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RESUMO 

 

JORGE, M.L.N. BLOQUEIO MEIÓTICO EM OÓCITOS DE EQUINOS COMO 

ALTERNATIVA PARA MELHORA DA VIABILIDADE. Botucatu – SP. 2023. 69 

p. Defesa (Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus 

de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

A manutenção dos oócitos equinos em bloqueio meiótico, seja através do uso de 

inibidores de meiose ou manutenção deles em temperatura ambiente, é benéfica 

para o posterior desenvolvimento embrionário. Com o objetivo de testar a 

viabilidade da manutenção de oócitos em meio de cultivo embrionário comercial 

disponível no Brasil (Botuembryo), comparando ao meio de cultivo acrescido de 

inibidor de meiose (Butirolactona), antes da maturação in vitro (MIV), concebeu-

se este ensaio. Foram utilizados 149 oócitos equinos, separados em 3 grupos: 

Controle, Botuembryo e Butirolactona. O grupo Controle seguiu direto para a MIV 

por 24 horas, os grupos Botuembryo e Butirolactona passaram por um processo 

de pré-maturação (PM) por 20 horas com os respectivos produtos, e depois 

seguiram para a MIV por mais 24 horas. No grupo Controle, o momento 1 (M1) 

corresponde ao momento da obtenção dos oócitos, já nos grupos Botuembryo e 

Butirolactona, o M1 corresponde ao final da PM. O momento 2 (M2), nos 3 

grupos, foi após a MIV. Após a coloração, a maturação nuclear e citoplasmática 

foi avaliada pela microscopia confocal. A investigação da expressão gênica foi 

realizada por RT-qPCR. Nos oócitos foram analisados os genes: Proteína 

Morfogenética Óssea 15 (BMP15), Conexina 37 (Cx37), Fator de Crescimento e 

Diferenciação 9 (GDF9) e Metaloproteinase de Matriz 2 (MMP2); já nas células 

do cumulus (CCs) foram avaliados os genes: Ampiregulina (AREG), Conexina 

43 (Cx43), Hialurona Sintetase 2 (HAS2), Receptor de FSH (FSHR) e Receptor 

de LH (LHR). Na avaliação da maturação nuclear foram encontrados resultados 

semelhantes entre os grupos tratados e na análise da maturação citoplasmática 

foi encontrado no grupo Butirolactona o maior percentual de oócitos imaturos no 

M1, maior percentual de oócitos maduros no M2, e menor percentual de 

degeneração. Por outro lado, os dados da expressão gênica, demonstraram que 

houve falha do bloqueio da maturação molecular no grupo Butirolactona, com 

aumento da abundância de AREG e HAS2 no M1, e diminuição no M2. Além 
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disso, observou-se superioridade do grupo Botuembryo, entre os grupos 

tratados, no M1, em relação a menor abundância de AREG, LHR e HAS2 e maior 

abundância de FSHR; já no M2, apresentou maior abundância de GDF9, 

indicando melhor qualidade tanto dos oócitos como das CCs. Embora os 

resultados obtidos com o uso da Butirolactona ou do Botuembryo sejam 

semelhantes em relação a maturação nuclear e citoplasmática, os resultados de 

maturação molecular demonstraram a superioridade do Botuembryo para manter 

a qualidade de oócitos e CCs antes da realização de técnicas de fertilização 

assistida em equinos. 

Palavras-chave: reprodução assistida, fertilidade, ICSI, maturação oocitária 
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ABSTRACT 

 

JORGE, M.L.N. MEIOTIC BLOCK IN EQUINE OOCYTES AS AN 

ALTERNATIVE FOR VIABILITY IMPROVEMENT. Botucatu – SP. 2023. 69 p. 

