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Producéo invitro de embrides ovinos
In vitro production of ovine embryos

Mari Lourdes Bernardi*

RESUMO

A producaoin vitro (PIV) de embrides compreende as etapas de maturagdo dos odcitos, capacitagdo dos
espermatozoides, fecundagao dos od6citos e cultivo dos zigotos até o estadio de morula ou blastocisto. Embora a execu
destas etapas ndo seja complexa, varios fatores podem interferir no seu sucesso. Se uma das etapas nao é real
corretamente, uma reducgéo do indice de sucesso na etapa seguinte pode ocorrer. Nesta revisdo sdo detalhadas as ¢
referentes a PIV de embrides ovinos, sendo enfocados a eficiéncia de cada uma e os avangos obtidos. Também
enfatizados os aspectos que devem ser melhorados para que as tecnologias associadas a PIV de embrides ovinos tenh:
aplicacdo mais difundida.

Descritores:in vitro, PIV, embrides, ovinos.

ABSTRACT

In vitro embryo production (IVP) comprises oocyte maturation, sperm capacitation, oocyte fertilization and
culture of zygotes up to morula or blastocyst stages. Carrying out these procedures is not complex, but their succe
depends on several factors. If one of them is not successfully performed, a detrimental effect on the efficiency of th
following step can arise. In this review, the procedures concerning IVP of ovine embryos are detailed, being focused overa
efficiency and advances obtained. Emphasis is put on aspects needing an improvement so that technologies related to |
of ovine embryos have a widespread application.
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|. INTRODUGAO genético de rebanhos ovinos, bem como na produc¢éo

, ., de clones e animais transgénicos.
Nos meados da década de 80 foram obtidos 9

os primeiros cordeiros oriundos da fecundaigfio Il. ORIGEM E OBTENCAO DOS OOCITOS
vitro (FIV) de od6citos ovinos maturadwsvitro [14]

ou maturadodn vivo [16]. Alguns anos mais tarde, _ OS 00citos utilizados para a PIV de embries.
foi relatado o nascimento do primeiro cordeiro [17fViN0S podem ser obtidos de fémeas adultas ou de fé-

oriundo da realizacdo de todas as etdpastro, M€as pré-puberes, as quais sao submetidas ou ndo a

isto &, desde a maturacéo dos odcitos até o desdi@tamento hormonal prévio. . _
volvimento de mérulas O tratamento hormonal, visando estimular o

A PIV de embrides ovinos ainda mantém unfrescimento folicular e obtengédo de um maior namero

carater experimental acentuado, mas dos estud®@ 00citos por ovario, € indicado principalmente para
efetuados com a espécie ovina resultaram contribffmeas pré-paberes, fémeas em anestro estacional ou
cBes significativas para a PIV de embrides de outrd§ra fémeas geneticamente superiores. O protocolo de
espécies, principalmente no que diz respeito aos sisgstimulacéo hormonal em fémeas adultas pode ser efe-
mas de cultivan vitro. Por exemplo, os beneficios do tuado de varias maneiras: uso de FSH (3 aplicacoes de
cocultivo de embrides com células do oviduto e da ré-5mg cada, efetuadas 48, 40 e 24h antes do abate),
ducdo da concentracdo de oxigénio foram constat@ljo tratamento inicia entre o 8° e d@do ciclo estral

dos com embries ovinos e, posteriormente, utilizadd$6,17]; aplicagdo de FSH juntamente com o uso de
com embribes de outras espécies de interesgestagenos [60], ou aplicacéo Unica de eCG [22].
zootécnico. Além de poder ser fonte de embrides para Durante a estacéo reprodutiva normal [22], a
pesquisas basicas de biologia e fisiologia do desenvejualidade dos odcitos e a taxa de odcitos que alcanca-
vimento, a producéim vitro de embrides ovinos pos- ram metéafase Il foi semelhante entre fémeas estimu-
sui bom potencial para a aplicagdo no melhoramentadas com eCG (84%) e aquelas ndo estimuladas
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(89%). No entanto, a estimulacdo hormonal préviaH, combinado ou n&o ao uso de eCG, 24 ou 48h an-
parece mais importante quando a FIV é efetuada dtes da aspiracéo [4]. Também é utilizado FSH em dose
rante o anestro estacional [60], visto as maiores taxésica [1] ou em varias aplicag8es [58], injecdo Unica
de clivagem obtidas a partir de odécitos de fémeas ede eCG, 48h antes da aspiracéo [62], a qual pode ser
timuladas com FSH (61%), em comparacao aos dessociada a administracdo de anticorpos monoclonais
fémeas ndo estimuladas (43%). anti-eCG, logo ap0s a aspiracao [1,66]. Para fémeas
Sobretudo em condi¢cdes experimentais, osdo estimuladas com horménios foi relatada a obten-
ovarios sdo obtidos apds o abate das ovelhas, seao de 4,6 [39] ou 6,9 [65] odcitos por sessao de aspi-
estimulacdo hormonal prévia. Nesse caso, 0s ovara¢cdo. Maior nimero de odécitos pode ser obtido com
os sao transportados, do abatedouro até o laboratiitas [66] ao invés de uma aspiragdo por semana (7,5
rio, em meio PBS ou em solucdo NaCl 0,9%, com 4,9 odcitos). Maior nimero de o6citos por sessao foi
antimicrobianos. obtido quando as fémeas foram estimuladas com eCG
A obtencao dos odcitos pode ser efetuadér,0 x 4,9 odcitos), sendo possivel, no entanto, obter
pela dissecg¢éo dos foliculos com 2 a 6mm de diamaproximadamente o mesmo numero de o0citos por
tro ou pela aspiracéo com agulhas acopladas a sergemana, usando eCG e aspirando uma vez, ou aspi-
gas ou a bombas de vacuo, estas Ultimas sendo imndo 2 vezes por semana, sem estimulagédo hormonal
portantes, no caso de aspiracao por laparoscopia.(A0 x 7,4 odécitos). No caso de fémeas estimuladas
disseccao dos foliculos permite a obtencédo de gracem FSH ou FSH/LH, o nimero de oéctios obtido por
de numero de odcitos (20-40/ovario), mas apresensgssao de aspiracéo foi de 10 a 11 [4,58].
a desvantagem de ser demorada, além da necessida- A taxa de recuperagdo (nimero de odécitos ob-
de de maior treinamento do individuo que a efetudidos/nimero de foliculos aspirados) situa-se entre 55 e
O procedimento de aspiracdo é simples e rapid8p% [3,4,39,58,66]. Dos odcitos obtidos, 60 a 80% sao
embora o nimero de oécitos obtidos seja inferior (3elecionados para os procedimentos de maturacéo e
7/ovério) ao da disseccdo. No entanto, o método decundacéan vitro [4,58,66]. A taxa de fecundacéo
aspiracédo passou a ser o de eleicdo para a obten¢#oodcitos obtidos de ovéarios de matadouro é seme-
de odcitos de fémeas ovinas, apés o abate. Ihante & observada com od6citos aspirados por
Em geral, em fémeas previamente estimuladdsparoscopia de fémeas estimuladas com horménios [3].
com hormdnios, o nimero de odcitos obtidos é maior clﬂ
gue aquele obtido de fémeas ndo estimuladas, indepen-
dentemente do método utilizado. Utilizando a aspira¢éo Apds a obtencdo dos odcitos, aqueles que ndo
[54], maior nimero de odcitos foi obtido de fémeas joapresentam expansdo das célulacuamulus que
vens estimuladas (16-36/ovario) em comparagéo as f@essuem no minimo 3 a 4 camadas de células da
meas adultas ndo estimuladas (3,5/ovario). granulosa, citoplasma uniformente granulado e com
A coleta de odcitos por laparoscopia permiteoloragdo homogénea, nem muito clara e nem muito
a producéo de cordeiros a partir de fémeas de alkkscura, sdo selecionados para a maturacgao.
valor genético, nas quais os procedimentos convenci- O meio mais empregado para a maturacédo dos
onais de producao e transferéncia de embrifes néadécitos € o TCM 199, acrescido de 10% de Soro Fetal
sdo apliciveis, como é o caso de fémeas pré-puberBsyino (SFB). Apesar de células da granulosa, em
gestantes, fémeas com infertilidade temporaria otoncentragfes variando de 2 a 5 X délulas/mL de
irreversivel [4,39]. Além de permitir a coleta de odcitosneio de maturagdo, terem sido bastante utilizadas nos
durante o anestro estacional [39,66], a laparoscoppimeiros trabalhos de PIV de embriGes ovinos, seu
possui a vantagem de ndo ser traumatica comoeaprego diminuiu com o passar do tempo. A presen-
laparotomia, sem seqiielas ou efeitos negativos na fega das mesmas nao foi necesséaria para a maturacao
tilidade futura das fémeas doadoras, mesmo em cagies odcitos obtidos de fémeas estimuladas com FSH,
de 8 a 20 aspiracdes repetidas [4,66]. durante o anestro estacional [60]. No entanto, estes
Odcitos podem ser obtidos por laparoscopimesmos autores observaram maiores taxas de
de fémeas que ndo sdo estimuladas com horménidszagem quando odcitos de fémeas ndo estimuladas
[39,65], ou de fémeas ovinas estimuladas com FSkbm FSH foram maturados na presenca de células da

