Pesquisa

Producio in vitro de
Embrioes na Espécie Bovina

Fotos cedidas pelos autores

Uma promissora ferramenta de multiplicaco animal

Introducdo

inseminacao artificial (IA) em
bovinos foi o primeiro passo
para acelerar a transferéncia
de caracteristicas desejaveis e permi-
tindo a disseminacio de genes de
machos considerados superiores e a

Figura 1 - Ovécitos bovinos imaturos, logo apds a aspiracao dos foliculos
ovarianos, apresentando células do cumulus compactas
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melhoria do nivel zootécnico dos reba-
nhos. Um reprodutor bovino pode pro-
duzir milhares de bezerros durante sua
vida produtiva pela IA, enquanto, no
mesmo periodo, uma fémea nio é
capaz de produzir mais do que de 8a
10 bezerros. Portanto, o possivel gan-
ho genético obtido pela linhagem
materna era extremamente limitado.
Com o desenvolvimento de técnicas
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de reproducio assistida em animais,
ocorreu um grande avango na otimiza-
cao e multiplicacao de fémeas de inte-
resse nao so para a producao animal,
mas também para a conservagiao e
regeneracao de espécies animais em
perigo de extin¢ao.

A transferéncia de embrides (TE)
proporciona um melhoraproveitamen-
to de matrizes de elevado mérito ge-
nético, podendo aumentar, em média,
10 vezes o namero de crias por ano.
Com o advento da producio in vitro
de embrides (PIV) esse potencial de
multiplicagdo se torna ainda maior. A
aspiracao de ovocitos imaturos direta-
mente dos foliculos ovarianos, associa-
da a maturacao e fecundacao in vitro
desses, e ao cultivo in vitrodos embri-
oes, permite que sejam produzidas,
emmédia, 36 crias porano oriundos de
uma Unica fémea. Além disso, somen-
te com o estabelecimento da PIV de
embrides € que técnicas como a clona-
gem por transferéncia nuclear, a inje-
¢do intracitoplasmatica de espermato-
z6ides (ICSD) e a transgenia podem ser
aprimoradas e utilizadas (Rumpf etal.,
2000).

Embrides produzidos in vitro sio
aqueles produzidos pela manipulacio
de gametas, fora de organismo mater-
no. Essa técnica, inicialmente, se resu-
mia a fecundacao in vitro(FIV); entre-
tanto, apos o nascimento do primeiro
bezerro, em 1981, (Brackett et al.,
1982), foram obtidos avancos conside-
raveis. Atualmente, essa tecnologia se
refere a combinacao de varios proces-
sos interdependentes, que vao desde
a obtencdo dos ovécitos imaturos a
transferéncia dos embrides para as fé-
meas receptoras, que levardo a gesta-
¢do a termo. Essa biotécnica surge
CcOmo uma nova op¢ao para a multipli-



cac¢ao animal, ndo s6 pelo seu potenci-
al, mas também porque abre a possibi-
lidade de utilizar bezerras pré-pube-
res, vacas em inicio de gestacio, vacas
com subfertilidade adquirida e vacas
senis.

Obtencio de ovocitos
imaturos para PIV

O desenvolvimento do método de
puncio folicular transvaginal (OPU)
tem possibilitado a recuperagio de
ovocitos de animais vivos, permitindo
a produgao de embrides de fémeas de
varias idades e diferentes estagios fisi-
ologicos.

Na OPU a obtencio de
ovécitos € feita pela punc¢iao
folicular com uma agulha aco-
plada a uma sonda transvagi-
nal, de forma que os foliculos
aserem puncionados sao visu-
alizados na tela doultra-som. A
média de ovocitos viaveis ob-
tidos por coleta in vivo € em
torno de oito, entretanto essa
média depende da estratégia
adotada. Assim, € possivel pun-
cionar os foliculos de uma do-
adora duas vezes por semana,
uma vez por semana ou uma
veza cada duas semanas, sen-
do que, nas duas Gltimas alter-
nativas, é possivel dobrar os
resultados mediante a estimu-
lacao hormonal (Goodhand et al,,
1999). Independente da estratégia, o
resultado final esperado € de, pelo
menos, uma gestaciao por semana por
doadora (Peixer, et al., 1996; Bous-
quet, et al., 2000).

