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RESUMO

Apesar dos esforcos realizados visando melhorar a producéo de embrides bovinos in
vitro, sua eficiéncia ainda € baixa, uma vez que apenas 30 a 40% dos blastocistos
desenvolvidos séo obtidos de odcitos apos a maturacédo in vitro (MIV), fertilizacédo e
cultivo dos embrides. As tecnologias reprodutivas assistidas tém um impacto
limitante devido a falta de odcitos aptos a fertilizacdo. A compreensdo dos
mecanismos envolvidos na maturacdo oocitaria € crucial para o estabelecimento de
um sistema de cultivo que possibilite a producdo de um maior nimero de embrides
de boa qualidade. O estudo dos estagios iniciais do desenvolvimento oocitario e
folicular in vivo é importante para um melhor entendimento das vias moleculares que
regulam a oogénese, a foliculogénese e a maturacdo oocitaria. Desta forma, os
mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares envolvidos na maturacéo
poderdo contribuir com o aumento na eficiéncia da produgéo de embrides in vitro.
Portanto, o objetivo desta revisdo de literatura € entender os principais mecanismos
gue permeiam a maturacao oocitaria em bovinos, desde o processo de formacéo do
o0cito e das células foliculares in vivo, até a sua utilizacdo no ambiente in vitro.
PALAVRAS-CHAVE: Maturacao in vitro, o0cito, oogénese, reproducéo

MAJOR MECHANISMS INVOLVED IN OOCYTE MATURATION IN C ATTLE:
SINCE OOGENESIS TO IN VITRO MATURATION

ABSTRACT
Despite the efforts made to improve the production of bovine embryos in vitro, their
efficiency is still low, since only 30-40% of developed blastocysts are obtained from
oocytes after in vitro maturation (IVM), fertilization and cultured embryos. Assisted
reproductive technologies have a limiting impact due a lack of oocytes capable to
fertilization.The comprehension of mechanism involved in oocyte maturation are
crucial to establish a culture system that allows a larger number production of good
guality embryos. The study of the early stages of oocyte and follicle development in
vivo is important for a better understanding of the molecular pathways that regulate

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.10, n.18; p. 2373 2014



oogenesis, folliculogenesis and oocyte maturation. Thus the physiological
biochemical and molecular mechanisms involved in maturation may contribute to the
increased efficiency of in vitro embryo production. Therefore, the aim of this literature
review is to understand the basic mechanisms that underlie oocyte maturation in
cattle, since oocyte and follicle cells in vivo formation to its use in the in vitro
environment.

KEYWORDS: in vitro maturation, oocyte, oogenesis, reproduction

INTRODUCAO

A eficiéncia dos processos de maturacao in vitro (MIV), fertilizacdo de odcitos
e desenvolvimento de embrides ainda ndo é alta o suficiente. O numero de
gestacdes obtido quando os embrides transferidos sdo produzidos in vitro € menor
em relacdo aos embrides produzidos in vivo. Apesar dos esforgos realizados visando
melhorar a producdo de embrides bovinos in vitro, sua eficiéncia ainda é baixa, uma
vez que apenas 30 a 40% dos blastocistos desenvolvidos sdo obtidos de odcitos
apos a M1V, fertilizac&o e cultivo dos embrides (SIRARD et al., 2006).

Tanto em condi¢des in vitro quanto in vivo, somente o0citos competentes
podem retomar a meiose e adquirir a habilidade de serem fertilizados. O estresse
oxidativo, toxinas e as condi¢cbes de cultivo in vitro podem promover profundos
efeitos na competéncia genética dos odécitos maturados in vitro (CARREL et al.,
2005).

As tecnologias reprodutivas assistidas, tais como a fertilizacdo in vitro,
transferéncia de embribes, transgenia e clonagem; quando aplicadas a mulheres
inférteis, animais de producdo e em vias de extingdo; tem um impacto limitante
devido a falta de odcitos aptos a fertilizacdo. A MIV de o0citos imaturos provenientes
de foliculos antrais € um método alternativo para aumentar o niamero de oécitos que
poderéo ser fertilizados (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

Os foliculos primordiais séo o tipo folicular de maior abundancia presente nos
ovarios. A possibilidade de iniciar o crescimento destes foliculos em cultivo celular,
até o estadgio em que o od0cito possa ser maturado e fertilizado, irA aumentar
consideravelmente o potencial reprodutivo dos mamiferos. Fatores de sinalizacao
trocados entre os od6citos e as células da granulosa que o circundam, sdo essenciais
para a inducado e regulacédo da diferenciagao folicular e para o desenvolvimento de
um o0cito que sera competente, podendo ser submetido a fertilizacdo e a
subsequente embriogénese (VAN DEN HURK et al., 2000; EPPIG, 2001; MATZUK
et al., 2002).

