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Resumo

Para melhor compreender a importancia da qualidade da maturagdo do o6cito para o embrido, ¢é
necessario que sejam bem definidas as diversas formas de competéncia adquiridas pelo obcito durante o
processo de maturacdo. Basicamente ocorrem trés diferentes processos de maturacdo no odcito: eventos
nucleares, citoplasmaticos e moleculares. Os maiores problemas que impedem o avango ¢ a melhoria dos
sistemas de produgdo in vitro de embrides bovinos relacionam-se a relativa escassez de conhecimento em como
0 o6cito adquire a competéncia durante o processo de maturagdo. Nesta revisdo, serdo considerados: (i) a
maturagdo e a aquisicdo da competéncia em oocitos bovinos, com especial enfoque na maturacdo nuclear e
citoplasmatica e nas atividades que coordenam esses processos; (ii) os sistemas de cultivo in vitro de odcitos
bovinos, os suplementos utilizados no meio de maturacao e os cuidados durante esse processo.
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Abstract

To better understand the contribution of the oocyte maturation quality to the embryo, it is important to
define more precisely the different types of competence expressed by oocytes. Three different types of maturation
processes are observed in the oocyte: nuclear, cytoplasmic and molecular. The major problems that hinder the
advancement and improvement of in vitro production systems of bovine embryos are related to the relative lack
of knowledgement about acquirement of oocyte competence during maturation. This review will consider. (i)
maturation and acquisition of developmental competence in bovine oocytes, focused on nuclear and cytoplasmic
maturation, and on the activities that control such processes, (ii) in vitro culture systems, supplements of
maturation media, and the precautions during this process.
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Introducao

Apesar dos muitos esforgos para se melhorar a producéo in vitro (PIV) de embrides bovinos para fins
cientificos e/ou comerciais, a sua eficiéncia ainda ¢ relativamente baixa. Apenas 35-40% dos odcitos bovinos
maturados (MIV), fecundados (FIV) e cultivados in vitro (CIV) desenvolvem-se até o estadio de blastocisto
(Mayes e Sirard, 2001; Sirard et al., 2006) e, dentre estes, somente 30% chegam a termo ap6s transferéncia para
receptoras (Ward et al., 2002; Park et al., 2005). As baixas taxas sdo determinadas por: 1) fatores ambientais e
inerentes ao proprio sistema de PIV de embrides, que atuam sobre todas as suas etapas (maturagao, fecundagao e
cultivo); 2) remogdo do odcito do ambiente folicular, com consequente perda da interacdo morfologica,
hormonal e molecular entre odcito e células foliculares. A soma desses fatores determina o prejuizo na qualidade
e competéncia oocitaria, levando a baixa producao de blastocistos, quando comparada aquela obtida in vivo.

Outras evidéncias demonstram que o potencial de desenvolvimento do o6cito pode ser
significativamente influenciado pelas condig¢des fisioldgicas da doadora, tais como estidgio do ciclo estral,
estagio do desenvolvimento folicular, dentre outros (Lonergan e Fair, 2008). Embora muitos desses fatores ndo
sejam ainda conhecidos, deve-se considerar que o desenvolvimento do o6cito dentro do foliculo é controlado por
varios fatores enddcrinos e locais, como hormonios, fatores de crescimento e peptideos. Assim, as condigdes de
cultivo in vitro para maturagdo nuclear e citoplasmatica do oocito certamente t€ém um papel fundamental sobre a
aquisicdo da competéncia (chamada também de capacita¢do oocitaria), que ¢ essencial para o desenvolvimento
embrionario. Portanto, para o estabelecimento de um sistema de cultivo que possibilite a produ¢ao de um maior
numero de embrides de boa qualidade, ¢ necessaria a compreensao dos mecanismos envolvidos na maturacao de
odcitos.
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Maturacao de odcitos

O processo de maturagdo inclui todos os eventos que permitem ao odcito expressar seu potencial
maximo de desenvolvimento apds a fecundacdo. Neste sentido, ¢ uma das fases mais importantes da PIV de
embrides, pois ¢ nesse periodo que o odcito adquire capacidade para prosseguir nos proximos eventos (FIV e
CIV).

Durante a maturagdo, os 0dcitos passam por varias alteragcdes nucleares e citoplasmaticas. Os eventos
nucleares incluem: quebra da vesicula germinativa (GBVD), desaparecimento do nucléolo, condensacdo da
cromatina, extrusdo do primeiro corptsculo polar e forma¢do do segundo fuso meidtico (Meinecke et al., 2001).
Os eventos citoplasmaticos incluem: sintese de proteinas (Sirard et al., 1998), modificacdes moleculares
(Kubelka et al., 2000), redistribuicdo das organelas intracelulares (Stojkovic et al., 2001) e maturacdo dos
mecanismos de liberagdo do Ca*' (Wang et al., 2003). As transformagdes estruturais sdo acompanhadas por uma
série de atividades bioquimicas estabelecidas por uma complexa cascata de fosforilagdes e desfosforilagdes de
proteinas envolvidas no reinicio e na regulacdo da meiose (De Sousa et al., 2004; Dekel, 2005; Dumont et al.,
2005). Entre as proteinas que mais se destacam no periodo da maturagdo, estio as proteinas do complexo MPF (fator
promotor da maturagdo) e da familia MAPK (proteina cinase ativada por mitégenos). Dessa forma, varios fatores
atuam de maneira a tornar o o6cito imaturo habil a fecundagao e ao desenvolvimento de um embrido viavel.