M ATURACAO DOS OOCITOS
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granulosa obtidas de foliculos de fémeas estimuladas alteracdes nas membranas espermaticas em fun-
(52%), em comparacao a utilizacao de células dgho do congelamento e descongelamento implicando,
granulosa de fémeas nao estimuladas (35%) ou a qarevavelmente, em menor tempo necessario para a
séncia de células da granulosa (42%). capacitacao dos espermatozoides.

O volume de meio utilizado para a maturagéo A selecdo dos espermatozoides é efetuada
varia de 50 a 500mL. Volumes menores (25mL) popelo método da migragdo ascende®win-up, ou
dem ser utilizados quando menos do que 5 odcitos sSisbmetendo os espermatozdéides a um gradiente de
obtidos por fémea, por laparoscopia, e ha a necessidercoll (45%/90%) e centrifugando-os durante 20
de de matura-los separadamente [65]. minutos a 500-700 g. Swim-upconsiste em depo-

A maturacdo é geralmente efetuada na presitar a amostra de sémen no fundo de um tubo con-
senc¢a dos hormdnios FSH (0,1 a 10mg/mL), LH (0,022ndo o meio de capacitacao e em recuperar, apos 1
a 10mg/mL) e 17b-estradiol (lmg/mL), durante 22 @ 2h, o sobrenadante contendo 0s espermatozoéides
24h, em temperatura de 38,5-39°C, com atmosferpe migraram para a porcdo superior do meio. No
de 5% CQem ar, ou em atmosfera com a concenmétodo do Percoll, a separacgéo dos espermatozoéides
tracao de oxigénio reduzida para 7 ou 5%. A presenidveis baseia-se no fato de que os espermatozoéides
¢a de estradiol no meio de maturacdo possui efeitom membrana integra ndo perderam seu conteudo
positivo nas taxas de clivagem e de formacéo deelular e, sendo mais pesados, depositam-se no fun-
blastocistos, mas ndo seria necessario, caso liquido do tubo apés a centrifugacao.
folicular estivesse presente [29]. A presenca de O meio mais utilizado para a selecao e a
gonadotrofinas parece indispensavel para eapacitacdo dos espermatozoéides BPefined
maturacéo de odcitos oriundos de fémeas imaturdgledium[12] modificado, denominado DM-Hepes
pois foi verificado [43] indice de metafase Il bem[16]. Podem também ser utilizados os meios TCM
mais baixo na auséncia (8%) do que na presenca #1189, Tyrode's-Hepes ou SOSynthetic Oviduct
FSH/LH (76%). Cabe ressaltar, no entanto, que e$uid), na maioria das vezes acrescidos de soro de
sas fémeas pré-puberes (30-40 dias de idade) néeelha em estro ou meta-estro. A concentracdo de
haviam sido previamente estimuladas com hormdniosspermatozdéides utilizada durante a capacitacéo €,

Quanto a inclusao de fatores de crescimentgeralmente, de 1 x 1@spermatozéides/mL. O tem-
no meio de maturacao, efeito positivo na retomada ¢ de capacitacao é 1 a 2h [33].
meiose, clivagem e formacéo de blastocistos foi cons-

tatado na presenca de EGF, mas nao de IGF-I [29]\./' FECUNDAGAO DOS 00CITOS

A fecundagédo se processa a 38,5-39°C, em
geral em atmosfera contendo 5% de,CO meio
DM-Hepes (pH 7,7) é bastante utilizado para a fe-