O conhecimento dos fatores que regulam o desenvolvimento oocitario e das
células foliculares que o circundam € importante para 0 reconhecimento e
entendimento das aberragdes durante o desenvolvimento folicular, e para o
aprendizado da fisiologia necessaria para o sucesso da producdo de embrides in
vitro. Além disso, a compreensdo dos mecanismos envolvidos na maturagao
oocitaria é crucial para o estabelecimento de um sistema de cultivo que possibilite a
producdo de um maior numero de embrides de boa qualidade (VAN DEN HURK &
ZHAO, 2005; GOTTARDI & MINGOTI, 2009).

Portanto, o objetivo desta revisdo de literatura é entender os principais
mecanismos que permeiam a maturacao oocitaria em bovinos, desde o processo de
formacao do odcito e das células foliculares in vivo, até a sua utilizacdo no ambiente
in vitro.
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REVISAO DE LITERATURA

Oogénese

O processo de formacao dos odcitos inclui sete etapas: formacado das células
germinativas primordiais (CGPs); migracdo das CGPs para as futuras gbnadas;
colonizacdo das gonadas pelas CGPs; proliferacdo das CGPs; diferenciacdo das
CGPs em oogo6nia; inicio da meiose; e parada no estagio de dipléteno da profase |
da meiose (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

Os od6citos tém origem nas CGPs, as quais derivam do mesoderma
extraembrionario e dependem de sinais provenientes do ectoderma extraembrionario
e do endoderma visceral para o seu desenvolvimento inicial. A migracao,
proliferagdo e colonizacdo das gonadas em desenvolvimento pelas CGPs sao
controladas por varios fatores e dependem também da interacéo entre as CGPs e as
células somaticas que as circundam. Dentre estes fatores estdo os membros da
familia do fator transformador de crescimento B (TGFB), como a proteina
morfogenética 0ssea 4 (BMP-4), a BMP-8b e a BMP-2; sendo importantes para a
formacdo das CGPs e regulacdo da expressdo de genes (YING et al.,, 2001;
SANCHEZ & SMITZ, 2012).

As CGPs se proliferam e migram a partir do endoderma do saco vitelinico
para a regido da crista gonadal. A crista gonadal € formada por volta do dia 30 do
desenvolvimento embrionario nos bovinos. Ha controvérsias se esta migracdo é
mediada por movimentos ameboides ou se estas células sdo levadas pelo
movimento de tecidos adjacentes que estdo em crescimento (FREEMAN, 2003;
AERTS & BOLS, 2010). Acredita-se que a migracdo das CGPs € orientada pelo
contato entre o receptor c-kit, expresso na superficie destas células, e o seu ligante,
o Kit ligante (também referenciado como fator da célula-tronco) expresso nas células
somaticas que formam o substrato para a migracdo das CGPs para a crista gonadal
(EDDY et al., 1981; FLEISCHMAN, 1993).

A diferenciagdo sexual se inicia, aproximadamente, durante o periodo de
migracdo das CGPs para a crista gonadal (SANCHEZ & SMITZ, 2012). Os
cromossomos sexuais determinam a diferenciagdo das CGPs em oogOnia ou
espermatogobnia, as quais apresentam uma alta atividade mitética e de transcricao
(PICTON et al., 1998). A presenca do cromossomo XY promove a diferenciacao da
gbnada em testiculo, a partir da influéncia do gene determinante do sexo ligado ao
cromossomo Y (SRY). O cromossomo XX, por ndo apresentar o gene SRY, é o
responsavel pela formacéo dos ovarios (KOOPMAN et al., 1991).