Ovirios de abatedouro sao a princi-
pal fonte de ovocitos para serem utili-
zados na pesquisa, e sao geralmente
provenientes de animais sem valor
econdmico. A aspiracao de ovocitos a
partir desses ovarios, da mesma forma
que no método in vivo, é realizada
comuma agulha acopladaaumabom-
ba a vicuo, com a qual se aspiram
todos os foliculos presentes na super-
ficie dos ovarios com didmetro varian-
do entre 2 e 6 mm. A média de
ovécitos recuperados por ovario esta
entre 6 e 10, sendo que a quantidade
e a qualidade dos ovécitos obtidos é
influenciada pela época doano, estado
fisiol6gico do animal e tamanho do

foliculo aspirado (Dode et al., 2001).
Convém ressaltar, entretanto, que,
quando se trabalha com ovarios isola-
dos de vacas de elevado mérito gené-
tico, além da puncio dos foliculos
visiveis, pode ser feita a dissecacdo
desses ovarios, maximizando o seu
aproveitamento.

Maturacao in vitro de ovocitos

Durante a ovogénese, 0s ovOcitos
de mamiferos permanecem retidos no
estagio de dipléteno da préfase da
primeira divisio meidtica, desde a vida
fetal até pouco antes da ovulacdo. A

Figura 2 - Ovécitos bovinos maturos, apos 22 horas de
maturaco in vitro, apresentando expansio das células
do cumulus

retomada da meiose pode ser mediada
porum estimulo hormonal 72 vivo, ou
pela retirada do ovocito de dentro do
foliculo (Warssaman & Albertini, 1994).
Portanto, quando os ovocitos sao aspi-
rados dos foliculos ovarianos (normal-
mente entre 2- 6 mm de didmetro)
paraserem utilizados na PIV, eles ainda
520 imaturos e necessitam sofrer o
processo de maturacio in vitro(MIV).
Essa é realizada cultivando os ovocitos,
logo ap6s a aspiracao do foliculo, em
meio de maturagdo, com temperatura
e atmosfera apropriada, por um perio-
do de 22-24 horas.

A maturacao envolve mudancas
nucleares e citoplasmaticas que de-
vem ocorrer simultaneamente e que
conferem aos ovocitos a capacidade
de serem fecundados, descondensa-
rem a cabeca do espermatozoéide, for-
marem os pro-nucleos e terem desen-
volvimento embrionario normal (Dode

et al., 2000a).

Os eventos nucleares envolvem
reorganizagio da rede de microtibu-
los, rompimento do envoltério nucle-
ar, condensacio dos cromossomos e
progressao para metafase I, anafase I,
telofase I, expulsao do primeiro cor-
pusculo polar e retencio no estigio de
metafase II (Cha e Chian, 1998).

No que se refere ao citoplasma,
ocorre reprogramacao na sintese pro-
téica, mudanca na atividade da prote-
ina quinase ativada por mitégenos
(MAPK) e do fator promotor da matu-
racao (MPF), bem como no desenvol-
vimento dos mecanismos de liberacao
de Cat+, e aquisi¢ao da ca-
pacidade de descondensara
cabeca do espermatozoide
(Salamone et al., 2001). Ain-
da durante esse periodo,
ocorrem mudangas na orga-
nizacio citoplasmadtica, tais
como um continuo desen-
volvimento dos estoques de
lipidios, redugio doaparelho
de Golgi, aparecimento de
vdrios ribossomos adjacen-
tes 40s Cromossomos, rear-
ranjo das mitocondrias e ali-
nhamento dos granulos cor-
ticais proximos a membrana
plasmatica (Dieleman etal.,
2002). O aumento no esto-
que de lipidios pode estar
associado a formacio deum
pool de energia essencial para o ovo-
cito suportar o desenvolvimento apos
afecundacao.

Outro evento que ocorre na matu-
racdo € a expansdo das células do
cumulus que circundam os ovocitos.
Essas sao células da granulosa especi-
alizadas, que estio metabolicamente
associadas entre si € com o ovocito.
Projecoes celulares das células do cu-
mulus atravessam a zona peltcida e
formam pequenas jungdes com o ovo-
cito (gap). Essas jungdes sdo a unica
entrada de substancias ou estimulos no
ooplasma. No ovocito imaturo (figura
1), elas estio muito compactadas e,
durante a maturacao, iniciam a secre-
¢ao de acido hialuronico, que se depo-
sita entre elas separando-as e causan-
do a expansao dessas células (figura
2). Aligacao metabdlica vai diminuin-
do gradativamente a medida que a
expansao aumenta (Warssaman & Al-
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bertini, 1994), sugerindo que a presen-
¢a dessas células seja essencial no
periodo inicial da maturaco.

