et al., 2003). Esta técnica pode ser

utilizada em fémeas com até trés meses de prenhez e em novilhas a partir dos seis meses de



idade, a qual pode ser realizada até duas vezes por semana no mesmo animal por periodos
longos (LONERGAN et al., 2003).

Em alguns animais é comum a recupera¢dao de poucos ou de apenas um odcito por
doadora, no entanto ha necessidade de que estes sejam aproveitados, desta forma, estudos
estdo sendo conduzidos na busca de alternativas ideais que preservem ao maximo a
viabilidade do odcito durante o transporte até o laboratério de PIVE, uma vez que a
qualidade intrinseca deste € um fator determinante no desenvolvimento embriondrio inicial
(RIZOS et al., 2002a; DODE et al., 2003). Dentro deste contexto deve-se levar em
consideragdo que no Brasil, em fun¢do da grande extensao territorial, principalmente da
Regido Norte, que possui o maior territério do pais (FARIA, 2008) as condigdes de
transporte dos odcitos até o laboratério de PIVE sdo consideradas como fator limitante na
producdo comercial, pois, em muitos casos, este transporte pode demorar vdrias horas
(LEIVAS et al., 2001).

As substincias e os métodos de transporte utilizados atualmente entre os
laboratdrios sdo bastante varidveis, desde criotubos a tubos de ensaio em estufas portateis
(KAISER et al., 1999), em que o pH dos meios € controlado pelo sistema bicarbonato/CO,
(GORDON, 1994), ou em meios que contenham um tampao organico (Hepes), que nao
necessita do controle da atmosfera, apenas com o monitoramento da temperatura (SHI et
al., 1998) e do tempo de transporte (WOLF et al., 1998; WARD et al., 2000), assim como
também tém sido utilizados tubos de Poliestireno em banho-maria (OLIVIER et al., 1998)
ou placas de cultivo acondicionadas em bolsas plésticas seladas (PALMA et al., 1998).

Por estes motivos, esta pesquisa teve como objetivo avaliar um meio quimicamente
definido associado ao tampao Hepes suplementado com hormoénios ou ndo, para ser
utilizado no transporte de odcitos bovinos até o laboratério, que mantenha a viabilidade dos

mesmos na PIVE.



2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade do transporte simulado de odcitos bovinos em meio
quimicamente definido, por diferentes periodos de tempo sem o controle da atmosfera

gasosa.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as taxas de clivagem e de produgdo de blastocistos apds o transporte
simulado dos odcitos bovinos por periodos de 3, 6, 9 e 12 horas em meio de transporte-

maturagdo a 38,5°C, suplementado com hormonios, e sem controle da atmosfera gasosa.

Avaliar a viabilidade do transporte simulado de odcitos bovinos em meio
quimicamente definido suplementado ou nao com hormoénios sem o controle do CO,, por
diferentes periodos de tempo através da determinacdo dos indices de clivagem e de

blastocisto.



3-REVISAO DE LITERATURA

Atualmente, com o uso da OPU, odcitos imaturos aspirados de fémeas de alto
mérito genético podem ser maturados e fecundados in vitro com sémen de igual valor e
resultar em embrides vidveis a transferéncia para receptoras (TESSMANN, 2004). A OPU
associada a PIVE ja estd bastante difundida mundialmente (ALVARENGA, 2003),
entretanto apesar dos avancos nas técnicas de recuperacdo de odcitos, hd poucos estudos
sobre o transporte destes odcitos da fazenda até o laboratério de PIVE (WARD et al., 2000;
FRY et al., 2000).

Rauber (2003) afirma que em vacas ciclicas sadias, aproximadamente 85% dos
odcitos ovulados se desenvolvem até embrido. A recuperacdo dos odcitos com auxilio da
OPU seguida de PIVE, produz em média, 15 a 20% de embrides transferiveis por colheita.
Um dos motivos desta baixa producido de embrides € a grande variacdo nas caracteristicas
dos odcitos recuperados, ji que os foliculos puncionados, tanto in vivo quanto in vitro,
estdo em diferentes estdgios de desenvolvimento e atresia.

Blastocistos bovinos produzidos in vitro podem ser mantidos em meios ndo
gaseificados (SCHNEIDER et al., 1998; MEZZALIRA et al., 1998) ou, ainda, em meios
gaseificados por até 24 horas (BRUM et al., 2000), sem prejuizos as taxas de
desenvolvimento embriondrio e prenhez. Entretanto, o complexo cumulus oophorus (COC)
€ muito sensivel as variacdoes de temperatura e pH, sendo importante o monitoramento
cuidadoso destes fatores durante os procedimentos de colheita e transporte (LEHMKUHL,
2001; ALVES, 2003; RAUBER, 2003).

Segundo Ward et al. (2000) os odcitos necessitam de condi¢des adequadas e
controladas, sendo o meio utilizado, a duragdo do transporte e a temperatura entre a colheita
e a chegada dos odcitos no laboratdrio, aspectos que influenciam diretamente o
desenvolvimento embriondrio. Schwartz et al. (1998) afirmam ainda que a temperatura de

armazenamento influencia mais no desenvolvimento embriondrio que o meio utilizado.



3.1 - OOGENESE

A oogénese € o periodo compreendido entre o inicio de desenvolvimento e
diferenciacdo das células germinativas primordiais (CGP) da fémea até a formacdo do
odcito hapléide fertilizado (RUSSE, 1983). Nos mamiferos, a oogénese € iniciada durante o
desenvolvimento fetal e s6 termina na idade reprodutiva, apds a fecundagdo, quando ocorre
a extrusdo do segundo corptsculo polar (MONIAUX et al., 1997; PICTON et al., 1998; van
den HURK & ZHAO, 2005).

Segundo Gilbert (2000) e Van den Hurk & Zhao (2005) o processo de formagao
oocitéria inclui as seguintes etapas: 1) formacdo das CGP; 2) migracdo das CGP para a
gonada indiferenciada (crista genital); 3) colonizacdo da goénada pelas CGP; 4)
diferenciacao das CGP para oogoOnias através de divisdes mitéticas; 5) proliferacdo das
oogodnias; 6) inicio da meiose; 7) parada da meiose I, no estddio de diploteno da profése I
(PI); 8) retomada da primeira divisdo meidtica; 9) segunda parada da meiose no estadio de
metéfase II (MII); 10) e segunda retomada da meiose, sendo que esta tltima somente ocorre
se houver a fertilizagao do odcito. Sawyer et al. (2002) afirmam que durante este processo
as oogoOnias sofrem replicacdo do DNA, e apds a meiose, tornam-se odcitos.

As CGP sofrem vdrias divisdes mitéticas e transformam-se em oogdnias (RUSSE,
1983). Apés o inicio da meiose as oogdnias transformam-se em odcitos, estes progridem
através dos estddios da profase meidtica, a saber: leptéteno, zigéteno, paquiteno e
dipléteno. Entretanto, o processo de meiose ndo se completa, pois ocorre a primeira parada
meidtica, no estadio de dipléteno da profase I (RUSSE, 1983; van den HURK & ZHAO,
2005). Segundo Pincton et al. (1998) no estadio de PI da meiose, quando vérias proteinas
de reparacdo do DNA e outros fatores sdo necessdrios para o bom alinhamento e
recombinacdo dos cromossomos, 0s 0dcitos sdo extremamente vulnerdveis, resultando na
degeneracao de muitos deles.

Segundo Quetglas (2007), o bloqueio da meiose I ocorre na fase de vesicula
germinativa (VG), e assim permanece por meses ou anos até a puberdade. Pouco antes da
ovulacd@o os odcitos sao estimulados a retomar a meiose em resposta a onda pré-ovulatdria
do Horménio Luteinizante (LH) e o ciclo celular progride até o estddio de MII, em que €

novamente bloqueado. Este ciclo somente serd reiniciado e completado, apds a ovulagdo,



quando houver fecundagdo pelo espermatozdide (sptz) que provoca sua ativagcdo, € uma vez
ativado o odcito completa a meiose e inicia os ciclos mitéticos do desenvolvimento

embrionario.

3.2 - FOLICULOGENESE

A foliculogénese € o processo de formacdo, crescimento e maturagdo folicular,
iniciando com a formacgdo do foliculo primordial e culminando com o estddio de foliculo
terciario (SAUMANDE, 1981).