A FIV pode ser realizada com sémen frescgundagdo, embora outros meios ja tenham sido utiliza-
ou congelado. O sémen fresco € utilizado principados com sucesso, como é o caso do SOF [28,32,33,70]
mente quando machos de fertilidade comprovada es-o Tyrode’s-bicarbonato [80]. Ndo € habitual o uso
téo disponiveis para a coleta. Sua utiliza¢éo apresenfa heparina para a FIV em ovinos e, em poucos ca-
os inconvenientes da necessidade de coletar o()s, é relatado o uso de penicilamina e hipotaurina no
macho(s) a cada FIV e da utilizag&o restrita ao grupgeio de fecundacéo [4,70].
de pesquisadores que dispdem desses machos. A par- A remogéo parcial das células domulusé
tir do relato de sucesso e da praticidade do uso ééetuada, apds breve contato dos odcitos maturados
sémen congelado [33], 0 mesmo foi incluido na maiceom solugdo de hialuronidase (150 IU/mL), antes de
ria dos protocolos de FIV em ovinos. N&o tem sideoloca-los em contato com os espermatozéides. As
constatada diferenca no numero de odcitos fecundeélulas séo geralmente removidas por pipetagens sua-
dos, entre sémen fresco e congelado, embora os zigotes e repetidas dos odcitos, com pipeta de diametro
fecundados com sémen congelado estivessem méggeiramente superior aquele do odcito.
avancados no desenvolvimento do que os fecundados N&o é incomum o uso de espermatozdides
com sémen fresco [49]. Acredita-se que isto se dewaiundos de uma mistura de ejaculados de 2 a 4 car-

IV. SELECAO E CAPACITACAO
DOS ESPERMATOZOIDES
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neiros. Essa estratégia visa evitar baixas taxas de 8- CULTIVO DOS EMBRIOES
cundacao devido ao possivel efeito especifico de al- . .N . .
O desenvolvimento dos embrides até o esta-

gum macho, em fungdo da variabilidade existente er&—. . . . o
A io de mérula ou blastocisto € desejavel para poder
tre os mesmos [20,53]. No entanto, a utilizacdo de

A . . . ..Seleciona-los antes da transferéncia, reduzindo as-
sémen de um sé macho, para cada conjunto de o4citos, , L
. . Sim 0s custos com o numero de receptoras utiliza-
€ a recomendada quando a PIV for utilizada com

procedimento para acelerar o melhoramento genétié%isj Embora t?nham sido feitos progres.so.s, o cultivo
de rebanhos ovinos in vitro (CIV) é ainda uma das etapas limitantes na

Mesmo tendo sido constatada a possibilidadglv de embrides 0\_/'”03' ) o
Quando cultivados em meios sinteticamente

de utilizar 0,1 a 0,5 milh&o de espermatozéide/mL, na finid brides d inant ¢ bl
fecundacédo [49], a concentracdo utilizada maige INIdos, embrices de ruminantes apresentavam blo-

. : i o0
comumente é a de 1 milhdo. Os odcitos e esperm%gelo no seu desenvolvimento, por ocasiéo do 4° ciclo

tozéides permanecem juntos, no meio de fecundat;a‘féa,mla[(S'd16 celulas), con;cyder}ﬂg colrg g7molr3nelnt<f3 da
por 15 a 24h, antes de serem cultivadostro. ativagdo do genoma embrionario [15,67]. Pelo fato

Alguns estudos tém sido efetuados a fim de méi-esse bloqugt;otnach ocorlrre]r selcéslz;gotos fogsizm mcf:u_—
Ihorar as condi¢Bes de fecundacgdo, aumentar a taxa 0s no oviduto de ovelhas [16,17], esse sistema foi

clivagem e posterior desenvolvimento embrionério. A S;_)referenualmente utilizado, nos primeiros trabalhos de

. ~ o . FIV em ovinos. Entretan m efei néfi
sim, o0 aumento da concentracdo de calcio no meio DM- €m ovinos tretanto, um efeito benéfico do

H [36], bem como a incluso de células do oviduto dd:_ocultivo sobre monocamadas de células epiteliais do
rante a fecundacdo [33] resultaram em aumento dggiduto foi observado com zigotos ovinos oriundos de
taxas de fecundacéo e de clivagem. Duas protemggaturagao e fecundacéovivo [24], 0 que foi con-

denominadas SOP92 (92kDa e pl 5) e SOP46 (46 ktgiéfnaQO, posteriormente, para embrides ovinos produ-
e pl 4-5,2), foram isoladas da secrec¢éo do oviduto, r%dosm vitro [9,80]. ) ) , L
Embora maior desenvolvimento até o estadio

periodo peri-estral (do estro até 4-5 dias ap6s). Elas bl X 24 ha sido ob q bri
fixam-se & zona pellcida, atravessam-na e se associg?n fastocstc:j[ j ] t.en asidoo ser\(/ja 0 'plalra e;n -
aos blastémeros de embrides ovinos, ndo sendo mafs>, 'ccUndados vivo, com~ 0 uso de celuias do
detectadas quando o embri&o entra no Utero [23]. Te??{'dmo (42%) em comparagdo com fibroblastos fetais
sido constatado que todas as concentraces de ufY0s (4,5%), varios tipos celulares podem ser utili-
frac&o de fluido tubérico, rica em uma glicoproteina estr4RdOS para o SUI“VO de embriGes de ruminantes. Es-
ovina (90-92 kDa), utilizadas na fecundagéo de oécito?"s_ observagogs s,ugerem gue pelo menos parte do
ovinos maturadoi Vitro. em meio contendo soro hu- €f€ito do cocultivo € generalizado e deve-se a fatores

mano, proporcionaram aumento da taxa de clivagefptimuladores do crescimento que ndo sdo celula-es-
bem como da proporcéo de blastocistos [32]. pecificos, ou que significar qge varios tlpos celulare;
Por outro lado, quando o meio de fecundagaBossuem a habilidade de purificar o ambiente de culti-
continha soro de ovelha, somente a concentragdo Y@ P€la remogao de substancias nocivas ao desenvol-
10% resultou em aumento da taxa de clivagem, senento dos embriGes.
nenhum efeito benéfico na formagdo de blastocistos. O metabolismo ou sequiestro de elementos pre-
Acredita-se que essa glicoproteina ndo seria essendificiais ao desenvolvimento embrionario, como a
para o reconhecimento/fixacdo dos oGcitos @monia [25], ou mudancas de pH e tenséo gasosa es-
espermatozoides, quando proteinas da mesma espéé;é provavelmente relacionados com o efeito benéfi-
estiverem presentes no meio de fecundacéo. O efeft§ do cocultivo [6,37]. Além disso, os fatores de cres-
dessa glicoproteina parece ser espécie-especifico péigiento secretados pelas células podem ser benéfi-
a mesma n&o apresentou efeito benéfico sobre a t&@6 para o desenvolvimento dos embrides.
de clivagem ou a produg&o de blastocistos, quando acres- A constatacao do efeito benéfico do cocultivo
centada ao meio de cultivo de zigotos bovinos fecundaem células do oviduto [24] dificultou a expansé&o do
dosin vitro [31]. cultivo em meios sinteticamente definidos, na ausén-
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cia de células somaticas. Apesar de ter sido demoris-Efeito do soro
trada a possibilidade de evitar o bloqueiwgitro, cul-

