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RESUMO - Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito do nimero da passagem e do sexo das células doadoras de nucleo
no desenvolvimento embrionario e fetal apos transferéncia nuclear. Para isso, odcitos bovinos foram maturados, enucleados
e reconstruidos com células somaticas de animal adulto. Apos a fusdo e ativacdo quimica, os zigotos reconstituidos foram
cultivados em Charles Rosenkranz 2 (CR2) com monocamada de células da granulosa a 38,8°C em atmosfera umidificada a 5%
de CO, em ar, durante sete dias, e transferidos para receptoras sincronizadas. As taxas de clivagem e desenvolvimento a
blastocisto de embrides reconstruidos com células cultivadas por tempo maior foram inferiores as obtidas com os demais tempos
de cultivo. Além disso, os blastocistos produzidos ndo resultaram no desenvolvimento de uma gesta¢do a termo. Embora a taxa
de clivagem em embrides fémeas tenha sido maior, o nimero de embrides que atingiram o estadio de blastocisto foi maior nos
embrides machos. No periodo gestacional, fémeas apresentaram maior taxa de aborto entre 90 e 120 dias de gestacdo. Esses
resultados indicam que células doadoras de nucleos cultivados por longos periodos dificultam a produgdo de blastocistos e
aumentam as chances de perdas durante a gestacdo. Embrides clonados machos tém maior competéncia para se desenvolver
a blastocisto e resultam em menor taxa de perda gestacional.
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Effect of culture time and gender of nuclei donor cells on bovine
development produced by nuclear transfer

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the effects of culture time and sex of nuclei donor cells on
embryo and fetal development after nuclear transfer. Thus, bovine oocytes were matured, enucleated and reconstructed with
somatic cells from an adult animal. After fusion and chemical activation, the reconstituted zygotes were cultured in Charles
Rosenkranz 2 (CR2) on a granular monolayer cell at 38.8°C in a humidified atmosphere 5% CO, in air for seven days, and
transferred to synchronized receptors. Cleavage rates and development to blastocyst of embryo reconstructed with cells
cultured for a longer time were lower than rates obtained with other culture times. Moreover, these produced blastocysts did
not result in the development of full term pregnancy. Although cleavage rates were higher in female embryos, the number
of embryos that reached blastocyst stage was higher in male embryos. During gestation period, females showed higher abortion
rates from 90 to 120 days of gestation. These results indicate that cells donnors of nuclei cultured for long periods make the
production of blastocysts difficult and increase the chances of losses during pregnancy. Cloned male embryos are more succesful
in becoming blastocysts and result in lower gestational loss rate.
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Introducao

Apbs os primeiros relatos de nascimentos de bovinos
produzidos por transferéncia nuclear, varios estudos tém
sidorealizados para esclarecer as falhas desta biotecnologia
e aprimorar sua eficiéncia (Pratheretal., 1987).

Entre as etapas envolvidas, o periodo de cultivo das
células doadoras de nucleo pode desestabilizar os eventos
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biolodgicos subsequentes ao processo, prejudicando e até
interrompendo o desenvolvimento embrionario (Hamilton
et al., 2001). As consequéncias de um periodo longo de
cultivo invitro se resumem em instabilidade cromossomica
e encurtamento do telomero, que favorecem a perda da
fun¢do de genes importantes para o desenvolvimento
(Allsoppetal., 1992; Benn, 1976; Cibellietal., 1998). Para
reduzir esse efeito, muitos pesquisadores utilizaram células
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somaticas recém-colhidas ou cultivadas in vitro por
periodos curtos (Kubota et al., 2000).

Além do periodo de cultivo, as células doadoras de
nucleo parecem alterar o desenvolvimento embrionario
quando se alterna o género utilizado no procedimento de
clonagem, ou seja, o sexo do embrido pode ser determinante
na taxa de blastocisto e na manutencdo da gestacdo
(L& Bourhisetal., 1998).

A predomindncia de embrides machos ao final do
desenvolvimento pré-implantagdo ¢ rotineiramente
observada em embrides produzidos por fecundagdo in vitro.
Essa diferenga esta relacionado a capacidade desses
embrides em suportar o estresse durante os primeiros
estadios do desenvolvimento (Avery et al., 1989, 1991;
Carvalhoetal., 1996; Gutiérrez-Adéanetal., 2001).

