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REFERECIA MUNDIAL NA PRODUCAO DE EMBRIOES BOVINOS
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Introducao

Em ovinos...
l >
<A - No mundo: Primeiros cordeiros

obtidos por PIV em meados da
década de 80
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EMPRESA V 2006 — PRIMEIRO
PAULISTA CORDEIRO OBTIDO
PIONEIRA... POR PIV
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Introducao

Bom...Mas como funciona a PIV?

PRODUGCAO DE EMBRIOES IN VITRO

et 1) Coleta dos ovécitos
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ovana Liquida folicular
cam pvacitos

Fonte: Rheingantz, M. G . T.




Introducao

Desenvolvimento embrionario...

P ; Minutos 24 horas
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Fertilizagac




Este trabalho é uma revisao das etapas referentes a PIV de
embrides ovinos, sendo enfocada a eficiéncia de cada uma e os

avan¢os obtidos. Também serao discutidos aspectos relativos ao
papel dos hormonios gonadotroéficos, células foliculares e fluido
folicular para o sucesso da técnica.




Coleta de OoOcitos

FONTES

»Apos Ovulacdo no oviduto.

» Por pequenos foliculos
maduros antes da ovulacao.

» Foliculos de material
oriundo de fémeas abatidas.




Coleta dos o0citos

» Oriundos de animais abatidos

e —. S »

> Coleta dos ovarios em abatedouros. /

»Levar os ovarios para o laboratdrio em

lucs I ~ Ib Temperatura da solucdao de 10 a 30 ° C,
solugdo salina/tamp3o Dulbeccos sem efeitos negativos na maturacao
Fosfatada

Foram usados protocolos com
intervalosde 1 —2 hs ou 3 -4 hs,
sem efeitos negativos nha maturacao

»Tempo de coleta dos ovarios e
colheita dos odcitos
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Coleta dos o6citos
| ] T .,Ulpeec.
» Oriundos de animais in vivo \

(Por laparoscopia)

- » Por meio de aspira¢do ou pungao
\ (agulha)

Resultados Obtidos

Aspiracao
o apresentou maior
Uso de pun¢ao com . N
. P v ocorréncia de
agulha hipodérmica \ - detritos. que
apresentou melhores . dificulta’ar:i g
resultados -

identificagdo dos
odcitos
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Outros estudos apresentam os seguintes resultados:
Puncdo com Mais eficiente para a recuperagao
agulha de odcitos nos ovarios menores de
hipodérmica cordeiras.

Melhores resultados para os

. [ ] ~
L - Aspiracao ovarios maiores de ovelhas.

' & 4
. Apresentou 10 % de oodcitos de melhor \

-
qualidade comparado com a pungao. IMPORTANTE §_




Colheita dos

oocitos
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Sonda raginal
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Coleta dos oo6citos

> |dade dos animais coletados
e ~ Ovelhas X Cordeiras

Qualidade dos odcitos
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Clivagem e Fertilizagao »
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OcCItoS

» Tamanho dos foliculos e odcitos coletados
>y
a—— Maiores taxas de morula e
: ’ blastocisto
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Foliculos menores (2 a 5 mm)

Ovdcitos maiores
- ¢
4
- .
Ovocitos menores Porém a maioria dos pesquisadores
9 selecionam pelas caracteristicas

citoEIasméticas e camadas do cumulus




Maturacao in vitro

» Papel dos hormonios gonadotroficos

Primordial
germ cells
(diploid)

P Ovdcitos

First Polar Body

Second Polar Body (Préfase mEiOSE I)

Male Pronucleus

?PN = Female Pronucleus l

1| i | U | [

Céls. da granulosa

Nuclear arrest at end of first =
meiotic prophase (dictyate) * see box below

LH surge (melotic
During the first meiotic prophase fhlbcorEsmete %) o _op o
the DNA replicales completely FatOr InlbldOr da
(4N; and then the oocyte enters SeBidEy

the dictyate phase or nuclear ar- gocyte - . * matu ra 950 OVOCité ria

7 with [st
rest. Qocytes remain arrested poklar]body

until meiotic inhibitors are re-

moved after the LH surge.
, I Lembrar

IMPORTANTE

2nd meiotic divisi
producing 20d polar bod

el (& & P horménios

Gonadotrofinas pardcrinos e

FSH e Lﬂ autdcrinos
OVULACAO )
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Maturacao In VItro
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» Papel dos hormonios gonadotroficos

Adicao de Gonadotrofinas Exdgenas
nos meios de maturacao

1

1p/ml FSH e N3o houveram diferencas
+ . ' (Taxa de blastocisto,
2/ ml LH Embrides viaveis)

g

p ‘
. .ﬁ A /‘ IMPORTANTE IMPORTANTE )
Indispensavel Controvérsias
— 10p/ml LH | namaturacéo
' de odcitos de

com relagdo a
‘. \_ pré-puberes

utilizagdo de
horménios )
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Maturacao in vitro
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» Papel das células foliculares
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Células do foliculo desempenham papel
nutritivo no odcito (Pinocitose)
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Célulasdo | A" = Aminoacidos, nucleotideos,
cumulus o fosfolipideos
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proteinas estruturais

Sinais para sintese de ]

.

Regulacao da maturacao ]

IMPORTANTE oocitaria (Cllvagem)
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Classificacao de cumulus oophorus segundo LEIBFRIED E FIRST

EXCELENTE (CLASSE 1) Cumulus completo
BOM (CLASSE 2) + de 2 camadas de células
REGULAR (CLASSE 3) 1 camada de células

RUIM (CLASSE 4) Auséncia de células
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Maturacao In vitro
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Varios tipos de SOro utilizados para NUTRICAO OOCITARIA
suplementar os meios de maturacéao...
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SORO DE OVINOS }

SORO FETAL BOVIN
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Maiores taxas de clivagem
para o soro ovino
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SORO DE HUMANOS
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Maturacao in vitro

FLUIDO DE SUINOS

Inibem maturagao de odcitos de
suinos, ratos, camundongos e
hamsters

FLUIDO DE BOVINOS

No entanto alguns trabalhos afirmam...

Mostrou efeito estimulador

FLUIDO DE OVINOS da maturag3o oocitaria



Embrioes ovinos sao normalmente
cultivados em meios contendo...

SORO OVINO Adicao de glicose mostrou-se benéfica

BSA ( Albumina sérica bovina) Inclusao de aminoacidos especificos

- = mostrou-se benéfica para a formacgao
~ - | de blastocisto

SORO FETAL BOVINO

No entanto...A produ¢ao de amonio
Condi¢des semelhantes as do oviduto pelo metabolismo embrionario
interrompe o desenvolvimento a
partir de determinado momento




Cultura de embridoes In vitro

p
Outros trabalhos... ]

CULTIVO EM GRUPO E—) [ Aumento nas taxas de blastocisto ]

| CULTIVOEM GRUPO____
X
| CULTIVOINDIVIDUAL

CULTIVO INDIVIDUAL

Associou-se a produg¢ao pelos
embrides de fatores estimulantes da
clivagem e desenvolvimento
embrionario




Sobre monocamdas de células do
trofoblasto e do oviduto

Melhorou o desenvolvimento e a
clivagem in vitro

Creditado a producgao de fatores de
crescimento e retirada de substancias
nocivas do meio ( amonia)




Conclusoes

PRODUCAO
DE EMBRIOES
IN VITRO

PESQUISA
BASICA
MELHORAMENTO

GENETICO

DIFUSAO DE
GENETICA

SUPERIOR
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