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RESUMO 

 

SARAIVA, H. F. R. A. Estudo sobre os efeitos de diferentes sistemas de maturação in vitro 

na progressão meiótica, expressão gênica e comunicação em complexos cumulus-oócitos 

bovinos. 2023. 122 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, 

Universidade de São Paulo, Pirassununga, 2023. 

 

A maturação in vitro (MIV) é a etapa mais delicada no sistema de produção in vitro de embriões 

(PIVE), pois ainda existem grandes limitações em mimetizar in vitro condições que sejam 

similares às que são encontradas dentro do folículo. Fisiologicamente, a comunicação entre 

células foliculares e gameta é essencial para que se propague os sinais hormonais que culminam 

com a maturação e aquisição da competência oocitária ao desenvolvimento. Entretanto, essa 

comunicação é obstruída precocemente quando se retira o complexo cumulus-oócito do ambiente 

folicular para submetê-lo ao sistema in vitro. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de 

diferentes sistemas de MIV sobre a progressão meiótica, a comunicação entre cumulus e oócito 

e a modulação da expressão gênica, parâmetros que conferem qualidade ao gameta. Para isso, 

foram realizados dois estudos. No Estudo 1, intitulado “Os sistemas de pré-maturação com CNP 

e de maturação in vitro modificada modulam a progressão meiótica e a comunicação entre 

cumulus e oócito em bovinos”, foram analisados oócitos e células do cumulus imaturos versus 

pré-maturados com o precursor do peptídeo natriurético tipo C (CNP) e hormônios esteróides, e 

durante a MIV em meio de maturação convencional, ou em meio modificado com suplementação 

de ampirregulina (AREG), IGF1, estradiol e progesterona, precedidos ou não pela pré-maturação. 

Nesse estudo foram avaliados a eficiência de manutenção do bloqueio meiótico pelo CNP, os 

efeitos dos diferentes sistemas de MIV sobre: a manutenção das comunicações entre oócito e 

cumulus, avaliada através da densidade de projeções transzonais íntegras (TZPs); a expansão 

das células do cumulus durante a MIV; as taxas de maturação; e expressão de genes 

relacionados a esses mecanismos. A adição da etapa de pré-MIV com CNP promoveu uma 

alteração na cinética de maturação, resultando em menor taxa de MII às 19h de MIV, porém com 

cerca de 24% dos oócitos atingindo o estágio de MII às 9h de MIV. A pré-MIV foi eficiente para 

manter cerca de 80% dos oócitos em bloqueio meiótico, porém promoveu uma redistribuição da 

frequência dos estágios de GV na população pré-maturada em comparação com oócitos 

imaturos, com uma diminuição na frequência de oócitos em GV2 e aumento de GV1 e GV3, além 

de apresentar cerca de 20% de GVBD ao final das 9h do protocolo. Dessa população pré-

maturada enriquecida por GV1, cerca de 15% manteve atividade transcricional durante as últimas 



 
 

4h de protocolo. Além disso, a pré-MIV promoveu uma diminuição na densidade de TZPs íntegras 

comparado com o grupo imaturo, e em pré-maturados GV3 comparados com pré-maturados 

GV1. Às 9h de MIV, o meio modificado promoveu menores densidades de TZPs em comparação 

com os grupos controles imaturo e da MIV. Pré-MIV e MIV modificada aumentaram os níveis de 

expressão de ERK2 e PRKACA em células do cumulus, comparados com os grupos controle. As 

taxas de expansão do cumulus e os níveis de expressão de HAS2 e TNFAIP6 foram menores, e 

os níveis de PTX3 maiores nos grupos maturados em MIV modificada, comparados com a MIV 

controle. Os resultados deste estudo mostraram que a eficiência dos protocolos propostos é 

influenciada pelo estágio de desenvolvimento do oócito que é submetido ao respectivo sistema, 

e que diferenças sutis nesse parâmetro podem determinar respostas distintas in vitro. No Estudo 

2, intitulado “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in vitro modificada 

modulam a expressão de genes associados aos mecanismos de tradução e degradação de 

RNAm no COC bovino”, o experimento inicial consistiu em avaliar, em oócitos imaturos, 

maturados in vivo e maturados in vitro, os níveis de expressão de quatro genes, sendo dois 

ligados ao processo de tradução (CPEB1 e CPEB4), e dois associados à degradação de RNAm 

