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Resumo

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a influência do EGF na maturação in vitro (MIV) de cadelas. Realizou-se o trans-
porte dos ovários em solução de cloreto de sódio 0,9%, que foram seccionados em solução salina fosfato tamponado 
(PBS) e os complexos cumulus oócito (COCs) selecionados em meio de cultura de tecidos (TCM) 199 suplementado 
com HEPES. Foram coletados 405 oócitos grau 1 de cadelas em anestro e diestro. Os oócitos provenientes das duas fases 
do ciclo estral foram submetidos a dois tratamentos: meio com adição de 10 ηg/mL do fator de crescimento epidermal 
(EGF) (T) e meio sem suplementação (C). Depois de 72 horas de maturação, os COCs foram desnudados, fixados e co-
rados com HOESCHT 33342 para avaliação da maturação nuclear. Os oócitos obtidos dos ovários da fase de diestro do 
grupo T demonstraram maior porcentagem (18,8%) de oócitos no estágio de metáfase II (M-II), em relação ao grupo 
C (1,3%) (p < 0,01). Nos oócitos obtidos da fase de anestro houve diferença (p < 0,05) entre os grupos, observando-se 
menor parcela (4,1%) de oócitos no estágio de vesícula germinativa (VG) no grupo T, quando comparado ao grupo C 
(16,1%). Comparando-se as diferentes fases reprodutivas, em meios suplementados com EGF, foi observada diferença 
(p < 0,05) apenas nos oócitos obtidos da fase de diestro em relação ao estágio de M-II. Dessa maneira, a suplementação 
no meio de maturação na concentração de 10 ηg/mL, neste estudo, exerceu influência positiva apenas na MIV de oóci-
tos caninos oriundos da fase de diestro, incrementando os índices de M-II nessa espécie. 
Palavras-chave: Maturação in vitro. EGF. Anestro. Diestro. Cadela.

Abstract

This work aimed to evaluate the influence of EGF on canine oocyte in vitro maturation (IVM). We carried out the 
transport of the ovaries in sodium chloride 0.9% solution, which were cut into phosphate-buffered saline (PBS) and the 
cumulus oocyte complexes (COCs) selected in tissue culture medium (TCM), supplemented with 199 HEPES. A total of 
405 grade 1 oocytes were collected from bitches in anestrus and diestrus. Oocytes from the two phases of estrous cycle 
were subjected to two treatments: medium with addition of 10 ηg/mL epidermal growth factor (EGF) (T) and medium 
without supplementation (C). After 72 h of maturation, COCs were denuded, fixed and stained with Hoechst 33342 to 
assess nuclear maturation. The oocytes obtained from the ovaries of the diestrus phase of the T group demonstrated 
higher percentage (18.8%) of oocytes at metaphase II stage (M-II) than C group (1.3%) (p < 0.01). The oocytes from 
anestrus phase demonstrated difference (p < 0.05) between the groups, observing smaller proportion (4.1%) of oocytes at 
the stage of germinal vesicle (GV) in group T compared to group C (16.1%). Comparing the different reproductive status 
in media supplemented with EGF difference (p < 0.05) was observed only in oocytes diestrus phase relative to the stage 
of M-II. Thus, supplementation on maturation medium at a concentration of 10 ηg/mL of EGF in this study had positive 
influence only on IVM of canine oocytes obtained from diestrus phase, increasing the levels of M-II in this species.
Keywords: In vitro maturation. EGF. Anestrus. Diestrus. Bitch.
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Introdução

A maturação in vitro (MIV) é um dos passos pri-
mordiais para a produção de embriões viáveis. Entre-
tanto, oócitos caninos maturados in vitro apresentam 
comprometimento em seu desenvolvimento quando 
comparados com oócitos maturados in vivo. De acor-
do com Brevini-Gandolfi e Gandolfi (2001), uma das 
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principais causas do baixo desempenho de oócitos 
maturados in vitro é o fato de serem retirados de fo-
lículos ainda imaturos, e não terem adquirido com-
petência, o que ocorre no final do desenvolvimento 
folicular, após o pico de LH. Assim, a compreensão 
adequada das necessidades metabólicas do oócito em 
sistemas de cultivo de MIV pressupõe a necessidade 
de novos estudos para que seja estabelecida uma con-
dição ideal para que maior número possível de oóci-
tos maturados in vitro adquira a competência de se 
desenvolver e se tornar apto para sustentar o desen-
volvimento inicial do embrião (BARRETO, 2007).

