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RESUMO

A producdo in vitro de embrides bovinos (PIV) tornou-se uma das
biotecnias da reproducdo de maior expressdao no Brasil, sendo considerada uma
importante ferramenta para o melhoramento genético do rebanho nacional.
Entretanto, diversas alteracdes sdo associadas a PIV, incluindo altas taxas de
perdas embrionarias e fetais, maior incidéncia de hidroalantoide e distocias, tempo
de gestagdo prolongado, maior peso ao nascer de bezerros e alta mortalidade
perinatal. O conjunto dessas patologias ¢ denominado Sindrome da Cria Grande e
¢ considerado um fator limitante para o emprego da PIV em larga escala na

pecuaria.
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ABSTRACT

In vitro production of bovine embryo (IVP) has become a remarkable
assisted reproduction biotechnology in Brazil, once it is considered an important
tool for the genetic improvement of the herd. However, many abnormalities are
associated with IVP technologies, such as higher incidences of embryo loss,
abortions, hydrallantois and dystocia, prolonged gestation, increased birth weight
and high perinatal mortality. Collectively, these abnormalities are known as
“Large Offspring Syndrome”, which has limited the large-scale use of IVP

technologies in cattle industry.
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INTRODUCAO

Desde a década de 80, tem se intensificado a produgdo in vitro de embrides
bovinos (PIV), destacando-se pelas suas aplicagdes comerciais e cientificas. E
considerada uma ferramenta para o melhoramento genético de um rebanho e para
impedir o descarte precoce de fémeas com alto valor genético. Além disso, a PIV
permite ampliar os conhecimentos fisiologicos envolvidos na maturacdo de
odcitos, na fecundacdo e no desenvolvimento embrionario na fase de pré-
implantacao.

O Brasil ¢ um dos paises mais ativos nas tecnologias relacionadas com
embrides, sendo o segundo pais na producdo total de embrides por MOET ¢ o
primeiro na produg¢do de embrides por OPU/PIV (PONTES et al., 2009). De
acordo com dados publicados pela Sociedade Internacional de Tecnologia de
Embrides, em 2005, quase 50% das transferéncias de embrides bovinos
provenientes do sistema in vitro foram realizadas por paises da América do Sul,
sendo que a maior atividade ¢ vista no Brasil.

Apesar da popularidade da PIV no Brasil, ainda existem limitacdes para sua
efetiva aplicagdo na pecuaria (PONTES et al., 2009). Os embrides produzidos in
vitro sao considerados inferiores em qualidade quando comparados com aqueles
produzidos in vivo (LONERGAN & FAIR, 2008), apresentando alteracdes
morfoldgicas, metabdlicas, no tempo de desenvolvimento, na criotolerdncia e na
expressao génica (LAZZARI et al., 2002).

Apods a implantacdo da transferéncia de embrides produzidos in vitro, foi
observado um numero considerdvel de nascimentos em bovinos. Embora a
maioria dos bezerros nascidos aparentava ser normal, algumas alteragdes foram
relatadas, destacando-se a alta incidéncia de perdas embrionarias, abortos e
hidroalantoide, gestagdo prolongada, aumento no peso ao nascer, distocias e alta
mortalidade perinatal. Essas alteragdes fazem parte do fendmeno conhecido como

Sindrome da Cria Grande (revisto por JACOBSEN et al., 2000).