(CNOT7 e ZFP36L2). A expressão de ZFP36L2 foi diminuída pelo sistema de MIV. A partir desse 

resultado, foram selecionados genes associados às maquinarias de tradução e degradação de 

RNAm para serem analisados, por RT-qPCR, em células do cumulus e oócitos dos mesmos 

grupos experimentais do Estudo 1. Os resultados desse estudo mostraram que tanto a pré-MIV 

quanto a MIV modificada induziram aumentos na expressão de diversos genes dessas vias em 

células do cumulus. Nos oócitos, os efeitos desses sistemas na expressão gênica foram sutis, e 

ao contrário da hipótese inicial, a MIV modificada induziu quedas nos níveis de ZFP36L2, tanto 

em RNAm quanto em proteína, porém com pouco impacto sobre os níveis de seus transcritos-

alvo. Esses resultados mostraram que embora o oócito seja menos susceptível aos efeitos do 

sistema de MIV sobre a modulação de transcritos maternos, as células do cumulus podem ser 

afetadas e moduladas com o intuito de incrementar a competência do gameta. Conjuntamente, 

esse trabalho ajuda a elucidar de forma mais detalhada como características intrínsecas do COC 

podem afetar os resultados dos sistemas de MIV. 

 

Palavras-chave: complexo cumulus-oócito, projeções transzonais, pré-maturação, maturação in 

vitro, vesícula germinativa. 

  



 
 

ABSTRACT 

 

SARAIVA, H. F. R. A. Study of the effect of different in vitro maturation systems on meiotic 

progression, gene expression, and communication in bovine cumulus-oocyte complexes. 

2023. 122 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade 

de São Paulo, Pirassununga, 2023 

 

In vitro maturation (IVM) is the most fragile stage in in vitro embryo production (IVP), since there 

are still significant limitations in mimicking in vivo conditions on in vitro environment. 

Physiologically, the intrafollicular communication is essential to propagate the hormonal signaling 

that results in oocyte maturation and acquisition of developmental competence. However, this 

communication is prematurely disrupted when cumulus-oocyte complexes are removed from the 

follicle for in vitro processing. The aim of this study was to evaluate the effect of different in vitro 

maturation systems on meiotic progression, cumulus-oocyte communication, and gene 

expression modulations, parameters associated to oocyte quality. For this, two studies were 

conducted. In Study 1, entitled “Prematuration with CNP and modified in vitro maturation systems 

modulate meiotic progression and cumulus-oocyte communication in cattle”, immature oocytes 

and cumulus cells were analyzed in comparison to COCs pre-matured with natriuretic peptide type 

C precursor (CNP) and steroid hormones, and during IVM in conventional maturation medium, or 

in modified medium with supplementation of ampyregulin (AREG), IGF1, estradiol and 

progesterone, preceded or not by pre-IVM. In this study, the efficiency of maintaining meiotic block 

by CNP, the effects of the different IVM systems on the maintenance of communication between 

oocyte and cumulus, evaluated through the density of intact transzonal projections (TZPs), the 

expansion of cumulus cells during IVM, maturation rates and expression of genes related to these 

mechanisms were evaluated between groups. The addition of the pre-IMV step with CNP 

promoted a change in the maturation kinetics, resulting in a lower rate of MII at 19h IVM, but 

promoting around 24% of oocytes reaching MII stage at 9h IVM. Pre-IMV was efficient in 

maintaining around 80% of oocytes in meiotic block, however it promoted a redistribution of the 

frequency of GV stages in the pre-matured population compared to immature oocytes, with a 

decrease in the frequency of oocytes in GV2 and an increase of GV1 and GV3, in addition to 

showing around 20% of GVBD at the end of 9h of the protocol. From this enriched GV1 pre-

matured population, approximately 15% maintained transcriptional activity during the last 4h of 

pre-IVM culture. Furthermore, pre-IMV promoted a decrease in intact TZP density compared with 



 
 

immature COCs, and also in pre-matured GV3 COCs compared with the GV1 counterparts. At 9h 

of IVM, the modified media promoted lower densities of TZPs compared to the immature and IVM 

control groups. Pre-IMV and modified IVM increased the expression levels of ERK2 and PRKACA 

in cumulus cells compared with control groups. Cumulus expansion rates, and HAS2 and 