No estdgio inicial de desenvolvimento, células foliculares pavimentosas da pré-
granulosa (achatadas) e uma membrana basal se posicionam em torno dos odcitos
primarios, formando os foliculos primordiais (MEYES, 2002), que sdo as unidades
fundamentais dos ovarios (FINDLAY et al., 2009). Posteriormente, as células foliculares
tornam-se cubdides (células da granulosa) dando origem ao foliculo primario (Figura 2)
(SWENSON & REECE, 1996). As células foliculares multiplicam-se por mitose dando
origem ao foliculo secundario (Figura 3), que apresenta pelo menos duas camadas de
células da granulosa, uma cavidade contendo o liquido folicular (antro) e um odcito. A teca,
que consiste de camadas de células conjuntivas imediatamente ao redor da granulosa,
também tem seu maior desenvolvimento durante o estdgio folicular secunddrio (HYTTEL
et al., 1997).

Segundo Hafez & Hafez (2000) a granulosa e a teca desenvolvem receptores
celulares para o FSH (Hormonio Foliculo Estimulante) e o LH (Hormoénio Luteinizante),
respectivamente (Figura 4). Sob influéncia do LH, as células tecais proliferam e produzem
androgenos (androstenediona e testosterona) que se difundem dentro da granulosa. O FSH
promove proliferagdo adicional de células da granulosa e a conseqiiente producdo de
enzimas celulares, como a aromatase, necessdria para a conversdo de andrégenos em
estrogenos (estradiol, estriol e estrona). Os estrégenos atuam na hipéfise, fazendo com que
haja liberagdo de LH, este por sua vez atua nas células foliculares, levando a producdo de
progesterona. O aumento de progesterona leva a retracdo das células foliculares, fazendo

com que as mesmas se desliguem do odcito, posteriormente ocorre o término da primeira



divis@o meidtica e a liberacdo do primeiro corpusculo polar, dando origem ao foliculo

terciario.

3.3 — CRESCIMENTO E COMPETENCIA OOCITARIA

A fase de crescimento do odcito comega juntamente com o crescimento do foliculo
e estd quase completa quando ocorre a formagdo do antro. Essa fase se caracteriza pelo
aumento de tamanho do odcito ainda bloqueado na meiose I, e também pelo aumento na
quantidade de organelas e pela modificacdo da distribui¢io e morfologia das mesmas
(HYTTEL et al., 1997).

Durante o crescimento oocitario, 0 ooplasma se torna um sitio de estoque de RNA e
proteinas, e também acumula granulos de glicogénio, gotas de lipideos e corpos
multivesiculares e cristalizados, que sdo provavelmente estruturas, associadas ao
suprimento de energia e substratos para a sintese de novas membranas apés a fertilizacao
(PICTON et al., 1998). Algumas proteinas sintetizadas pelo odcito atuam na interacao
deste com as células da granulosa que o rodeiam, na formacdo da zona pelicida (ZP), na
fertilizacdo ou no desenvolvimento embriondrio inicial (PICTON et al., 1998; DEKEL,
2005). Segundo Sirard & Coenen (1994), durante esta fase, o odcito cessa, quase
totalmente, sua atividade transcricional.

Hytell et al. (1997) observaram que durante o crescimento do odcito ocorre uma
série de eventos que incluem: desenvolvimento de organelas, tais como reticulo
endoplasmatico liso, complexo de Golgi, granulos corticais (GC); formagdo da zona
pelicida; modificagdo morfoldgica das mitocondrias; formagdo das gap junctions (jungdes
comunicantes) com as células da granulosa.

A etapa entre o final do crescimento e o inicio da maturagdo in vivo com o pico de
LH estd relacionada com a aquisicdo final de competéncia para o desenvolvimento
oocitario (DIELEMAN et al., 2002). Nesse periodo cessa a sintese de RNA e ocorre uma
séria de modificagdes ultraestruturais e o odcito ainda € mantido em seu bloqueio meidtico
na PI (QUETGLAS, 2007). Hyttel et al. (1997) e Gonsalves et al. (2008) afirmam que

dentre as modificacdes observadas neste periodo, inclue-se redu¢do dos microvilos e do



complexo de Golgi, retracdo das ligacdes com as células da granulosa, aumento do espago
perivitelinico, aumento da quantidade de goticulas de lipideos, inicio do deslocamento dos
GC para a periferia, ondulacdo da membrana nuclear e modificacdo da morfologia do
nucléolo, que poderia estar relacionada a uma retomada de sua atividade transcricional.

Atualmente tem sido relatado que a manutencdo de odcitos imaturos antes do inicio
da maturacdo em meios contendo inibidores da maturacdo pode simplificar o transporte de
odcitos e auxiliar nas manipulacdes posteriores (ALM et al., 2008). A presenca de
inibidores meidticos € eficaz na manutengao de odcitos bovinos na fase de VG (ADONA et
al., 2008), pois permite ao odcito maior tempo para adquirir a competéncia para o
desenvolvimento antes de submeté-lo a maturacdo in vitro (MIV) (QUETGLAS, 2007).
Segundo Hashimoto et al. (2002) o cultivo de odcitos em meios contendo estes inibidores
altera a cinética da maturacdo, e se a fertilizacdo for realizada apés um curto periodo da
maturagdo oocitdria, boas taxas de blastocistos podem ser obtidas. Hashimoto et al. (2003)
afirmam que o uso de inibidores do reinicio da meiose, ndo difere a competéncia de
desenvolvimento entre os odcitos tratados e ndo tratados.

Richard & Sirard (1996) sugerem que fatores inibitérios sao produzidos pelas
células da teca e/ou granulosa da parede folicular e que, em bovinos, as células da
granulosa sozinhas sdo suficientemente competentes para a manuten¢do do odcito em
meiose. Segundo Emanuelli et al. (2000) estes fatores estdo presentes em maior
concentracdo nos foliculos menores, cujo liquido folicular é capaz de reter a meiose,
durante a incubacao in vitro.

Blondin et al. (1997) estudando o efeito do intervalo entre o abate e a recuperacao
dos odcitos, observaram que melhores resultados foram obtidos, mantendo-os dentro dos
foliculos ovarianos por até 4h apds o abate, comparativamente aos puncionados
imediatamente apOs o abate, e que a aquisicdo de competéncia para o desenvolvimento
pode ocorrer, em parte, antes da MIV.

Completada a fase de crescimento, 0 odcito possuird um estoque de componentes
requeridos no seu desenvolvimento subseqiiente e terd adquirido a capacidade de progredir
do estddio de PI (VG) para MII do ciclo celular. Contudo, o o6cito ainda ndo estara apto
para a fertilizacdo e desenvolvimento embriondrio. A aquisi¢do destas caracteristicas

depende da etapa posterior a fase de crescimento, ou seja, do periodo de maturagdo
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oocitdria, que € iniciada in vivo pela liberacdo pré-ovulatéria de LH (MATTIOLI &

BARBONI, 2000).

3.4 - MATURACAO OOCITARIA

A maturagdo oocitdria compreende o periodo logo apds o pico pré-ovulatério de
LH, quando o odcito retoma a meiose e passa pelas modificagdes finais que o torna apto a
ser fecundado por um sptz e desenvolver-se até estdgios embriondrios precoces, que
envolvem alteracdes nucleares e citoplasmaéticas. Estes processos sao altamente complexos
e regulados por uma série de eventos moleculares (BEVERS et al., 1997; QUETGLAS,
2007; FERREIRA et al., 2008).

3.4.1 — Maturacao Nuclear

A maturacdo nuclear do odcito bovino requer de 18 a 22h, e compreende o processo
de reversao do primeiro bloqueio meidtico até o estadio de MII, quando o nicleo do odcito
sai da fase de VG (rompimento da vesicula germinativa - GVBD) (BUCCIONE et al.,
1990; TOSTI, 2006).

O rompimento da VG (GVBD) in vivo ocorre com o inicio da puberdade em
resposta aos picos pré-ovulatérios de gonadotrofinas hipofisarias: FSH e LH (DEKEL,
2005; HUMBLOT et al., 2005; CRAIG et al., 2007).

A maturagdo meidtica espontanea ocorre com a pun¢io (remocdo) do odcito ou do
complexo cumulus-oophorus (CCO) de foliculos antrais (de FELICI, 1985; RODRIGUEZ
& FARIN, 2004). Segundo Lanuza et al. (1998) a remog¢ao do odcito do foliculo ovariano
resulta na luteinizacdo espontanea das células da granulosa e na retomada da meiose pelo
odcito. Lonergan et al. (1994) e de Souza et al. (1998) afirmam que estes eventos ocorrem
pela perda da sinalizagdo odcito-células da granulosa, realizada via jun¢des comunicantes
(gap junctions). Quando esta sinalizacdo é perdida, através da retirada do odcito do
ambiente folicular, ocorre a condensacdo da cromatina e o GVBD fazendo com que a

maturagdo nuclear que estava bloqueada em PI da meiose I, progrida até MII. A retomada

da meiose leva a inibi¢do da maturacgdo citoplasmdtica, uma vez que esta sé ocorre quando



0 odcito estd na fase de VG, devido ao estdgio descondensado dos cromossomos. Neste
momento, de acordo com Silva (2008) observa-se entdo, uma perda na sincronia entre
maturacdo citoplasmdtica e nuclear, o que influencia negativamente a aquisi¢do de
competéncia oocitdria e provavelmente promove a reduzida taxa de producao de embrides
PIV.