A maturacdo representa o estagio
final da prepara¢ao do ovocito para a
fecundacio; portanto, as mudancas es-
truturais e bioquimicas que ocorrem
durante esse periodo sao
necessariasparaqueesse
processo seja completo.
Entretanto, para que isso
ocorra, 0 ovOcito precisa
ter competéncia meioti-
ca, que € adquirida pro-
gressivamente durante a
fase final do crescimento
ovocitario. Essa compe-
téncia se refere a capaci-
dade do ovécito de com-
pletar a divisao meidtica,
descondensar a cabeca
do espermatozoéide, for-
mar os pré-nucleos e su-
portar o desenvolvimen-
to embriondrio subse-
quiente (Warssaman & Al-
bertini, 1994). Ovécitos
competentes necessitam
ter estocado fatores im-
portantes, na forma de proteinas ou
RNAm estavel, que deverao ser utiliza-
dos durante a maturagio, fecundacioe
inicio do desenvolvimento embriona-
rio (Chan e Chian, 1998).

Tendo em vista que os ovécitos
maturados in vitro, quando compara-
dos aos in vivo apresentam menores
taxas de blastocisto ap6s a fecundacio
e o cultivo in vitro (Takagi et al.,
2001), pode-se supor que a maturagio
ainda continua sendo um problema na
PIV. Sendo que, virios fatores podem
afetar o sucesso da matura¢ao ovocita-
ria, entre eles podemos citar a morfo-
logia do complexo cumulus-ovécito
(CCO), as condicdes de maturagaoea
competéncia do ovocito.

A morfologia dos CCOs tem sido
correlacionada com as taxas de blasto-
cistos, a redistribuicao das mitocondri-
as e o contetido de ATP dos ovdcitos,
os quais diferem entre os considerados
morfologicamente bons e ruins. Em
ovocitos imaturos morfologicamente
superiores, as mitocondrias aparecem
distribuidas de forma uniforme na pe-
riferia do citoplasma. Apds a matura-
¢40, aparecem como grupos maiores
localizados niao s6 na periferia mas

o
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também na por¢io mais central do
citoplasma, o que nao ocorre nos ovo-
citos considerados inferiores (Stojko-
vic et al., 2001). Da mesma forma, o
conteudo de ATP em ovocitos imatu-
ros € maior nos morfologicamente su-
periores, havendo uma correlacio po-

sitiva entre a concentracao de ATP do
ovocito e o numero total de células dos
embrides produzidos. Esses fatores,
entre outros, podem ser responsaveis
pela diferenca na capacidade de de-
senvolvimento desses ovocitos.

Além das caracteristicas morfologi-
cas, as condicoes de cultivo afetam
drasticamente a maturagio. A presen-
ca de hormonios, substiancias antioxi-
dantes, fatores de crescimento, tem-
peratura, atmosfera gasosa, sao alguns
fatores que tém sido relatados como
responsaveis por muitos dos proble-
mas que ocorrem durante a maturaco.

Embovinos, o crescimento do ovo-
cito esta completo quando o foliculos
atingem em torno de 2 mm de didme-
tro e, nesse estagio, alguns ovocitos ja
estao competentes para se desenvol-
ver invitro. Paraa MIV, 0s ovOcitos sao
coletados, geralmente, de foliculos de
2-6 mm, e sio maturados in vitro por
um periodo de 24 horas. Se comparar-
mos com a situacao in vivo, foliculos
desse diametro levariam alguns dias
até chegarem ao estagio pré-ovulato-
rio. Portanto, esse periodo que corres-
ponde ao de dominancia folicular, é
eliminado no cultivo in vitro. E possi-
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Figura 3 - Fecundacio in vitro de ovocitos bovinos, em que
ovécitos maturos e espermatozoides sio co-incubados no meio
de fecundacio por um periodo de 12 a 18 horas

vel que os varios processos, pelos
quais os ovocitos passam durante esse
periodo, possam afetar a competéncia
dos ovécitos utilizados para PIV, ja que
nesses o periodo final da foliculogéne-
se nao ocorre (Dode e Adona 2001;
Dieleman et al., 2002). Visando a su-
perar essa situacdo, vari-

o as tentativas tém sido
feitas, utilizando agen-
tes fisiologicos e farma-
cologicos para reter os
ovocitos imaturos em
meiose (Dode et al.
1999; Adona et al.,
ER | 2000a; Adona et al.,
2000b; Dode et al.