Nos ovarios, as CGPs vao realizar sucessivas divisdes mitoticas, resultando
na formacdo de grupos de oogbnias conectadas umas as outras por pontes
citoplasmaticas e rodeadas por células sométicas derivadas dos mesonéfrons,
formando aglomerados de células germinativas (SAWYER et al., 2002; PEPLING,
2006). Posteriormente, porém antes da formacao folicular, as divisbes mitéticas
cessam e as divisbes meioticas das células germinativas se iniciam, entre os dias 75
e 80 de vida embrionaria dos bovinos, dando origem aos o06citos primarios
(GINSBURG, 1990; SMITZ & CORTVRINDT, 2002). Os odcitos passam pelos
estagios de leptoteno, zigoéteno e paquiteno, da préfase | da meiose, antes de
pararem na fase de dipléteno (PICTON et al., 1998). Neste estagio, 0S cromossomos
sado descondensados e circundados por uma membrana nuclear, formando a
vesicula germinativa (SMITZ & CORTVRINDT, 2002). Os odcitos permanecem ha
fase de dipléteno da primeira divisdo meidtica até que os foliculos entrem em atresia
ou até que foliculos maduros encontrem uma onda de hormdénio luteinizante (LH), o
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que permite que o oocito complete a meiose (na maioria dos mamiferos) e se torne
uma célula haploide (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005; SANCHEZ & SMITZ, 2012).

Foliculogénese

Concomitante a parada da meiose, os aglomerados de células germinativas
se desfazem para dar inicio a formacéo dos foliculos (PEPLING, 2006). Ainda ndo
ha informacdes precisas sobre como isto acontece (TINGEN et al., 2009). Os oécitos
sdo circundados por uma camada de células soméaticas pavimentosas, denominadas
células da pré-granulosa, para darem origem aos foliculos primordiais (PICTON,
1998). Na maioria das espécies, as células da pré-granulosa e também as células da
granulosa sdo de origem das células epiteliais superficiais e de células derivadas
dos mesonéfrons (SAWYER et al.,, 2002). No dia 90 de gestagcdo ja € possivel
detectar os foliculos primordiais nos ovarios de embrides bovinos (YANG &
FORTUNE, 2008).

As células foliculares primordiais permanecem em relativa quiescéncia até
pouco antes da puberdade; quando os ovarios se tornam responsivos ao horménio
gonadotrofico (SOYAL et al., 2000). O mecanismo que controla a diferenciacao das
células da pré-granulosa em granulosa, durante a ativacao dos foliculos primordiais
e subsequente proliferacdo das células da granulosa, ainda € desconhecido, porém,
sabe-se que moléculas como o kit ligante e seu receptor c-kit, fator de diferenciacao
de crescimento 9 (GDF-9) e a BMP-15 fazem parte deste mecanismo (OKTEM &
OKTAY, 2008; FORTUNE, 2003; MONIRUZZAMAN & MIYANO, 2010).

O crescimento e desenvolvimento dos foliculos primordiais para foliculos
ovulatérios envolvem a diferenciacdo e proliferacdo das células foliculares, bem
como aumento do diametro oocitario (BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997). Os foliculos
primordiais vao originar os foliculos primarios, fazendo com que as células da
granulosa pavimentosas passem a ter aspecto cuboide (SANCHEZ & SMITZ, 2012).
O equilibrio entre fatores inibitérios e estimulatorios sistémicos e/ou de origem local,
tais como o horménio anti-Mulleriano (fator inibitério) e a ativina — A (fator
estimulatério), parece regular a ativacdo dos foliculos primordiais para dar origem
aos foliculos primarios (LI et al., 1994; DURLINGER et al., 2002).

A transicdo de foliculos primarios para foliculos secundarios é mediada por
fatores paréacrinos intraovarianos produzidos pelos oécitos e suas células da teca e
granulosa (KOL et al., 1995). Quando duas ou mais camadas de células da
granulosa se desenvolvem, sdo formados os foliculos secundérios. Neste estagio o
o0cito entra em uma fase de crescimento, as células da granulosa circunjacentes se
proliferam e a camada da teca se desenvolve ao redor da granulosa a partir das
células do estroma intersticial. Em bovinos, os foliculos secundarios podem alcancar
um didmetro de aproximadamente 150 um, enquanto que o diametro maximo do
oocito € de 60 um (VAN DEN HURK, et al., 1997).