Apesar de sua complexidade, a maturagdo oocitaria pode ser realizada in vitro apds a remoc¢ao do odcito
imaturo do foliculo e do cultivo em meio e ambiente adequados (Edwards, 1965). No procedimento in vitro, os
oocitos retornam a maturagdo meidtica quando sdo removidos do foliculo e cultivados em meio adequado
(Gordon, 1994). Por outro lado, in vivo, é durante a fase de desenvolvimento folicular que o odcito adquire a
competéncia para o posterior desenvolvimento (Lonergan et al., 2003). A maturacdo inadequada do odcito, seja
do nucleo ou do citoplasma, inviabiliza a fecundag@o e aumenta a ocorréncia de polispermia, partenogénese e
bloqueio do desenvolvimento embrionario (Xu e Bracket, 1988).

Maturacio nuclear

A maturacdo nuclear refere-se a progressdo da meiose a partir do estadio dictiato (diploteno da profase
da primeira meiose - profase I) ate a fase de metafase II (M II; Mingoti et al., 1995).

In vivo, obcitos adquirem a competéncia meidtica durante sua fase de crescimento, e isso ocorre
simultaneamente ao desenvolvimento folicular. (Os oo6citos sao mantidos no estadio de vesicula germinativa
(GV) no ambiente folicular até que ocorra o pico pré-ovulatorio de gonadotrofinas, o que estimula a maturagéo
do odcito e induz a alteragdes fisiologicas na atividade das células do cumulus (Fair, 2003; Rodriguez e Farin,
2004). Sob a influéncia dos horménios gonadotroficos, o odcito recomega o ciclo celular a partir da fase de
diploteno da profase I (estadio dictiato), passa pelos estadios de metafase I, anafase I, telofase I (término da
primeira divisao meidtica) e progride até¢ o estadio de metafase da segunda divisdo meidtica (Meinecke et al.,
2001). No intervalo que compreende os estadios de profase I a metafase 11, os/cromossomos se condensam e o
envelope nuclear é desfeito (GVBD), marcando o inicio da maturacao nuclear (Meinecke et al., 2001; Jones,
2004). Na sequéncia, os cromossomos homologos sao divididos em dois grupos, sendo que metade do numero
original de cromossomos permanece no oocito (célula haploide) e a outra metade € incorporada ao primeiro
corpusculo polar. Ao término da primeira divisdo meidtica, o citoplasma ¢ dividido assimetricamente (Can et al.,
2003), gerando duas células de tamanhos diferentes: uma pequena chamada de corpusculo polar e outra maior, o
oocito secundario (Fig. 1). Apos a maturag@o nuclear, o odcito permanece nesse estadio do ciclo celular (M 1I)
até a fecundag@o (Mayes ¢ Sirard, 2001).

Figura 1. Fotomicrografia das diversas fases da maturagdo nuclear de oocitos bovinos observados corados
com Hoechst 33342 e avaliados sob microscopio de epifluorescéncia. A) Oodcitos em VG: cromossomos
descondensados; B) Odcitos em metafase I: cromossomos altamente condensados. C) Odcitos em metafase II:
cromossomos condensados na placa metafasica e primeiro corpusculo polar (1° CP).

Fonte: Gottardi (2009).
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Os fatores da ativacdo dos oocitos maturos (natural — pela fecundagdo, ou artificial — por meio de
drogas) vao promover o término da segunda divisdo meiotica, que se caracteriza pela progressdo da M II até a
fase de telofase II e extrusdo do segundo corpusculo polar. Apods a ativagdo, o zigoto continua seu
desenvolvimento por divisdo mitdtica.

Maturacio citoplasmatica

As alteragdes metabdlicas que ocorrem durante a maturagdo citoplasmatica do odcito sdo processos
altamente complexos que envolvem varios eventos simultdneos, como sintese de proteinas (Sirard et al., 1998),
modificagdes moleculares (Kubelka et al., 2000) e migragdo e reorganizagdo de organelas no citoplasma
(Stojkovic et al., 2001).

Sintese de proteinas

In vivo, a maturagdo do citoplasma em odcitos ¢ adquirida apds uma série de processos preparatorios
que envolvem a transcri¢do e consequente traducdo de transcritos durante a profase meiodtica (Hyttel et al.,
1997). A maioria dos RNAm (4cido ribonucleico mensageiro) presentes no odcito ¢ sintetizada e acumulada
durante o periodo de crescimento odcitario (De Sousa et al., 1998). Isto ocorre porque a retomada da meiose
envolve a condensacdo dos cromossomos, o que resulta em um subito bloqueio da transcri¢io nuclear e em
profundas modificacoes no padrao de neossintese proteica (Wu et al., 1996; Lonergan et al., 1997). Assim, até
que a transcricdo do DNA do embrido se torne ativa (o que ocorre apds a transicdo materno-zigdtica), o
desenvolvimento do odcito, zigoto e embrido de menos de 16 células dependem do pool de RNAm e das
proteinas acumuladas para suportar todas as modificagdes bioquimicas, moleculares e estruturais do o6cito que
ocorrem durante a maturagdo (De La Fuente e Eppig, 2001; Gandolfi e Gandolfi, 2001; Lonergan et al., 2003).