Atualmente, existem diversos protocolos de MIV e 
fecundação in vitro (FIV). As pesquisas com a espé-
cie canina utilizam meios de cultivo semelhantes aos 
utilizados nas demais espécies (VANNUCCHI, 2003). 
Entretanto, as características bioquímicas dos oócitos 
de cadelas são distintas das observadas nestas espé-
cies. Desse modo, há a necessidade de adaptações nas 
condições de cultivo in vitro, para garantir a eficácia 
da MIV. Em cadelas, a taxa de MIV tem demonstrado 
sucesso limitado, variando de 0 a 58% para oócitos 
maturados até a anáfase I e metáfase II (M-II) (NICK-
SON et al., 1993).

Diversas substâncias presentes no fluido folicular 
e acrescidas ao meio de maturação como FSH, LH, 
estrógenos e fatores de crescimento como o fator de 
crescimento semelhante à insulina (IGF) e o fator 
de crescimento epidermal (EGF) desempenham um 
papel sinérgico no desenvolvimento oocitário. Essas 
substâncias aumentam a sobrevivência dos oócitos 
em cultura, auxiliando a suportar a maturação e a 
consequente fecundação, pois, previnem alterações 
desfavoráveis na zona pelúcida e favorece a aderência 
das células do cumulus ao oócito (HEWITT; WAT-
SON; ENGLAND, 1998).

O EGF exerce um papel de suma importância na ati-
vidade ovariana de mamíferos, em promoção do cres-
cimento do oócito e do número de células foliculares 
(RAJARAJAN et al., 2006). De acordo com Buccione, 
Schroeder e Eppig (1990), a principal função do EGF 

é estimular a síntese de glutationa intracelular no oó-
cito. A glutationa tem como efeitos principais prote-
ger o DNA, agir na síntese de proteína e no transporte 
de aminoácidos, além de regular a maturação oocitá-
ria, promovendo a quebra da vesícula germinativa e a 
expansão das células do cumulus.

A adição de fatores de crescimento, como o EGF, 
visa simular as condições fisiológicas do ambiente in 
vivo da cadela. De acordo com Lonergan et al. (1996), 
a suplementação com EGF em diferentes concentra-
ções (1-100 ηg/mL), durante a MIV de oócitos bo-
vinos, melhora a maturação oocitária, expansão das 
células do cumulus, taxa de fertilização e desenvolvi-
mento embrionário. Segundo Hsieh et al. (2007), os 
fatores de crescimento ligantes de EGF são mediado-
res parácrinos de sinalização do LH durante a ovula-
ção. Em oócitos caninos, a suplementação com 20 ηg/
mL de EGF proporcionou melhores taxas de metáfase 
II (KIM et al., 2004). Song et al. (2010), utilizando a 
concentração de 10 ηg/mL de EGF, também encon-
traram melhores taxas de maturação utilizando esta 
concentração do que a suplementação com 0 e 30 ηg/
mL. De acordo com esses autores, a adição de 10 ηg/
mL de EGF é a que permite melhores condições de 
progressão da maturação.

Efeitos positivos da adição de EGF no meio de ma-
turação foram observados na MIV de ratos (LONER-
GAN et al., 1996), camundongos (DAS et al., 1992), 
bovinos (RIEGER et al., 1998) e na espécie canina 
(BOLAMBA et al., 2006; SONG et al., 2010). Entre-
tanto, o conhecimento acerca da influência desse fator 
de crescimento no processo de maturação na cadela 
ainda é escasso. Em vista do exposto, o objetivo deste 
estudo foi avaliar a influência do EGF na maturação 
de oócitos caninos provenientes de cadelas em anes-
tro e diestro. 

Material e Métodos

Foram utilizadas cadelas de diversas raças, com 
idade variável entre 6 meses e 7 anos, submetidas à 
ovário-histerectomia (OHE) eletiva no Serviço de 
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Reprodução de Pequenos Animais do Departamento 
de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária, da 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 
UNESP, Botucatu. O estudo teve o aceite da Câmara 
de Ética da FMVZ – UNESP campus de Botucatu com 
protocolo número 176/2011.