. n . L . A inclusdo de soro humano (SH), em concen-
tivando embrides ovinos fecundadiosivo, em meio

. ~ ~ . .., tracBes que variam de 10 a 20%, nos meios de cultivo
simples e com reducéo da tenséo de oxigénio, ja lap o . ) ~
e embrides ovinos, permite a obtencéo de altas taxas

inicio da década de 70 [68], somente apos quase dudaeS desenvolvimento até o estadio de blastocisto [77,80].

décadas, esse efeito benéfico foi novamente compro- .
. P Apesar das altas taxas de desenvolvimento, tem
vado [27,71,78]. Desta forma, o cultivo na auséncia Co . .
. e ~ . . sido constatado maior niumero de inclusdes lipidicas nos
de células soméaticas e sob tenséo reduzida de oxige-, ~_ .
oL , " mbrides cultivados na presenca de SH, em compara-
nio foi também empregado para os embrides fecundaz : .
o ) . : ¢ao aos cultivados na presenca de BSA [70] Essas in-
dosin vitro sendo, hoje, o sistema preferencial de cul?

tivo [57,79]. O meio de cultivo mais utilizado tem si doclusoes foram identificadas como osmofilicas e, prova-

. L . yvelmente, contém uma grande quantidade de lipidios
0 SOF, acrescido de aminoacidos essenciais € nao . . e :
. Insaturados. Além das inclusdes lipidicas, foi observado
essenciais, BSA ou soro (Tabela 1). o .
que, na presenca de SH, os embrides apresentaram mai-

1. Efeito da tens&o de oxigénio or fragmentacéo citoplasmatica e menor habilidade de
A necessidade da utilizagio de uma tensdo §@MPactacao [77]. Nao sabe-se ainda se o soro das ou-
oxigénio reduzida, quando o cultivo é efetuado na alf2S €SPecies também produz essas alteracdes, pois pra-

séncia de células somaticas, foi confirmada pelo bailig@mente ndo ha comparacbes com o uso de BSA. Foi

desenvolvimento observado apés o cultivo de zigotd€rificado que blastocistos ovinos PIV, na presenca de
ovinos fecundadas vitro. no meio SOF. com atmos- SOro de novilho, apresentaram menor nimero de celulas

fera contendo 20% @0 invés de 5% (11,80]. Além do que os_prod_uzidos na presenca de B_SA, embora néo
disso, foi constatado desenvolvimento mais rapido pafgnha havido diferencas nas taxas de clivagem e nas ta-
0s zigotos ovinos cultivados em SOF sob tens&o redu¥@S de desenvolvimento até o estadio de blastocisto [41].
da de oxigénio, em comparag&o aos zigotos cultivados ~ AS altas taxas de blastocistos e de ecloséo obi-
sob alta tens&o de oxigénio, independentemente da pf&S com o uso de BSA, sobretudo quando os aminoacidos

senca ou n3o de células do oviduto [11]. sép acrescentados em.concentragﬁes semelhantes as do
oviduto [77], em associacdo com a redugdo nas perdas
2. Efeito dos aminoacidos perinatais [70], comprovam que o SH n&o é necessario

O emprego de meios simples e definidos pempara o cultivo de embrides ovinos FIV.
mitiu a realizacdo de estudos mais precisos para a__ . .

. ~ . 4. Efeito da glicose
determinacdo dos substratos importantes nas fases
iniciais do desenvolvimento embrionario. Um exemplo A presenca de glicose no meio de cultivo &
disto foi a constatac&o da importancia dos aminoacidggnsiderada um dos fatores que aumentam a fragmen-
tanto 0s essenciais como 0s ndo essenciais, na retgdo de zigotos ovinos quando cultivaidostro [51].
cao do bloqueio dos estadios de 8-16 células, durarfiéem de ter sido favoravel para o cultivo de zigotos
o cultivo de zigotos ovinos fecundadasvivo [27].  ovinos fecundadois vivo[44], reducéo da fragmen-
Um efeito benéfico da suplementag&o do meio de cuir¢ao e maior proporcao de blastocistos foi obtida quan-
tivo com aminoacidos, reduzindo o tempo para a fofl0 zigotos ovinos produzidom vitro foram
macao dos blastocistos e aumentando o nimero gecultivados durante as primeiras 48h no meio CZB, o
células dos mesmos, também foi demonstrado pa@&al ndo contém glicose [9].
embrides ovinos produzidas vitro [77]. Quando Um efeito inibidor da glicose, sobre as primei-
amino&cidos foram utilizados em concentragbes s&as clivagens, tem sido demonstrado para zigotos de
melhantes as existentes no oviduto de fémeas ovinedrias espécies. A utilizacéo de glicose pelos embri-
em fase peri-ovulatéria, os beneficios na formac&o dies ovinos varia conforme o estadio de desenvolvi-
blastocistos ou na eclos&o dos mesmos foram maiomento, sendo relativamente baixa nos estadios preco-
do que a utilizacdo de concentragdes existentes negs, com um primeiro aumento de sua utilizagéo ocor-
preparagbes comerciais [77]. rendo entre 8 e 16 células. Em seguida, um aumento
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Tabela 1.Resultados obtidos em alguns sistemas de cultivo utilizados na producao de blastocistos\wirmos

Sistema de Tempo

. Meio Fonte Protéica . % de blastocistos Referéncia
cultivo (dias)
Sem células SOF BSA 7 21% 4
. CZB-199 BSA-SFB 37%
Cocultivo 199 SEB 8 23% 9
Cocultivo CZB-199 BSA-SFB s 34% 11
Sem células SOF BSA-SFB 45%
Sem células SOF BSA 7 19% 28
Sem células SOF SH 7 25% 33
Sem células SOF BSA-SFB 7-8 30% 58
Sem células SOF SFB 7 13,5% 62
Sem células SOF SH 5 32% 70
BSA 24%
Sem células SOF SH 6 46-61% 77
BSA 34-58%
Cocultivo 199, SOF ou TALP SFB 8 38% 80
Cocultivo 199 ou SOF SFB ou SH 30% 80
. SFB 11,5% 80
Sem células 199 ou SOF SH 390 80

SFB= Soro Fetal Bovino; SH= Soro Humano.