Em estudos com transferéncia de embrides de ambos os
sexos, foi observado, aos 90 dias de gestacdo, maior nimero
de fetos machos que de fémeas. Esses embrides, durante o
periodo de cultivo, foram expostos a varia¢ao de temperatura
e a criopreservacao, comprovando maior limitacdo pelos
embrides do sexo feminino (Kingetal., 1992).

O desequilibrio entre os géneros pode ser atribuido a
quantidade desproporcional de transcritos ligados ao
cromossomo X em fémeas (Shimizuetal., 1981), umavez
que o processo de inativagdo de um dos cromossomos X
deveria resultar numa equivaléncia funcional com os
machos, porém falhas neste processo acarretam perdas
embrionarias (De La Fuenteetal., 1999).

Os objetivos neste trabalho foram determinar a
competéncia das células doadoras de nucleo apos cultivo
por periodo curto, intermediario e prolongado e avaliar o
efeito do sexo no desenvolvimento invitro e gestacional de
embrides bovinos submetidos a transferéncia nuclear.

Material e Métodos

Os produtos quimicos e os meios de cultivo foram
adquiridos da Companhia de Produtos Quimicos Sigma, St.
Louis, MO, USA, exceto quando mencionado no texto.

Para a maturacdo dos oocitos, ovarios de vacas zebus
ou mesticas foram obtidos em abatedouro, transportados
em solugdo salina (0,9%) a 35°C e encaminhados até o
laboratério. Os complexos cumulus-oocitos foram
imediatamente aspirados de foliculos de 2 a 8§ mm utilizando
umaseringade 10 mL acopladaaumaagulhade 18 G. Foram
selecionados para os experimentos somente os oocitos de
qualidade I, com cumulus compacto completo e citoplasma
limpido e de aspecto homogéneo (finas granulagdes). Os
o6citos foram, em seguida, maturados em TCM199 com
sais de Earle, glutamina e bicarbonato de sodio (Gibco

Lab., Grand Island, NY, USA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), piruvato (22 pg/mL), gentamicina
(50 pg/mL), 0,5 pgde FSH/mL (Folltropin™), 50 ug de hCG/mL
(Vetecor™) e 1 pg de estradiol/mL, em microgotas de
100 uL de meio de maturagao, cobertas com 6leo mineral
(30 06citos/gota). A incubagao foi realizada em temperatura
de 38,8°C e atmosfera umidificada de 5% CO, em ar,
durante 18 horas.

Apods o periodo de maturagdo, os odcitos foram
transferidos para uma solugdo-tampao-fosfato (PBS)
suplementada com hialuronidase (2 mg/mL)e BSA (4 mg/mL)
pararemocgao das células do cumulus por meio de sucessivas
pipetagens e, entdo, foram selecionados com base na
presenca do primeiro corpusculo polar. Em seguida, foram
mantidos em meio CR2 (Watanabe et al., 1999) com
citocalasinaB (10 pg/mL) e corante Hoechst 33342 (10 ng/mL)
durante 20 minutos. Os odcitos foram, entdo, enucleados
em PBS com 10% de SFB e 10 ug/mL de citocalasina B,
removendo uma pequena porc¢do do citoplasma proxima a
regido do primeiro corpusculo polar. Esta por¢ao aspirada
foi expostaa luzultravioleta para confirmagao da enucleagao.
Cada oocito foi, posteriormente, reconstruido com uma
cé¢lula somatica de um animal adulto no estadio G1/G0 do
ciclo celular, inserindo a célula no espago perivitelino.

Ap6s 24 a26 horas de maturagao, os conjuntos oocitos-
células somaticas foram transferidos para uma camara de
fusao e fundidos em solu¢do contendo 0,3 M de manitol,
0,1 mM MgSO,,0,5mM Hepes e 0,05% BSA. Os embrides
reconstruidos foram alinhados manualmente de maneira
que a superficie de contato entre oocito e célula estava
paralela aos eletrodos. As células foram expostas a dois
pulsos elétricos de 2,25 kV/cm durante 65 pseg.
Aproximadamente uma hora apds a eletrofusdo, os oocitos
fundidos foram quimicamente ativados em 5,0 uM de
ionomicina em TCM tamponado com Hepes e
suplementado com 1 mg/mL de BSA durante 5 minutos e,
em seguida, cultivados em CR2 acrescido de 2,0 mM de
6-dimetilaminopurina (6DMAP) durante 3 horas, em
temperatura de 38,8°C e atmosfera umidificada de 5%
CO,emar.