REVISAO DE LITERATURA

1 ANORMALIDADES ASSOCIADAS A PIV

A PIV possui um grande potencial para o emprego mais amplo em
diversos sistemas de gado de corte ou de leite. Entretanto, uma conseqiiéncia
negativa desse tipo de produgdo de embrides, tanto em bovinos como em outras
espécies, ¢ o fato de que fetos, placentas e prole podem significativamente diferir
daqueles derivados dos sistemas in vivo, morfologicamente e na capacidade de se
desenvolver (FARIN et al., 2006). Desde o inicio da década de 90, foi observado
que embrides bovinos expostos aos meios in vitro resultavam em nascimentos de
animais de tamanho incomum, além de apresentar diversas anormalidades em
orgaos (YOUNG et al., 1998; BERTOLINI & ANDERSON, 2002). Essas
alteracdes fenotipicas sdo consideradas parte da Sindrome da Cria Grande (LOS —
Large Offspring Syndrome; FARIN et al., 2006). A LOS foi primeiramente
associada com a transferéncia nuclear de células somaticas, porém ja foi
observada em embrides derivados da PIV, em transferéncias ndo sincronizadas de
embrides e no tratamento da fémea com progesterona logo apds a ovulagdo
(WALKER et al., 1996) e com dietas ricas em uréia (YOUNG et al., 1998).

A LOS ¢ caracterizada por diversas patologias, como peso ao nascer
elevado e aumento na duracdo da gestacdo, sendo estas as alteracdes mais
freqiientes (LAZZARI et al. 2002). Além disso, pode-se observar elevada
incidéncia de aborto, distocias ¢ morte perinatal (LAZZARI et al. 2002),
desenvolvimento anormal de orgdos (FARIN ef al., 2006), baixa taxa de prenhez,
deformidades musculoesqueléticas, hidroalantéide e outros defeitos placentarios
(FARIN et al., 2004). A incidéncia da LOS ¢ freqiientemente associada com o
emprego de soro e¢ do co-cultivo durante as etapas da PIV (LANDIM-
ALVARENGA, 2006).

Como uma populagdo, a distribuicdo do peso corporal de fetos e neonatos
derivados da PIV possui um deslocamento para direita na curva normal de peso ao
nascer (revisto por FARIN ez al., 2006), ou seja, o peso médio desses fetos esta

acima do limite méaximo do peso considerado normal (BERTOLINI &



ANDERSON, 2002). Considerando que as alteragdes no desenvolvimento
ocorrem em apenas uma parte dos fetos derivados do sistema in vitro, pode-se
concluir que aqueles animais que ndo sdo considerados “grandes” apresentam-se
normais quanto seus desenvolvimentos. Entretanto, mesmo os animais com peso
ao nascer normal podem apresentar alteragdes em diversos 6rgaos, como coragao,
cérebro e medula espinhal e musculatura esquelética (FARIN et al., 2006). Dessa
forma, Farin et al. (2006) propuseram a mudang¢a do termo LOS para Sindrome da
Cria Anormal (AOS — Abnormal Offspring Syndrome) por melhor descrever as
alteracdes observadas em fetos e placentas derivadas da PIV. A diversidade de
fenotipos e o nascimento de bezerros normais tornam dificil a identificacdao das

causas da LOS (YOUNG et al., 1998).

1.1 Perdas Gestacionais

Em bovinos, a incidéncia de perda gestacional ¢ maior durante o periodo
embrionario, ou seja, entre o primeiro e 42° dia de prenhez, quando comparada
com os periodos fetal e neonatal. Em embrides produzidos in vitro, as taxas de
perdas embriondria, fetal e perinatal sdo maiores que as observadas em programas
de inseminagdo artificial e transferéncia de embrides produzidos in vivo
(LONERGAN et al., 2007). Grande parte das perdas gestacionais ¢ observada
antes do dia 21 de prenhez ou duas semanas apds inovulacdo, indicando falha na
sinalizacdo para o reconhecimento materno. O adequado desenvolvimento
embriondrio € necessario para que ocorra o reconhecimento materno e posterior
desenvolvimento correto fetal e placentario (FARIN et al., 2006). Ademais, foi
observado que niveis elevados de uréia no plasma materno e de amonia no meio
de cultivo in vitro contribuem para a baixa sobrevivéncia embrionaria e alterado
desenvolvimento dos fetos que sobrevivem (FARIN et al., 2001).