Defesa (Mestrado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus 

de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

The maintenance of equine oocytes in meiotic block, either using meiosis 

inhibitors or keeping them at room temperature, is beneficial for the later 

embryonic development. With the objective of testing the viability of maintaining 

oocytes in commercial embryonic culture medium available in Brazil 

(Botuembryo), comparing to the culture medium added with a meiosis inhibitor 

(Butyrolactone), before in vitro maturation (IVM), this assay was conceived. One 

hundred and forty-nine equine oocytes were used, separated into 3 groups: 

Control, Botuembryo and Butyrolactone. The Control group went straight to IVM 

for 24 hours, the Botuembryo and Butirolactone groups went through a pre-

maturation (PM) process for 20 hours with the respective products, and then went 

to IVM for another 24 hours. In the Control group, moment 1 (M1) corresponds to 

the moment of obtaining the oocytes, while in the Botuembryo and Butyrolactone 

groups, M1 corresponds to the end of PM. Moment 2 (M2), in the 3 groups, was 

after IVM. After staining, nuclear and cytoplasmic maturation was assessed by 

confocal microscopy. The investigation of gene expression was performed by RT-

qPCR. The following genes were analyzed in the oocytes: Bone Morphogenetic 

Protein 15 (BMP15), Connexin 37 (Cx37), Growth and Differentiation Factor 9 

(GDF9) and Matrix Metalloproteinase 2 (MMP2); in the cumulus cells (CCs), the 

following genes were evaluated: Ampiregulin (AREG), Connexin 43 (Cx43), 

Hyalurone Synthetase 2 (HAS2), FSH Receptor (FSHR) and LH Receptor (LHR). 

In the evaluation of nuclear maturation, similar results were found between the 

treated groups and in the assessment of cytoplasmic maturation, the highest 

percentage of immature oocytes in M1, the highest percentage of mature oocytes 

in M2, and the lowest percentage of degeneration were found in the 

Butyrolactone group. On the other hand, gene expression data showed that there 

was a failure to block molecular maturation in the Butyrolactone group, with an 

increase in the abundance of AREG and HAS2 in M1, and a decrease in M2. In 
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addition, superiority was observed for the Botuembryo group, between treated 

groups, in M1, in relation to the lower abundance of AREG, LHR and HAS2 and 

the higher abundance of FSHR, in M2, it presented a greater abundance of 

GDF9, indicating better quality of both oocytes and CCs. Although the results 

obtained with the use of Butyrolactone or Botuembryo are similar in relation to 

nuclear and cytoplasmic maturation, the molecular maturation results 

demonstrated the superiority of Botuembryo to maintain the quality of oocytes 

and cumulus cells before carrying out assisted fertilization techniques in horses. 

Keywords: assisted reproduction, fertility, ICSI, oocyte maturation 
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folicular em éguas: aspectos intrafoliculares. Revista Brasileira de Reprodução 
Animal, v. 32, n. 2, p. 122-132, 2008.  
 
HE, M.; ZHANG, T.; YANG, Y.; WANG, C. Mechanisms of oocyte maturation and 
related epigenetic regulation. Frontiers in Cell and Developmental Biology, v. 9, 
p. 654028, 2021. 
 
HINRICHS, K. Advances in holding and cryopreservation of equine oocytes and 
embryos. Journal of Equine Veterinary Science, v. 89, p.102990, 2020. 
 
HINRICHS, K. The equine oocyte: factors affecting meiotic and developmental 
competence. Molecular Reproduction and Development, v. 77, n. 8, p. 651-661, 
2010. 
 
HINRICHS, K.; CHOI, Y. H.; LOVE, L. B.; VARNER, D. D.; LOVE, C. C.; 
WALCKENAER, B. E. Chromatin configuration within the germinal vesicle of 
horse oocytes: changes postmortem and relationship to meiotic and 



27 

 

 

developmental competence. Biology of Reproduction, v. 72, n. 5, p. 1142-1150, 
2005. 
 
HINRICHS, K.; LOVE, C. C.; CHOI, Y. H.; VARNER, D. D.; WIGGINS, C. N.; 
REINOEHL, C. Suppression of meiosis by inhibitors of m-phase proteins in horse 
oocytes with low meiotic competence. Zygote, v. 10, n. 1, p. 37-45, 2002. 
 
HINRICHS, K.; SCHMIDT, A. L.; FRIEDMAN, P. P.; SELGRATH, J. P.; MARTIN, 
M. G. In vitro maturation of horse oocytes: characterization of chromatin 
configuration using fluorescence microscopy. Biology of Reproduction, v. 48, n. 
2, p. 363-370, 1993. 
 