Ao término do periodo de ativagdo, os oocitos foram
cultivados em meio CR2 suplementado com 10% de SFB em
co-cultivo com células da granulosa, em temperatura de
38,8°C e atmosfera umidificada de 5% CO, em ar, durante
sete dias, quando foram transferidos individualmente para
receptoras sincronizadas.

As linhagens de células somaticas utilizadas como
doadoras de nucleo foram derivadas de bidpsias da pele de
animais adultos machos (3) e fémeas (5) daraca Nelore. A
biopsia foi retirada da prega da cauda do animal e

R. Bras. Zootec., v.39, n.10, p.2166-2173, 2010



2168 Efeito do nimero da passagem e do género das células doadoras de nucleo no desenvolvimento de bovinos produzidos...

transportada imediatamente para o laboratorio em PBS em
gelo. O tecido foi triturado em pequenos pedagos de
aproximadamente 2 mm, que foram lavados em PBS e fixados
numaplacadePetride 35 mm de diametro. O cultivo procedeu-se
emmeio de Eagle modificado por Dulbelcco (DMEM; Gibco)
suplementado com 20% de SFB, piruvato (22 pg/mL),
glutamina (1 mM) e gentamicina (50 pg/mL). A incubagao foi
realizada em temperatura de 38,8°C e atmosferaumidificada
de 5% CO, em ar, renovando-se o meio a cada trés dias.

Apos crescimento das primeiras células, o meio foi
substituido por DMEM suplementado com 10% de SFB e
processado até a terceira passagem, momento em que 0s
fibroblastos estavam prontos para a transferéncia nuclear.
Aproximadamente cinco dias antes da realizagcdo do
experimento, o meio de cultivo foi substituido por DMEM
suplementado com 0,5% de SFB (restricdo de soro),
buscando aumentar o numero de células no estadio G1/GO.

Os tratamentos utilizados neste estudo basearam-se
em caracteristicas das células doadoras, ou seja, foram
preparadas células em passagens iniciais (32 a 52), em
passagens intermediarias (62 a 82) e em passagens tardias
(92a122), bem como, células do género masculino e feminino.

As taxas de desenvolvimento embrionario pré e pos-
implantacdo dos embrides bovinos submetidos a
transferéncia nuclear foram avaliadas utilizando a analise
qui-quadrado (c?). Diferengas no desenvolvimento entre
os grupos foram transformadas a anti-log para aproximar a
uma distribuicdo normal e avaliadas pelo teste de andlise de
variancia e submetidas a comparacao das médias pelo teste
t de Student, pelo programa JMP, versao 2.4 SAS Institute
(Cary,NC,EUA).

Resultados e Discussao

Para avaliar o efeito do numero da passagem na
competéncia de desenvolvimento a blastocisto, 5.629
odcitos foram submetidos ao procedimento de transferéncia
nuclear. Desses, 3.076 (55%) zigotos foram efetivamente
reconstruidos (fundidos), 2.349 (42%) embrides alcangaram
o estddio de duas células (clivaram), 934 (17%)
desenvolveram até o estddio de oito células e 438 (8%)
formaram um blastocisto.

Células doadoras de passagens iniciais (32 a 52) e
intermediarias (62 a 82) apresentaram taxas de clivagem e
desenvolvimento de até oito células, resultados
significativamente melhores que os obtidos com as células
de passagens tardias (cultivadas mais tempo) (92 a 123;
p<0,05; Figura 1). Além disso, zigotos reconstituidos com
células oriundas de passagens iniciais apresentaram maior
competéncia para o desenvolvimento a blastocisto em

compara¢ao aqueles reconstituidos com passagens
intermediarias e tardias. Da mesma maneira, maior nimero
de embrides produzidos com células em passagens
intermedidrias desenvolveu até o estadio de blastocisto em
comparagao aqueles produzidos com células de passagens
tardias (p<0,05).

Na avaliagdo do desenvolvimento gestacional, 277
embrides no 72 dia de cultivo in vitro foram transferidos
para receptoras, porém em apenas 75 (30%) delas foi
confirmada prenhez aos 30 dias, resultando em 21 (8%)
gestacdes a termo (com sucesso). Dessas gestagdes, 11
(4%) animais clonados sobreviveram apo6s o nascimento.

Embora o grupo de embrides produzidos com células
obtidas de passagens tardias tenha resultado em taxas de
prenhez aos 30 dias semelhantes, as gestagdes obtidas com
esse grupo de embrides ndo foram a termo (Figura 2).