A taxa de abortamento é maior no sistema in vitro em relagdo ao in vivo.
Perdas significativas sao observadas principalmente durante os primeiros estadios
de desenvolvimento fetal e placentario (30 a 90 dias de gestagdo; FARIN et al.,
2006). Agca et al. (1998) observou 13% de perda fetal apds o quadragésimo dia

de gestacdo, enquanto que a incidéncia de abortamento em receptoras de embrides



produzidos in vivo ndo ¢ maior que 5% (revisto por FARIN et al., 2006). A alta
taxa de perda fetal pode ser resultado do desenvolvimento anormal da placenta
(FARIN et al., 2001), podendo estar associado ao numero reduzido de
placentomas e ao desenvolvimento vascular alterado desta (MILES, 2004).

Em programas da PIV, a prevaléncia de natimortos ¢ de morte neonatal varia
de 2,4% a 15,6% em novilhas e 17,9% em vacas (revisto por FARIN et al., 20006).
A morte perinatal ¢ atribuida, em parte, como conseqiiéncia das distocias
associadas ao tamanho elevado dos fetos. Além disso, o aumento da duracdo da
gestacdo, o desenvolvimento insuficiente e inadequado funcionamento da placenta
e as falhas nos mecanismos metabdlicos necessarios para a vida extra-uterina sao
considerados problemas que diminuem a viabilidade dos neonatos (FARIN et al.,
2006).

1.2 Anormalidades Fetais e Placentarias

Freqlientemente, ¢ relatado por produtores que animais derivados da PIV
ndo apresentam o vigor esperado e tendem a ser maiores, letargicos e predispostos
a morrer inexplicavelmente (MCEVOY et al., 2006). Os neonatos geralmente
apresentam-se fracos, com dificuldades respiratorias e relutancia em mamar
(YOUNG et al., 1998), sendo mais susceptiveis a infeccdes neonatais. Garry et al.
(1996), em pesquisas realizadas com clones bovinos, sugeriu que o metabolismo
energético alterado poderia estar associado com a fraqueza e a morte neonatal
observadas. Nesse estudo, foi demonstrado nivel plasmatico alterado de insulina e
glucagon, o que poderia alterar a suplementacdo e utilizacdo energética na vida
intra-uterina, promovendo o crescimento fetal e predispondo o neonato a
dificuldade de se adaptar a vida extra-uterina. Fendmeno similar ¢ observado em
bebés humanos com diabetes gestacional, porém, na LOS, o problema ¢ intrinseco
ao feto e dificilmente pode estar associado a problemas com a fémea (YOUNG et
al., 1998).

A saude de bezerros pode também ser comprometida por defeitos congénitos
como hipoplasia cerebelar, problemas respiratdrios e insuficiéncia cardiaca

revisto por FARIN et al., 2006). Schrnidt et al. (1996) observou que 38% das
( p q



mortes de bezerros derivados da PIV foram por hipoplasia cerebelar, enterite e
pneumonia, demonstrando alta susceptibilidade a infec¢des e podendo estar
associada com a presenca de imunodeficiéncia congénita. Nesse estudo, a taxa de
mortalidade foi de 9%, sendo esta a mesma para mortalidade de bezerros in vivo.
Outras anormalidades também foram descritas, entre elas aumento na massa
muscular e alteracdes na composicdo da fibra muscular e mal-formagdes
esqueléticas e faciais. Essas alteragdes demonstram que ndo apenas o crescimento
¢ alterado, mas o desenvolvimento de oOrgdos nobres também ¢ perturbado
(YOUNG et al., 1998).

Uma das hipoteses sobre a causa de nascimento de cria fraca seja a
disfuncdo materno-fetal (YOUNG et al., 1998), pois pode conduzir ao estresse
fetal, devido a disturbios na troca gasosa e de nutrientes (FARIN et al., 2001). A
capacidade da placenta de suprir as necessidades energéticas do feto parece ser
influenciada pela PIV (KRUIP et al., 1997). As primeiras caracterizagdes de
bezerros produzidos in vitro descrevem alteracdes morfologicas e funcionais da
placenta (BERTOLINI & ANDERSON, 2002), sendo estas freqiientemente
associadas com a perda embrionaria e o crescimento anormal do feto (LANDIM-
ALVARENGA, 2006). Diferencas na unidade materno-fetal também podem ser
causas das diferengas encontradas no tempo de gestacdo (MILES, 2004). O grau
de alteragao placentaria € variavel ¢ nem sempre resulta em perda fetal
(LANDIM-ALVARENGA, 2006).