HINRICHS, K.; WILLIAMS, K. A. Relationships among oocyte-cumulus 
morphology, follicular atresia, initial chromatin configuration, and oocyte meiotic 
competence in the horse. Biology of Reproduction, v. 57, n. 2, p. 377-384, 1997. 
 
HUGHES, J. P.; STABENFELDT, G. H.; EVANS, J. W. Estrous cycle and 
ovulation in the mare. Journal of American Veterinary Medicine Association, v. 
161, n. 11, p. 1367-1374, 1971.  
 
KRISHER, R. L.; BAVISTER B. D. Responses of oocytes and embryos to the 
culture environment. Theriogenology, v. 49, p. 103-114, 1998. 
 
LANDIM-ALVARENGA, F. C.; MAZIERO, R. R. D. Control of oocyte 
maturation. Animal Reproduction, v. 11, n. 3, p. 150-158, 2014. 
 
LANDIM-ALVARENGA, F.C. Produção in vitro de embriões equinos: avanços e 
limitações. Arq Fac Vet UFRGS, v. 27, s. 1, p. 54-89, 1999. 
 
LEWIS, N.; HINRICHS, K.; SCHNAUFFER, K.; MORGANTI, M.; MCG, C. Effect 
of oocyte source and transport time on rates of equine oocyte maturation and 
cleavage after fertilization by ICSI, with a note on the validation of equine embryo 
morphological classification. Clinical Theriogenology, v. 8, n. 1, p. 25-39, 2016. 
 
LEY, W. B. Reprodução em Éguas para Veterinários de Equinos. 1. ed. São 
Paulo: ROCA, 2006. 220 p. 
 
LIMA, L. F.; BRUNO, J. B.; SILVA, A. M. S.; DUARTE, A. B. G.; FIGUEIREDO, 
J. R.; RODRIGUES, A. P. R. Importância das comunicações intercelulares para 
o desenvolvimento de folículos ovarianos. Reprodução & Climatério, v. 31, n. 2, 
p. 93-104, 2016. 

 
LINDBLOOM, S. M.; FARMERIE, T. A.; CLAY, C. M.; SEIDEL JUNIOR, G. E.; 
CARNEVALE, E. M. Potential involvement of EGF-like growth factors and 
phosphodiesterases in initiation of equine oocyte maturation. Animal 
Reproduction Science, v. 103, n. 1-2, p. 187-192, 2008. 
 
LODDE, V.; COLLEONI, S.; TESSARO, I.; CORBANI, D.; LAZZARI, G.; 
LUCIANO, A. M.; GALLI, C.; FRANCIOSI, F. A prematuration approach to equine 
IVM: Considering cumulus morphology, seasonality, follicle of origin, gap junction 



28 

 

 

coupling and large-scale chromatin configuration in the germinal 
vesicle. Reproduction, Fertility and Development, v. 31, n. 12, p. 1793-1804, 
2019. 
 
LONERGAN, P.; RIZOS, D.; GUTIERREZ-ADAN, A.; BOLAND, M. P. Oocyte 
and embryo quality: effect of origin, culture conditions and gene expression 
patterns. Reproduction in Domestic Animals, v. 38, n. 4, p. 259-267, 2003. 
LONERGAN, P.; FAIR, T. Maturation of oocytes in vitro. Annual Review of Animal 
Biosciences, v. 4, p. 255-268, 2015. 
 
MARCHAL, R.; CAILLAUD, M.; MARTORIATI, A; GÉRARD, N.; MERMILLOD, 
P.; GOUDET, G. Effect of growth hormone (GH) on in vitro nuclear and 
cytoplasmic oocyte maturation, cumulus expansion, hyaluronan synthases, and 
connexins 32 and 43 expression, and GH receptor messenger RNA expression 
in equine and porcine species. Biology of Reproduction, v. 69, n. 3, p. 1013-1022, 
2003. 
 
MARTINO, N. A.; DELL’AQUILA, M. E.; URANIO, M. F.; RUTIGLIANO, L.; 
NICASSIO, M.; LACALANDRA, G. M.; HINRICHS, K. Effect of holding equine 
oocytes in meiosis inhibitor-free medium before in vitro maturation and of holding 
temperature on meiotic suppression and mitochondrial energy/redox 
potential. Reproductive Biology and Endocrinology, v. 12, n. 1, p. 99-110, 2014. 