Segundo de Felici (1985) quando os odcitos sdo puncionados e cultivados in vitro,
pode ocorrer o endurecimento da ZP. Este endurecimento ocorre naturalmente apds a
fecundacdo nos odcitos de muitas espécies e constitui um bloqueio a poliespermia. De
acordo com Landim-Alvarenga et al. (2002) este endurecimento estd totalmente ligado a
auséncia de soro fetal bovino (SFB) no meio de maturagao.

A maturagdo nuclear € caracterizada pelo rompimento do envelope nuclear
(GVBD), condensacdo dos cromossomos, formacdo do fuso meidtico e segregacao
(separagdo) dos cromossomos, com a liberagao do primeiro corpuisculo polar (VORONINA
& WESSEL, 2003; HUMBLOT et al., 2005; van den HURK & ZHAO, 2005; TOSTI,
2006; QUETGLAS, 2007; FERREIRA et al., 2008). Durante a maturacdo nuclear os
cromossomos homdlogos (2n) sdo divididos em dois grupos, com a metade do nimero
original de cromossomos. Ao término da primeira divisdo meidtica o citoplasma € dividido
assimetricamente gerando duas células de tamanhos diferentes: uma pequena, chamada de
primeiro corpusculo polar e outra grande, o odcito secunddrio. Cada uma das células
contém a metade do nimero de cromossomos da espécie (CAN et al., 2003).

Ap6s o GVBD, o odcito passa pelo estddio de diacinese, metafase I (MI), anéfase I
(AD), telofase 1 (T1), completando a primeira divisdo meidtica, e entdo, rapidamente, passa
para a MII da segunda divisao meidtica, quando ha novo bloqueio do ciclo celular (segundo
bloqueio meidtico) (TOSTI, 2006; QUETGLAS, 2007). O odécito permanece no estadio de
MII até a fecundacao (MAYES & SIRARD, 2001) ou ativacdo partenogenética (YI &
PARK, 2005), onde ocorre a retomada da meiose II, sendo gerado o segundo corpusculo
polar (SENGER, 1999). Shen et al. (2008) afirmam que nos odcitos da maioria dos
mamiferos a MII, é o estddio que antecede a ovulagao dos foliculos.

O célcio desempenha papel fundamental na retomada da meiose I, ao ser liberado
por canais i0Onicos presentes na membrana plasmética de compartimentos intra e

extracelulares (TOSTI, 2006).
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O reinicio da meiose I também é controlado por proteinas, que modulam os
processos celulares através de fosforilagdo e defosforilagio (VORONINA WESSEL, 2003;
DEKEL, 2005). Entre as proteinas mais importantes que regulam o mecanismo de
maturagdo estdo as do complexo MPF (Fator Promotor de Maturagao) (TAY et al. 2000;
LEDAN et al., 2001; SHENG et al., 2002) e as proteinas da familia MAPK (Proteina
Cinase Ativada por Mit6genos) (WEHREND & MEINECKE, 2001; BODART et al., 2002;
MOQD et al., 2004; DEKEL, 2005), que mostram atividade oscilatéria durante o processo
de maturagao nuclear (TAY et al., 2000; LEDAN et al., 2001; BODART et al., 2002; SUN
et al., 2004).

As proteinas do complexo MPF regulam a condensacdo dos cromossomos, o
GVBD, e a reorganizacdo dos microtubulos (KIM et al., 2000). Em odcitos em estadio de
VG (imaturos), o MPF mantém-se com baixa atividade. Na retomada da meiose, este torna-
se ativo, atingindo sua maxima atividade em MI.

As proteinas da familia MAPK atuam na fosforilacdo de diversos substratos
incluindo fatores de transcri¢cdo e proteinas do citoesqueleto (ROUX & BLENIS, 2004).
Em odcitos de bovinos sua ativacdo ocorre com a proximidade do rompimento da VG,
apresentando um aumento gradual até 12-14 horas de maturacdo, o que sugere que a
MAPK ndo € requerida para o reinicio da meiose, mas € essencial em eventos pos-
rompimento da VG (KUBELKA et al., 2000).

Os meios de cultivo utilizados na MIV sdo essenciais para a maturagdo dos odcitos
bovinos, permitindo que atinjam a MII, possibilitando a fecundagdo, e influenciando,
também, nas taxas de desenvolvimento embriondrio in vitro (ROSE & BAVISTER, 1992).
Estes meios podem ser divididos em simples e complexos, os simples sdo constituidos de
uma solucdo 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 antibiéticos, SFB ou albumina sérica bovina (BSA), dentre os complexos tem-se o
TCM-199 (Tissue Culture Medium). Com relacdo a atmosfera gasosa, o CO, € utilizado
para controlar o pH dos meios tamponados com Bicarbonato (BOONE & SHAPIRO,
1990). O Hepes vem sendo utilizado como tampao para evitar grandes variacdes de pH nos
meios de maturacdo e cultivo embriondrio (FRY et al., 2000; MONTAGNER et al., 2000),

além de ser o mais utilizado para remessa de odcitos coletados e destinados a PIVE.



3.4.2 — Maturacao Citoplasmatica

A maturacdo citoplasmdtica é um processo que envolve alteracdes
morfolégicas/moleculares e funcionais/estruturais, como: mudangas da expressdo de
proteinas que controlam o ciclo celular (MASUI, 1996); modificacdes na transcricdo de
RNAm's (HAKE & RICHTER, 1997); alteracio da permeabilidade da membrana
plasmética (CUOMO et al., 2005); reorganizacdo das organelas citoplasmadticas; dinamica
dos filamentos do citoesqueleto; e maturagao molecular (WESSEL et al., 2001; FERREIRA
et al. 2008).

Durante a maturacdo citoplasmatica, os GC produzidos pelo complexo de Golgi
mudam a sua distribui¢do (CRAN & ESPER, 1990; FERREIRA et al., 2008). Em PI (VG),
os GC estdo dispersos no cortex do odécito (PIERCE et al.,1990), enquanto que em MII,
passam a se concentrar no hemisfério oposto ao dos cromossomos, € nos odcitos
fertilizados estdo praticamente ausentes (DUCIBELLA et al., 1988).

A maturacao molecular consiste na transcri¢do, armazenamento e processamento do
RNAm (FERREIRA et al., 2008). Segundo Meirelles et al. (2004) e Sirard et al. (2006) a
transcricdo e o armazenamento das proteinas no citoplasma sdo de fundamental importancia
para o processo de maturacdo, garantindo a progressio do desenvolvimento inicial
embriondrio para o estdgio de oito células em bovinos, quando o genoma embriondrio €
ativado e a sintese de novas proteinas torna-se necessaria. Esta fase ¢ denominada Ativagao
do Genoma Embriondrio e a expressio de determinados genes durante este periodo
determina o sucesso da embriogénese na fase de pré-implantacao.

As etapas finais de maturacdo dos odcitos sdo importantes para o bom
desenvolvimento embriondrio, no entanto, sdo poucas as informagdes detalhadas sobre

estes processos (HUMBLOT et al., 2005).

3.5 — CONDICOES DE TRANSPORTE DE OOCITOS

O processo de PIVE comercial abrange vérias etapas, que iniciam na fazenda, com a

OPU, rastreamento e selecdo dos odcitos a serem transportados até o laboratério, o qual



geralmente, estd localizado distante do local da aspiracdo, muitas vezes até em outros
Estados (MIRANDA et al., 2007). No caso da Regido Norte, devido sua &drea ser
extremamente grande (FARIA, 2008), o transporte dos odcitos pode ser bastante
prejudicado.

Nesse contexto, a utilizagdo de um meio de transporte que mantenha a
viabilidade/competéncia oocitdria e preserve sua capacidade de sofrer maturagdo,
fecundacao e assim produzir embrides vidveis € fundamental (MIRANDA et al., 2007).