Os ovários foram isolados assepticamente, imersos 
em solução salina 0,9% e transportados à temperatura 
de 4ºC para o Laboratório de Reprodução Animal de 
Pequenos Animais e Silvestres, onde foram processa-
dos no prazo máximo de 4 horas após o procedimento 
cirúrgico. A identificação da fase do ciclo estral foi ba-
seada na classificação proposta por Otoi et al. (2002) 
da fase de anestro (ovários com ausência de folículos 
ou corpo lúteo) e diestro (ovários com a presença de 
um ou mais corpos lúteos). Posteriormente, os ovários 
foram fatiados em solução aquecida 37°C de phosphate 
buffer solution (PBS) adicionada de 10% de soro fetal 
bovino (SFB). Após o processo de seleção, os comple-
xos cumulus-oócito (COCs) foram lavados em meio 
tissue culture medium 199 (TCM-199) tamponado 
com 25 mM de HEPES, acrescido de solução de 100 
UI/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina, 
0,2 mM de piruvato e 5 mM de bicarbonato de sódio. 

Após a seleção dos COCs grau 1, estes foram divi-
didos entre os grupos-controle (C) e tratamento (T). 
Os oócitos do grupo controle (C) foram submetidos à 
MIV em placas de cultivo de quatro poços, contendo 
500 µL de meio de maturação TCM-199 suplementa-
do com 25 mM de HEPES, solução de 100 UI/mL de 
penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina, 26 mM de 
bicarbonato de sódio, 1,5 mM de piruvato de sódio, 
2,9 mM lactato de sódio pentahidratado, 0,6 mM de 
cisteína, 0,03 UI/mL de hCG, 0,5 μg/mL de FSH e 20 
μg/mL de E2. Os oócitos do grupo tratamento (T) fo-
ram mantidos em placas de quatro poços contendo 
500 µL de meio de maturação com todos os compo-
nentes utilizados para o grupo controle (C), porém 
com a adição de 10 ηg/mL do fator de crescimento 
epidermal (EGF). As placas dos dois grupos foram 
acondicionadas em estufa úmida a 38,5°C em atmos-

fera de 5% de CO2 em ar por um período de 72 horas. 
Após esse período de cultivo, os COCs foram coloca-
dos em solução de hialuronidase 0,2%, por 5 minutos, 
para a liberação completa das células do cumulus, por 
meio de aspirações repetidas.

Os oócitos foram então transferidos para uma so-
lução de PBS suplementado com paraformaldeído 
a 3,7%, sendo lavados novamente no PBS e corados 
com 10 μg/mL de Hoechst 33342. Os oócitos foram 
colocados entre lâmina e lamínula, e avaliados pelo 
microscópio de luz e fluorescência Leica® DFC 310 
FX para avaliação da maturação nuclear. A análise 
estatística foi realizada por meio do teste de Fisher 
(PROC FREQ, STATISTICAL ANALISYS SYSTEM, 
2009) com nível de significância de 5%.

Resultados

Os oócitos foram classificados, de acordo com a 
morfologia do DNA, em cinco estágios: vesícula 
germinativa (VG), quebra de vesícula germinativa 
(QVG), metáfase I (M-I) metáfase II (M-II) e dege-
nerados ou não passíveis de identificação. Foi isolado 
um total de 405 oócitos (226 oócitos obtidos de ová-
rios na fase de anestro e 179 oócitos obtidos de ová-
rios na fase de diestro), que foram classificados como 
grau I e utilizados para avaliação da maturação nucle-
ar. Os oócitos selecionados foram divididos nos gru-
pos C (sem adição de EGF) e T (com adição de EGF).