.: p 2000b). Essa retencao
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smins  de para que as mudan-
¢as citoplasmaticas ne-
cessarias a maturacio
pudessem ocorrer. En-
tretanto, até o momen-
to, nenhuma melhora na
producio de embrides tem sido obtida
quando os ovécitos sao retidos até 24
horasapoésaaspiracao (Dode e Adona,
200D).

Mesmo ap6s a rigorosa seleciao de
ovocitos e o uso de condicoes de
cultivo adequadas, a taxa de produgio
de embrides viaveis ainda € o dobro
em ovocitos maturados i vivoquando
comparados com os maturados 7 vi-
tro (Van de Leemput et al., 1999).
Portanto, o foliculo de origem parece
ser vital para conferir aos ovocitos o
ambiente necessario para atingira com-
pleta competéncia para o desenvolvi-
mento. Essa hipotese foi confirmada
por Pivato et al. (1999) e Blodin et al.
(2002), que utilizaram diferentes pro-
tocolos hormonais antes da OPU, e
obtiveram ovocitos mais competen-
tes, aumentando o nimero de embri-
oes produzidos na PIV.

Fecundacio in vitro

ParaaFIV, espermatozoides e ovo-
citos maturos sao co-incubados emum
meio especifico, por um periodo em
torno de 18 horas (figura 3), sendo
possivel co-incubar por periodos me-



nores sem afetar as taxas de produciao
de embrides (Dode et al., 2002a).

Para que a FIV ocorra com sucesso,
¢€ necessario que os ovocitos tenham
sofrido uma maturagio completa e
que os espermatozoéides tenham sido
adequadamente preparados.

Para a preparacao
dosémenaser utiliza-
do na FIV, varios mé-
todos para remover o
plasma seminal e/ou
crioprotetor € melho-
rar as caracteristicas se-
minais tém sido des-
critos. Entre eles, pode-
se citar a lavagem por
centrifugacio, gradien-
tes de densidade, fil-
tragem em coluna de
fibra de vidro e migra-
¢ao ascendente. Os
mais utilizados sao gra-
diente de densidade
utilizando percoll e a
migracio ascendente,
conhecida por swim-
up.

O gradiente de percoll, apesar de
proporcionar uma maior taxa de recu-
peracido de espermatozéides quando
comparado ao swim-up, apresenta
grande variacdo entre partidas, sendo
algumas deletérias aos espermatozoi-
des, afetando os resultados da FIV.
Embora, o swim-up apresente menor
taxa de recuperacao, a qualidade es-
permatica € semelhante a obtida com
o percoll. Com relacao a simples lava-
gem do sémen, onde nio ocorre sele-
¢do espermatica, essa tem sido utiliza-
dasemafetara producao de blastocis-
tos (Avery e Greve, 1995).

Tem sido sugerido que a passagem
dos espermatozoéides pelo gradiente
de percoll poderia retirar algumas gli-
coproteinas da membrana do esper-
matozoide e, com isso, acelerara capa-
citacao. Portanto, poderia ser esperado
que o método utilizado poderia alterar
otempo de capacitagio e a vida atil do
espermatozoide, o que poderia alterar
otempo necessario para a fecundacio.
Entretanto, estudo comparando os di-
ferentes métodos de preparagio es-
permatica em diferentes periodos de
co-incubag¢io demonstou que a varia-
cao entre os tempos de duracio da FIV
foi similar para todos os métodos utili-

zados (Dode et al., 2002a). Os melho-
res resultados foram observados quan-
do a FIV foi realizada por um periodo
de 12 horas, independente do método
utilizado.

Além do método utilizado para pre-
paragdo do sémen e do tempo de co-

Figura 4 - Embrides bovinos produzidos a partir de ovocitos
maturados, fecundados e cultivados in vitro

incubacao, outros fatores podem afe-
tar a taxa de fecundacao tais como a
dose inseminante, a interacao touro-
vaca e a diferenca entre touros na
capacidade de fecundar e produzir
embrides. A variacao individual de tou-
ros € um dos principais fatores que
interferem na FIV e producao de em-
brides. Portanto, é necessario testar os
touros antes de seu uso na FIV de
ovocitos de diferentes doadoras (Wa-
tanabe et al., 1999).