Segundo Yang et al. (1990) a MIV de odcitos bovinos € afetada por fatores como o
meio, o tempo e a temperatura de transporte destes até o laboratério de PIVE. Investigacoes
vém sendo conduzidas na busca de alternativas para o transporte de odcitos obtidos da
OPU, do local de colheita até o laboratério de PIVE (WARD et al., 2000; GALLI et al.,
2001; LEHMKUHL, 2001; RAUBER, 2003; ALVES, 2003).



3.5.1 — Métodos utilizados no transporte de odcitos

O transporte de complexos cumulus-oocitos vem sendo testado em tubos de
poliestireno (BYRD et al., 1995; KAISER et al.,, 1999), com diferentes fontes de
aquecimento como estufas portateis (BYRD et al., 1995; SUZUKI et al., 1997); em placas
de cultivo mantidas em bolsas plésticas seladas e gaseificadas, mantidas em banho-maria
(VAJTA et al., 1997; OLIVIER et al., 1998; PALMA et al., 1998; LEIVAS et al., 2002;
KURTZ FILHO, 2003); em criotubos, entre outros (TWAGIRAMUNGU et al, 1998;
KAISER et al., 1999).

O uso de incubadoras portéteis ligadas a uma bateria para o transporte dos odcitos
tem como objetivo, simular a MIV em laboratério, a qual € realizada em estufa de cultivo
com 5% de CO,, em meios que contenham Bicarbonato como tampao para o controle do
pH (GORDON, 1994). Por outro lado, quando ndo se tem uma atmosfera gasosa
controlada, é necessdria a adi¢do, no meio de maturagdo, de um tampao organico como o
Hepes (WOLF et al., 1998; WARD et al., 2000).

Dong et al. (2001) desenvolveram uma incubadora portatil adaptada a uma bomba
de vacuo, para produzir uma pressao negativa de 300 mmHg, e testaram dois meios de
cultivo (CRlaa e CR2aa) com diferentes concentragdes (0, 50, 100 e 200 ng/ml) de
Hormonio do Crescimento (GH). Foi observado que quando o meio de cultivo utilizado foi
o CRlaa, o GH, independentemente da concentracdo, apresentou melhor resultado em
relac@o a taxa de maturagdo oocitdria e ao desenvolvimento do zigoto, quando o mesmo foi
utilizado durante a maturacgdo e o cultivo do zigoto, entretanto, quando o meio foi o CR2aa,
o GH apresentou melhor resultado quando foi utilizado somente durante a maturacao. Os
autores afirmam que nao foi observada diferenca (p>0,05) nos resultados de fecundagao,
clivagem e embrides transferiveis entre a incubadora portatil e a incubadora convencional,
concluindo que a incubadora portatil pode efetivamente ser usada a campo, para a produgdo
de embrido bovino.

Vajta et al. (1997) desenvolveram um sistema alternativo para cultivo de
odcito/embrido que consistia na coloca¢do das placas de cultivo dos odcitos dentro de
bolsas plasticas que sdo gaseificadas com uma mistura gasosa industrial contendo 5% de

CO; e entdo seladas. Em seguida as bolsas sdo colocadas em pequenas estantes e submersas



em banho-maria a 38,7° C. Os mesmos autores testaram este sistema experimentalmente
comparando a mistura gasosa industrial com 5% de CO, e o ar expirado dos pulmoes,
ambos os sistemas renderam taxa de blastocistos similares (46% e 47%, respectivamente),
demonstrando a eficiéncia deste sistema para o cultivo embriondrio, mesmo utilizando o ar
pulmonar. Também observaram que ndo houve influéncia da pressdo da dgua, bem como,
da transparéncia da bolsa pléstica, sobre a taxa de blastocisto. Palma et al. (1998) utilizando
0 mesmo sistema alternativo de Vajta et al. (1997), no entanto com as bolsas plasticas
mantidas em estufa sem gas, obtiveram taxa de prenhez de 28%.

De acordo com Olivier et al. (1998) o cultivo de odcitos/embrides em tubos de
poliestireno colocados abertos em bolsas plasticas de polietileno, gaseificadas, lacradas e
colocadas em mini-incubadora durante 60 minutos para atingirem o pH de cultivo e a
temperatura de 38,5° C, sendo posteriormente os tubos, hermeticamente fechados e
colocados em banho-maria, apresentou taxas (p>0,05) semelhantes de clivagem (84,3% e
82,0%) e de blastocisto (23,1% e 30,9%) para o sistema em banho-maria e do grupo
controle, respectivamente.

Miranda (2004) desenvolveu um sistema de cultivo de baixo custo, que mostrou-se
eficiente na PIVE, mas que usava um cilindro com a mistura gasosa de 5% de CO,, 5% de
0, € 90% de Ny, e de acordo com o autor o cilindro dificultava o transporte do sistema.

Carvalho et al. (2007) testaram a eficiéncia de um Sistema de Incubagdo de Baixo
Custo (SIBC), com injec@o do ar expirado dos pulmdes, durante a PIVE bovinos. O SIBC
era constituido por um recipiente de vidro, contendo uma vdlvula adaptada a uma
mangueira por onde era injetado ar pulmonar para promover uma atmosfera gasosa em
torno de 4-5% de CO,, de acordo com o proposto por Vajta et al. (1997). O SIBC foi
mantido em banho-maria com circulacdo de dgua, a uma temperatura de 38,5°C. O Sistema
de Incubag¢do Convencional (SIC) foi constituido de estufa a 38,5°C em 5% de CO,. Na
etapa do cultivo os meios SOF e CR, foram comparados dentro de cada sistema de
incubagdo. Nao houve diferencga estatistica entre o SIC e o SIBC quanto a capacidade de
maturagdo nuclear (98,0% e 97,4%, respectivamente) e as taxas de clivagem, independente
dos meios de cultivo utilizado (SOF: 81,7% e 71,0%, respectivamente; CR;: 76,2% e
79,4%, respectivamente). Em relacdo as taxas de blastocistos e eclosdo, o meio SOF foi

superior a0 meio CR, somente no SIC (taxa de blastocisto de 41,6% e 28,6%,



respectivamente; e taxa de eclosdo de 78,5% e 44,7%, respectivamente), ndo havendo
diferenca entre os meios de cultivo no SIBC (taxa de blastocisto de 42,8% e 34,1%,
respectivamente; e taxa de eclosdo de 80,5% e 58,2%, respectivamente). Os autores
afirmam que a PIVE bovinos pode ser realizada de forma eficaz no SIBC, sendo o SOF o
meio mais adequado para este sistema de incubacao.

3.5.2 — Substancias utilizadas no transporte de odcitos

Nos trabalhos que utilizam ovdrios provenientes de abatedouro, o transporte dos
mesmos se d4d normalmente em solucao salina de 0,9% de NaCl ou solugao salina fosfatada
0,9% (PBS) aquecida a 35°C. O tempo transcorrido entre a obtencao dos ovérios e o inicio
da colheita, varia entre os grupos de pesquisa, mas ndo parece afetar a viabilidade dos
odcitos, quando no periodo de até 3h (GONSALVES et al., 2008).

Na literatura tem sido descrito o efeito positivo do armazenamento de odcitos
bovinos antes da MIV, e este fendmeno foi chamado de capacitagdo oocitdria, como uma
analogia a capacitacio espermatica (HYTTEL et al., 1997). Blondin et al. (1997) afirmam
que os odcitos adquirem competéncia para o desenvolvimento posterior quando sao
mantidos dentro dos foliculos por até 4h.

Pavlok et al. (2006) analisaram a viabilidade de odcitos bovinos armazenados em
foliculos isolados, prolongando o tempo de manipulacdo in vitro antes da maturacdo. Os
foliculos foram dissecados e armazenados a 17-18°C, durante 24 ou 48h, em meio TCM-
199 (Sais de Earle's), apds este periodo os odcitos foram puncionados, maturados,
fertilizados, e os embrides cultivados in vitro durante 9 dias. Os autores observaram que o
armazenamento de foliculos a 17-18°C resulta na recuperacdo de maior nimero de
blastocistos de melhor qualidade e permite o transporte seguro dos foliculos por longa
distancia.

Dentre as substancias que tém sido utilizadas por quem explora comercialmente a
aspiracdo folicular, sem comprometimento do desenvolvimento embriondrio, seja para a
manuten¢do ou para o transporte de odcitos, pode-se citar: o0 TCM-199 (Sais de Earle's)
acrescido de Hepes ou Bicarbonato (NUNES et al., 1996; TWAGIRAMUNGU et al., 1998;
FRY et al., 2000), o Tyrode Lactato acrescido de Hepes (SCHERTHANER et al., 1998), ou
o PBS (KELLER et al., 1993).