* O porcentual de blastocistos variou em fun¢do da concentracdo de soro humano e da presenca ou ndo de aminoacidos em
concentracdes semelhantes as do oviduto.

Em cocultivo, a atmosfera era composta de 5% @® ar e, no caso de sistema sem células, a atmosfera era composta poj, 5% CO
5a7% Qe 88 a 90% N

consideravel do metabolismo da glicose ocorre ent@le os de sexo feminino. A explicacdo para esse fe-
os estadios de moérula e blastocisto expandido [26,73]0meno continua polémica e, enquanto uns argumen-
Assim, a glicose parece ndo ser a principal fonte d@m que os embriées do sexo masculino apresentam
energia para os zigotos ovinos, 0s quais podem, nosum fator ligado ao cromossomo Y que lhe confere
5 primeiros ciclos celulares, beneficiar da presenca deaior velocidade de desenvolvimento, outros sugerem
piruvato, lactato ou mesmo de aminoacidos. gue 0s mesmos seriam mais resistentes as condigées
A severidade do efeito inibidor da glicose sobrédversas do cultivim vitro. Um desvio na propor¢ao
o desenvolvimento de zigotos ovinos parece, entéo, v@0s embrides de cada sexo nao foi observado quando
riar em funcdo da concentracdo de outros substrat®gbrides bovinos foram cultivados no oviduto, ap6s
energéticos, pois concentracdes de glicose até 3mMV [30,42], o que indica que as condicdesitro
nao prejudicaram o desenvolvimento embrionario ovicontribuem para esse desvio. De fato, diferencas no
no, desde que piruvato e/ou lactato estivessem preségimero de células, favorecendo os embrides bovinos
tes no meio de cultivo [72]. De fato, bons indices dée sexo masculino, ocorrem na presenca de glicose,
desenvolvimento foram observados em embriges ovidas Néo na sua auséncia [13].

nos FIV cultivados no meio SOF contendo 1,5 mM de Na espécie ovina, ficou evidenciada a ocor-
glicose, durante todo o periodo de cultivo [11]. réncia de maior porcentual de machos no grupo de
embrides PIV que alcancaram mais rapidamente o

5. Velocidade de desenvolvimentm vitro estadio de blastocisto [10]. Dentro deste grupo de
conforme o sexo embrides, maior porcentual de machos estava presen-

Na espécie bovina, os embrides de sexo mate no grupo de blastocistos mais avancados (70%),
culino se desenvolvein vitro mais rapidamente do em comparac¢ao ao grupo dos menos avancados
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(42%). Cabe salientar que, apesar deste desvio sigmaior incidéncia de polispermia e menor capacidade
ficativo, a proporgdo de machos nunca foi superior de desenvolvimento até o estadio de blastocisto fo-
70% e que a proporcdo média de embrides do sexam observadas com od6citos oriundos de fémeas pré-
masculino (56%) nao diferiu da taxa esperada de 50%Uberes [43,55,56]. Apesar de diferencas na taxa de
Isto pode indicar que as condi¢des de cultivo emprenaturagédo nédo terem sido observadas pela maioria
gadas, principalmente no que se refere a baixa codes autores, ha relato de menores proporgdes de
centracdo de glicose e a auséncia de soro nas primedcitos de fémeas pré-puberes (4 semanas de idade)
ras 65h de cultivo, podem ter contribuido para um desicancando o estadio de metafase Il, apés 19h de
vio ndo tdo acentuado na proporcéo de embribes daltivo, em comparacdo aos odcitos obtidos de fé-
sexo masculino, reforcando as observacgtes efetuadasas adultas [46]. Também foi constatado que
com embrides bovinos PIV [13]. Por outro lado, adcitos de fémeas pré-puberes foram mais sensiveis
possivel contribuicéo de genes ligados ao cromossorae intervalo entre o abate e processamento dos ova-
Y ndo pode ser descartada, visto que a presenca (il§s, apresentando atraso na progressao meiética mais
gene ZFY foi detectada em embrides ovinos PIV, degicentuado do que os o6citos de fémeas adultas, quan-
de o estadio de 2 células [8]. do o tempo foi superior a 3h.

Algumas diferencas metabdlicas e estrutu-
rais foram observadas entre oécitos de fémeas jo-
vens e os de fémeas adultas. O4citos obtidos de

Nos dltimos anos, tem havido um interesséémeas pré-plberes apresentaram menor metabo-
crescente na utilizagdo de fémeas pré-pluberes comémo da glutamina quando comparados aos oriun-
doadoras de odcitos. A utilizacéo de fémeas jovenfos de fémeas adultas, apés maturdagadvo ou
em programas de producaovitro de embrides for- in vitro, além de apresentarem mitocéndrias e gra-
nece a possibilidade de acelerar os ganhos geneétiGagos corticais de menor tamanho [56]. Acredita-
do rebanho pela reducéo do intervalo entre geracoe® que essas alteracdes possam estar associadas a

Fémeas de varias idades (desde 3 semangs;a maturacéo citoplasmatica inadequada, a qual

até 4-6 meses), bem como varios protocolos dgyderia implicar em menor capacidade de desen-
estimulacéo hormonal, tém sido empregados nos esfys|yimentoin vitro [55].

dos que avaliam as potencialidades do uso de odcitos Utilizando o6citos de fémeas pré-ptiberes com

de fémeas jovens para a PIV. O numero de o6citag) 40 dias de idade e que ndo haviam sido submetidas
recuperados por fémea, bem como a capacidade g¢atamento hormonal prévio [43] foi constatado que,

desenvolvimentdn vitro até o estadio de blastocisto 5 ysancia de gonadotrofinas, somente 8% dos oécitos
[19,54] dependem dos protocolos de eSt'mmagazQIcangaram o estadio de metéafase Il, em comparagao

hormonal utilizados. Apesar das taxas de maturagaq.gn, 5goy, para os o6citos obtidos de fémeas adultas.
de fecundacéio vitro ndo terem diferido entre odcitos Considerando que a maioria dos o6citos das fémeas

de fémeas pré-puberes (3-6 semanas) e fémeas mais A . . .
e . Jovens apresentavam diametro inferior ao dos obtidos
velhas (16-24 semanas), a utilizagdo de uma aplic