A avaliação da maturação nuclear dos oócitos obti-
dos da fase de diestro provenientes do grupo C (sem 
suplementação de EGF) revelou que oito (10,3%) se 
apresentaram em VG, dezessete (21,8%) em QVG, 
treze (16,7%) em MI, um (1,3%) em MII e trinta e 
nove (50%) eram degenerados ou não passíveis de 
identificação. Enquanto nos oócitos do grupo T, fo-
ram observados sete (6,9%) em VG, vinte e quatro 
(23,8%) em QVG, dezenove (18,8%) em MI, dezenove 
(18,8%) em MII e trinta e dois (31,7%) eram dege-
nerados ou não passíveis de identificação. Apenas o 
estágio de MII apresentou diferença (p < 0,05) entre 
os grupos T e C na fase de diestro (Tabela 1).
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Tabela 1 –	Maturação in vitro de oócitos obtidos da fase de diestro em meio suplemen-
tado (T) e não suplementado (C) com EGF – Botucatu – 2013

		                                  Oócitos avaliados (n/%)

Grupo	 VG	 QVG	 M-I	 M-II	 DEG

Controle (C)	 08 (10,3)a	 17 (21,8)a 	 13 (16,7)a	   01 (1,3)a	 39 (50,0)a

Tratamento (T)	   07 (6,9)a	 24 (23,8)a	 19 (18,8)a	 19 (18,8)b	 32 (31,7)a

Letras diferentes dentro da mesma coluna evidenciam diferença significativa, p < 0,05

Tabela 2 –	Maturação in vitro de oócitos obtidos da fase de anestro em meio suplemen-
tado (T) e não suplementado com EGF (C) – Botucatu – 2013

			                                    Oócitos avaliados (n/%)

Grupo		  VG	 QVG	 M-I	 M-II	 DEG

Controle (C)	 14 (16,9)a	 15 (18,1)a	 11 (13,2)a	 05 (6,0)a	 37 (44,6)a

Tratamento (T)	   06 (4,1)b	 21 (14,5)a	 26 (17,9)a	 12 (8,3)a	 79 (54,5)a

Letras diferentes dentro da mesma coluna evidenciam diferença significativa, p < 0,05

Tabela 3 –	Efeito da suplementação com EGF na maturação in vitro de oócitos obtidos 
das fases de anestro e diestro – Botucatu – 2013

	 	                                    Oócitos avaliados (n/%)

Grupo	 VG	 QVG	 M-I	 M-II	 DEG

Anestro	 06 (4,1)a	 21 (14,5)a	 26 (17,9)a	   12 (8,3)a	 79 (54,5)a

Diestro	 07 (6,9)a	 24 (23,8)a	 19 (18,8)a	 19 (18,8)b	 32 (31,7)a

Letras diferentes dentro da mesma coluna evidenciam diferença significativa, p < 0,05

Tabela 4 –	Efeito do meio sem suplementação na maturação in vitro de oócitos obtidos 
das fases de anestro e diestro – Botucatu – 2013

		                                      Oócitos avaliados (n/%)

Grupo	 VG	 QVG	 M-I	 M-II	 DEG

Anestro	 14 (16,9)a	 15 (18,1)a	 11 (13,2)a	 05 (6,0)a	 37 (44,6)a

Diestro	 08 (10,3)a	 17 (21,8)a	 13 (16,7)a	 01 (1,3)a	 39 (50,0)a

Letras diferentes dentro da mesma coluna evidenciam diferença significativa, p < 0,05

A avaliação da maturação nuclear dos oócitos ob-
tidos da fase de anestro, provenientes do grupo C 
(sem suplementação de EGF), revelou que catorze 
(16,9%) se apresentaram em VG, quinze (18,1%) em 
QVG, onze (13,2%) em MI, cinco (6,0%) em MII e 37 
(44,6%) eram degenerados ou não passíveis de identi-
ficação. Enquanto nos oócitos do grupo T foram ob-
servados seis (4,1%) em VG, vinte e um (14,5%) em 
QVG, vinte e seis (17,9%) em MI, doze (8,3%) em MII 
e setenta e nove (54,5%) eram degenerados ou não 
passíveis de identificação. Apenas o estágio de VG 

apresentou diferença (p < 0,05) entre os grupos T e C 
na fase de anestro (Tabela 2).

Comparando-se o efeito da suplementação do EGF 
no meio de maturação nas diferentes condições re-
produtivas, observou-se que os oócitos obtidos da 
fase de diestro apresentaram maior porcentagem (p < 
0,05) de oócitos no estágio de MII (18,8%) do que os 
oócitos obtidos da fase de anestro (8,3%) (Tabela 3).