Marcantes alteragdes na sintese e fosforilagdo de proteinas sdo observadas no odcito bovino (Motlik et
al., 1998) e tém papel de ordenar a sequéncia de eventos que culminam com a maturagdo odcitaria (Wu et al.,
1996; Khatir et al., 1998). Ao longo da progressdo da meiose durante a MIV de odcitos bovinos, observam-se
quatro fases de sintese proteica: proteinas necessarias para GVBD; para progressao até M I; para progressao até
M II; e, finalmente, para manuten¢ao em M II (Sirard et al., 1998). Como exemplo, uma proteina de 28 kDa
presente no odcito entre 0 e oito horas de cultivo parece estar envolvida na transicdo do estadgio de GVBD para
M 1. Apds quatro a 20 horas de cultivo, ha o aparecimento de uma proteina de 48 kDa, cuja sintese cai
novamente ap6s 20 horas de cultivo. Outra proteina de 67 kDa, cuja sintese aumenta por volta de 16 horas de
cultivo, parece influenciar a progressdo da meiose até a fase de M II.[Ao final da maturagao de odcitos bovinos,
ha ainda a diminui¢do de uma proteina de 45 kDa (Khatir et al., 1998), identificada como actina, que é um dos
maiores produtos sintetizados pelo oocito imaturo (Schroeter et al., 1995). A diminuicdo da sintese desta
proteina parece ser uma caracteristica essencial do processo normal de maturacdo (Le Gal et al., 1992).

Maturagdo molecular

Durante a maturagdo citoplasmatica, um aumento pronunciado na atividade das cinases inicia uma
complexa cascata de fosforilagdo e desfosforilagdo de proteina especifica. As cinases dependentes de ciclinas
(DCKs) sdo uma familia de serina/treonina cinases envolvidas na regulagdo do ciclo celular (CDK1, 2, 3,4, 6 ¢
7), na transcrigdo (CDK7, 8 e 9) ou na fungdo neuronal (CDKS; Schang, 2004; Mapelli et al., 2005). A atividade
da CDK ¢ dependente da interagdo com uma ciclina, cujos niveis sdo regulados sequencialmente para assegurar
que as fases do ciclo celular prossigam na ordem correta (Arris et al., 2000). Exemplos importantes de cinases
sdo o fator promotor de maturagdo (MPF) ¢ a familia da proteina cinase ativada por mitégenos (MAPK; Motlik
et al., 1998). Os odcitos em crescimento desenvolvem primeiramente a habilidade de ativar o MPF e,
posteriormente, de ativar a via MAPK. Somente os odcitos com o crescimento completo possuem competéncia
para ativar efetivamente as duas vias do ciclo celular.

Inibidor de maturacdo oocitaria

Complexos-cumulus-o6cito (COCs) removidos de foliculos antrais e cultivados in vitro retomam a
meiose espontaneamente, mesmo na completa auséncia de hormonios (Pincus e Enzmann, 1935), provavelmente
pela simples remocdo de algum fator inibitdrio presente no foliculo integro. Foi sugerido que um dos fatores que
impedem o oocito de sofrer maturagdo meidtica espontanea in vivo € o inibidor da maturagdo oocitaria (OMI),
um polipeptideo encontrado no fluido folicular de ovarios de uma variedade de mamiferos (Wassarman e
Albertini, 1994). Estudos sugerem que o OMI seja produzido pelas células foliculares, seja teca e/ou granulosa
(Sirard et al., 1998). Kotsuji et al. (1994) demonstraram que o fator inibidor da meiose em odcitos bovinos ¢
sintetizado pelas células da granulosa, mas que as células da teca contribuem na amplificagdo desse sinal.
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Monofosfato de Adenosina ciclica (AMPc)

O mecanismo que envolve o reinicio da meiose também esta associado a redug@o das concentragdes de
AMPc (Conti et al., 1998). O AMPc ¢ uma molécula sinalizadora intracelular que exerce um importante controle
na meiose em mamiferos, anfibios e em alguns invertebrados (Bilodeau-Goeseels, 2003). A reducao do AMPc
no interior do o6cito parece estar envolvida com a ruptura da vesicula germinativa, a0 menos in vitro. Assim, os
niveis elevados do AMPc dentro do odcito mantém o bloqueio meidtico, visto que a redu¢do do AMPc é um
sinal necessario para a maturago oocitaria (Conti et al., 1998; Eyers et al., 2005).

Fator Promotor de Maturagdo (MPF)

O MPF ¢ uma cinase envolvida na divisdo celular ¢ na regulag@o do ciclo de transi¢do da célula G2/M
de todas as células eucarioticas. E um dos principais reguladores das alteragdes que ocorrem durante a maturagéo
oocitaria, regulando a condensagdo dos cromossomos, o rompimento do envelope nuclear, a reorganizagdo dos
microtibulos e outras organelas citoplasmaticas (Kim et al., 2000; Kano et al., 2000; Krischek ¢ Meinecke,
2002; Lefebvre et al., 2002).