Embrides reconstruidos com células em passagens
iniciais nao diferiram quanto as taxas de gestagdo a termo
em comparacgao aos obtidos com as células intermediarias
(34 e 25%, respectivamente, p>0,05). As taxas de
sobrevivéncia ap6s o nascimento foram semelhantes entre
os grupos (50 e 57%, respectivamente; p>0,05).

Durante o periodo de gestagdo, as receptoras
apresentaram perdas gestacionais a partir das primeiras
semanas de gestagdo até o nascimento dos bezerros. Nao
houve diferenca significativa entre os intervalos das
passagens das células doadoras, porém a gestagdo de
embrides clones apresentou trés fases principais de perda
gestacional: no periodo de implantagdo, ou seja, nos
primeiros dias de desenvolvimento, evidenciado pela baixa
taxa de prenhez aos 30 dias; no periodo que variou entre 30
e 60 dias; e também durante a organogénese, entre 90 e 150
dias de gestacdo (Figura 3).
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Letras distintas indicam diferengas (p<0,05) entre os grupos.

Figura 1 - Taxas de desenvolvimento de embrides bovinos
reconstruidos com células doadoras cultivadas em
diferentes passagens.
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Uma grande preocupacao sobre a utilizacdo de células
oriundas de longas passagens no procedimento de
transferéncia nuclear € o efeito de seu estado de senescéncia
na eficiéncia da clonagem. Esse envelhecimento celular
compromete a divisdo celular e torna-se um fator limitante
na biotecnologia animal (Jang et al., 2004).

Neste estudo os embrides reconstruidos com células
oriundas de passagens tardias apresentaram menor taxa de
desenvolvimento a blastocisto, assim como nenhuma
gestacgao foi concluida, comprovando que tempos de cultivo
prolongados das células doadoras de nucleo interferiram
negativamente no desenvolvimento embrionario e fetal.

Apesar de ndo terem sido encontradas diferencas no
desenvolvimento de embrides clones entre os trés intervalos
de passagem das células doadoras, Jang et al. (2004)

57%
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Figura 2 - Taxas de prenhez aos 30 dias, gestagdo a termo e
sobrevivéncia apds o nascimento de embrides
submetidos a transferéncia nuclear com células
somaticas em trés intervalos de passagem.
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evidenciaram maior nimero de blastomeros em apoptose
em embrides reconstruidos com células cultivadas por
longos periodos. Assim, ¢ possivel que o uso dessas
cé¢lulas diminua as taxas de prenhez e nascimento pela
reducdo da viabilidade dos blastocistos produzidos.

Em pesquisas com células transfectadas, em que ¢
necessario cultivo prolongado para a integragao estavel do
gene nas células doadoras, varios pesquisadores
observaram menor taxa de desenvolvimento embrionario
apos o procedimento de clonagem (Aratetal.,2001; Rohetal.,
2000; Schnieke et al., 1997; Westhusin et al. 2001). Em
contraste, Kubota et al. (2000) relataram que fibroblastos
oriundos da pele de um animal adulto e cultivados por um
periodo longo (acima da 152 passagem) apresentaram
maiores taxas de desenvolvimento em comparagdo aqueles
cultivados por periodo curto e resultaram em nascimentos
com sucesso. Além disso, Bhuiyan etal. (2004) também ndo
encontraram efeito dos intervalos das passagens das células
doadoras transfectadas no desenvolvimento in vitro de
embrides transgénicos (32a 72=11%; 82a 122 passagens =
12% de blastocistos).

Embora esses estudos nao tenham revelado diferengas
entre as passagens, a literatura evidencia que células
oriundas de longas passagens desencadeiam alteragdes
genéticas e epigenéticas que se acumulam durante os varios
ciclos de divisdes celulares, resultando em falhas durante
a gestacdo que levam ao aborto ou a problemas congénitos
(Campbelletal., 1996; Rumpf, 2007).

Esses problemas foram detectados por Walkeretal. (1996)
e Young et al. (1998) quando analisaram a expressdo de
genes importantes para o desenvolvimento embrionario.
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Os colchetes indicam os intervalos de maior perda gestacional.

Figura 3 - Evolugéo da gestag@o apos a transferéncia de embrides bovinos produzidos por transferéncia nuclear de células somaticas em

em trés intervalos de passagem.