¢ao Unica de estrogeno + progesterona, antes da . . ,
: ~ ~ . lpartlr de foliculos pequenos (1-2mm), acredita-se que
estimulacdo de fémeas pré-puberes com gonadotro-

finas, apresentou efeito benéfico, aumentando o perceanf"j“h;1 em compl.etar a maturaglao nduclear esitgja relg
tual de blastocistos obtidos por odcito clivado [54]. FofIona aao crescimento incompleto desses 00citos. Os

também, constatado que a aplicagio de FSH & maesmos teriam menor habilidade para a progressao
eficaz do que a associacio FSH-eCG, para a procmgiética devido ao menor nimero de receptores para

¢80 de blastocistos, a partir de o6citos de fémeas offS gonadotrofinas, menor nimero de células foliculares
nas de 4-5 semanas de idade [59]. ou ainda uma reducédo de fatores intrinsecos impor-

Evidéncias sugerem que odcitos de fémea@ntes para a progressdo meidtica. Todos essas ca-
jovens possuem menor potencial para a producgéo tieteristicas poderiam também conduzir a maturagéo
embrides do que odcitos de fémeas adultas. De fawitoplasmética incompleta, a qual se refletiria em me-

VII. P RODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES A PARTIR DE
FEMEAS PRE-PUBERES

gé fémeas adultas e foram, em sua maioria, obtidos a
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nor capacidade de desenvolvimeint®itro até o es- lulas sem levar em conta o estadio do blastocisto ou
tadio de blastocisto. a qualidade do mesmo. Apos cultivo por 5-8 dias, 0
Cabe ressaltar que, apesar da menor capatidmero total de células relatado é de 50 a 100 para
dade de desenvolvimeritovitro, os blastocistos ob- 0s estadios de blastocisto e blastocisto expandido, de
tidos a partir de oécitos de fémeas pré-puberes aprE35 para blastocisto em ecloséo e de 135 a 196 para
sentam aspecto morfoldgico [56], taxa de eclosdo [48]astocisto eclodido [28,33,76,80]. Avaliando apenas
e capacidade de desenvolvimeintoivo,isto é, taxa 0s blastocistos eclodidos (BE), os quais representa-
de prenhez e nimero de nascidos [43,55], semelharam 20 a 30% do total de blastocistos produzidos 8,5
tes aos observados para os blastocistos derivadosdias ap6s a inseminacéo vitro, foram efetuadas
fémeas adultas. Tém sido relatadas taxas de prenrmamparagdes [11] do numero de células dos BEs ob-
de 30 a 45%, semelhantes as obtidas com blastocist@®s em cocultivo com aqueles obtidos em cultivo no
derivados da fecundacé&o de odcitos coletados em f@eio SOF e com tensédo reduzida de oxigénio (siste-
meas jovens e adultas, estimando em 8 a 10 o ninea SOF-5% (). Numero de células superior foi ob-
ro possivel de prenhezes por coleta, em fémeas de@&vado para o sistema SOF-5%e@ relagédo ao
a 8 semanas de idade [2]. cocultivo, tanto para os BEs de qualidade | ou Il (836
vs 570) como para os BEs de qualidade Il (366 vs
263). Além disso, a superioridade do sistema SOF-
5%0, se manifestou também por maior indice mitotico
Embrides fecundadas vitro apresentam, em do trofoblasto e menor indice picnético nas células
geral, desenvolvimento inferior aos fecunddadesvo,  do botdo embrionario [11].
independentemente do sistema de cultivo. Apés A sensibilidade ao congelamento dos embri-
cocultivo, com células do oviduto, embrides fecundades ovinos produzidda vitro € maior do que a ob-
dosin vivo apresentaram 96% de desenvolvimentéervada nos produzidas vivo, sendo expressa por
até mérula compacta, ap6s 3 dias, e 42% de blastocistagnores taxas de re-expanséo, prenhez ou de nasci-
expandidos, apds 6 dias [24], indices superiores aB¥ntos apods a vitrificagdo [18,47,57,61]. Quando com-
normalmente obtidos com embrifes fecundaidos parados com embrides PIV frescos, embries ovi-
vitro, nesse mesmo sistema de cultivo. Tem sido coRos PIV submetidos a vitrificagdo resultaram em
firmada a menor habilidade em atingir o estadio deenores taxas de prenhez [57] ou de nascimentos
blastocisto para os zigotos ovinos produzidasgtro,  [58]. Embrides ovinos produzid@svitro foram mais
em comparacio aos fecundadosivo [8,70]. sensiveis a criopreservagao que os embribes caprinos
De modo geral, a qualidade dos blastocisto’4], 0 que tem levado a um maior interesse no estu-
produzidosin vitro é pouco comentada. Por avalia-do de fatores que possam aumentar a criotolerancia
¢do morfoldgica, foi constatado que 20 a 30% dodos embrides ovinos PIV [7,45].
blastocistos produzidos sédo de qualidade ruim, né}SJ( T RANSEERENCIA DE EMBRIOES OVINOS
sendo adequados para a transferéncia, independen-
temente do sistema de cultivo empregado [8,11]. Es-
ses blastocistos de qualidade inferior possuem pou- Os dados referentes ao desenvolvimeénto
cas ou nenhuma célula na Massa Celular Internavo de embrides ovinos PIV sdo escassos. Além
(MCI), além de indice elevado de picnoses [8,11[disso, ha grande variagdo na metodologia emprega-
Além disso, embriGes ovinos produzidiogitro pos- da para maturacédo, fecundacéo e, sobretudo, o culti-
suem menos microvilos, trama de juncdewyo dos embribes, o que dificulta estabelecer quais
intercelulares menos intensa, maior incidéncia dedo os indices de nascimentos considesadizatorios
debris celulares e maior nimero de gotas lipidicgsara cada sistema.
que os produzidos vivo [61]. Os primeiros trabalhos de transferéncia (TE)
H& poucos relatos do nimero de células dde embrides ovinos fecundados vitro foram
blastocistos produzidas vitro e, quando efetuado, efetuados com embrides cultivados no oviduto de ove-
normalmente é apresentado o nimero médio de déas [16,17]. Em seguida, os embrides transferidos eram

VIII. Q UALIDADE DOS EMBRIOES OVINOS
PRODUZIDOS IN VITRO

PRODUZIDOS IN VITRO
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Tabela 2.Nascimento de cordeiros apoés a transferéncia de embriées ovinos PIV.