A ativacdo do MPF ¢ também um ponto chave da retomada da meiose em odcitos, que corresponde a
transi¢do da G2/M (Eppig et al., 1996). Essa ativagcdo ¢ um processo two-steps que envolve a formacdo de um
complexo entre a subunidade da cinase (p34Cdcz ou CDK1) e uma subunidade regulatéria (ciclina B). Uma vez
formado, esse complexo pode ser ativado pela desfosforilagdo da treonina 14 e de residuos da tirosina 15 da
subunidade p34. Assim, em bovinos, a atividade do MPF requer tanto a neossintese proteica como as cascatas de
fosforilagdo/desfosforilagdo. A estabilidade da atividade do MPF pode ser prevenida por drogas que agem nesses
dois niveis (Mermillod et al., 2000).

A variagdo da atividade do MPF pode ser detectada nos odcitos bovinos durante a maturagdo. Sua
atividade ¢ baixa no estadio de GV, passando a ser observada no inicio da GVBD. Alcanga um pico em M I,
declina sua atividade durante a transi¢do entre os estadios de M I e M II (Kubelka et al., 2000) e eleva-se
novamente para a entrada do odcito em M II. Sua inativagcdo nos odcitos em estddio de M II ¢ induzida pela
fecundagdo ou pela ativagdo paternogenética (Kikuchi et al., 2000; Kubelka et al., 2000; Abrieu et al., 2001;
Ledan et al., 2001).

O processo de desorganizacdo do heterodimero do complexo MPF independe da sua ativacdo catalitica,
que ¢ causada geralmente pela protedlise da ciclina B. Em odcitos fecundados de camundongos e de suinos, a
degradac@o da ciclina B foi claramente relacionada com a inativagdo do complexo MPF ( Kikuchi et al., 1999).

Proteina Cinase Ativada por Mitogenos (MAPKs)

Outro grupo de proteinas que estdo envolvidas na progressdo da meiose sdo as MAPKSs, pertencentes a
familia das serina/treonina cinases (Kubelka et al., 2000). Essas proteinas sdo ativadas por sinais extracelulares
e, por esta razdo, a MAPK também ¢ chamada de ERK (cinase regulada por sinal extracelular — suas variantes,
ERK1/2 — p44/p42 kDa; Nebreda e Ferby, 2000; Krischek e Meinecke, 2002). A ampla faixa de atuagdo das
MAPKs ¢ mediada por fatores de crescimento e por soro, com uma ativagdo menor pelo estresse, pelo efeito
osmotico e pela desorganizacdo dos microtubulos. Assim, também esta relacionada a fosforilagdo de diversos
substratos, incluindo fosfolipases, fatores de transcrigdo e proteinas do citoesqueleto. As MAPKs também
catalisam a fosforilacdo e a ativagdo de diversas proteinas cinases, denominadas de proteinas cinases ativadas
pelas MAPKs, que representam um adicional enzimatico de varios espectros em diferentes células (Roux e
Blenis, 2004).

A via MAPK ¢ ativada universalmente durante a maturacdo meidtica em oocitos de vertebrados. A
ativagdo da MAPK em odcitos bovinos ocorre apds oito horas de cultivo in vifro e apresenta um aumento
gradual até 12—14 horas, mantendo-se estavel até o final da maturagdo (Kubelka et al., 2000). As duas principais
isoformas (ERK1/2) da MAPK sdo ativadas com a proximidade do rompimento da VG em odcitos bovinos
(Kubelka et al., 2000). Isso sugere que a MAPK ndo ¢ requerida para o reinicio da meiose, mas ¢ essencial em
eventos pos-rompimento da VG (Kano et al., 2000; Lefebvre et al., 2002). Porém, a injecdo de MAPK ativa em
odcitos de suino ou de bovino induz ao rompimento da VG, indicando que essa proteina promove o reinicio da
meiose em condi¢des especiais (Inoue et al., 1998).

Ha evidéncias de que as proteinas da familia MAPK (proteina cinase ativada por mitdgenos) e a PKC
(proteina cinase C) sdo responsaveis pela estabilidade dos microtibulos, mantendo o fuso meiodtico estavel em
odcitos de ratos (Horne e Guadagno, 2003; Tong et al., 2003).

Trifosfato de Adenosina (ATP)

Sabe-se que o ATP ¢é necessario para viabilizar varias fungdes celulares incluindo motilidade,
manutenc¢do da homeostasia e regulacdo da sobrevivéncia celular. A fungdo do ATP na aquisi¢do da competéncia
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meiotica do odcito foi analisada em muitas espécies, como, por exemplo, bovinos (Stojkovic et al., 2001) e
camundongos (Van Blerkom et al., 1995)./Stojkovic et al. (2001) demonstraram que o nivel de ATP apos MIV ¢
maior em o6citos de melhor classificagao morfologica do que naqueles pobremente classificados.

Trabalhos anteriores descrevem um significativo aumento progressivo do nivel de ATP em odcitos do
comego (estagio de GV) até o final (M II) da MIV (Stojkovic et al., 2001; Brevini et al., 2007). Outros trabalhos
associam a maior taxa de produg@o de embrides com grandes concentragcdes de ATP (Stojkovic et al., 2001; Van
Blerkom et al., 1995), indicando que o nivel de ATP ¢ responsavel pela capacidade de desenvolvimento
embrionario apos a FIV.