O meio TCM-199 (Sais de Earle's), acrescido de BSA também tem sido utilizado
com sucesso para o armazenamento de odcitos bovinos destinados a PIVE, por periodos
que variam de 5 a 10h, dependendo da temperatura utilizada (WOLF et al., 1998;
SCHWARTZ et al., 1998). Twagiramungu et al. (1998) comparando diferentes meios de
transporte de odcitos, previamente equilibrados em estufa, observaram que periodos de até
6h nao demonstraram diferencas nas taxas de blastocistos, entre os meios TCM-199 (Sais
de Earle's) (25%) e TCM-199 (Sais de Earle's) + Hepes (26%) e o grupo controle (24%), e
que para periodos superiores, as taxas de blastocistos foram afetadas significativamente.
Nao foi observada diferenca na capacidade de desenvolvimento dos odcitos mantidos em
meios tamponados com Hepes ou Bicarbonato (WARD et al., 2000).

Alm et al. (2008) estudando a manutenc¢do de odcitos bovinos imaturos em uma
mistura contendo 40% de TCM 199 (Sais de Earle's), 40% de TCM 199 (Sais de Hanks) e
20% de SFB, em temperatura ambiente por periodos de 16 a 18h, observaram que ndo foi
afetado o desenvolvimento meidtico destes odcitos. Entretanto, os odcitos mantidos na
mistura tiveram menor taxa de blastocisto (16,5%) quando comparados ao grupo controle
(29,3%), demonstrando que a manuten¢do dos odcitos na mistura, nos tempos € na
temperatura citados acima afeta significativamente a cinética da maturacdo quando
manipulagdes posteriores sao realizadas.

Outra alternativa para a manutencdo dos odcitos bovinos é o liquido folicular
bovino (LEHMKUHL, 2001; RAUBER, 2003) ou eqiiino (PINTO et al., 2002). O liquido
folicular é um exsudato do plasma sangiiineo com diferentes fatores protéicos,
glicoproteinas, glicosaminoglicanos, esterdides e muitos outros metabolitos sintetizados
pelas células da parede folicular (GORDON, 1994).

Segundo Rodovalho et al. (2000) a suplementagdo do meio de maturacdo com 20%
de liquido folicular eqiiino melhora a qualidade dos odcitos bovinos, sendo que o mesmo
pode ser utilizado em substituicdo ao SFB. Vizcarra et al. (2000), Pinto et al. (2002) e
Alves et al. (2003) afirmam que o liquido folicular bovino, obtido de foliculos entre 2 e 8
mm de diametro, pode ser uma alternativa para a manuten¢do dos odcitos, por curtos
periodos de tempo, até a chegada no laboratério, e de acordo com Pinto et al. (2002) e
Alves et al. (2003) estes podem ser mantidos em liquido folicular bovino ou eqiiino, por até

6h, a 30°C, antes da MIV. Lehmkuhl et al. (2000) observaram que o transporte de odcitos



bovinos em fluido folicular bovino por diferentes periodos de tempo, ndo altera o
desenvolvimento embrionario, demonstrando taxas de blastocistos de 22,3%, 19,4%, 24,4%
e 26,7% para o grupo controle, e para os grupos submetidos ao transporte por 2, 4 e 6h,
respectivamente.

O liquido folicular bovino proporciona graus varidveis de bloqueio da meiose,
possibilitando maior sincronia entre a maturacdo nuclear e citoplasmética (LEHMKUHL,
2001), o que é adequado para periodos curtos. Entretanto para periodos mais prolongados
de transporte, o bloqueio produzido pelo liquido folicular bovino pode determinar redugao
no posterior desenvolvimento embriondrio, embora Schwartz et al. (1998) tenham obtido
bons resultados com a manuten¢do dos odcitos por 10h a 20°C em liquido folicular bovino.

Figueir6 et al. (2000) e Figueiré et al. (2004) demonstraram a viabilidade da
utilizacdo do soro de égua em estro na PIVE bovinos e afirmam que a utilizagao deste pode
ser uma alternativa para se evitar a contaminacdo dos embrides através da utilizacdo de
materiais de origem bovina como células, soro e componentes deles extraidos, que podem
ser fontes potenciais da BVD (Diarréia Viral Bovina). Stringfellow (2000) também afirma
que o liquido folicular eqiiino, por ser heter6logo, pode prevenir a infec¢do dos odcitos
bovinos por agentes espécie-especificos.

Pinto et al. (2002) observaram que as taxas de clivagem e blastocistos dos odcitos
mantidos por 6h em liquido folicular bovino (81,1% e 28,3%) ou eqiiino (82,2% e 22,6%)
foram semelhantes as do grupo de odcitos maturados por 24h (85,4% e 27,5%).

Além do liquido folicular bovino e eqiiino, outros meios de transporte para odcitos
destinados a PIVE tém sido empregados, entre eles o TCM (Sais de Earle's) + Hepes
(GARCIA et al., 1998; SCHWARTZ et al.,, 1998; FRY et al., 2000), o Talp-Hepes
(SCHERTHANER et al., 1998; WOLF et al., 1998), e a d4gua de coco (CORDEIRO et al.,
2006). Schwartz et al. (1998) verificaram melhores resultados na PIVE bovinos apds a
manuten¢do dos odcitos em TCM (Sais de Earle's) + Hepes ou liquido folicular bovino,
anteriormente a MIV, quando comparados ao Talp-Hepes.

Uma alternativa para periodos mais longos de transporte € a utilizacdo de meios
previamente equilibrados em estufa (OLIVIER et al., 1998; WARD et al., 2000), que
segundo Leivas et al. (2004), apresentam resultados contraditérios, além do inconveniente

da necessidade prévia de gaseificagdo.



Foi avaliada a influéncia da adicdo de LH e FSH no meio de transporte-maturacao
de odcitos bovinos destinados a PIVE com soro de vaca em estro (SVE) ou soro de égua
(SE) obtido no primeiro dia do estro, obtendo-se taxa de clivagem de 80%, quando foi
utilizado o SE, adicionado ou nio dos hormonios, e taxa de blastocisto de 32% e 28%,
quando foi utilizado somente o SE e quando no mesmo foram adicionados os hormdnios,
respectivamente. Portanto, para a obtencdo de taxas regulares de blastocistos, ndo €
necessdria a adicdo de hormonios quando se utiliza o SE, e os hormo6nios devem ser
adicionados, quando se utiliza o SVE (FIGUEIR() et al., 2004).

Cordeiro et al. (2006) testando um meio a base de d4gua de coco na manutengdo de
odcitos bovinos comparativamente com o meio TCM 199 (Sais de Hanks) em diferentes
periodos de transporte (6, 9 e 12h), observaram que a solucdo a base de dgua de coco e o
TCM 199 (Sais de Hanks) foram igualmente eficazes em preservar a viabilidade do odcito
para o processo de PIVE por até 6h, ndo havendo diferenca com relacdo a taxa de
blastocisto entre o grupo controle (50,9%) e o grupo mantido por até 6h em TCM 199 (Sais
de Hanks) (49,7%) ou a solugdo a base de dgua de coco (49,4%).

Segundo Miranda et al. (2007) apesar de poucos trabalhos relacionados a meios
alternativos de transporte de odcitos, observaram que os mesmos apresentam dados
bastante promissores, como verificados pela eficiéncia da solu¢do a base de dgua de coco

como meio de manutencao de odcitos.



4 - MATERIAL E METODOS
4.1 - COLHEITA DOS OVARIOS

Os oviérios foram obtidos de fémeas bovinas oriundas de diferentes localidades do
Estado do Pard, abatidas em frigorificos localizados no municipio de Castanhal/PA.

O processamento do material foi realizado no Laboratério de Fertilizacao in vitro
(INVITRO) da Central de Biotecnologia de Reproducdo Animal - CEBRAN/UFPA.

Ap6s a colheita dos ovdrios, estes foram inicialmente lavados em élcool 70% e
posteriormente em solugdo salina a 0,9%, e entdo transportados nesta mesma solucao até o
Laboratério, em recipiente térmico, para a manutencdo da temperatura em

aproximadamente 35°C.
4.2 - PUNCAO FOLICULAR

No laboratério, foliculos com tamanho entre 2 a 8 mm de diametro foram aspirados
através de agulha (40x12) e seringa de 20ml, ja contendo o meio de manutengdao (H199 —
Anexo I). Apds a aspiracdo, o liquido folicular obtido foi colocado em um tubo de

centrifuga' de 15ml para a sedimentacio dos odcitos.
4.3 - LAVAGEM E SELECAO DOS OOCITOS

O sedimento dos tubos foi colocado em uma Placa de Petri' (35x10 mm), e foi
realizada a colheita dos odcitos, que foram entdo transferidos para outra placa contendo o
meio TCM 199 tamponado com Hepes (H199 — Anexo I) para a lavagem dos mesmos,
separacdo de restos celulares e posterior classificacdo da qualidade. Os odcitos foram
classificados e selecionados através de lupa estereomicroscépical2 (20x), em condigoes

estéreis (fluxo laminar3), considerando
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as caracteristicas do cumullus (cobertura do odcito) e do citoplasma do odcito (ooplasma),
assim como em odcitos com cumullus compacto contendo mais de trés camadas de células
(COC), com cumullus compacto contendo menos de trés camadas de células, com cumullus
expandidos (Exp), desnudos sem cumullus (Des), segundo Gonsalves et al. (2008). Os
odcitos considerados vidveis foram lavados novamente em meio H199, para posterior

utilizacdo na MIV.