Os odcitos precisam crescer, se tornarem competentes, serem capazes de
terminar a maturacdo nuclear, serem fertilizados e realizarem a clivagem celular.
Durante o seu aumento de volume os odcitos também se diferenciam, sendo
requerida uma complexa organizacao citoplasmatica devido a producdo de novos
genes e organelas, e a modificacdo e redistribuicdo das ja existentes (PICTON et al.,
1998).

Durante o seu crescimento, 0 o0cito secreta uma glicoproteina de membrana
que dara origem a zona pelucida. A zona peltcida forma uma camada protetora ao
redor do odcito e consiste em trés glicoproteinas: ZP1, ZP2 e ZP3, com a expressao
da ZP2 ja acontecendo em foliculos primordiais. As células da granulosa se
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acoplam, formando as jun¢Bes gap com o 00cito, que atravessam a zona pellcida
(SOYAL et al., 2000). As juncbes gap facilitam a comunicagdo bidirecional e
permitem a transferéncia de nutrientes, aminoacidos, nucleotideos, hormonios,
fatores de crescimento e sinais estimuladores e inibidores da meiose. Por meio das
juncdes gap ou pelo contato ceélula-célula na superficie celular, o odécito em
crescimento pode promover o crescimento e a diferenciacdo das células foliculares,
enquanto as ceélulas da granulosa asseguram o crescimento e diferenciacdo do
oocito (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

O inicio da formacdo do antro, a formacdo total da zona pelldcida, a
diferenciacéo da teca externa e o aumento do numero de camadas de células da
granulosa caracterizam o foliculo terciario. Os foliculos antrais grandes, também
conhecidos como foliculos de Graff, tem um antro folicular bem formado, com
diferenciacdo das células da granulosa em compartimentos de células do camulos e
murais, 0 que confere ao odécito competéncia em retomar a meiose (VAN DEN
HURK & ZHAO, 2005; AERTS & BOLS, 2010; SANCHEZ & SMITZ, 2012).

O fluido antral serve como fonte de substancias regulatérias ou inibitérias
provenientes do sangue ou de secre¢cdes das celulas foliculares, como
gonadotrofinas, esteroides, fatores de crescimento, enzimas, proteoglicanos e
lipoproteinas. Durante o desenvolvimento folicular, a producdo do fluido antral &
intensificada pelo aumento da vascularizacao folicular e permeabilidade de vasos
sanguineos, que acompanham um grande aumento de tamanho dos foliculos
antrais. Os sinais para a formagao do antro ainda n&o estéao totalmente elucidados
(VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Estudos in vitro com foliculos de roedores
demonstraram que o horménio foliculo estimulante (FSH) (MAO et al., 2002), o LH
(CORTVRINDT et al., 1998), a ativina (ZHAO et al.,, 2001) e o Kit ligante
(DRIANCOURT et al., 2000) sao os provaveis envolvidos neste processo. Estudos in
vitro com foliculos secundarios de bovinos demonstraram o efeito estimulante do
fator de crescimento epidermal (EGF) na formacédo do antro (GUTIERREZ et al.,
2000).

A competéncia do oocito em retomar e concluir a meiose e desenvolver um
blastocisto apos a fertilizagdo € significativamente aumentada durante a dominancia
folicular e particularmente apds a lutedlise, através de um processo denominado
capacitacdo oocitaria. Durante este processo 0 envelope nuclear se torna ondulado
e 0 nucleo remanescente exibe um vacuolo de tamanho crescente. Assim, apds o
término da transcrigdo oocitéria, 0 00cito ndo entra em quiescéncia, mas se prepara
para uma possivel continuacdo do seu desenvolvimento em embrido apos a
fertilizacdo (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

Maturacéo oocitaria

A maturacao oocitaria em mamiferos é definida como a sequéncia de eventos
gue ocorrem desde o estagio de vesicula germinativa até o término da segunda
divisdo meiodtica, com formacao do segundo corpusculo polar (BLANCO et al., 2011).

Durante o periodo que compreende a onda de LH e a ovulagdo, o odcito
passa por uma série de mudancas nucleares e citoplasmaticas concomitantes ao
seu crescimento (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005; SANCHEZ & SMITZ, 2012).