Durante a organogénese, o favorecimento da distribui¢do celular para a
trofectoderme observada em embrides produzidos in vitro pode alterar o tamanho
e fungdes da placenta. Como conseqiiéncia, ha o desenvolvimento de placentas
maiores que o normal, o que pode influenciar o crescimento e desenvolvimento
fetal. Além disso, embrides que apresentam massa celular interna menor que o
normal podem ndo conseguir passar o primeiro trimestre de prenhez (WALKER et
al., 1996).

Em estudo realizado por Bertolini et al. (2002), analisando o tamanho fetal ¢
as caracteristicas placentarias no decorrer da gestacdo, foi observado que fetos

derivados da PIV eram menores em tamanho que o grupo controle produzido in
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vivo, no inicio da gestagcdo. Porém, no final da gestagdo, este quadro invertia-se.
Resultados semelhantes foram observados por outros autores, relatando nenhuma
diferenca de tamanho entre fetos produzidos in vifro e in vivo no dia 70 de
gestacdo, mas, no dia 222 de gestagdo, os fetos do grupo in vitro eram mais
pesados que o grupo controle. O crescimento bifasico observado por Bertolini et
al. (2002) era caracterizado pelo retardamento no crescimento fetal na primeira
fase de gestacdo seguido de desenvolvimento anormal da placenta. Dessa forma, o
peso ao nascer elevado dos neonatos pode ser conseqiiéncia de alteracdes na
placenta que impossibilitaria esta de restringir o crescimento fetal no final da
gestacdo. Foi também sugerido que o retardamento no crescimento primario fetal
e as perdas fetais podem ser em parte resultado de angiogénese deficiente e
desenvolvimento anormal do alantdide durante a placentacao.

No final da gestagdo, tanto placentas como fetos derivados da PIV
apresentam-se mais pesados que o normal, além de possuir menor drea de contato
materno-fetal (FARIN et al., 2001). Placentas originadas da PIV podem exibir
menor numero de placentomas (MILES, 2004), porém, nestes casos, podem se
apresentar maiores indicando mecanismos de compensagao para a insuficiéncia
placentaria no primeiro trimestre de gestacdo (BUCZINSKI et al., 2007). A
diminui¢do no nimero de cotilédones, com epitélio coridnico normal, também foi
observada, podendo causar subnutricdo e¢ morte fetal por defeitos na troca
materno-fetal (LANDIM-ALVARENGA, 2006).

Anormalidades em placenta como hidropsia das membranas fetais sdo
largamente descritas (YOUNG et al., 1998), sendo que a incidéncia de
hidroalant6ide ¢ significativamente maior em gestagdes da PIV (0,5%) em relacao
as gestacoes derivadas do sistema in vivo (0,01%; DROST, 2007). O
desenvolvimento anormal do alantéide pode conduzir a falha da angiogénese na
placentagdo no dia 35 de gestagdo (THOMPSON et al., 2002). Alguns autores
associam a presen¢a de hidroalantdide com insuficiéncia renal de fetos. Porém
acredita-se que o hidralantéide ¢ relacionado com alteragdes na placentacao,
enquanto que as anormalidades congénitas do feto resultariam em hidroamnio

(BERTOLINI et al., 2002; BUCZINSKI et al., 2007). Outras mas-formagdes do
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alantdide também foram descritas, como atrofia e alantdéide avascular
(BUCZINSKI et al., 2007).