4.4 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi dividido em dois experimentos, onde foram determinadas as taxas de
maturagao in vitro, de clivagem e de producdo de blastocistos apds o transporte simulado
de odcitos bovinos em meio de transporte-maturacao suplementado ou nao com hormdnios,
por diferentes periodos de tempo. No experimento I o meio foi adicionado de hormonios
(MTM), e no experimento II o meio foi suplementado (MTM) ou ndo de horm6nios (MTM

D).

Para cada experimento foi utilizado um grupo controle (Oh), onde os odcitos nao
foram submetidos ao transporte simulado, sendo os mesmos, assim que selecionados,
imediatamente colocados no meio de MIV (B199 - Anexo I) e levados a estufa de CO,. No
experimento I, foram realizadas 10 repeti¢Oes para cada um dos grupos (Oh, 3h, 6h, 9h e
12h), num total de 649 odcitos. No experimento II, foram realizadas 5 repeti¢des para cada
um dos grupos (Oh, 3h com hormonios, 3h sem hormonios, 6h com hormonios e 6h sem

hormdnios), num total de 340 odcitos.

4.4.1 - Experimento 1: Efeito do transporte simulado de o6citos bovinos em meio de
transporte-maturacio suplementado com hormonios

Ap0s a selecdo dos odcitos, estes foram aleatoriamente divididos em 5 grupos (Oh,
3h, 6h, 9h e 12h), sendo que para o grupo Oh os odcitos foram imediatamente colocados em
placas contendo meio de MIV (B199) e levados a estufa de CO,. Nos demais grupos

experimentais os o6citos permaneceram por diferentes periodos de tempo (3, 6, 9 e 12h) em



criotubos de 1,5ml contendo o meio de transporte-maturacdo adicionado de hormodnios

(MTM) mantidos na incubadora portétil4.

* MINITUB

Esta incubadora portétil, destinada ao transporte de odcitos e embrides, possui em
seu interior esferas metdlicas, que possibilitam a manuten¢ao rigorosa da temperatura, além
de facilitar o posicionamento das células transportadas e proporcionar um ambiente
absolutamente seco e higi€nico, sem o controle da atmosfera gasosa.

ApO6s transcorrido os respectivos periodos de transporte, os odcitos foram entdo
transferidos para placas de cultivo contendo meio de MIV (B199) e levados a estufa de CO,
nas mesmas condi¢des do GC, onde permaneceram o tempo necessario para completar as

24h de maturagao.
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4.4.2 - Experimento 2: Efeito do transporte simulado de o6citos bovinos em meio de

transporte-maturacio com ou sem suplementacao hormonal

Ap6s a selecdo dos odcitos, estes foram aleatoriamente divididos em 5 grupos (Oh,

3h com horménios, 3h sem hormdnios, 6h com hormdnios e 6h sem hormdnios), sendo que

para o grupo Oh os odcitos foram imediatamente colocados em placas contendo meio de

MIV (B199) e levados a estufa de CO,. Nos demais grupos experimentais os 00citos

permaneceram por diferentes periodos de tempo (3 e 6h) em criotubos de 1,5ml contendo o

meio de transporte-maturagao adicionado ou nao de hormoéonios (MTM e MTM I) mantidos

na incubadora portétil. Apds transcorrido os respectivos periodos de transporte os odcitos

foram entdo transferidos para placas contendo meio de MIV (B199) e levados a estufa de

CO,, onde permaneceram o tempo necessario para completar as 24h de maturagao.
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4.5 - MATURACAO IN VITRO (MIV) DOS OOCITOS

A MIV dos odcitos foi realizada em placa de petri com gotas de 100 ul de meio de
MIV (B199), imersas em 6leo mineral, em estufa com 5% de CO, em ar, 38,5° C e alta
umidade, por 24h.

Nos grupos Oh, os odcitos ndo foram submetidos ao transporte simulado, sendo
imediatamente apés a lavagem e selecdo colocados em placas contendo meio de MIV
(B199) e levados a estufa de CO..

Os odcitos submetidos aos transportes simulados foram mantidos em criotubos
contendo 1,5ml de meio de transporte-maturacio com ou sem a adicdo de hormonios
(MTM e MTM 1) por diferentes periodos de tempo, em uma incubadora portatil a 38,5°C.
Apbs os respectivos periodos de transporte, os odcitos de cada grupo foram transferidos
para placas com meio de MIV (B199), nas mesmas condi¢cdes do grupo Oh, onde

permaneceram o tempo necessario para completar as 24h de maturacgdo.

4.6 - PREPARO DO SEMEN PARA A FERTILIZACAO IN VITRO (FIV) DOS
0OOCITOS

Duas doses de sémen envasados em minitubos foram descongeladas em banho-
maria a 37°C durante 30 segundos, e posteriormente, foram realizadas trés lavagens em
meio TL-Sémen (Anexo II), através de centrifugacdes sucessivas durante 10 minutos a 200
G. O dltimo sedimento
(pellet) de espermatozdides (sptzs) foi colocado em uma coluna de gradiente de Percoll 45
e 90% (Anexo II), e centrifugado por 30 minutos a 200 G, para a separagdo dos sptzs
moveis. Os sptzs sedimentados foram lavados mais uma vez em meio TL-Sémen, e o
sedimento final foi diluido em meio de FIV (Anexo I) na propor¢do de 1:1. Desta solucdo
foi retirada uma aliquota de 10 pl que foi adicionada a 190 ul de formol salino, para se
determinar a concentracdo de sptzs na camara de Neubawer. Apds esta contagem foi feito o
calculo da concentragcdo espermadtica para se saber qual a quantidade do s€men ja diluido no

meio de FIV (1:1) que devera ser colocada nas gotas de FIV, para que estas contivessem



1x10° sptzs/ml. Os sptzs permaneceram nas gotas de FIV durante 2h, em estufa de CO, nas

mesmas condi¢des citadas para a MIV, para que ocorresse a capacitacao espermatica.

4.7 - FERTILIZACAO IN VITRO (FIV)

Decorrido o periodo de MIV, os odcitos foram lavados imediatamente em meio de
FIV (Anexo 1), e entdo transferidos para gotas de cultivo de 100 pl do mesmo meio, ja
contendo os sptzs capacitados, sob 6leo mineral. A incuba¢do dos odcitos/espermatozoides
foi realizada em estufa de cultivo a 38,5°C, com 5% de CO, em ar, com alta umidade, por

um periodo de 18 a 22h.

4.8 - CULTIVO IN VITRO (CIV) DOS EMBRIOES

Ap6s o periodo de fecundagdo, os supostos embrides foram submetidos a pipetagens
sucessivas (agitacdo mecanica) nas proprias gotas de FIV, para a retirada das células do
Cumulus oophorus, restos celulares e sptzs, posteriormente foram lavados em meio SOF
(Anexo II), e entdo transferidos para gotas de 50 ul do mesmo meio e levados a estufa de
CO; nas mesmas condi¢des da FIV.

A taxa de clivagem foi analisada 72h (3° dia) apés o inicio do CIV, quando foi
realizada a primeira suplementacdo alimentar, ou seja, acréscimo de 50 ul de meio SOF
recém-preparado (1° feeding) nas gotas de cultivo. O 2° feeding foi feito no 5° dia, onde foi
retirado 50 ul do meio j4 metabolizado pelos embrides e acrescentado mais 50 pl do meio

recém-preparado. No 7° dia foi observada a taxa de blastocistos.

4.9 - Analise Estatistica

Para andlise dos dados foi utilizado o software BioEstat 2.0 através dos parametros
de estatistica descritiva como média e desvio padrao, além do teste de andlise de variancia
com dupla entrada (two away), para determinagdo da interac@o entre as varidveis tempo e
taxa de clivagem e taxa de blastocistos a serem testadas, estabelecendo-se 5% como nivel

de confianca (p<0,05). Com o intuito de estabelecer a diferenca estatistica entre os



diferentes tratamentos foi usado o Teste Bonferroni também com nivel de confianca de 5%

(p<0,05).