Os odocitos podem ser classificados como competentes ou incompetentes em
retomar a meiose (ARLOTTO et al.,, 1996). Odcito competente é aquele que, por
definicdo, € capaz de sustentar todo o desenvolvimento embrionario (BREVINI-
GANDOLFI & GANDOLFI, 2001). A competéncia meidtica é adquirida durante a
foliculogénese e coincide com a formacdo do antro (SANCHEZ & SMITZ, 2012).
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Esta competéncia esta intimamente relacionada ao tamanho do odcito, que por sua
vez € correlacionado com o tamanho folicular. Os o6citos de bovinos precisam ter
diametro de 110um ou mais para completarem a maturacao nuclear até o estagio de
metéfase Il (ARMSTRONG, 2001; BLANCO et al., 2011).

A despeito da adequada maturacdo nuclear, outros processos estao
acontecendo dentro do citoplasma do o00cito, 0s quais requerem um
desenvolvimento completo para que ocorra a fertilizacdo. O sucesso desses
processos € independente da maturagdo nuclear, e esta intimamente relacionado a
maturacdo citoplasmatica. Odcitos que ndo completam adequadamente a sua
maturacdo citoplasmatica sao incapazes de completar os processos normais do
desenvolvimento oocitario (KRISHER et al., 2004).

In vivo, a retomada da meiose € iniciada pela onda pré-ovulatéria de LH,
acontecendo somente em o00citos meioticamente competentes provenientes de
foliculos dominantes. Antes e no momento da onda de LH o odcito é circundado
pelas células compactas do cumulos. Momentos antes da onda de LH, as juncbes
gap existentes entre as células do cumulos e o odcito se desfazem (SANCHEZ &
SMITZ, 2012).

A inibicdo da secrec¢éo de LH ou a inativagdo dos receptores de LH previne a
maturacdo oocitaria e promove falha na ovulacdo do odcito. Uma vez que nenhum
receptor de LH é detectado nos od0citos, 0s sinais que desencadeiam a maturacao
oocitaria sdo provenientes das células foliculares que o circundam (PENG et al.,
1991, VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Os foliculos respondem a onda de LH
mudando a producdo de esteroides pelas células da granulosa e produzindo acido
hialurénico pelas células do cumulos. O ambiente de predominancia estrogénica
agora passa a ter predominancia progesteronica; e o acido hialurénico produzido
leva a mucificacdo e expansao das células do cumulos, bem como ao rompimento
das juncdes comunicantes existentes entre estas células e o odcito (PICTON et al.,
1998).

Maturacao nuclear

A maturacdo nuclear € caracterizada pela habilidade do o6cito em retomar a
meiose até o estagio de metafase Il, podendo ser observada pela extrusdo do
segundo corpusculo polar e pelo aparecimento da segunda placa metafasica
(WATSON, 2007; BLANCO et al., 2011). Ela dura, em média, 24 horas nos bovinos
e inclui varias etapas, dentre as quais duas divisbes consecutivas (fases M) na
auséncia de replicacdo do DNA (fase S). Os oo0citos sdo mantidos em metafase |l
até a fertilizacdo, quando a ativacdo do estimulo realizado pela penetracdo do
espermatozoide desencadeia o término do ciclo da meiose e inicia 0
desenvolvimento embrionario (VAN DEN HURK et al.,, 1999; VAN DEN HURK &
ZHAO, 2005).

A base molecular que rege o processo de maturacdo do od4cito em resposta
ao pico de LH envolve varias vias regulatorias, tais como a alteracédo da fosforilacéo
de proteinas, o monofosfato de adenosina ciclico (cCAMP) e os niveis de calcio
(BORNSLAEGER et al., 1986; HOMA, 1995; GORDO et al., 2001).

Sabe-se que uma complexa cascata de fosforilagdo e desfosforilacdo esta
envolvida na regulacdo da retoma da meiose e que a proteina denominada fator
promotor da maturacdo (MPF) é a responséavel pelo inicio da maturacdo oocitéaria,
uma vez que a sua ativacado precede ou ocorre concomitantemente a quebra da
vesicula germinativa (GORDO et al.,, 2001). A ativacdo do MPF promove a
fosforilacdo de proteinas que dao origem ao envelope nuclear e aquelas envolvidas
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com a condensacédo da cromatina e reorganizacao do citoesqueleto (TROUNSON et
al., 2001). As proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK) também estao
envolvidas no processo de maturacdo oocitaria, sendo sua atividade requerida
durante a maturagdo para manter a atividade do MPF, formac&o do fuso meio6tico e
manutencdo da parada da meiose em metafase Il (HASHIMOTO et al., 1994,
TROUNSON et al., 2001).