 
MATTIOLI, M.; BARBONI, B. Signal transduction mechanism for LH in the 
cumulus–oocyte complex. Molecular and Cellular Endocrinology, v. 161, n. 1-2, 
p. 19-23, 2000. 

 
MAZIERO, R. R. D.; GUAITOLINI, C. R. F.; PASCHOAL, D. M.; KIEVITSBOSCH, 
T.; GUASTALI, M. D.; MORAES, C. N.; LANDIM‐ALVARENGA, F. C. Effect of 
temporary meiotic attenuation of oocytes with butyrolactone I and roscovitine in 
resistance to bovine embryos on vitrification. Reproduction in Domestic 
Animals, v. 51, n. 2, p. 204-211, 2016. 
 
MCKENZIE, L. J.; PANGAS, S. A.; CARSON, S. A.; KOVANCI, E.; CISNEROS, 
P.; BUSTER, J. E. AMATO, P.; MATZUK, M. M. Human cumulus granulosa cell 
gene expression: a predictor of fertilization and embryo selection in women 
undergoing IVF. Human Reproduction, v. 19, n. 12, p. 2869-2874, 2004. 
 
MCKINNON, A. O.; SQUIRES, E. L.; VAALA, W. E.; VARNER, D. D. Equine 
Reproduction. 2. ed. Oxford: Wiley-Blackwell, 2011. 3132 p. 
 
MERLO, B.; PRETE, C. D.; MARI, G.; IACONO, E. Overnight holding aids in 
selection of developmentally competent equine oocytes. Animal Reproduction 
Science, v. 245, p. 107071, 2022. 
 
METCALF, E. S.; MASTERSON, K. R.; BATTAGLIA, D.; THOMPSON, J. G.; 
FOSS, R.; BECK, R.; COOK, N. L.; O’LEARY, T. Conditions to optimise the 
developmental competence of immature equine oocytes. Reproduction, Fertility 
and Development, v. 32, n. 11, p. 1012-1021, 2020. 
 



29 

 

 

MORRIS, L. H. A. The development of in vitro embryo production in the 
horse. Equine Veterinary Journal, v. 50, n. 6, p. 712-720, 2018. 

 
NURSE, P. Universal control mechanism regulating onset of M-phase. Nature, v. 
344, p. 503-508, 1990. 
 
PANGAS, S. A.; MATZUK, M. M. The art and artifact of GDF9 activity: cumulus 
expansion and the cumulus expansion-enabling factor. Biology of reproduction, 
v. 73, n. 4, p. 582-585, 2005. 
 
PICTON, H. M. Activation of follicle development: the primordial 
follicle. Theriogenology, v. 55, n. 6, p. 1193-1210, 2001. 
 
PRESTES, N. C.; LANDIM-ALVARENGA, F. C. Obstetrícia Veterinária. 2. ed. 
Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2017. 211 p. 
 
RODRIGUEZ, K. F.; FARIN, C. E. Gene transcription and regulation of oocyte 
maturation. Reproduction, Fertility and Development, v. 16, n. 2, p. 55-67, 2004. 
 
SANFINS, A.; RODRIGUES, P; ALBERTINI, D. F. GDF-9 and BMP-15 direct the 
follicle symphony. Journal of Assisted Reproduction and Genetics, v. 35, n. 10, 
p. 1741-1750, 2018. 
 
SAYASITH, K.; LUSSIER, J.; DORÉ, M.; SIROIS, J. Human chorionic 
gonadotropin-dependent up-regulation of epiregulin and amphiregulin in equine 
and bovine follicles during the ovulatory process. General and Comparative 
Endocrinology, v. 180, p. 39-47, 2013. 
 
SCARLET, D.; WALTER, I.; HLAVATY, J.; AURICH, C. Expression and 
immunolocalisation of follicle-stimulating hormone receptors in gonads of 
newborn and adult female horses. Reproduction, Fertility and Development, v. 
28, n. 9, p. 1340-1348, 2015. 
 
SHEN, Y.; DAVSHILT, T.; REN, H.; WANG, X.; YI, M.; TSEWEENDOLMAA, U.; 
TIAN, S.; DUGARJAV, M.; BOU, G. Difference in expressional profile of compact 
and expanded-type equine cumulus-oocyte-complexes. 2022, 18 p. Disponível 
em SSRN: https://ssrn.com/abstract=3962012, 2022. Acesso em: 10 de 
dezembro de 2022. 
 