Cultivo de embrides
produzidos in vitro

Ap6s a fecundaciao in vitro, os
embrides sao transferidos para o culti-
vo embrionario onde permanecem por
um periodo de 7 dias, até atingirem o
estagio de blastocisto (figura 4), quan-
do, entdo, podem ser transferidos para
o utero de fémeas receptoras que
levarao a gestacdo a termo.

O cultivo in vitro de embrides
requer um sistema que suporte um
alto desenvolvimento embrionario. O
co-cultivo com células somaticas era
essencial para se obter taxas aceitaveis
de desenvolvimento embrionario. En-
tretanto, com o desenvolvimento do

meio SOF, que foi criado baseado na
constitui¢ao do fluido do oviduto de
bovinos, foi eliminada a necessidade
de co-cultivo, visto que, nesse meio, 0s
zigotos se desenvolvem com boas ta-
xas sem a presenca de células somati-
cas (Watson 2000). Esse meio, contu-
do, requer uma atmos-
fera de 5% de 0,, a qual
difere da utilizada paraa
MIV e FIV. Estudos tém
demonstrado, entretan-
to, que o meio SOF pode
ser utilizado com alta
tensao de oxigénio, des-
de que as células do cu-
mulus remanescentes no
zigoto apo6s a FIV sejam
mantidas (Dode et al.,
2002b). Esses resultados
sugerem que as células
do cumulus facilitariam
o crescimento embrio-
nario por retirarem subs-
tancias toxicas, diminu-
indo o estresse oxidati-
vo. Condi¢des de culti-
vo in vitro normalmen-
te aumentam a producido de radicais
livres, pois os embrides estao mais
expostos a luz e a altas concentracdes
de O,, afetando a taxa de desenvolvi-
mento embrionario.

Comparando os embrides produzi-
dos invitroe os produzidos in vivo, foi
observado que eles diferem em varias
caracteristicas, tais como aspectos mor-
folégicos, aspectos metabdlicos, alte-
racoes cromossomicas, nimero de cé-
lulas e expressio de RNAm especifi-
cos (Van Soom et al. 1996; Viuff et al,
1999, 2000). Essas diferencas, possi-
velmente determinam o comeco de
uma série de problemas que levam a
uma reduc¢io na eficiéncia da técnica
(Farin et al., 2001). Os embrides PIV
apresentam maior vacuolizagcdo, me-
nor ndmero de células, menor densida-
de de mitocOndrias, maior densidade
de lipidios (Crosier et al., 2001) e
juncoes incompletas entre as células
do botao embrionario e do trofoblasto
(Farin etal., 2001). A maior densidade
de lipidios observada nesses embrioes
sugere que eles retiram mais lipidios
do meio de cultivo ou que seu metabo-
lismo estaria alterado. Em estudo utili-
zando a técnica de FISH para avaliar
poliploidias, foi observado que 72%
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dos embrides produzidos in vitroeram
mixopléides e que, apesar da mixopo-
lidia ocorrer também em embrides in
vivo, nos in vitro ocorre com maior
freqiiéncia e em estagios mais preco-
ces do desenvolvimento (Viuff et al,
1999). Além disso, a poliploida s6 foi
observada nos in vitro e nio nos in
vivo (Viuff et al., 2000, 2001).

Muitos desses problemas sio devi-
dos ao processo de matura¢io, mas
que se manifestam no desenvolvimen-
to embriondrio, visto que o nimero de
células e asalteracdes cromossomicas,
por exemplo, sao diferentes quando
os embrides PIV sao produzidos a par-
tir de ovocitos maturados in vivo e in
vitro (Van Soom et al., 1996; Vuiff et
al., 2000, 2001D).

Na PIV, cerca de 30% a 50% dos
ovocitos inseminados chegam ao esta-
gio de blastocisto e os indices de ges-
tacdo estio em torno de 35 % (Dayan
et al., 2000). As maiores perdas no
desenvolvimento embrionario ocorrem
nos estagios de 8 para 16 células (ati-
vacao do genoma do embrido) e pos-
transferéncia, em torno dos dias 14 e
15 da gestaciao. Quando embrides PIV
ou in vivo foram transferidos no dia 7
pos-inseminagio e recuperados no dia
17 da gestacgio, foi observado que a
degeneracio e a perda embrionaria foi
maior nos embrides PIV (Farin et
al.,2001). Esse periodo coincide com o
reconhecimento materno da prenhez,
o qual depende de um sinal enviado
pelo embrido, o interferon -6 ao orga-
nismo materno. De fato, tem sido de-
monstrado que embrifes PIV secretam
quantidades menores de interferon-0
do que os in vivo, sendo que quanto
pior a qualidade morfologica do em-
brido menor a secre¢io (Stojkovic et
al., 1999).