R. Bras. Zootec., v.39, n.10, p.2166-2173, 2010



2170 Efeito do nimero da passagem e do género das células doadoras de nucleo no desenvolvimento de bovinos produzidos...

Esses autores observaram que as alteragdes na regulagdo
de genes imprinting foram consequéncia da utilizacao de
células doadoras de nucleo cultivadas por longos periodos,
inviabilizando o desenvolvimento embrionario e fetal. Outros
pesquisadores demonstraram que, embora embrides
oriundos de células em passagens iniciais e tardias tenham
sido capazes de suportar o desenvolvimento in vitro apos
o procedimento de transferéncia nuclear, aqueles oriundos
de tempos de cultivo prolongados apresentam taxas
reduzidas de formagédo de blastocistos (Roh et al., 2000).
Neste estudo, embrides reconstruidos com células somaticas
cultivadas por curtas e intermedidrias passagens foram
equivalentemente competentes quanto as taxas de prenhez
e gestagdo a temo, entretanto, aqueles produzidos com
células em passagens tardias (92 a 122 passagens) nao
resultaram em gestacdes com sucesso, portanto devem ser
evitadas no procedimento de transferéncia nuclear.

Para avaliagdo do efeito do sexo dos fibroblastos no
desenvolvimento de embrides produzidos por transferéncia
nuclear, foi excluido das andlises o grupo de embrides
reconstruidos com células somaticas de passagens
prolongadas como forma de evitar a influéncia dessa
variavel.

Durante o desenvolvimento pré-implantagao (clivagem,
formagdo de oito células e formagdo de blastocisto), o
género da célula doadora de nucleo apresentou efeito
significativo nos resultados obtidos. Embrides fémeas
apresentaram maior taxa de clivagem (78% vs 74%; p<0,05),
porém menor taxa de formagao de blastocisto, em comparagio
aos machos (14% vs 16%; p<0,05). Embrides machos e
fémeas ndo diferiram entre si quanto ao estadio de oito
células (Figura4).

Apesar da similaridade nas taxas de prenhez aos 30
dias entre individuos machos e fémeas, os resultados
sugerem tendéncia a maior competéncia de desenvolvi-
mento a termo de machos em comparagao a fémeas (40%
vs 27%, respectivamente; p = 0,13; Figura 5). Da mesma
maneira, bezerros nascidos a partir de embrides
produzidos por transferéncia nuclear utilizando células
masculinas doadoras de nucleos apresentaram tendéncia a
maior taxa de sobrevivéncia em relagdo aqueles nascidos de
células femininas (63% vs 46%, respectivamente; p=0,14).

Como mencionado, as receptoras apresentaram perdas
gestacionais a partir do momento em que o embrido foi
transferido até o nascimento dos bezerros. Durante esse
periodo, as diferencas entre os sexos foram significativas,
uma vez que fémeas apresentaram maior taxa de aborto entre
90 a 150 dias de gestacdo (Figura 6).

O desequilibrio no desenvolvimento de embrides
bovinos machos e fémeas acontece rotineiramente nos

laboratorios de produgdo in vitro, revelando namero
maior de embrides machos que se desenvolveram até o
estadio de blastocisto (Gutiérrez-Adan et al., 1996;
Lonerganetal., 1999).

Embora os fatores que influenciam esses desvios sejam
desconhecidos, a maioria dos autores revela maior nimero
de nascimento de bezerros, evidenciando que esse desvio
também ocorre durante o periodo gestacional (Gutiérrez-
Adanetal., 1996; Lonergan et al., 1999).

Os dados apresentados na literatura sobre embrides
produzidos por fecundagdo in vitro foram confirmados
neste trabalho, tendo em vista a diferenga entre embrides
machos e fémeas produzidos por transferéncia nuclear.
Além de maior taxa de desenvolvimento a blastocisto para
embrides machos, ficou evidente também o sucesso das
gestacdes de machos, sugerindo uma possivel alteracdo no
desenvolvimento de fémeas.

Essapossivel vantagem dos embrides do sexo masculino
nao foi observada por alguns pesquisadores, que, analisando
os eventos de clivagem, estadio de compactacao e formacgao
de blastocisto, ndo identificaram desproporgdo entre os
sexos (Carvalhoetal., 1995; Kingetal., 1991; Holmetal.,
1998). Avaliando o periodo gestacional, L& Bourhis et al.
(1998) também ndo encontraram diferengas nas taxas de
prenhez aos 35 dias, aos 90 dias e de nascimento de
embrides produzidos por transferéncia nuclear.