Microscopicamente, foi demonstrado que a populacdo de células
binucleadas difere entre placentas in vitro e in vivo. No inicio da gestacdo, a
densidade dessas células ¢ maior em placentomas de embrides in vitro, porém,
com o decorrer da gestacdo, esse volume tende a diminuir (FARIN et al., 2000).
As células binucleadas sdo responsaveis pela producdo de hormoénios e produtos
bioativos importantes na regulagdo do crescimento e desenvolvimento fetal
(BERTOLINI et al., 2002).

Durante a gestagdo, a unidade feto-placentaria ¢ capaz de estabelecer
mecanismos compensatorios em casos de anormalidades menores, como leve
aumento do tamanho fetal e pequenas diferengas dos parametros bioquimicos.
Observa-se, em alguns casos, aumento do volume sanguineo dos vasos presentes
nas carunculas e da densidade de vasos sanguineos na superficie dos placentomas.
A concentracdo de glicose e frutose ¢ aumentada no plasma e fluidos fetais, bem
como na superficie placentaria (revisado por FARIN et al., 2006). Em vacas
clonadas, foi observada a presenga de cotilédones gigantes, indicando mecanismos
compensatorios para a placentacdo deficiente no inicio da gestagdo (LANDIM-
ALVARENGA, 20006).

Porém, em casos de alteragdes severas, como hidroalantoide,
subdesenvolvimento pulmonar e cardiaco e diminuicao da area dos placentomas,
feto e placenta ndo sdo capazes de compensar adequadamente essas alteracdes,
resultando no nascimento de animais com parametros clinicos, hematologicos e
bioquimicos alterados. Esses animais irdo precisar de cuidados intensivos e
normalmente morrem perto do momento do parto ou durante o periodo neonatal

(FARIN et al., 20006).



12

2 POSSIVEIS MECANISMOS ENVOLVIDOS NA LOS

Um fator evidente que contribui para algumas das conseqiiéncias
observadas na PIV ¢ o periodo que odcitos e embrides permanecem no sistema in
vitro MCEVOQY et al., 2006), no qual os meios utilizados e a manipulacdo podem
alterar a fisiologia das células de embrides e odcitos por induzir o estresse celular.
As respostas conseqiientes ao estresse modificam dramaticamente os padrdes de
expressdo génica através de alteragdes nos mecanismos epigenéticos ou na
regulagdo da transcri¢ao génica (THOMPSON et al., 2002).

A expressdo génica tem um papel fundamental na coordenagdo de
mecanismos metabdlicos dos organismos vivos. O controle preciso da expressdo
génica durante o desenvolvimento na fase pré-implantacdo ¢ particularmente
essencial, pois diversos eventos importantes ocorrem nesse periodo, como
clivagem, ativagdo do genoma embrionario, compactacdo da morula e formagao
do blastocisto. Dessa forma a fase de pré-implantacdo representa um periodo
susceptivel para programacdo anormal dos genes. Embora embrides sdo
extremamente capazes de se adaptar a condigdes adversas da PIV, a sensibilidade
deles ao ambiente pode conduzir a alteragdes com conseqiiéncias a longo termo
(LONERGAN et al., 2006).

Foi inicialmente proposto que os mecanismos envolvidos na LOS
baseiam-se na alteracdo de padrdes epigenéticos de embrides na fase de pré-
implantacdo, resultando na expressdo alterada de genes imprinted importantes
para a regulacdo do desenvolvimento e crescimento adequado de fetos e placentas
(FARIN et al. 2004, 2006). A avaliagdo dos padrdes de expressdo gé€nica em
embrides, fetos e placentas de diversas espécies produzidos in vitro demonstrou a
expressdo alterada de genes imprinted, genes ligados ao X e genes ndo-imprinted
(FARIN et al., 20006).