5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, foi observado que o transporte de odcitos em incubadora
portatil, semelhante a utilizada, tem como vantagem a manutencdo da temperatura de
transporte constante (38,5°C), fato que segundo Boone & Shapiro (1990) contribui para a
obtencdo de altas taxas de desenvolvimento embriondrio. A temperatura utilizada no
transporte-simulado foi proxima a temperatura fisioldgica da espécie, possibilitando a
obtencdo de resultados satisfatérios, com média de taxas de clivagem e blastocistos de
57,4% e 34,3%, respectivamente, entretanto, Schwartz et al (1998) afirmam que melhores
taxas de clivagem e blastocistos podem ser obtidas mantendo-se os odcitos antes da MIV a
20°C do que a 39°C em meio TCM-Hepes (70,0% e 31,0%; 60,0% e 17,0%) e liquido
folicular bovino (71,0% e 32,0%; 29,0% e 9,0%), respectivamente.

No experimento I, as taxas de clivagem foram estatisticamente similares (p>0,05)
para os grupos Oh (64,9%) e 3h (56,2%), porém houve uma redugdo destas taxas (p<0,05)
nos grupos transportados por 6h (45,8%), Sh (47,1%) e 12h (44,0%), que foram
semelhantes entre si (Tabela 1). Resultados superiores foram obtidos por Olivier et al.
(1998), quando transportaram odcitos em tubos de poliestireno colocados em bolsas
plésticas, gaseificadas, levadas para mini-incubadora, e posteriormente colocados no
banho-maria, obtendo taxa de clivagem de 84,3% e 82,0% para o sistema do banho-maria e
grupo controle, respectivamente. As taxas de clivagem destes autores assemelham-se as
taxas de Leivas et al. (2004), que ao submeterem odcitos ao transporte simulado por 6, 12 e
18h em meio de maturacdo TCM (Sais de Earle's) + Hepes, em banho-maria a 39°C,
alcancaram taxas de clivagem de 81,5%, 85,4% e 76,1%, respectivamente. Carvalho et al.
(2007) obtiveram resultados semelhantes, pois ao testarem a eficiéncia do SIBC com
injecdo do ar expirado dos pulmdes em comparacdo ao SIC, e a utilizacdo de diferentes
meios de cultivo (SOF e CR;), ndo observaram diferenca estatistica entre os sistemas
quanto as taxas de clivagem, independente dos meios de cultivo utilizados (SOF: 81,7% e

71,0%, respectivamente; CR,: 76,2% e 79,4%, respectivamente).



meio de transporte-maturacdo adicionado de hormonios por diferentes periodos

de tempo sem controle da atmosfera gasosa.

Tabela 1 — Desenvolvimento in vitro de embrides bovinos obtidos de odcitos mantidos em

Tratamentos Odcitos % Clivagem % Blastocistos
N Dia 3 Dia 7
Oh 129 64,9 +3,3° 38,0 +5,8
Transporte 3h 132 56,2 +7,9% 32,3 +7,9%¢
Transporte 6h 128 45,8 +10,7™ 27,3 +4,9™
Transporte 9h 130 47,1 + 6,8 24,8 + 6,2
Transporte 12h 130 44,0 £9,1¢ 18,9 +3,8¢

acd atras diferentes, na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05)

No experimento I, as taxas de blastocistos encontradas para os grupos Oh, 3h, 6h e
9h foram de 38,0%, 32,3%, 27,3% e 24,8%, respectivamente, que assemelham-se as
observadas por Olivier et al. (1998), quando transportaram odcitos em tubos de poliestireno
colocados em bolsas plasticas gaseificadas, e obtiveram taxas de blastocistos de 23,1% e
30,9% para o sistema do banho-maria e do grupo controle, respectivamente. Resultados
similares também foram encontrados por Carvalho et al. (2007) quando compararam a
eficiéncia do SIBC e do SIC, e obtiveram taxas de blastocistos para o SIC de 41,6% e
28,6%, e para o SIBC de 42,8% e 34,1%, utilizando os meios SOF e CR;, respectivamente.
No entanto, resultados superiores foram encontrados por Vajta et al. (1997) quando
utilizaram bolsas plasticas gaseificadas com 5% de CO; ou com o ar expirado dos pulmoes
para o transporte de odcitos, e obtiveram taxas de blastocistos de 46% e 47%,
respectivamente. No método de transporte de odcitos utilizado no presente estudo ndo
houve o controle da atmosfera gasosa, entretanto Suzuki et al. (1997) utilizando estufa de
CO; portatil, obtiveram taxa de blastocisto inferior (15,3%), o que demonstra que o método
pode ser utilizado com eficiéncia principalmente por ser pritico e menos dispendioso e
trabalhoso, melhorando o custo-beneficio da técnica para utilizagdo a campo.

As taxas de blastocistos no experimento I, ndo foram estatisticamente diferentes
(p>0,05) para grupos Oh (38,0%) e 3h (32,3%), porém houve uma redugdo nestas taxas
(p<0,05) nos grupos 6h (27,3%), 9h (24,8%) e 12h (18,9%), no entanto, as taxas de

blastocistos assemelham-se estatisticamente entre os grupos 3h, 6h e 9h (Tabela 1).



Wrenzycki et al. (2004) e Rizos et al (2002a) citam em seus trabalhos que a taxa maxima
obtida de blastocisto bovino estd em torno de 30-40%, no entanto Leivas et al. (2004)
afirmam que odcitos submetidos ao transporte simulado em banho-maria por 6h (19,2%) e
12h (21,4%) em meio de maturacdo TCM (Sais de Earle's) + Hepes, alcancaram boas taxas
de blastocistos. Lehmkuhl et al. (2000) afirmam que o transporte de odcitos bovinos em
liquido folicular bovino produziram taxas viaveis de blastocistos de 22,3%, 19,4%, 24,4% e
26,7% para o grupo controle, e para os grupos submetidos ao transporte por 2, 4 e 6h,
respectivamente. Portanto, se consideradas estas taxas de blastocistos, pode-se afirmar que
o transporte simulado de odcitos bovinos no meio de transporte-maturacao utilizado neste
estudo € vidvel por periodos de até Sh.

O meio utilizado para o transporte é um dos principais fatores que interfere na PIVE
(GARCIA et al., 1998). A utilizacdo dos meios de transporte-maturagao de odcitos bovinos,
com ou sem a adicdo dos hormdnios, objeto do presente estudo, € importante para o
posterior desenvolvimento embriondrio, pois proporciona aos odcitos condi¢des adequadas
de maturacdo, mesmo durante o transporte, auxiliando no processo de capacitacdo oocitéria.
Em ambos os experimentos, o meio de transporte-maturac¢do foi constituido de TCM-199
(Sais de Earle's), adicionado de Bicarbonato e Hepes. O Bicarbonato e o Hepes sao
tampdes que evitam grandes variacdes de pH nos meios de transporte, maturacdo e cultivo
embriondrio, sendo o primeiro dependente de CO, e o segundo ndo dependente, ou seja,
ideal para ser utilizado no transporte-maturacdo de odcitos sem controle da atmosfera
gasosa.

Twagiramungu et al. (1998) quando estudaram o transporte de odcitos por 6h em
meios TCM-199 (Sais de Earle's) e TCM-199 (Sais de Earle's) + Hepes, obtiveram taxas de
blastocistos de 25,0% e 26,0%, resultados estes semelhantes a do presente trabalho, quando
se realizou o transporte por 6h em meio TCM-199 (Sais de Earle's) + Bicarbonato + Hepes,
e obteve-se taxa de blastocisto de 27,3%. Entretanto, Alm et al. (2008) estudando o efeito
da manutencdo de odcitos bovinos em uma mistura contendo 40% de TCM 199 (Sais de
Earle's) + 40% de TCM 199 (Sais de Hanks) + 20% de SFB, em temperatura ambiente por
periodos de 16 a 18h, observaram que os odcitos mantidos na mistura tiveram menor taxa

de blastocisto (16,5%) quando comparados ao grupo controle (29,3%), demonstrando que a



manutencdo dos odcitos na mistura, nos tempos e na temperatura citados acima, afeta
significativamente sua cinética de maturagao.