O aumento dos niveis de cAMP no oocito de mamiferos € de grande
importadncia para a maturagdo meiotica, ja que promove 0 bloqueio da meiose
(CONTI et al., 1998). Desta forma, a perda das juncdes gap entre o0 odcito e as
células do cumulus, devido ao pico de LH, pode ser o desencadeador da retomada
da meiose, pois impede o fornecimento de cAMP derivado das células da granulosa,
e assim reduz a concentracdo de cAMP dentro do odcito (CARABATSOS et al.,
2000).

A onda de LH néo s6 ativa a adenilato ciclase, para promover um aumento do
cAMP, mas também estimula rapido aumento do calcio intracelular nas células do
cumulos pela ativacdo da fosfolipase C. A mobilizacdo do calcio intracelular é
seguida por um influxo de célcio do meio extracelular. Nos animais domésticos, 0
pico de LH induz sinais de alta frequéncia de calcio nos odcitos, a sintese de ciclinas
e, possivelmente, de outras proteinas do ciclo celular. E proposto que a modificacéo
das ciclinas pelo sinal de calcio é requerida para a ativacdo completa do MPF na
presenca de quinases dependes de ciclina, resultando na quebra da vesicula
germinativa (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

Maturagdo citoplasmética

A competéncia de desenvolvimento esta relacionada com a maturacao
citoplasmatica do odcito, e se refere & capacidade do odécito em ser fertilizado e
produzir um embrido saudavel, capaz de continuar o seu desenvolvimento,
culminando com o nascimento de um individuo. A maturacdo citoplasmatica é
adquirida ap6s 0 odcito se tornar meioticamente competente (SANCHEZ & SMITZ,
2012).

Esta fase inclui sucessivas transformacdes, como a migracdo das
mitocondrias para a posi¢ao perinuclear, acumulos de granulos corticais ao longo do
oolema e redistribuicdo de organelas; sendo todas necessdrias para a progressao
da maturacao e bloqueio da polispemia (HYTTEL et al., 1997; BLANCO et al., 2011,
VAN DEN HURK & ZHAO, 2012). A correta posicao das organelas é relevante, pois
oocitos bovinos de menor qualidade falham em transferir a mitocondria da periferia
para o centro do citoplasma (STOJKOVIC et al., 2001).

As mitocondrias, por fosforilagdo oxidativa do metabolismo dos carboidratos e
dos acidos graxos do citoplasma, sdo as responsaveis pela producdo de grande
parte da energia celular em forma de ATP. Uma grande concentracdo de
mitocondrias geralmente é encontrada nos od0citos, para suportar a taxa mais
elevada de sintese de moléculas dos processos fisiolégicos envolvidos com a
maturacdo e divisao celular (WILDING et al., 2001). O desenvolvimento anormal ou
bloqueio do desenvolvimento embrionario tem sido correlacionado a inabilidade das
mitocondrias de aumentarem e/ou acumularem ATP (STEUERWALD et al., 2000).

Os granulos corticais presentes no ooplasma séao vesiculas secretoras nao
renovaveis, uma vez que seu conteudo ndo € mais sintetizado apds a liberacao
desencadeada pela penetracdo do espermatozoide no ovocito. Sao constituidos por
proteases, glicosidases, enzimas e proteinas estruturais, que contribuem na
modificacdo da zona pellcida, oferecendo barreira fisica e bioquimica para o
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bloqueio da polispermia. Os granulos corticais podem ser identificados inicialmente
cCOmo pequenos grupos no citoplasma dos odcitos em estagio de vesicula
germinativa. Com o0 avanc¢o da maturacdo, sua migracdo ocorre para a periferia do
oocito (WESSEL et al., 2001).