A modificagdo epigenética permite que a transcricdo dos genes seja
alterada mantendo a seqiiéncia primaria do DNA. O imprinting gendémico ¢
considerado um processo da epigenética, no qual ocorre a expressdo gé€nica de
apenas um dos alelos parentais (SWALES & SPEARS, 2005). A falha no

processo de imprinting pode resultar na super-expressao bi-alélica ou na falta de
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expressdo gé€nica (MOORE et al, 2007). Um dos elementos basicos do
mecanismo do imprinting ¢ a metilagdo do DNA, sendo esta controlada por
enzimas DNA-metiltransferase (DNMT; SWALES & SPEARS, 2005). O possivel
envolvimento da programagdo epigenética na patofisiologia da LOS ¢ evidenciado
por duas fases criticas desta: durante o crescimento oocitario e a fase de pré-
implantacdo embrionaria (THOMPSON et al., 2007).

As células germinativas sdo liberadas dos padrdes epigenéticos através da
desmetilagio do DNA, sendo que estes s3o restabelecidos durante a
espermatogénese e oogénese (FARIN et al., 2004). Durante o desenvolvimento do
oocito, os niveis de metilagdo do DNA aumentam tanto para o estabelecimento
adequado dos padrdes de imprinting materno, como para a metilacio de
seqiiéncias de genes ndo-imprinted (SWALES & SPEARS, 2005). A partir da
fertilizag@o, ocorre o processo de desmetilacdo de novo dos genes nao-imprinted,
permanecendo protegidos os genes imprited contra a desmetilacdo, tanto nos
genes paternos quanto maternos (FARIN et al. 2004; SWALES & SPEARS,
2005). Em bovinos, esse processo persiste até o estadio de blastocisto (FARIN et
al. 2004).

Esses eventos criticos da modificagdo epigenética ocorrem exatamente
quando os embrides estdo expostos a um ambiente artificial durante os
procedimentos in vitro. Dessa forma, acredita-se que o meio de cultivo in vitro
resulta em alteragdes na expressdo de diversos genes imprinted (FARIN et al.,
2004). Foi observado que grande parte desses estdo envolvidos com o crescimento
e desenvolvimento de fetos e placentas de mamiferos (SWALES & SPEARS,
2005). A alteragdo de padrdes epigenéticos tem sido associada com a expressao
anormal de genes imprinted durante os desenvolvimentos embriondrios, fetais e
placentarios (FARIN et al., 2004), podendo levar a alteragdes na proliferacao e
diferenciagcdo de linhagens celulares, bem como na comunicacao feto-placentaria
e nas interagdes materno-fetais (MOORE et al., 2007).

As mudangas fisioldgicas associadas com a LOS podem, em parte, ser
resultados de aberragdes na atividade da DNMT-1, enzima responsavel pela

manuten¢do dos padroes de metilacdo de genes imprinted durante a replicagdo do
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DNA (FARIN et al., 2004). Além disso, alteracOoes na atividade das enzimas
DNMT-3a e -3b, responsaveis pelo armazenamento de novos padroes de
metilacdo (SWALES & SPEARS, 2005), durante a fase de remetilacdo, podem
afetar grandes por¢des do genoma, sendo também associada a LOS (FARIN et al.,
2004). Outros possiveis fatores envolvidos nessa sindrome sdo a estrutura da
cromatina e a modificacdo de histonas, influenciando a disponibilidade do genoma
para a acdo das DNMTs e transcri¢do de fatores ¢ RNA-polimerases (FARIN et
al., 2004).

Foi demonstrada que a exposicdo de embrides ao meio de cultivo in vitro
altera diversos genes imprinted, entre eles o gene H19 e o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF; SHAH et al., 2007), sendo que ambos estdo ligados
com o crescimento celular. A perda de genes imprinted como o IGF-II com
subseqiiente aumento da expressao de IGF-II pode ser um possivel fator para a
ocorréncia da LOS (JACOBSEN et al. 2000). O aumento nas concentragdes de
IGF-I e IGF-II na circulagdo maternal e alteragdes em proteinas ligadas ao IGF
presentes no liquido amnidtico e alantdide podem estar relacionadas com o
crescimento anormal de fetos (BERTOLINI & ANDERSON, 2002).