Lehmkuhl et al. (2000) obtiveram taxas de blastocistos de 22,3%, 19,4%, 24,4% e
26,7% para o grupo controle, e para os grupos submetidos ao transporte por 2, 4 e 6h,
respectivamente, em liquido folicular bovino, sendo os resultados de 6h semelhantes aos
encontrados no presente estudo (27,3%) para 0 mesmo tempo, no entanto utilizando meio
quimicamente definido. Resultados similares foram encontrados por Pinto et al. (2002)
quando obtiveram taxas de blastocistos de 28,3% e 22,6% para os o6citos mantidos por 6h
em liquido folicular bovino e eqiiino, respectivamente. Entretanto, Cordeiro et al. (2006)
utilizando para o transporte de odcitos bovinos uma solu¢do a base de dgua de coco e o
meio TCM 199 (Sais de Hanks), por um periodo de 6h, obtiveram taxas superiores de
blastocistos de 49,4% e 49,7%, respectivamente.

No experimento II, as taxas de clivagem foram estatisticamente similares (p>0,05)
para os odcitos dos grupos Oh (71,4%) e 3h com hormonios (70,3%), porém houve uma
reducdo destas taxas (p<0,05) nos grupos 3h sem hormodnios (64,8%), 6h com (56,0%) e
sem (54,1%) hormonios (Tabela 2). Comparando-se os grupos 3h com (70,3%) e sem
(64,8%) hormonios, e os grupos 6h com (56,0%) e sem (54,1%) hormonios, observou-se
que estes sdo diferentes estatisticamente entre si, necessitando a adi¢cdo de hormonios no
meio de transporte-matura¢do para aumentar os indices de clivagem. Resultados superiores
foram obtidos por Figueir6 et al. (2004) quando avaliaram a influéncia da adi¢do de LH e
FSH no meio de transporte de odcitos bovinos utilizando o SVE e o SE, e observaram que a
utilizacdo do SE com ou sem a adi¢do de hormonios rendeu uma taxa de clivagem de 80%,
estatisticamente superior as do grupo SVE com (72%) e sem (61%) a adicdo de hormonios,
respectivamente.

No experimento II, as taxas de blastocistos foram estatisticamente similares
(p>0,05) para os odcitos dos grupos Oh (46,1%) e 3h com hormoénios (45,8%), porém houve
uma reducao destas taxas (p<0,05) nos grupos 3h sem hormoénios (41,1%), 6h com (35,5%)
e sem (33,5%) hormonios (Tabela 2). Comparando-se os grupos 3h com (45,8%) e sem
(41,1%) hormonios, e os grupos 6h com (35,5%) e sem (33,5%) hormonios, observou-se
que estatisticamente sdo diferentes entre si, e que a adicdo de hormdnios no meio de

transporte-maturacdo aumenta a producdo de blastocistos, apesar das médias obtidas



estarem, para os grupos sem hormonios, dentro da média de 30-40%, considerada maxima
por alguns autores como Wrenzycki et al. (2004) e Rizos et al (2002a), por este motivo, nos
respectivos periodos de tempo, os hormdnios podem ou ndo ser adicionados. Resultados
inferiores foram obtidos por Figueiré et al. (2004) quando avaliaram a influéncia da adi¢ao
de LH e FSH no meio de transporte-maturagdo de odcitos utilizando o SVE e o SE, e
observaram taxas de blastocistos de 27%, 28%, 32% e 20% para os grupos com SVE +
hormoénios, SE + hormodnios, SE e SVE, respectivamente, afirmando que quando se utiliza
o SVE € necessdria a adi¢do de hormdnios.

Tabela 2 — Desenvolvimento in vitro de embrides bovinos obtidos de odécitos mantidos em
meio de transporte-maturagdo adicionado ou ndo de hormonios por diferentes periodos de

tempo sem controle da atmosfera gasosa.

Tratamentos Odcitos % Clivagem % Blastocistos
N Dia 3 Dia 7
Oh 68 71,4 £10,7% 46,1 +£3,1°

Transporte 3h 70 70,3 +10,4% 458+2.8*
Com hormonios

Transporte 3h 68 64,8 +6,5" 41,1 +4,8
Sem hormodnios

Transporte 6h 68 56,0 +7,9° 35,5 +5,9°¢
Com hormonios

Transporte 3h 66 54,1 + 15,0 33,5 + 4,0

Sem hormonios

abcd atras diferentes, na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05)



6 - CONCLUSAO

O transporte simulado de odcitos bovinos, em meio de transporte-maturacdo a
38,5°C, suplementado com hormdnios, utilizando uma incubadora portatil sem controle da
atmosfera gasosa, foi vidvel por um periodo de até 9 horas, sem prejuizo do
desenvolvimento embriondrio in vitro.

A adicdo de hormoOnios no meio de transporte-maturacdo de odcitos bovinos
promoveu aumento nos indices de blastocistos.

Esta técnica constitui-se em uma alternativa pratica e eficiente para a remessa até o

laboratério de PIVE, dos odcitos bovinos aspirados a campo.
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ANEXOSI

MEIO DE LAVAGEM
DOS
OOCITOS (H199)
Componentes 10 mL
TCM 199 Hepes 9 mL
Soro Fetal Bovino 1 mL
Piruvato 20 uL
Gentamicina 50 uL
MEIO DE TRANSPORTE- MEIO DE TRANSPORTE-
MATURACAO MATURACAO
DOS OOCITOS DOS OOCITOS
(MTM) MTM D)
Componentes 20 mL Componentes 20 mL
TCM 199 Bicarbonato 18 mL TCM 199 Bicarbonato 18 mL
Bicarbonato 0,001 g Bicarbonato 0,001 g
Hepes 0,119¢ Hepes 0,119¢g
SFB 2 Ml SFB 2 mL
Piruvato 40 uL Piruvato 40 puL
Gentamicina 100 puL. Gentamicina 100 pL
FSH 20 uL
LH 200 uL
Estradiol 20 uL.
MEIO DE MATURACAO MEIO TL-STOCK MEIO FIV
DOS OOCITOS (B199) Componentes 25 mLComponentes 4 mL
Componentes 10 mL NaCl 0,166 SLALP Stock 3,6 mL
TCM 199 Bicarbonato 9 mL KCl 0,006 8SA 0,024 g
Bicarbonato 0,022 g MgCl,.6 H,O 0,002 giruvato 8 uL
Hepes 0,059 ¢ NaH,PO4 0,00117@entamicina 20 uL
SFB 1 mL NaHCO; 0,0525 pHE 160 UL
Piruvato 20 uL. CaCl,.2 H;O 0,0075 Heparina 40 pL
Gentamicina 50 uL Acido Lactico 35,7 uL
FSH 10 uL Vermelho 0,0003 g
LH 100 puL Fenol
Estradiol 10 uL H,O Milli-Q 25 mL

(q.s.p.)




ANEXOSII

MEIO TL-SEMEN PERCOLL
Componentes 25 mL 90 % 45%
Na Cl 0,145 g Componentes 4 mL 1 Tubo
KCl 0,00575 g Percoll 3600 uL -
MgCl,.6 H,O 0,002 g Solugdo 10 X 400 uL -
NaH,PO4 0,0010 g CaCl, 8 UL -
NaHCO3 0,0525 g MgCl, 15,6 UL -
CaCl,.2 H,O 0,0075 g Acido Lactico 14,8 uL -
Acido Lactico 77,5 uL NaHCO; 0,0084 ¢ -
Vermelho 0,0003 g Percoll 90% - 1 mL
Fenol TALP Stock - 1 mL
Hepes Acido 0,0595 ¢
H,O Milli-Q 25 mL
(9.s.p.)

MEIO SOF A B C D L-

Solucoes Estoque Sais  Bicarbonato Piruvato CaCl, Glutamina
Agua Milli-Q 9,84 mL 10 Ml ImL ImL 1M1
NaCl 0,629 g - - - -
KCl 0,0534 g - - - -
KH,PO4 0,0162 g - - - -
MgS04-7H,0 0,0182 g - - - -
DL-Acido Litico 60 UL - - - -
Bicarbonato de Sédio - 0,210 g - - -
Phenol Red - 0,001 g - - -
Piruvato Sédico - 0,011 g - -
CaCl,-2H,0 - - - 0,0262 g -
L-Glutamina - - - - 0,02923 g

MEIO SOF ESTOQUE 10 mL MEIO SOF FINAL 5 mL

Agua Milli-Q 7,8mL SOF estoque SmL

Estoque A ImL Estoque C 10uL

Estoque B ImL Kanamicina 25uL

Estoque D 100uL BSA 0,025¢

L-Glutamina 10uL SFB 125ul

BME Essenciais (50X) 100uL

MEM Nio-Essenciais (100X) 100uL

Myo-Inositol 0,005¢g

Tri-Citrato de Sodio

0,001g