A maturacao citoplasmatica também € importante para que o od6cito bloqueie
a polispermia, descondense o espermatozoide que conseguiu penetrar o od4cito e
para formacdo do pronucleo apés a fertilizacdo (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).
Neste processo também estdo envolvidas proteinas como o fator de crescimento do
prondcleo masculino (MPGF) e o promotor de crescimento da maturacdo (MPF).
Além disso, h4 o inicio da mucificacdo e expansdo das células que circundam o
oocito e da reducdo no numero de juncdes intercelulares entre as células da
granulosa e o odcito, o que interrompe o transporte iGnico entre as células do
cumulos e o oocito (HYTTEL et al., 1997).

As proteinas do citoesqueleto e distribuicdo das organelas sdo importantes
para a maturacdo oocitaria e podem afetar a competéncia do odécito (SUN &
SCHATTEN, 2006; BREVINI et al., 2007). As dindmicas do citoesqueleto também
estdo relacionadas com a competéncia de desenvolvimento do oocito (BREVINI et
al., 2007).

Maturacdo molecular

Para atingir a competéncia para o seu completo desenvolvimento, 0 odcito
precisa passar gradualmente por mudancgas que incluem um remodelamento fisico e
molecular (FAIR et al., 1996). A transi¢cao do controle genémico materno-embrionario
em bovinos ocorre tardiamente; quando o embrido apresenta quatro células (MEMILI
& FIRST, 2000). Portanto, o odcito € o principal responsavel por coordenar os acidos
ribonucleicos mensageiros (MRNAS) e as proteinas que foram acumuladas durante
a sua fase de crescimento (FAIR et al., 2007; HAMATANI, et al.,, 2008). O perfil
transcricional de odcitos bovinos maturados in vitro e in vivo tem demonstrado vias
distintas e variagcbes no numero de genes, o que pode alterar o desenvolvimento
embrionario apos a fertilizacdo (KATZ-JAFFE et al., 2009; MAMO et al., 2011).

A analise do transcriptoma oocitario durante a maturacdo usando técnicas de
analise de mRNA globais fornece um recurso que pode ser ampliado e explorado
continuamente por novos programas e técnicas de sequenciamento para identificar
genes envolvidos com o processo de maturacdo nuclear e citoplasmatica, e dos
locais de controle especificos que regulam a aquisicdo da completa competéncia
oocitaria (ASSOU et al., 2006).

MAMO et al. (2011) estabeleceram as mudancas globais do perfil
transcriptbmico que ocorrem durante a maturacdo meidtica de odocitos bovinos
imaturos e apdés a maturacdo in vitro. Foi identificado um grande numero de
diferentes genes, dos quais aproximadamente 75% foram mais expressos em
oocitos imaturos, reforcando a ideia de que a maioria dos transcritos € acumulada
quando o0s o00citos se encontram no estadgio de vesicula germinativa. Estes
transcritos irdo coordenar o subsequente desenvolvimento oocitario até a ativagédo
do genoma embrionario.

Maturacgdo in vitro
Para entender a regulacdo local da maturacdo oocitaria e os fatores
endocrinos envolvidos neste processo, sistemas de cultivo in vitro sdo
frequentemente utilizados (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). A adicdo de
substancias promotoras de crescimento ao meio de maturagcdo e a tentativa de
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simular da forma mais fidedigna possivel as condic¢des intrafoliculares, tem sido os
dois principais alvos das pesquisas realizadas com o objetivo de aumentar a
eficiéncia do desenvolvimento de odcitos cultivados in vitro. Durante o cultivo in vitro,
0s nutrientes, a atmosfera, osmolaridade e o pH devem ser cuidadosamente
controlados, tentando mimetizar o maximo possivel o ambiente folicular in vivo
(GOTTARDI & MINGOTI, 2009).

O meio de cultivo mais utilizado para a maturacao de odcitos bovinos in vitro €
o meio de cultivo de tecidos 199 (TCM199), apesar de ndo ser um meio especifico
capaz de suprir as complexas necessidades dindmicas dos complexos cumulos-
odcito durante a MIV. Este fato tem levado varios pesquisadores a realizarem varias
investigacdes para melhorar este meio e, consequentemente, a qualidade dos
oocitos cultivados em sistemas in vitro (GORDON, 1994; GOTTARDI & MINGOTI,
2009).