Além do sistema de cultivo usual,
outros métodos estio sendo propostos
com vistas a aumentar as taxas de
producio de blastocisto e os indices de
gestacdo. Entre eles pode-se citar, o
sistema de meio seqiiencial, em que é
realizada uma perfusao para introduzir
mudancas na composicao do meio de
cultivo. Essas mudancas sio determi-
nadas de acordo com as mudancas nos
requerimentos dos embrides em dife-
rentes estagios de desenvolvimento
(Thompson, 1999). E, o cultivo em
micro-camara usando um sistema mi-

crofluidico, que proporciona umambi-
ente que € mais proximo do sistema in
vivo do que o sistema estitico em
micro-gotas. Além disso, esse permite
a utilizacao de meio seqiiencial com
mudanca gradual sem movimentar os
embrides (Beebe et al., 2002).

Consideracdes finais

Apesar doavanco que houve nessa
area nos Ultimos anos, varios aspectos
precisam ser ainda esclarecidos. As
questoes estao associadas a avaliacio
da competéncia biol6gica dos gametas
e ao proprio sistema de cultivo. Estu-
dos basicos sobre os diversos mecanis-
mos envolvidos, estao sendo conduzi-
dos no mundo todo. Os resultados
desses estudos esclarecerao os aspec-
tos relativos a maior susceptibilidade
dos embrides PIV a criopreservacao, a
menor viabilidade dos ovdcitos de
bezerras quando comparados aos de
vacas e as baixas taxas de prenhez.

E importante salientar também que,
por se tratar de uma técnica relativa-
mente nova, 0 monitoramento rigoro-
so das doadoras de ovocitos, dos ovo-
citos, dos embrides e dos produtos
nascidos € de fundamental importan-
cia para que essa técnica possa ser
utilizada com seguranca, de forma ade-
quada e nas situacdes mais indicadas.

Autilizacio comercial dessa técnica
ainda esta limitada ao custo e vai de-
pender do balanco entre o mérito
genético do produto (bezerro) e o
custo de sua producdo. A PIV esta
sendo gradualmente integrada a pro-
gramas de melhoramento genético,
como uma ferramenta complementar
alAeaTE.

Em termos praticos, o potencial da
PIV fica mais evidente quando se dis-
cutem suas diferentes aplicacoes. A
medida que o sistema PIV melhora,
novas alternativas surgem, como a cri-
opreservacao do ovocito e do em-
brido, a identificacao do sexo dos em-
brides previamente a transferéncia, a
biparticao dos mesmos, visando a pro-
ducio de gémeos monozigoticos e a
melhoria dos indices de gestacao me-
diante a transferéncia dos pares para a
mesma receptora. O maior impacto da
PIV, no entanto, serd a sua aplicacao
associada a sexagem de espermato-
zo6ides. Isso porque, com uma dose
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inseminante sexada sera possivel pro-
duzir em torno de 30 gestagcoes. Por-
tanto, verdadeiras linhas de producio
de embrides sexados poderao ser
montadas para a producdo de fémeas,
machos e animais com grau de sangue
fixo, como, por exemplo, a Girolanda
F1.

Referéncias

ADONA, P.R., DODE, M.A.N., CHIO-
CHETTA, L. FERREIRA, C.B. Reten-
cdo da meiose em foliculos inteiros.
Arq Fac Vet UFRGS, Porto Alegre,
v.28, n.1, p.192, 2000a.

ADONA, P.R., DODE, M.A. N., RODO-
VALHO, N.C.M., FERREIRA, C.B. O
uso de liquido folicular para reten-
cio da meiose em ovdcitos bovi-
nos. Arq.Fac Vet. UFRGS, Porto Ale-
gre, v.28 n.1, p.193, 2000b.

AVERY, B., GREVE, T. Impact of per-
coll on bovine spermatozoa used
forin vitro insemination. Therioge-
nology, 44: 871-878, 1995

BEEBE, D., WHEELER, M., ZERINGUE,
H., WALTERS, E. et al. Microfluidic
techonology for assisted reepro-
duction. Theriogenology, 57: 125-
135, 2002.