No entanto, o valor exato da concentra¢do de ATP no odcito foi caracterizado apenas em humanos, nos
quais foi encontrada a necessidade de uma concentragdo maior que 2 pmol ATP/odcito para suportar um bom
desenvolvimento embrionario até a implantagdo (Van Blerkom et al., 1995).

Migragdo e redistribui¢do de organelas no citoplasma

A migragdo e a reorganizacdo de organelas durante a maturacdo citoplasmatica sdo coordenadas por
uma rede de microtibulos. Organelas citoplasmaticas como as mitocondrias e os granulos corticais exercem
importantes fun¢des durante a maturagdo e a fecundacdo do odcito. Devido a isso, durante a maturacdo, essas
organelas migram e posicionam-se no citoplasma em locais mais apropriados para iniciar suas atividades
especificas.

Microtubulos

Microtiibulos sdo filamentos altamente dindmicos, ja que, constantemente, ocorre a adigdo
(polimerizagdo) ou a remogdo (despolimerizacdo) de novas unidades de tubulina o ¢ . Os microtibulos estdo
envolvidos na manutengdo da forma celular e na movimentagdo de moléculas e organelas celulares. Durante a
maturacdo de oodcitos de mamiferos, os centrossomos sdo responsaveis pela regulacdo coordenada da intensa
reorganizagdo dos microtubulos durante os eventos nucleares e citoplasmaticos (Kim et al., 2000; Can et al.,
2003; Sun et al., 2004).

Duas populagdes de microtubulos foram identificadas em ratos: uma estd ligada ao rearranjo e a
conformagdo do DNA e outra esta restrita ao citoplasma. Durante a MIV de odcitos bovinos, ¢ formada uma rede
de microtibulos somente proxima ao DNA condensado a qual ndo ¢ detectada no citoplasma (Kim et al., 2000).
Ja em odcitos suinos, uma rede de microtibulos aparece no citoplasma entre 24-28 horas de MIV, mas, no final
da maturagdo, ndo ¢ mais visualizada.

A translocagdo de organelas, proteinas e RNAm para areas especificas dentro do citoplasma requer a
presenca da rede de microtibulos, mas também de proteinas motoras, como as cinesinas (Cohen, 2002), que
transportam moléculas através da célula por movimento ao longo dos microtibulos, acompanhando os
microtibulos durante a maturag@o de odcitos suinos ( Brevini et al., 2007).

A rede de microtiibulos e as proteinas cinesinas ndo foram verificadas durante a maturagao de odcitos
suinos com baixa competéncia de desenvolvimento. Assim, pode-se suspeitar que essa auséncia leve a uma
maturagdo citoplasmatica incompleta e reflita em uma alteragdo da compartimentalizacdo do ooplasma e na
distribui¢do de organelas como as mitocondrias e os granulos corticais. Portanto, a rede de microtubulos deve
estar relacionada a habilidade do odcito em suportar o desenvolvimento do embrido.

Redistribui¢do de mitocondrias e potencial de membrana mitocondrial

As mitocOndrias constituem a central bioenergética da célula, cuja fun¢do define a competéncia
funcional dos o6citos. Sao organelas especializadas que ocupam uma por¢do substancial do volume
citoplasmatico das células de origem materna. As mitocondrias sdo responsaveis pela producdo da maior parte da
energia celular em forma de ATP por fosforilagdo oxidativa por meio do metabolismo dos carboidratos e dos
acidos graxos contidos no citoplasma (Wilding et al., 2001; Cummins, 2004). Nos oocitos em geral, hd uma
grande concentracdo de mitocondrias para suportar uma taxa mais elevada de sintese de moléculas dos processos
fisiologicos envolvidos no desenvolvimento. A eficiéncia da matriz mitocondrial na conversdo do piruvato em
ATP ¢ requerida para o processo de maturacdo e divisdo celular (Wilding et al., 2001). A inabilidade das
mitocondrias de aumentarem e/ou acumularem ATP tem sido ligada ao desenvolvimento anormal ou ao bloqueio
do desenvolvimento embrionario (Steuerwald et al., 2000).

Durante a mitose, as mitocondrias sdo distribuidas aleatoriamente entre as células-filhas. No decorrer da
oogénese, ha um aumento substancial no nimero de mitocondrias (6.000 para 193.000 mitocondrias no o6cito
em humanos), com uma variagdo expressiva entre oocitos do mesmo estadio de desenvolvimento (Reynier et al.,
2001; Cummins, 2004). Porém, se os blastomeros embrionarios ndo receberem uma populagdo suficiente de
mitocondrias para produgdo de ATP, podem tornar-se disfuncionais e fragmentados (Cummins, 2004). Ha uma
correlagdo similar entre o potencial para o desenvolvimento, o indice de ATP e a fun¢do mitocondrial tanto nos
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odcitos quanto nos embrides bovinos (Stojkovic et al., 2001).

O metabolismo das mitocondrias tem sido caracterizado por distintos padrdes de distribuicdo dessa
organela, bem como pelo potencial de suas membranas em diferentes estagios da maturagdo oocitaria e no
desenvolvimento embrionario. No entanto, padrdes ainda sfo incertos no desenvolvimento oocitario e
embrionario de varias espécies (Cummins et al., 2004; Tarazona et al., 2006).