Na avaliação dos meios sem suplementação do EGF, 
nas fases de anestro e diestro, não foi observada dife-
rença (p > 0,05) nos diferentes estágios de maturação 
nuclear (Tabela 4).
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Discussão

A maioria dos autores que trabalha com biotecno-
logias reprodutivas na espécie canina, especialmente 
a maturação in vitro (MIV) e a fertilização in vitro 
(FIV), concorda de forma unânime com a grande di-
ficuldade para a obtenção de resultados satisfatórios. 
De acordo com Telfer (1998), o sistema de cultivo 
in vitro ideal para o desenvolvimento oocitário seria 
aquele em que os oócitos isolados atingissem o cresci-
mento e a competência para a maturação em um meio 
definido sem a unidade folicular. Entretanto, apesar 
das inúmeras tentativas de se estabelecer um meio 
apropriado para MIV de oócitos caninos, os conhe-
cimentos acerca dos eventos endócrinos que ocorrem 
in vivo, na cadela, são limitados. Dessa maneira, as 
suplementações realizadas nos meios de maturação 
não são eficientes em simular de forma fidedigna o 
ambiente in vivo, possibilitando a aquisição da com-
petência meiótica de oócitos caninos. Nesse contexto, 
os fatores de crescimento vêm sendo muito utilizados 
no meio de cultivo, com o objetivo de melhorar as ta-
xas de maturação oocitária nessa espécie.

Entre os fatores de crescimento mais utilizados na 
MIV de oócitos caninos pode-se destacar o EGF. Este 
fator de crescimento é um polipeptídeo encontrado 
por todo o corpo, inclusive em folículos antrais em 
crescimento no ovário e estão envolvidos na síntese 
de DNA e proliferação das células da granulosa (KIM 
et al., 2004). Além disso, desempenha papel essencial 
na regulação da maturação e expansão das células do 
cumulus (FARIN et al., 2007). 

Bolamba et al. (2006), avaliando meio de maturação 
suplementado com FSH, LH, estradiol e EGF, obser-
varam que este fator de crescimento utilizado isola-
damente não é suficiente para promover a maturação 
dos oócitos e nem promover a expansão das células do 
cumulus. Entretanto, quando acrescido em meio com 
tratamento hormonal tem a capacidade de realizar 
essas funções. Russ et al. (1998) também demonstra-
ram o efeito positivo do EGF associado a gonadrofi-
nas no meio de maturação para promover a expansão 

das células do cumulus. Reizel, Elbaz e Dekel (2010), 
referem que esse fator além de atuar sozinho, pare-
ce interagir de forma positiva com as gonadotrofinas, 
esteroides e fatores de crescimento durante a fase fi-
nal de desenvolvimento folicular. No presente estudo, 
a adição de EGF em meio suplementado com FSH, 
hCG e estradiol demonstrou melhores taxas de me-
táfase II nos oócitos obtidos de cadelas em diestro do 
que o meio sem a suplementação do fator de cresci-
mento. Além disso, nos oócitos obtidos de cadelas em 
anestro, presenciou-se menor porcentagem (p < 0,05) 
de oócitos nos estágios de vesícula germinativa, quan-
do maturados em meio com EGF. Dessa maneira, 
pode-se observar que a adição do EGF em meio com 
tratamento hormonal parece promover melhor capa-
citação oocitária, melhorando as taxas de maturação 
nessa espécie. 

Sakaguchi et al. (2000) observaram aumento da re-
tomada da meiose em COCs bovinos cultivados na 
presença de EGF, o que não foi presenciado em oó-
citos desnudos, sugerindo que o EGF participe do 
controle da maturação nuclear de forma indireta, 
via células do cumulus. Desse modo, supõe-se que a 
expressão do EGFR nas células do cumulus seja re-
querida para que o EGF desempenhe suas funções 
(CONTI et al., 2006). Os COCs estão conectados fun-
cional e fisicamente por uma complexa rede de co-
municação bidirecional mediada pelas junções gap. 
Essas junções são essenciais para a troca de nutrientes 
e de moléculas mensageiras como o AMP cíclico, de-
sempenhando papel fundamental na maturação cito-
plasmática e nuclear do oócito. Luvoni et al. (2001) 
constataram ausência de junções permeáveis em oó-
citos obtidos da fase de anestro. Esses autores mostra-
ram que COCs obtidos de cadelas nessa fase apresen-
tam as junções gap fechadas. Dessa maneira, Conti et 
al. (2006); Sakaguchi et al. (2000) demonstram que a 
função do EGF na MIV parece sofrer influência das 
células do cumulus. Essa falta de comunicação exis-
tente nos COCs obtidos da fase de anestro poderia 
explicar, neste estudo, as melhores taxas de metáfase 
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II (p < 0,05) observadas apenas nos oócitos obtidos 
da fase de diestro, em meios suplementados com EGF.