SIRARD, M. A. Factors affecting oocyte and embryo transcriptomes. 
Reproduction in Domestic Animals, v. 47, p. 148-155, 2012.  
 
SOUSA, P. A.; WESTHUSIN, M. E.; WATSON, A. J. Analysis of variation in 
relative mRNA abundance for specific gene transcripts in single bovine oocytes 
and early embryos. Molecular Reproduction and Development: Incorporating 
Gamete Research, v. 49, n. 2, p. 119-130, 1998. 
 
SQUIRES, E. L. Perspectives on the development and incorporation of assisted 
reproduction in the equine industry. Reproduction, Fertility and Development, v. 
31, n. 12, p. 1753-1757, 2019. 

https://ssrn.com/abstract=3962012


30 

 

 

 
STOUT, T. A. E. Clinical application of in vitro embryo production in the 
horse. Journal of Equine Veterinary Science, v. 89, p. 103011, 2020. 
 
SUGIMURA, S.; RITTER, L. J.; SUTTON-MCDOWALL, M. L.; MOTTERSHEAD, 
D. G.; THOMPSON, J. G.; GILCHRIST, R.B. Amphiregulin co-operates with bone 
morphogenetic protein 15 to increase bovine oocyte developmental competence: 
effects on gap junction-mediated metabolite supply. Molecular human 
reproduction, v. 20, n. 6, p. 499-513, 2014. 
 
SUN, Q. Y.; WU, G. M.; LAI, L.; PARK, K. W.; CABOT, R.; CHEONG, H. T.; DAY, 
B. N.; PRATHER, R. S.; SCHATTEN, H. Translocation of active mitochondria 
during pig oocyte maturation, fertilization and early embryo development in 
vitro. REPRODUCTION-CAMBRIDGE, v. 122, n. 1, p. 155-163, 2001. 
 
UYAR, A.; TORREALDAY, S.; SELI, E. Cumulus and granulosa cell markers of 
oocyte and embryo quality. Fertility and Sterility, v. 99, n. 4, p. 979-997, 2013. 
 
VASSE, E. Effect of age and media on the quality and developmental abilities of 
equine oocytes from slaughterhouse ovaries. 2015. Dissertação – Faculdade de 
Medicina Veterinária, Universidade de Utrecht, Utrecht, 2015. 

 
WATSON, A. J.; SOUSA, P.; CAVANEY, A.; BARCROFT, L. C.; NATALE, D.; 
URQUHART, J.; WESTHUSIN, M. E. Impact of bovine oocyte maturation media 
on oocyte transcript levels, blastocyst development, cell number, and 
apoptosis. Biology of Reproduction, v. 62, n. 2, p. 355-364, 2000. 

 
WU, Y.T.; TANG, L.; CAI, J.; LU, X.E.; XU, J.; ZHU, X.M.; LUO, Q.; HUANG, H.F. 
High bone morphogenetic protein-15 level in follicular fluid is associated with high 
quality oocyte and subsequent embryonic development. Human Reproduction, v. 
22, n. 6, p. 1526-1531, 2007. 
 
YAN, C.; WANG, P.; DEMAYO, J.; DEMAYO, F. J.; ELVIN, J. A.; CARINO, C.; 
PRASAD, S. V.; SKINNER, S. S.; DUNBAR, B. S.; DUBE, J. L.; CELESTE, A. J.; 
MATZUK, M. M. Synergistic roles of bone morphogenetic protein 15 and growth 
differentiation factor 9 in ovarian function. Molecular Endocrinology, v. 15, n. 6, 
p. 854-866, 2001. 

 
YANG, S.H.; SON, W. Y.; YOON, S.H.; KO, Y.; LIM, J. H. Correlation between in 
vitro maturation and expression of LH receptor in cumulus cells of the oocytes 
collected from PCOS patients in HCG-primed IVM cycles. Human 
Reproduction, v. 20, n. 8, p. 2097-2103, 2005. 