Sistema de cultivo Dias de cultivo % nascimentos (N/T) Referéncia
Cocultivo-cél. oviduto 8 50 (6/12) 9
Cocultivo-cél. oviduto 5) 8 (2/26) 17
SOF-BSA 7-8 30 (13/44) 28
SOF 6,5 33 (19/58) 35
Cocultivo-cél. oviduto 51 (39/77)

Oviduto (in vivo) 61 (30/49)

SOF-BSA 6-7 38 (8/21) 47
SOF-BSA 6-7 40 (28/70) 55
SOF-BSA 7-8 41 (14/34) 58
SOF-BSA-SFB* 9 41 (18/44) 59
SOF-SH 6 3,3 (2/61) 60
SOF-SH . 50 (14/28) o
SOF-BSA 37 (11/30)

SOF-BSA 2eb 38 (95/250) 79

SH= Soro Humano; N/T= nascidos sobre transferidos; * Nos dias 3 e 5 de cultivo, 0 meio foi suplementado com 5% de Soro Fetal
Bovino (SFB).

cultivadosin vitro, na presenca ou ndo de célulagecundacéo, em comparacdo com a transferéncia 3
somaticas. Alguns dos resultados obtidos ap6s a trams: 5 dias apés [77].
feréncia de embrides ovinos PIV sdo apresentados na A influéncia da origem dos embrides e do
Tabela 2. Quando se trata de odcitos aspinadogo,  sistema de cultivo sobre a viabilidade vivo de
dos 6 a 8 oocitos aspirados por sesséo, 1 a 3 embride®) blastocistos e de 138 morulas transferidos para
sdo viaveis para a transferéncia, apos FIV [21], d@¥ e 16 fémeas, respectivamente, constitui-se nos
quais, se transferidos a fresco, € obtida taxa de pr¢ados mais expressivos de transferéncia de embri-
nhez proxima de 40% [58]. des ovinos PIV [35]. Nesse estudo, foi constatado
A viabilidadein vivo de embriGes PIV € afe- que embries ovinos PIV cultivados no oviduto de
tada adversamente, sendo estes um dos maiores gfelhas apresentaram maior sobrevivémiavo,
traves para a aplicagdo da técnica ou de tecnologiass 50 dias de gestacgéo, quando comparados com
associadas a PIV de embriGes. Os fatores respongg- cultivadosin vitro, independentemente da pre-
veis pela viabilidade reduzida dos embriGes ou pelsenca ou ndo de células do oviduto. Grandes per-
nascimento de produtos ndo viaveis, ap6s 0 manuseigs na sobrevivéncia (38%) foram também obser-
in vitro, ainda ndo foram completamente elucidadosyadas, entre 18 e 45 dias de gestacdo, apds a
O cultivoin vitro esta geralmente associa-transferéncia de embrides ovinos PIV [28].
do a reducéo na viabilidade e sobrevivéncia dos em- O estadio dos embrifes tem influéncia na
brices, mesmo para os fecundadosvivo [76].  taxa de sobrevivéncia dos embriGes produzidos
Para embrides ovinos PIV, este aspecto € ilustraddtro, mas ndo na daqueles produzidosivo [35].
pela reducéo significativa na taxa de prenhez, nambriées cultivados por dois dias [79] resultaram
sobrevivéncia fetal e na taxa de nascimentos, quaem menor porcentual de nascimentos (24%; 38/156)
do o tempo de cultivo aumentou de 1 para 6 diague aqueles cultivados por seis dias (57%; 45/79),
[60]. Da mesma forma, maior nUumero de embrideprovavelmente pela maior selecdo, que ja odarre
desenvolvidos foi observado 13 dias apés a transfeitro, naqueles cultivados por mais tempo. Em ter-
réncia para o oviduto, quando efetuada logo apdsmos de blastocistos, os menos avancados apresen-
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taram menor sobrevivéncia quando cultivados erdo soro humano sobre o desenvolvimento embrio-

meio SOF sem células do que quando foramario. Ha dlavidas se o soro de outras espécies tam-
cocultivados ou mantidos no oviduto [35]. Esse®ém conduziria &s mesmas anormalidades ou, ain-
resultados sugerem que a escolha dos embrides pdea se a presencga de soro seria prejudicial em todos
a transferéncia deveria ser mais rigorosa quandoas sistemas de cultivo, ou apenas quando o cultivo é
cultivo é efetuado na auséncia de células. efetuado em meio simples. Para Wal&eal. [75],

o efeito do soro poderia ocorrer diretamente sobre

0 genoma embrionario, sobre a fragmentacao

Algumas anormalidades na gestacao ou ngitoplasmatica ou a integridade das membranas e
nascimento tém sido associadas com a manipulacdgs organelas citoplasmaticas.

in vitro de embrides ovinos [75] Trabalho de parto Para tentar elucidar o efeito do sistema de

pouco intenso e aumento na duracdo da gestacao,difttivo sobre aspectos gestacionais e perinatais de
peso dos cordeiros ao nascer e na mortalida@nbrises PIV, foram comparados [35] o cultivo em
perinatal foram observados apds o cultiveitro de  ei0 SOF (SOF-Cult), cocultivo com células do
embr_ls)es fecundadas vivo [76], ou quando os oviduto (Co-Cult) e cultivo no ovidutor{Vivo-Cult).
embrides passaram por todas as etapas de produgdnreendentemente, os indices de mortalidade

invitro [34,35,58,70,79,83]. . perinatal foram maiores para os cordeiros oriundos
A importancia das condic6es de cultivo sobreye empyriges co-cultivados ou mantidos no oviduto,

€ bem documentada para embrides ovinos fecundgs¢ . 1tivados em meio simples (Tabela 3). A dura-

dosin vivo [40,50,63,64]. A presenca de soro de no;ao da gestac&o foi prolongada em 4 dias em com-

1. Problemas gestacionais e perinatais

Y'lho [63], ,de soro humano ou a realizagao de CO'CF' baracdo ao grupo controle, independentemente dos
tivo com células da granulosa [64] resultaram em maiQr.