Virios estudos tém usado corantes fluorescentes como JC-1 para determinar a correlagdo existente entre
um bom desenvolvimento oocitdrio e embrionario e a atividade metaboélica da mitocondria (Wilding et al., 2001;
Van Blerkom et al., 2002). A atividade mitocondrial ¢ analisada pelo potencial de suas membranas. Estudos
recentes mostram que a atividade mitocondrial pode estar relacionada a competéncia do o6cito (Van Blerkom et
al., 2002; Tarazona et al., 2006), uma vez que o potencial de membrana mitocondrial em odcitos imaturos ¢
menor do que o observado em odcitos maturos (Fig. 2).

A distribuicdo das mitocondrias durante a maturag@o estd bem caracterizada em oocitos de mamiferos.
Em estaddio de GV, as mitocondrias sdo encontradas predominantemente na periferia do citoplasma e com
pequenos grupos dispersos mais ao centro do ovocito (Hyttel et al., 1997; Sun et al., 2001; Adona et al., 2008).
Em odcitos em estadio de M 11, as mitocondrias ocupam posi¢do mais centralizada no citoplasma (Hyttel et al.,
1997; Sun et al., 2001; Adona et al., 2008; Fig. 2).

Figura 2. Fotomicrografia da distribuicdo e potencial das
mitocondrias de odcitos bovinos observados sob microscopio de
epifluorescéncia (aumento 200x). I) Mitocondrias sem potencial de
membrana, presentes no citoplasma do oocito; II) Mitocondrias com
potencial de membrana, presentes no citoplasma do odcito; A)
Oocito imaturo com distribuicdo predominantemente periférica das
mitocondrias; B) Obcitos maturo com distribuicdo geral das
mitocondrias.

Fonte: Gottardi (2009).

Redistribui¢do dos granulos corticais

Os granulos corticais (GC) presentes no citoplasma do odcito sdo vesiculas secretoras ndo renovaveis,
pois seu conteudo ndo ¢ mais sintetizado apos a liberagdo promovida pela penetragdo do espermatozoide.
Produzidos a partir do complexo de Golgi, estdo presentes apenas nos gametas femininos de todos os mamiferos,
na maioria dos vertebrados e em muitos invertebrados (Wessel et al., 2001). Seu contetdo ¢ constituido de uma
populagdo de moléculas que inclui proteases, glicosidases, enzimas e proteinas estruturais, as quais contribuem
na modificagdo da matriz extracelular (zona pelucida) existente nos odcitos a fim de oferecer uma barreira fisica
e bioquimica para o bloqueio da polispermia (Wessel et al., 2001).

Os GC sd@o formados nos odcitos em crescimento, mas sua redistribuigdo ocorre no periodo da
maturacdo (Hyttel et al., 1997). Inicialmente, os GC podem ser identificados em pequenos grupos (clusters) pelo
citoplasma dos odcitos em estadio de GV. Sua migracdo para a periferia do odcito ocorre durante o avango da
maturagdo. Quando o odcito atinge o estadio de M 11, os GC estdo distribuidos no cortex, proximos a membrana
plasmatica (Fig. 3; Wessel et al., 2001; Velilla et al., 2004; Adona et al., 2008).

Uma cascata de sinais desenvolvidos durante a maturagdo ¢ responsavel pela exocitose dos granulos
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corticais, denominada reag@o cortical (Sun, 2003). Estudos tém sugerido que a exocitose do GC esta ligada a
proteinas dependentes de calcio (Abbott e Ducibella, 2001) e a transi¢do de calcio do meio extracelular para o
meio intracelular, que ocorre com a fusdo espermatozoide-oocito (Wang et al., 2003). Entre as proteinas que
atuam como receptores e segundo-mensageiros nessa cascata, destacam-se o inositol 1,4,5 triphosphate (IP3), a
proteina kinase C (PKC), o diacilglicerol (DAG) e a proteina G (Wu et al., 1996). Outros fatores, como a
calmodulina dependente de kinase II (CaMKII) e o nimero de reticulo endoplasmatico cortical, os quais sdo
cogitados como estoques de calcio em 006cito maturo, também estdo diretamente envolvidos (Abbott e
Ducibella, 2001).

Figura 3. Fotomicrografia da distribuicdo dos
granulos corticais (GCs) de odbcitos bovinos
observados sob microscopio de epifluorescéncia
(aumento 200x). A) Oocito imaturo com distribuicdo
geral em cluster dos GCs; B) Oocito maturo com
distribuigdo periférica dos GCs.

Fonte: Gottardi (2009).

Aumento da eficiéncia no cultivo de maturacao in vitro de o6citos bovinos
Atualmente, as pesquisas realizadas com o objetivo de se aumentar a eficiéncia do desenvolvimento de
odcitos cultivados in vitro tém recebido dois principais enfoques: a adi¢do de substincias promotoras de
crescimento ao meio de maturagdo; e a tentativa de simula¢do das condi¢des intrafoliculares, mantendo-se os
oocitos em bloqueio meidtico com inibidores de maturagdo nuclear, numa tentativa de proporcionar mais tempo
para aquisic¢do da capacitagdo do obcito.

Meios e suplementos para cultivo de maturacio in vitro

Nutrientes, atmosfera, osmolaridade e pH sdo fatores que devem ser bem controlados durante o cultivo
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in vitro, tentando sempre seguir as caracteristicas mais proximas possiveis do ambiente folicular in vivo.