Kim et al. (2004), verificaram que a adição de 20 ηg/
mL de EGF ao meio TCM 199 proporciona aumento 
significativo sobre a taxa de competência meiótica. 
Esses autores, demonstraram que o EGF melhorou os 
índices de maturação quando foram utilizados oócitos 
de cadelas em estro e por um período de 72 horas. No 
presente estudo, foram utilizados oócitos obtidos de 
cadelas em anestro e diestro, maturados por um perío-
do de 72 horas, em meio suplementado com 10 ηg/mL 
de EGF. Comparando-se as diferentes condições repro-
dutivas, observou-se neste estudo diferença (p < 0,05) 
apenas no estágio de metáfase II, nos oócitos obtidos 
da fase de diestro, em meio suplementado com EGF. 

Em felinos, foi observado que a adição no meio de 
maturação com EGF proporcionou o desenvolvimen-
to do oócito até a M-II e que este fator de crescimento 
é requerido pelo FSH para a progressão meiótica do 
oócito (FARIN et al., 2007). Nesta pesquisa, pode-se 
constatar maiores taxas de M-II nos oócitos matura-
dos em meio suplementado com EGF, somente nos 
oócitos obtidos da fase de diestro (p < 0,01).

A concentração de EGF no fluido folicular varia de 
acordo com a espécie. Dessa maneira, tenta-se adi-
cionar concentrações variadas no meio de maturação 
visando simular de forma mais fidedigna possível o 
ambiente in vivo. Em bovinos, a adição no meio de 
30 ηg/mL de EGF proporcionou um aumento na 
taxa de M-II, sendo esta concentração considerada 
mais benéfica que a concentração de 10 ηg/mL e 50 
ηg/mL (PARK; IGA; NIWA, 1997). Em uma pesqui-
sa realizada por Oyamada, Iwayama e Fukui (2004), 
em bovinos, utilizando as concentrações de 0,1; 10 e 
50 ηg/mL, não foi observada diferença nos índices de 
M-II nas variadas concentrações. Este estudo utilizou 
a concentração de 10 ηg/mL e obteve melhores resul-

tados em relação às taxas de M-II nos oócitos obti-
dos da fase de diestro. De modo similar a esta pes-
quisa, Song et al. (2010), utilizando a concentração de  
10 ηg/mL de EGF, também encontraram melhores ta-
xas de maturação utilizando esta concentração do que 
a suplementação com 0 e 30 ηg/mL. A concentração 
de 20 ηg/mL também já se apresentou benéfica na es-
pécie canina (KIM et al., 2004). Não há como deter-
minar se o efeito do EGF na MIV é dose-dependente, 
já que não há dados dos níveis de EGF no fluido fo-
licular de ovários caninos (SONG et al., 2010). Além 
disso, outros fatores podem influenciar nas funções 
do EGF como a presença de gonadotrofinas no meio 
de maturação, a fase do ciclo estral da doadora ou a 
qualidade oocitária, incrementando as taxas de reto-
mada da meiose e progressão da maturação. 

O EGF exerce papel preponderante no controle da 
atividade ovariana em mamíferos. Em caprinos Ro-
dríguez-Dorta et al. (2007), demonstraram que o EGF 
é expresso em todos os estágios de desenvolvimento 
folicular, no corpo lúteo e na superfície ovariana. As-
sim, a adição no meio de maturação deste fator de 
crescimento é uma alternativa de suplementação que 
permite a simulação do ambiente fisiológico da cade-
la, possibilitando o desenvolvimento da competência 
oocitária nessa espécie. 

Conclusão

A suplementação no meio de maturação na con-
centração de 10 ηg/mL exerceu influência positiva na 
MIV de oócitos caninos oriundos da fase de diestro, 
incrementando os índices de M-II nessa espécie. 
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