Apesar da controvérsia, a maioria dos relatos da
literatura comprova esse desvio e sugere que o ponto
critico que distancia a producao de machos da producao de
fémeas ocorra entre os estadios de blastocisto inicial e
demais fases de blastocisto (Carvalho et al., 1996). Esses
autores encontraram maior producao de blastocistos machos
expandidos e eclodidos no 7¢ dia de cultivo (68 ¢ 100%,
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Letras distintas indicam diferencas (p<0,05) entre os grupos.

Figura 4 - Taxas de clivagem, formagdo de oito células e formacao
de blastocisto de embrides submetidos a transferéncia
nuclear com células femininas e masculinas.
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respectivamente) em comparacao ao estddio de morula, no
qual observaram menor propor¢ao (24%,).

Por outro lado, outros autores observaram efeitos de
distorcdo entre machos e fémeas logo no 32 dia apds a
inseminag¢do, no estddio de oito células no bovino, que
coincide com a primeira expressdo do genoma embrionario,
quando a capacidade de sintese de RNA ¢ adquirida
(Marquant-Le Guienneetal., 1992; Kopecny & Niemann, 1993).

Apesar de pouco esclarecido, alguns pesquisadores
acreditam que o desequilibrio entre os géneros seja
consequéncia da composi¢do do meio de cultivo,
principalmente na concentragdo de glicose. O consumo de
glicose por embrides bovinos aumenta acentuadamente em
duas etapas importantes do desenvolvimento: o inicio da
transcricdo do genoma embrionario (8 a 16 células) e a
compactacao (Riegeretal., 1992).
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25% g 27%

0%

A termo Sobrevivencia

Prenhez

Figura 5 - Taxas de prenhez, gestagcdo a termo e sobrevivéncia
ap6s o nascimento de embrides submetidos a
transferéncia nuclear com células doadoras de nucleos
femininas e masculinas.
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Parte do metabolismo da glicose érealizada por enzimas
ligadas ao cromossomo X, que, por estarem descompensadas
em fémeas no inicio do desenvolvimento embrionario,
podem acarretar letalidade embrionaria (King etal., 2006).
Porndo ocorrer com os machos, essas enzimas aparecem em
niveis normais, o que permite seu desenvolvimento em
maior velocidade (Lequarreetal., 1997).

Thibier & Nibart (1995), em pesquisa com embrides
produzidos in vivo, ndo observaram diferenga na relagao
50:50 (54% de nascimentos de embrides machos e 46% de
fémeas), confirmando que o desequilibrio ¢ um efeito do
sistema de producgdo in vitro. A influéncia das condi¢des
de cultivo invitro aparece também em outras espécies, pois
estudos revelam uma perda preferencial de embrides de
camundongos fémeas em comparagdo a embrides machos
(Gutierrez-Adanetal., 1993).

Durante o periodo gestacional, foram evidenciados
pontos criticos que parecem ser caracteristicos de gestagao
de clones, pois houve equivaléncia de perda gestacional
para ambos 0s sexos no primeiro trimestre de gestacao
(entre 30 ¢ 90 dias; Figura 6). A partir desse momento, houve
maior perda na gestacdo de fémeas que na gestagdo de
machos (p<0,05). Embora a taxa de mortalidade apds o
nascimento de fémeas tenha sido superior a de machos, os
resultados ndo foram significativos (fémeas 6/13; machos
5/8). Esse periodo de perda gestacional, caracterizado
principalmente pelos dias 90 a 150 da gestacdo, coincide
com a organogénese, assim, a maior taxa de aborto de
fémeas pode ser consequéncia de maiores alteragdes
congénitas.

O efeito associado entre as condigdes de cultivo
invitro e o desequilibrio nos niveis de enzimas metabolica-
mente importantes no inicio do desenvolvimento, devido
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~
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Figura 6 - Evolucdo da gestagdo apds atransferéncia de embrides bovinos machos e fémeas produzidos por transferéncia nuclear de células

somaticas.
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ao silenciamento de genes ligados ao cromossomo X, pode
seruma possivel explicagdo para falhas no desenvolvimento
de fémeas.

Conclusdes

Células doadoras de ntucleos cultivadas por longas
passagens prejudicam a producdo de blastocistos e
aumentam as chances de perdas durante a gestacdo em
embrides produzidos por transferéncia nuclear de células
somaticas. Além disso, células masculinas quando aplicadas
na transferéncia nuclear resultam em maior taxa de
desenvolvimento embriondrio e menor taxa de perda
gestacional no periodo entre 90 e 150 dias.
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