BLODIN, O.; BOUSQUET, D.; TWAGI-
RAMUNGU, H.; BARNES, F. et al.
Manipulation of follicular develop-
ment to produce developmentally
competent bovine oocytes. Biol
Reprod, 66: 38-43, 2002

BOUSQUET, D., TWAGIRAMUNGU,
H., DUROCHER, J. et al. Effect of
LH injection before ovum pick-up
on invitro embryo production with
oocytes collected at different inter-
vals after the last FSH injection.
Theriogenology, 53: .347, 2000.

BRACKETT, B.G.; BOUSQUET, D.;
BOICE, M.L.; DONAWICK, W.J et
al. Normal development following
invitrofertilization in the cow. Biol
Reprod, 27: 147-158, 1982.

CHA, K.Y., CHIAN, R.C. Maturation in
vitro of immature human oocytes
for clinical use. Human Reproducti-
on Update, 4: 103-120, 1998

CROSIER, A.E., FARIN, P.W., DYKS-
TRA, M.J., ALEXANDER, J.E. et al.
Ultrastructural morphometry of bo-
vine blastocysts produced in vivo
or in vitro. Biol. Reprod., v.64,
p.1375-1385, 2001.



DAYAN, A., WATANABE, M.R., WATA-
NABE, Y.F. Fatores que interferem
na producio comercial de embri-
o0es FIV. Arq Fac Vet UFRGS, Porto
Alegre, v.27,n.1, p.181-185, 2000.

DIELEMAN, S.J.; HENDRIKSEN,
P.J.M.;VIUFF,D.; THOMSEN, P.D. et
al. Effects of in vivo prematuration
and in vivo final maturation on
developmental capacity and quali-
ty of pre-implantation embryos.
Theriogenology, 57: 5-20, 2002.

DODE, M.A.N. GODOY K., ADONA,
P.R, FERNANDES, C. Inibicao da
meiose em ovocitos bovinos culti-
vados na presenca de meios folicu-
los e foliculos inteiros. Arq Fac Vet
UFRGS, Porto Alegre, v.27, n.1,
p-229, 1999.

DODE, M.A.N.; RODOVALHO, N.C.M.:
UENO, V.G.; ALVES, R.G.O. Efeito
do tamanho do foliculo na matura-
¢do nuclear e citoplasmatica de
ovocitos de fémeas zebuinas. Pesq.
Agropec. Bras. 35: 207-217, 2000a.

DODE, M.A.N., ADONA, P.R., RODO-
VALHO, N.C.M. Retenc¢io da meio-
se de ovocitos bovinos em liquido
folicular de foliculos de varios tama-
nhos. Arq Fac Vet UFRGS, Porto
Alegre, v.28 n.1, p. 241, 2000b.

DODE, M.A.N., ADONA, P.R. Develo-
pmental capacity of bos indicus
oocytes after inhibition of meiotic
resumption by 6-dimethylamino-
purine. Anim Reprod Science, 65:
157-170, 2001.

DODE, M.A.N., RODOVALHO, N.C.:
UENO, V.G.; ALVES, R.G.A. Num-
ber and morphology of oocytes
obtained from ovaries of zebu cows
according to follicle size, physiolo-
gical status and season. Archivos de
Zootecnia, 50: 415-418, 2001.

DODE, M.A.N., RODOVALHO, N.C.:
UENO, V.G.: FERNANDES, C.E. The
effect of sperm preparation and
time of co-incubation on in vitro
fertilization of Bos indicus oocytes.
Anim Reprod Science, 69: 15-23,
2002a.

DODE, M.A.N, MATTOS, L., RUMPF, R.
In vitro production of embryos in
SOF medium under high oxygen
tension. Theriogenology, v. 57: 661,
2002b.

FARIN, P., CROSIER,A E., FARIN, C.E.
Influence of in vitro systems on
embryo survival and fetal develop-

mentin cattle. Theriogenology, 55:
151-170, 2001.

GOODHAND, K.L., WATT, R.G., STAI-
NES, M.E., HUTCHINSON, J.S.M. et
al. In vivo oocyte recovery and in
vitro embryo production from bo-
vine donors aspirated at different
frequencies or following FSH treat-
ment. Theriogenology, 51: 951-
961, 1999.

PEIXER, M.A.S., RUMPF, R., de BEM,
A.R. etal. Producao de embrides e
gestacoes a partir de ovocitos recu-
perados por ultrasonografia em fé-
meas super-ovuladas. Arq.Fac
Vet.UFRGS, Porto Alegre, v.24,n.1,
p.231, 1996.