TNFAIP6 expression levels were lower, and PTX3 levels were higher in groups matured in 

modified media, compared to control IVM. The results of this study showed that the efficiency of 

the proposed IVM systems are influenced by the stage of development of the oocyte that is 

submitted to the respective system, and that subtle differences in this parameter can determine 

different responses in vitro. In Study 2, entitled “CNP pre-maturation and modified in vitro 

maturation systems modulate the expression of genes associated with the mechanisms of 

translation and mRNA degradation in bovine COC”, the initial experiment consisted of evaluating 

in immature, in vivo and in vitro matured oocytes, the expression levels of four genes, two 

associated with translation process (CPEB1 and CPEB4), and two associated with mRNA 

degradation (CNOT7 and ZFP36L2). ZFP36L2 expression was decreased by the IVM system. 

From this result, genes associated with mRNA translation and degradation machineries were 

selected to be analyzed, by RT-qPCR, in cumulus cells and oocytes from the same experimental 

groups from Study 1. The results of this study showed that pre-IVM and modified IVM increased 

the expression of several of these genes in cumulus. In oocytes, the effect of these IVM system 

on gene expression was subtle, and contrary to the initial hypothesis, modified IVM induced 

decrease in ZFP36L2 levels, both in mRNA and protein, but with little impact on its target 

transcripts. These results show that although the oocyte had been less susceptible to the effects 

of the IVM system on the modulation of maternal transcripts, the cumulus cells can be affected 

and modulated with the aim of increasing the gamete's competence. Together, this work helps to 

elucidate in more detail how intrinsic characteristics of the COC can affect the results of IVM 

systems. 

 

Key words: cumulus-oocyte complexes, transzonal projections, pre-maturation, in vitro 

maturation, germinal vesicle 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento pré-implantacional do embrião em mamíferos se inicia na fecundação 

do oócito pelo espermatozóide, ambos com caraterísticas altamente diferenciadas. O zigoto, 

totipotente, inicia seus ciclos de divisão celular utilizando os estoques maternos de proteínas e 

RNAs, ativa seu genoma em um período do ciclo espécie-específico, e passa pelo processo de 

diferenciação em trofectoderma e massa celular interna, formando um blastocisto (Wand e Dey, 

2006). A biotécnica produção in vitro de embriões (PIVE) se propõe a produzir blastocistos em 

condições laboratoriais controladas, e ainda que o ambiente fisiológico não seja totalmente 

mimetizado in vitro, a PIVE apresenta índices satisfatórios e na espécie bovina é amplamente 

utilizada para fins de pesquisa e também comercialmente, sendo o Brasil o segundo maior 

produtor de embriões in vitro no mundo (IETS, 2021). 

Na PIVE, complexos cumulus-oócitos (cumulus-oocyte complexes, COCs) são obtidos de 

folículos antrais entre 2 e 8 mm de diâmetro e submetidos às etapas de maturação (MIV), 

fertilização (FIV) e cultivo in vitro (CIV) dos embriões, com posterior transferência dos blastocistos 

para receptoras para continuidade da gestação. Porém, há décadas a taxa média de produção 

de blastocistos nesse sistema sem mantém entre 30 e 40%, enquanto oócitos maturados in vivo 

apresentam taxas de produção superiores a 50% (Rizos et al., 2002). Fatores como fase do ciclo 

estral, diâmetro do folículo do qual o COC é recuperado ou qualidade das células da cumulus 

podem interferir na competência oocitária ao desenvolvimento (Fair et al., , 1995). 

Existe uma comunicação bidirecional altamente regulada entre células cumulus e oócito 

que ocorre por via parácrina, por projeções transzonais (TZPs) e junções gap e também por 

microvesículas que é essencial para a sincronização dos eventos responsáveis pela maturação 

do oócito e aquisição da sua competência ao desenvolvimento (Albertini et al., , 2003; Macaulay 

et al., 2014). A retirada do COC em estágio de vesícula germinativa (germinal vesicle, GV) do 

ambiente folicular, como acontece quando o submetemos à MIV, acarreta na ruptura antecipada 

dessa comunicação. A ausência de moduladores produzidos pelas células da granulosa mural, 

como o peptídeo natriurético tipo C (CNP), resulta em queda nos níveis de guanosina 

monofosfato cíclica (GMPc) no cumulus e o início do processo de fechamento das junções do 

tipo gap (Norris et al., 2010). Como o cumulus é a principal fonte de GMPc para o oócito, a 

diminuição de seus níveis no compartimento somático se propaga ao gameta, resultando em 

aumento da hidrólise da adenosina monofosfato cíclica (AMPc) mediada pela fosfodiesterase 3A 