Estudos sobre a LOS na espécie ovina identificaram mudancgas no nivel de
expressao do gene IGF-IIR devido alteragdes epigenéticas (SWALES & SPEARS,
2005). Young ef al. (2001) encontraram niveis de metilagcdo e expressdo do gene
IGF-IIR reduzidos de 30-60% no plasma, figado e musculatura de fetos ovinos no
dia 125 de gestacdo (LAZZARI et al., 2002). Em bovinos, Blondin et al. (2000)
observaram o aumento nos niveis de mRNA de IGF-II em fetos derivados do
sistema in vitro no dia 63 de gestacdo (LAZZARI et al., 2002), sendo que a
expressao desse fator estava aumentada no figado e diminuida na musculatura
esquelética no dia 70 de gestacdo (BERTOLINI & ANDERSON, 2002).

A familia dos IGF desempenha um importante e critico papel na regulacao
do crescimento e desenvolvimento embriondrio, fetal e placentdrio. Qualquer
falha na expressdo gé€nica normal destes fatores poderia ter um grande impacto
sobre a viabilidade fetal. A expressao de IGF-II favorece o crescimento fetal

(SWALES & SPEARS, 2005). Recentemente foi demonstrado que o IGF-IIR
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sofre imprinting em bovinos, sendo considerado um regulador negativo de
crescimento de células somaticas. Os IGF-I e IGF-IR sdo, por sua vez, genes nao-
imprinted e estdo envolvidos com a apoptose celular. Embora a expressdo
aumentada do gene IGF-II sozinho pode ndo ter impacto sobre o crescimento
fetal, na auséncia de IGF-IIR, o elevado nivel de IGF-II pode resultar em aumento
de crescimento fetal e placentario severo (revisto por MOORE et al., 2007).

O cultivo in vitro ¢ a etapa da PIV mais associada com alteracdes no
desenvolvimento fetal, pois se sabe que o tipo de meio utilizado na fase de pos-
fertilizagdo tem grande impacto na qualidade dos blastocistos € na expressao
génica destes. Ha poucos dados referentes ao papel da maturagdo in vitro no
desenvolvimento fetal apos a transferéncia (FARIN ez al., 2004). Os efeitos da
maturacgdo oocitaria in vitro no desenvolvimento subseqiiente de embrides e fetos
ainda nao foram elucidados. Sabe-se que oocitos maturados in vitro apresentam
diferencas na capacidade de desenvolvimento dos complexos cumulus-odcitos
quando comparados com oocitos maturados in vivo. (FARIN et al., 2006). Dois
estudos demonstram seu possivel envolvimento com a LOS. Holm et al. (1996)
observou que o peso ao nascer de cordeiros era maior no grupo maturado e
fertilizado in vitro, seguido por cultivo in vivo, em relacdo ao grupo controle
(FARIN et al., 2004). Foi observado também por Behboodi et al. (2001) que
animais transgénicos derivados de odcitos maturados in vitro tiveram peso ao
nascer maior que aqueles derivados de oocitos maturados in vivo. Entretanto,
quando se analisou a expressdo de seis tipos de mRNA em blastocistos bovinos
produzidos inteiramente pelo sistema in vitro, ndo se observou diferengas com os
blastocistos derivados de oocitos maturados in vivo, mas fertilizados e cultivados
in vitro. Dessa forma, ainda nao se sabe se a maturagdo in vitro pode afetar o
estabelecimento final de padrdes de metilagdo em odcitos bovinos, podendo
alterar o desenvolvimento subseqiiente de embrides e fetos (revisto por FARIN et
al., 2006).