O soro e a albumina sérica bovinas sdo as fontes de proteinas mais utilizadas
como suplemento aos meios de cultivo de bovinos (MINGOTI et al., 2002), porém
varios estudos demonstraram que ha desvantagens ao se utilizar fontes de origem
animal nos meios de producdo in vitro, uma vez que eles podem ser veiculos de
agentes infecciosos e toxicos para o embrido (GARDNER, 1994; THOMPSON et al.,
1995). Em virtude disso, varios estudos recomendam a utilizacdo de meios
guimicamente definidos, apesar de estes proporcionarem baixas taxas de
blastocistos viaveis (ALl & SIRARD, 2002; THOMAS et al., 2003; KORKONE et al.,
2008).

Uma melhora da expansao das células do cumulos é observada quando os
horménios LH e FSH s&o adicionados aos meios de maturacdao (YOUNIS &
BRACKETT, 1992). A producdo de substancias sinalizadoras pelas células
somaticas € estimulada pelo FSH. Estas substancias induzem a retomada da
meiose, estimulam a expansdo do cumulos e, por fim, facilitam a fertilizacdo
(GOTTARDI & MINGOTI, 2009).

A producdo de blastocistos é influenciada pelo pH das solugbes do fluido
celular, o qual é critico para a eficiéncia de varios eventos e reacdes bioquimicas
gue envolvem equilibrio acido-basico, podendo afetar a viabilidade celular. A
utilizacado de tampdes no meio de cultivo € necessaria para reduzir as variacdes do
pH no meio, que deve permanecer entre 7,3 e 7,5 durante a maturagdo dos odcitos
e cultivo dos embrides. A MIV é, geralmente, realizada em uma atmosfera de 5%
CO,, sendo utilizado meio tamponado com bicabornado de sddio para a manutencao
do pH em 7,4. Quando a maturacdo é realizada em ar atmosférico, 0 meio acido
etanosulfénico 4-2 hidroxietil piperazina-1(HEPES) mantém o pH do meio de
maneira mais eficiente em relacdo a utilizacdo Unica de bicarbonato, sendo o
sistema tampao organico mais utilizado para o cultivo de tecidos e células animais
(GOTARDI & MINGOTI, 2009). Em contrapartida, estudos mostraram que o HEPES
pode reduzir o pH intracelular ou causar alteragdo no desenvolvimento da
competéncia oocitaria, aléem de poder ser toxico e causar fragmentacdo celular
durante as primeiras divisdes embrionarias (IWASAKI et al., 1999; HASHIMOTO et
al., 2003; MORGIA et al., 2006).

A suplementacdo dos meios de maturagcdo com fatores de crescimento tem
sido indicada, como o fator de crescimento de diferenciacédo 9 (GDF-9), fatores de
crescimento semelhantes a insulina (IGFs), o Kit ligante (KL), fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF), as BMPs, dentre varios outros. Todos estes fatores
estdo ligados ao crescimento celular, desenvolvimento de mensageiros bioquimicos
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e aos receptores que se completam para a aquisicdo da competéncia oocitaria final,
visando a melhora da producéo in vitro de embrides (GOTTARDI & MINGOTI, 2009).

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo dos estagios iniciais do desenvolvimento oocitario e folicular in vivo
€ importante para um melhor entendimento das vias moleculares que regulam a
oogénese, a foliculogénese e a maturacdo oocitaria. Desta forma, os mecanismos
fisiologicos, bioquimicos e moleculares envolvidos na maturacdo poderdo contribuir
com o aumento na eficiéncia da producéo de embrides in vitro.

Apesar de a maturacdo oocitaria envolver inUmeros processos, dos quais
muitos ainda nado foram totalmente elucidados, sabe-se que varios fatores de
crescimento e a relagdo odcito-células do cumulos é crucial para a regulacdo da
maturacdo e retomada da meiose, conferindo ao olcito competéncia necessaria
para o seu correto desenvolvimento.

Devido a grande maioria dos foliculos ovarianos entrarem em atresia, levando
a perda de um grande numero de odcitos, torna-se necessario o melhor
entendimento dos processos que estéo relacionados a ativagao folicular e retomada
da meiose, para a obtencdo de um maior nimero de odcitos que serdo destinados a
producéo in vitro de embrides, visando ao aumento da producdo de animais de
producéo ou preservacéo daqueles em vias de extingao.
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