(PDE3A). Como resultado, dá-se início à retomada espontânea da divisão meiótica e maturação 
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de um oócito que ainda não está completamente desenvolvido (Franciosi et al., 2014; Zhang et 

al., 2017). Esse mecanismo espontâneo resulta em assincronia entre a maturação nuclear e a 

maturação citoplasmática, que corresponde aos processos de reorganização de citoesqueleto e 

organelas e modulação dos estoques de ácidos ribonucleicos mensageiros (RNAm) e proteínas, 

os quais serão necessários durante desenvolvimento inicial do embrião prévio à ativação de seu 

genoma (Gilchrist, 2011). As consequências dessa assincronia, que afeta a expressão gênica, as 

funções celulares e o metabolismo do COC, tem sido apontadas como alguns dos fatores 

responsáveis pelas taxas medianas de blastocistos na PIVE (Gilchrist e Thompson, 2007). 

Estudos desenvolvidos nas últimas décadas tem demonstrado que o emprego de moduladores 

de GMPc e AMPc durante a MIV melhora as taxas de produção e a qualidade de oócitos e 

embriões, provavelmente por melhorar a sincronização entre eventos nucleares e citoplasmáticos 

no COC durante o MIV (Albuz et al., 2010; Franciosi et al., 2014; Soares et al., 2017; Zhang et 

al., 2015). 

Durante seu crescimento, o oócito sintetiza e armazena RNAm e proteínas que serão 

utilizados  durante o período de quiescência transcricional, conhecido como fase de transição 

materno-embrionária (MET) que se inicia na retomada da divisão meiótica e termina  com a 

ativação do genoma embrionário (Bettegowda et al., 2008). A progressão do ciclo meiótico, os 

eventos desencadeados pela fertilização e as primeiras clivagens do embrião são dependentes 

desses estoques maternos de transcritos e proteínas. O correto funcionamento das vias de 

tradução e degradação de RNAm durante essa etapa interfere de forma direta na competência 

do oócito em ser fertilizado, e do embrião em clivar e ativar seu genoma (Gosden e Lee, 2010; 

Hsieh et al., 2011; Ritcher, 2007). Tanto as ativações da tradução de diversas proteínas-chave 

para o processo meiótico, quanto da degradação de transcritos e remodelamento dos estoques 

maternos de RNAm, são mediadas por sinalizações originadas nas células da granulosa mural 

(Lefebvre et al., 2002; Zhang et al., 2015), o que nos faz ponderar sobre um possível efeito 

negativo da MIV sobre o funcionamento dessas vias, considerando que nesse sistema o estímulo 

proveniente da granulosa é perdido quando o COC é retirado do folículo. 

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi analisar e comparar o efeito de três sistemas de 

MIV sobre a progressão meiótica, comunicação entre cumulus e oócito, e expressão de genes 

associados aos processos de tradução e degradação de RNAm materno em bovinos. Os três 

sistemas estudados foram uma MIV convencional utilizada como grupo controle, uma MIV com 

meio modificado suplementado com amphiregulin (AREG), insulin growth factor 1 (IGF1), 

estradiol e progesterona, e a mesma MIV modificada acrescida de uma etapa de pré-MIV que 
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suplementa CNP, estradiol, progesterona e androstenediona. O trabalho foi dividido em dois 

estudos. No primeiro estudo, intitulado “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação 

in vitro modificada modulam a progressão meiótica e a comunicação entre cumulus e oócito em 

bovinos” foram avaliadas as eficiências deste protocolo de pré-MIV com CNP em manter o 

bloqueio meiótico e a comunicação no COC, e do protocolo de MIV modificada em modular a 

comunicação no COC, a expressão de genes relacionados nos COCs, e a capacidade dos oócitos 

de chegarem ao estágio de MII. Os resultados deste estudo foram compilados em um artigo que 

se encontra submetido e em análise no periódico Reproduction. 