O meio mais utilizado na MIV de odcitos bovinos € o tissue culture medium 199 (TCM-199), existindo
poucos relatos que sugerem que outro meio possa ser mais apropriado (Gordon, 1994). Esse meio é constituido
por uma formula complexa, originalmente designada para as necessidades metabdlicas de célula somaticas,
particularmente de linhagens celulares. Desta forma, esse meio ndo ¢ especifico para suprir as necessidades
complexas e dindmicas de COCs durante o cultivo de maturagdo. Esta ¢ uma das principais deficiéncias na
tecnologia da MIV de odcitos, o que leva muitos pesquisadores a realizarem extensas investigagdes na
formulagdo de meios especificos para tal finalidade, bem como a inclusdo de aditivos e suplementos para
melhoria do meio e, consequentemente, da qualidade dos o6citos cultivados em sistemas in vitro.

As fontes proteicas mais comumente utilizadas como suplemento do meio de cultura para PIV bovinos
sdo o soro e a albumina sérica bovina (Mingoti et al., 2002). No entanto, varios estudos demonstraram a
desvantagem da utilizacdo de fontes de origem animal nos meios de PIV, pois esses podem ser veiculos para
agentes infecciosos e toxicos para o embrido (Gardner, 1994; Thompson et al., 1995). Ainda entre outras
desvantagens, observa-se que geralmente embrides cultivados com soro ou BSA acumulam lipideos, o que
aumenta a sensibilidade a criopreservagao (Abe et al., 2002; Gomez et al., 2008). Devido a esses fatores, muitos
estudos indicam a utilizagdo de meios quimicamente definidos, os quais ndo tém as desvantagens do soro, mas
infelizmente produzem baixas taxas de blastocistos viaveis (McCaffery et al., 2000; Thomas et al., 2001; Ali e
Sirard, 2002; Itoh et al., 2002; Thomas et al., 2003; Korkone et al., 2008).

Os horménios LH e FSH adicionados no meio de maturagdo promovem uma melhora na expansdo das
células do cumulus oophorus (Younis e Brackett, 1992). O FSH estimula a produgdo de substincias
sinalizadoras pelas células somaticas, que induzem a retomada da meiose, estimulam a expansdo do cumulus e,
portanto, facilitam a fertilizagao.

O pH das solugdes ¢ do fluido celular é critico para a eficiéncia de muitos eventos ¢ reacdes
bioquimicas que envolvem o equilibrio acido-basico e, devido a isto, influencia a produgdo de blastocistos. O
uso de sistemas tampdes em meio de cultivo é necessario para minimizar possiveis variagdes do pH do meio, que
deve permanecer entre 7,3 ¢ 7,5 durante a maturagdo de odcitos ¢ o cultivo embrionario. Variagoes de pH no
meio de cultivo, dependendo da amplitude, podem resultar em diminui¢@o dos indices de fecundacao e producao
de blastocistos, ja que a viabilidade celular ¢ afetada. O sistema tampao empregado na MIV ira depender de o
meio ser exposto ao ar atmosférico ou a uma atmosfera controlada. Geralmente a maturacgao in vitro ¢ realizada
em 5% CO, em ar atmosférico, utilizando-se meio tamponado com bicarbonato de sddio para manutengio do pH
em 7,4 sob essas condi¢des. Por outro lado, quando o6citos ou embrides sdo manipulados em ar atmosférico, a
utilizacdo do HEPES N-(2-hydroxyethyl)-piperazine-N’-(2-ethanesulphonic acid) mantém o pH de maneira
eficiente e mais constante do que a utilizagdo unica de bicarbonato. O HEPES foi desenvolvido por Good et al.
(1966). Trata-se de um tampdo organico para pesquisas biologicas. Por ter maxima solubilidade em agua,
apresentar dificuldade para passar para a membrana celular, ndo formar complexos com substancias bioldgicas,
possuir baixa toxidade, ser estavel ¢ ndo agir como inibidor em reagdes bioquimicas, ¢ o sistema tampao
orgénico mais utilizado para o cultivo de tecidos e células animais.

Quando utilizado por curto periodo de tempo, o HEPES pode ser vantajoso, especialmente quando se
trabalha com o6citos e embrides expostos ao ar atmosférico. Seu uso ¢ particularmente vantajoso em algumas
situagdes, como, por exemplo, na exploragdo comercial da PIV onde os odcitos sdo obtidos por puncdo folicular
guiada por ultrassom em animais vivos (OPU). Nesse procedimento, muitas vezes os odcitos sdo aspirados em
locais distantes dos laboratorios de PIV e, nesses casos, o transporte dos oocitos € realizado em incubadora
portatil em atmosfera ambiente (sem controle de CO,) a 38,5°C. Por outro lado, estudos recentes mostram que o
HEPES pode diminuir o pH intracelular ou levar a uma diferenga de incorporagdo de substratos carbono no RNA
e/ou DNA e, assim, pode causar uma alteragdo no desenvolvimento da competéncia dos odcitos preservados
(Hashimoto et al., 2003). Sabe-se ainda que o HEPES pode ser toxico ¢ causar fragmentacdo de células nas
primeiras divisdes do embrido, por isso muitos meios livres de HEPES sdo usados para manipulagdo de odcitos e
embrides em ar atmosférico, preferindo-se o uso de bicarbonato ( Iwasaki et al., 1999; Morgia et al., 20006).