PIVATO, L., PEREIRA, D. C., PEIXER, M.
A.S.,LUCIA]Jr., T. etal. O efeito do
bST sobre a taxa de recuperacio e
qualidade dos ovdcitos em bovi-
nos. Arq Fac Vet UFRGS, Porto
Alegre, v.27, p.171-186, 1999.

RUMPF, R., DODE, M.A.N., SILVA ,
A.E.D.F. Avancos na biotecnologia
dareproducio dosbovinos. In: SIM-
POSIO NACIONAL DE MELHORA-
MENTO ANIMAL, 3, 2000, Belo
Horizonte: [Anais...]. Sociedade Bra-
sileira de Melhoramento Animal,
2000. p.248-253.

SALAMONE, D.F.; DAMIANI, P.; FISSO-
RE,R.A.;ROBL, J.M. etal. Biochemi-
cal and developmental evidence
that ooplasmic maturation of pre-
pubertal bovine oocytes is com-
promised. Biol Reprod, 64:1761-
1768, 2001.

STOJKOVIC, M., BUTTNER, M.,
ZAKHARTCHENKO, V., RIEDL, J.
etal. Secretion of interferon-tau by
bovine embryos in long-term cultu-
re: comparision of in vivo derived,
in vitro produced, nuclear transfer
and demi-embryos.
Anim.Reprod.Sci., 55: 151-162,
1999.

STOJKOVIC, M.; MACHADO, S.A ; STO-
JKOVIC, P.; ZAKHARTECHENKO,
V. etal. Mitochondrial distribution
and adenosine triphosphate con-
tent of bovine oocytes before and
after in vitro maturation: correlation
with morphological criteria and
developmental capacity after in
vitro fertilization and culture. Biol
Rep, 64: 904-909, 2001.

TAKAGI, M., KIM, .H., IZADYAR, F.,
HYTTEL, P., BEVERS, M.M. et al.

Impaired final follicular maturati-
onin heifers after superovulation
with recombinant human FSH. Re-
production, 121: 941-951, 2001.

THOMPSON, J.G. Bovine embryo cul-
ture in vitro: new developments
and post-transfer consequences.
Arq.Fac Vet.UFRGS, Porto Alegre,
v.27, n.1, p. 130-143, 1999.

VAN de LEEMPUT, E.E., VOSP.L.A.M.,
ZEINSTRA, E.C., BEVERS, M.M. et
al. Improvement of in vitro em-
bryo development using in vivo
matured oocytes from heifers tre-
ated for superovulation with a con-
trolled preovulatory LH surge. The-
riogenology, 52: 335-349, 1999.

VAN SOOM A., BOERJAN, M.L., YSE-
BAERT, M.T., KUIF, A. Cell alloca-
tion to the inner cell mass and the
trophectoderm in bovine embryos
cultured in two different media.
Mol. Reprod. Dev, 45: 171-182,
1996.

VIUFF, D.,RICKORDS, L.; OFFEN-
BERG, H.; HYTTEL, P. etal. A high
proportion of bovine blastocyst
produced in vitro are mixiploid.
Biol Reprod, 60: 1273-1278, 1999.

VIUFF, D., GREVE, T., AVERY, B.,
HYTTEL, P. et al. Chromosome
aberrations in in vitro-produced
bovine embryos at days 2-5 post-
insemination. Biol.Reprod, 63:
1143-1148, 2000.

VIUFF, D., HENDRIKSEN, P.J.M., VOS,
P.L.A.M., DIELEMANN, S.J. et al.
Chromosomal abnormalities and
developmental kinetics in in vivo
developed cattle embryos atdays
2to 5after ovulation. Biol.Reprod,
65: 204-208, 2001.

WASSARMAN, P.M., ALBERTINI, D.F.
The mammalian ovum. In: Knobil,
E.,Neil, J.D. (Eds). The physiology
of reproduction. New Yok: Raven,
1994. p.79-122.

WATANABE, Y.F., WATANABE, M.R,,
DAYAN, A., VILA R.A., et. al. The
effect of bull on OPU-IVP in zebu
cattle. Arq.Fac Vet.UFRGS, Porto
Alegre, v.27, n.1, p.297, 1999.

WATSON, A.J., DESOUSA, P., CAVE-
NEY, A., BARCROFT, L.C. et al.
Impact of bovine oocyte matura-
tion media on oocyte transcriptio-
nallevels, blastocyst development,
cell number, and apoptosis. Biol
Reprod, 62: 355-364, 2000. &

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n° 26- maio/junhbo 2002 37