 
 
 
 
 



33 

 

 

RESUMO 24 

Introdução: A pré-maturação (PM) de oócitos equinos é  realizada para que eles 25 

possam alcançar a sincronia da maturação nuclear e citoplasmática, após a 26 

maturação in vitro (MIV). 27 

Objetivos: Avaliar a maturação nuclear e citoplasmática e a expressão gênica 28 

dos oócitos equinos em meio embrionário equino comercial disponível no Brasil 29 

(Botuembryo), comparando ao meio de cultivo acrescido de inibidor de meiose 30 

(Butirolactona I), antes da MIV. 31 

Delineamento Experimental: Foram comparados 3 grupos distintos, em 2 32 

momentos.  Os grupos foram: Controle, Botuembryo e Butirolactona. No grupo 33 

Controle, o momento 1 (M1) corresponde ao momento da obtenção dos oócitos. 34 

Nos grupos tratados, o M1 corresponde ao final da pré-maturação (PM), por 20h, 35 

com os respectivos produtos. O momento 2 (M2), nos 3 grupos foi ao final da 36 

MIV. Foi realizado o Teste de Qui-quadrado (χ2) (P<0,05) para avaliação da 37 

maturação nuclear e citoplasmática. Para avaliação da expressão gênica, os 38 

dados obtidos entre os tratamentos de cada momento foram testados por 39 

ANOVA, seguido de comparação dos grupos com o teste de Tukey Kramer 40 

(quando dados paramétricos). Já a análise de cada tratamento entre os 41 

momentos foi realizada pelo teste t-Student. As diferenças foram consideradas 42 

significativas quando P < 0,05. 43 

Métodos: Utilizaram-se 149 oócitos equinos, alguns foram avaliados quanto a 44 

maturação nuclear e citoplasmática pela microscopia confocal e outros seguiram 45 

para análise da expressão gênica, que foi realizada por RT-qPCR. Nos oócitos 46 

foram analisados os genes: BMP15, Cx37, GDF9 e MMP2; e nas células do 47 

cumulus (CCs): AREG, Cx43, HAS2, FSHR e LHR. 48 
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Resultados: Na avaliação da maturação nuclear e citoplasmática, foi 49 

encontrado no grupo Butirolactona o maior percentual de oócitos imaturos no 50 

M1, maior percentual de oócitos maduros no M2, com ausência de citoplasma 51 

imaturo neste momento, e menor percentual de degeneração entre os grupos 52 

que passaram pela PM. Na análise da expressão gênica, foi observado que o 53 

grupo Butirolactona apresentou indícios de maturação molecular acelerada com 54 

alta expressão de AREG e HAS2 no M1, e diminuição da abundância desses 55 

valores no M2. Por outro lado, a análise da expressão gênica de diversos fatores 56 

expressos tanto pelo oócito quanto pelas CCs indicaram uma superioridade do 57 

grupo Botuembryo entre os grupos tratados, já que neste foi observado, no M1, 58 

menor abundância de AREG, LHR e HAS2 e maior abundância de FSHR. Já no 59 

M2, o grupo Botuembryo apresentou maior abundância de GDF9. 60 

Principais limitações: Disponibilidade de oócitos para a pesquisa. 61 

Conclusão: Embora a Butirolactona e o Botuembryo tenham apresentado 62 

resultados semelhantes na maturação nuclear e citoplasmática e possam ser 63 

utilizados para manutenção dos oócitos em bloqueio meiótico, os resultados da 64 

maturação molecular indicaram uma superioridade do Botuembryo.  65 

Palavras-chave: reprodução assistida, fertilidade, ICSI, maturação oocitária, 66 

butirolactona 67 
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 70 

 71 

 72 

 73 
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5. CONCLUSÃO 689 

Embora os resultados obtidos com o uso da Butirolactona ou do 690 

Botuembryo, em temperatura ambiente, sejam semelhantes em relação a 691 

maturação nuclear e citoplasmática, os resultados de maturação molecular 692 

demonstraram a superioridade do Botuembryo para manter a qualidade de 693 

oócitos e células do cumulus antes da realização de técnicas de fertilização 694 

assistida em equinos. Novos estudos devem ser feitos para adequar o tempo 695 

máximo de manutenção dos oócitos na PM, bem como dosagem hormonal e 696 

tempo de MIV. 697 
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