Por fim, varios estudos tém indicado a suplementagdo do meio de MIV com fatores de crescimento
recentemente estudados, como fator de crescimento de diferenciagdo 9 (GDF-9), fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGFs), Kit ligando (KL), fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF), proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPs), dentre outros. Cada um desses fatores estd ligado ao crescimento celular, ao
desenvolvimento de mensageiros bioquimicos e aos receptores que se completam para a aquisicdo da
competéncia final do odcito e, finalmente, para a melhora da PIV de embrides.

Inibidores da maturacio in vitro de odcitos
In vivo, odcitos passam por varias modifica¢des moleculares e estruturais (capacitacdo) antes de
completar a maturagdo. In vitro, a retomada da meiose ocorre repentina e espontaneamente, independente da

competéncia adquirida. Assim, alguns odcitos reassumem a meiose sem adquirir plena capacitagdo (Adona e
Leal, 2006; Gilchrist e Thompson, 2007).
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A maturagdo nuclear espontinea que ocorre em oocitos cultivados in vitro pode ser prevenida tentando-
se manter o o6cito em meiose estacionaria. Dessa maneira, pode-se permitir que o desenvolvimento do ooplasma
(maturacdo citoplasmatica) ¢ a aquisicdo da capacitacdo ocorram de maneira mais semelhante aquela observada
in vivo (Gilchrist e Thompson, 2007). Além disso, o bloqueio da meiose € uma importante ferramenta para que
se possam estudar os possiveis fatores envolvidos na indugdo da “capacitagdo” ap6s a remocgao dos odcitos do
ambiente folicular, j4 que a maturagdo nuclear do odcito ndo ¢ suficiente para resultar no subsequente
desenvolvimento embrionario. Todavia, convém ressaltar que, nesse tipo de estudo, ¢ importante verificar ndo s
a efetividade das substancias em inibir o reinicio da meiose, mas também sua eficiéncia na reversibilidade e na
auséncia de efeitos negativos sobre o desenvolvimento embrionario.

O bloqueio da meiose pode ser obtido com o uso de estabilizagdo farmacoldgica ou com inibidores
fisiologicos (células da teca; Kubelka et al., 2000; Mermillod et al., 2000). Os diferentes tipos de inibidores
farmacoloégicos atuam de modos distintos: podem manter altas concentragdes de AMPc no interior do odcito,
como a 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX; Bilodeau-Goeseels, 2003); podem inibir a sintese proteica de
maneira nio especifica, como a cicloheximidine (Meinecke et al., 2001); podem inibir proteinas cinases, como a
dimethylaminopurine (6-DMAP; Anderiesz et al., 2000; Dode ¢ Adona, 2001); e, ainda, podem inibir
especificamente a fosforilagao de proteinas CDKs, como a roscovitina e a butirolactona I (Adona e Leal, 2004;
Barreto et al., 2007).

Dentre todas as drogas que podem ser utilizadas para o bloqueio da meiose, a butirolactona I
demonstrou ser a mais segura e eficiente. Butirolactona I ¢ um inibidor natural isolado do fungo Aspergillus
terreus, que exibe atividade antiproliferativa, inibindo seletivamente em mamiferos as cinases CDK2 e CDKI1,
que executam um importante papel na progressdo do ciclo celular nas fases G1/S e G2/M, respectivamente
(Schimmel et al., 1998; Schang, 2004). Entretanto, tem pouco efeito nas proteinas cinases ativadas por
mitégenos, proteina cinase C, cinases dependentes de AMPc, caseina cinase I e II e no receptor tirosina cinase
do fator de crescimento epidermal (Schimmel et al., 1998; Sax et al., 2002; Brafia et al., 2004). Recentemente,
Kubelka et al. (2000) demonstraram que a butirolactona I na concentragdo de 100 pM pode manter a meiose
estacionada em bovinos por 24 a 28 horas. Todavia, recentes estudos demonstraram que odcitos bovinos podem
ter a meiose bloqueada de forma eficaz e reversivel utilizando-se baixas concentragdes de butirolactona I (10
uM), desde que seja utilizada em meio sem macromoléculas (Adona e Leal, 2006).

Consideracdes finais e perspectivas futuras

A maturag¢do do odcito envolve muitos mecanismos complexos, muitos dos quais ndo estdo totalmente
compreendidos. Devido a esse fato, a maturagdo in vitro ainda ndo € totalmente eficiente a ponto de proporcionar
um grande numero de odcitos competentes que suportem o desenvolvimento de um embrido viavel. Assim,
torna-se necessario focar a ateng@o nos diversos fatores de crescimento que sdo secretados pelo o6cito, cujas
fun¢des sdo de controlar aspectos fundamentais das atividades das células do cumulus, e vice-versa. A intera¢do
e a regulagdo reciproca entre oocito e cé€lulas foliculares sdo responsaveis pela criagdo de um microambiente
unico, capaz de oferecer todas as condi¢des para a aquisi¢do da competéncia e capacitagdo do odcito. O avango
desses estudos podera elucidar os mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares envolvidos no processo
de maturagdo, os quais poderdo contribuir para tornar o sistema de produgdo in vitro de embrides mais eficiente.
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