) . . zigotos PIV terem sido cultivadasvitro ouin vivo.
peso fetal e maiores coeficientes alométricos paraa . , . .
peso ao nascer dos cordeiros unicos, oriundos

figado, coragéo e rins. . : L
N dos 3 sistemas de cultivo, foi mais elevado do que o
Alguns estudos tém sido efetuados na tentatli- .
. . dos cordeiros do grupo controle.
va de elucidar os fatores que contribuem para a ocor- . .
L . . Como o emprego do cocultivo ou do cultivo
réncia dessas anormalidades. Pelo fato de ter sido . ~ - .
P no oviduto ndo foram suficientes para normalizar a
demonstrado que altos niveis de progesterona, nos pri- ~ - _
: : ~ uracdo da gestacdo, peso ao nascer e mortalidade
meiros dias da gestacdo, conduzem ao aumento do . .N . .
A Bermatal dos embrides PIV [35], tem sido sugerido
peso ao nascer [38,75,81] e crescimento anormal dos

. . ) lteracd rametr rrem ant
orgdos e esqueleto [38,48], a assincronia entre o a Je as alteragfes desses pardmetros ocorrem antes

. . . .da primeira divisdo celular e se manifestam indepen-
biente uterino da receptora e o estadio do embrid P P

. . . . __dentemente das condi¢des de cultivo. Para outros,
poderia ser um dos fatores a interferir na ocorrenc%? " G . .
s condigbes de cultivo seriam determinantes pelo

de anomalias do crescimento fetal [5], apos a transf
ato do peso ao nascer ter aumentado, tanto para

réncia de embrides PIV. . ) . P
No entanto, as evidéncias sugerem que h%rdelros or|undo§ de embrides f§~cundaJdU$|\(o
guanto para os oriundos de embrides fecundados

grande contribuicdo das condi¢des de culiiwgtro , q itivad de S .
sobre esse fenbmeno, pois maior peso ao nasce!0, quando cultivados na presenga de SH, mas nao

maior duragéo na gestacéo foram observados quaggando cultivados na presenca de BSA [70]. De fato,

do os zigotos ovinos fecundadasvitro foram cul-  P€lo menos por um curto periodo apos fecundagao,
tivados na presenca de soro humano, em compar#2S 3 sistemas de cultivo avaliados por Helnal

cdo aos cultivados na presenca de BSA [70]. [35], os zigotos foram expostos a altas concentra-

importante salientar que zigotos ovinos cultivado§0es de soro humano, o que poderia explicar a ocor-
no meio SOF, acrescido de soro humano, apresefi¢ncia de anormalidades, independentemente do sis-
taram citoplasma com granulos escuros e grandema de cultivo empregado posteriormente. No en-

quantidade de vesiculas lipidicas.[27,70]. Esses r&anto, 0 nascimento de cordeiros com peso excessi-
sultados evidenciam um provavel efeito prejudicialo ou anomalias congénitas, a partir de embrides com
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Tabela 3.Exemplos do efeito das condi¢cdes de cultivo de zigotos ovinos PIV sobre o peso ao nascer, duragéo da
gestacgdo e mortalidade perinatal.

Peso ao nascer (kg)

Condicdes de Duracéo da Mortalidade A
. i ) - Referéncia
cultivo . gestacao (dias) perinatal
Unico Gémeos
SOF 5,22 44 M558 0% 35
Co-Cult B 35 154% 21%
InVivo-Cult B2 44 154%& 6%
SOF-SH 4,2% 147¢ — 70
SOF-BSA 8IS 145 —

# Superior a SOF-BSA e controlfeSuperior a SOF-BSA¢ Superior ao controle.
SH= Soro Humano; Co-Cult= cocultivo com células do oviduidjvo-Cult=cultivo no oviduto de ovelhas.

2 ou 6 dias de cultivo, na auséncia de soro [79], s@imento de produtos viaveis. Mais estudos devem ser
gere que 0 soro n&o seria o Gnico fator envolvido. Eealizados para elucidar em que momento o desenvol-
provavel gue todas as etapas da produgadtro  vimento do embrido € afetado e quais séo as condi-
[83] e mesmo a manipulacdo dos embriGes paragdes que podem contribuir para a sua ocorréncia. O
transferéncia (possiveis mudancas de temperatura @umento da eficiéncia da produgéawitro depende-
pH) possam contribuir para esse fendomeno. ra da minimizag@o desses problemas e consequente

Tem sido especulado que as condi¢des de cueducdo das perdas perinatais de cordeiros.
tivo e ai manlpulago_es: efetuadayitro a_\fetarlam.a X. CONCLUSOES
regulacdo da transcricdo de um ou mais genes impor-
tantes para o desenvolvimento embrionario precoce e Apesar do cultivan vitro de embrides ovinos
a sinalizagdo embrio-materna [75], ou outros meca&IV implicar em redugéo de 15 a 25% da viabilidade
nismos homeostaticos, conduzindo a alteracdes mm relac@o ao cultivin vivo, e da sobrevivéncia a
expressdo dos genes capazes de influenciar ndo termo ainda estar abaixo de 50%, a produg&itro
mente o desenvolvimento e salide dos neonatos melg,embrides ovinos permite a obtencéo de grande nu-
talvez, também dos adultos [69]. Foi confirmado quéero de embrides de uma mesma fémea doadora.
somente o alelo paterno do gene IGF2, envolvido no Um maior emprego da producéo vitro de
crescimento embrionério e fetal, se expressa na ov@mbrides, como ferramenta para o melhoramento ge-
lha [52]. Dessa forma, cogita-se que as condicdes @ético de rebanhos ovinos, depende de alguns avangos
producaan vitro de embrides poderiam perturbar 0@ serem efetuados, em etapas chave desta biotécnica:
estabelecimento do imprinting e/ou expressao do gene
IC_BFZ ou_ d(? S?U receptor, contr_lbumdo p:ilra a_ocorren- de odcitos durante o transporte dos mesmos, do
ciade dlsturbl~os no desenvol\ilmento. Né&o foi consta: local de coleta até o local de realizac&o da fecun-
tada a}It.erac;ao na expressdo ou na concentragaod‘,jlgt,;loin vitro;
plasmatica de IGF2, em fetos ovinos que apresenta- eqtapelecer protocolos para a criopreservagao efi-
vam peso exagerado e aumento do tamanho do figado.,, dos embrides PIV:
e do coracdo, mas 0s niveis circulantes e a expressaoptimizar as condigdes de cultivo dos embrides de
de IGFBP2 (proteina de ligagao do IGF2) foram mai- modo a reduzir as perdas gestacionais e perinatais;
ores para os fetos de maior peso [82], sugerindo que a|dentificar os fatores que contribuem para as dife-
alteracdo na bioatividade do IGF2, em funcdo do au- rencas entre machos, em termos de capacitacéo e
mento da proteina de ligacéo, poderia estar implicada fecundac&o, e estabelecer protocolos que permi-
na sindrome do crescimento fetal exagerado. tam reduzir essa variagdo;

Dentro da cadeia de produg&o de embrides « Identificar os fatores que possam aumentar a com-
vitro, este aspecto assume grande importancia pois o peténcia maturacional de odcitos obtidos de féme-
rendimento final da técnica esta condicionado ao nas- as pré-puberes.

Desenvolver sistemas que permitam a maturacao
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