Outro possivel mecanismo responsavel por diferengas encontradas entre
fetos derivados de sistemas in vitro e in vivo ¢ o desenvolvimento alterado da

placenta de animais advindos da PIV. Bertolini ef al. (2002) demonstraram que
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alteragdes morfologicas e funcionais de placentomas podem conduzir ao excesso
de fornecimento de substratos ao feto. Efeitos direitos sobre o feto ndo podem ser
descartados, considerando que existem evidéncias que a placenta € responsavel,
em parte, pelo alterado crescimento fetal. Além disso, sabe-se que genes
imprinted possuem grande influéncia durante desenvolvimento placentario
(revisto por FARIN et al., 2004). Dessa forma, a perda de imprints apropriados
poderia resultar em alteragdes na transcrigdo e tradugdo de diversos genes,
causando funcionamento anormal da placenta (MOORE et al., 2007) e afetando
indiretamente o desenvolvimento do feto, independente da presenca de alguma
alteracao no imprinting fetal (THOMPSON et al., 2002).

A expressdo alterada de genes que normalmente ndo sdo submetidos ao
processo de imprinting demonstra que ndo apenas aberracdes na expressao de
genes imprinted estdo envolvidas na patofisiologia da LOS (FARIN et al., 2004).
Diversos papéis importantes sdo desempenhados por genes ndo-imprinted na
compactagdo e cavitacdo de embrides, reconhecimento materno, crescimento e
metabolismo de fetos, desenvolvimento muscular, diferenciacao do trofoblasto e
implantagdao. Por exemplo, foi demonstrado que blastocistos in vitro apresentam
expressdo aumentada de mRNA para transportador de glicose (GLUT), proteina
de choque térmico (Hsp) 70.1, fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), e
IGF-IR (LAZZARI et al., 2002). Pode-se sugerir que a alteracdo nos padrdes de
metilagdo influencia a regulagdo de genes ndo-imprinted, provocando
conseqiiéncias fisiologicas secundarias as mudangas na expressdo de genes

imprinted durante a gestacdo (FARIN ez al., 2004).
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CONCLUSAO

A PIV ¢ uma ferramenta atrativa tanto para fins cientificos como
comerciais. Através dessa biotecnologia ¢ possivel intensificar e diminuir o custo
da producdo de embrides e acelerar a producdo de animais geneticamente
superiores, além de aprofundar o entendimento de aspectos enddcrinos,
metabolicos e moleculares envolvidos no desenvolvimento embrionario.
Entretanto, diversos problemas associados com a manipulagdo in vitro tornam
dificil seu emprego em larga escala na pecuaria. E observado que a PIV resulta em
embrides de menor qualidade, menor taxa de prenhez e prole exibindo
desenvolvimento alterado, entre outros.

A LOS ¢ composta por diversas anormalidades em fetos e placentas, sendo
associada principalmente a PIV e a transferéncia nuclear de células somaticas. Os
mecanismos envolvidos nessa sindrome ainda ndo foram elucidados. Acredita-se
que a exposicao de embrides a meios inadequados provoque o estresse celular e
acarrete modificagdes génicas envolvendo alteracdes nos padrdes epigenéticos e
de transcri¢do génica. A identificacdo dos genes envolvidos no mecanismo da
LOS ¢ um obstaculo essencial a ser transposto. Torna-se necessario o completo
entendimento da relagdo entre fenotipo alterado, anormalidades nos padroes
epigenéticos e alteracdes na expressio de RNAm e proteinas (FARIN et al.,
2006). Entretanto, a varia¢ao de resultados obtidos entre os laboratérios de PIV e
entre rotinas realizadas por um mesmo laboratorio dificulta descobrir quais genes
sdo responsaveis pelo o desenvolvimento anormal de fetos e placentas.

A identificagdo dos mecanismos exatos envolvidos na LOS ¢ de grande
importancia para que a PIV torne-se uma ferramenta mais aplicavel. Através da
identificacdo dos genes associados a LOS, sera possivel avaliar os diferentes tipos
de meios empregados durante a PIV sobre o desenvolvimento embrionario e,
conseqiientemente, sobre as caracteristicas da prole. Dessa forma, sera possivel
definir um protocolo eficaz de PIV, no qual as diferengas morfoldgicas e

fisiologicas em relacdo aos embrides derivados do sistema in vivo serdo minimas.
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