O segundo estudo desse trabalho é intitulado “Os sistemas de pré-maturação com CNP e 

de maturação in vitro modificada modulam a expressão de genes associados aos mecanismos 

de tradução e degradação de RNAm no COC bovino”, e teve por objetivo avaliar o efeito dos 

mesmos três sistemas de MIV sobre a expressão de genes pertencentes às vias de tradução e 

degradação de RNAm. Este estudo contou com um experimento inicial em que foram avaliadas 

as expressões de dois genes ligados à via de tradução e dois genes ligados à degradação de 

RNAm em oócitos imaturos, maturados in vivo e in vitro. A partir do resultado desse experimento 

inicial, foram escolhidos os demais genes e a proteína-alvo do estudo, ZFP36L2, cujos níveis 

proteicos e atividade também foram avaliados neste estudo. Os resultados deste estudo foram 

unidos em um artigo que se encontra submetido e em análise no periódico Animal Reproduction. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Aspectos gerais da foliculogênese e oogênese 

 

A formação dos folículos primordiais ocorre ainda na vida fetal da fêmea, quando células 

germinativas primordiais migram para a região embrionária em que serão formadas as gônadas, 

e se diferenciam em células foliculares e oogônias. Ao nascer, uma fêmea mamífera já possui 

um estoque de milhares de oócitos, os quais estarão disponíveis por toda sua vida reprodutiva. 

Tais gametas encontram-se bloqueados no estágio de diplóteno da prófase I, e permanecem 

nessa fase até que ocorra o aumento na secreção de gonadotrofinas por ocasião da puberdade 

do animal (Clarke et al., 2018; Kerr et al., 2013). A cada onda do ciclo estral da fêmea bovina, 

que dura cerca de 21 dias, um grupamento de folículos primordiais é recrutado e inicia a 

progressão do desenvolvimento. As células somáticas se tornam cubóides e passam a proliferar-

se, diferenciando-se em células da teca (camada externa) e da granulosa (interna), enquanto o 

folículo passa pelas categorias primário e secundário. O acúmulo do exsudato produzido pela 

granulosa, chamado fluido folicular, resulta na formação do antro e na separação das células da 

granulosa em duas subpopulações: células do cumulus, adjacentes ao gameta, e as células 

murais da granulosa, as quais passam a ter diferentes funções (Liu et al., 2015; Wigglesworth et 

al., 2015).  

Durante seu crescimento, o oócito chega a aumentar seu volume cerca de 100 vezes 

devido ao acúmulo de RNAm, proteínas e organelas, que sustentarão o desenvolvimento inicial 

do embrião até a fase de ativação do seu genoma, que no bovino acontece no estágio de 8 

células (Mahrous et al., 2012; Svoboda et al., 2015). Entre a formação da cavidade antral, que 

começa quando o folículo atinge cerca de 2 mm de diâmetro, e o pico pré-ovulatório de LH, 

ocorrem eventos dentro do folículo e do oócito que culminam na capacitação do gameta a retomar 

a divisão meiótica, ser fertilizado e gerar um embrião capaz de se desenvolver e vir a termo (Fair 

et al., 1995).  

 

2.2. A relação entre configuração da cromatina e competência oocitária 

 

Em bovinos, os oócitos em estágio de vesícula germinativa, ou seja, imaturos, podem 

possuir quatro configurações de cromatina, que se diferem pelo seu grau de compactação: GV0, 

GV1, GV2 e GV3. A cromatina no estágio GV0 apresenta-se descondensada e dispersa por toda 
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a região do núcleo. No estágio GV1, um padrão disperso e filamentoso da cromatina se mantém, 

porém, começam a aparecer alguns pontos de condensação. No estágio GV2 ocorre uma 

progressão na condensação da cromatina, que se encontra distribuída em clumps ou nuvens 

condensadas dentro do núcleo. No estágio GV3 a cromatina se encontra em seu maior grau de 

compactação, concentrada em um único aglomerado dentro da vesícula germinativa (Lodde et 

al., 2007). A posição e a arquitetura do núcleo também sofrem mudanças com a progressão da 

compactação da cromatina. O núcleo em GV0 encontra-se posicionado em região mais central, 

enquanto nas outras categorias o posicionamento é periférico. Ondulações no envelope nuclear 

de GV0 e GV1 são quase ausentes e passam a aumentar nas categorias seguintes (Lodde et al., 

2008).  

Oócitos no estágio GV0 encontram-se primordialmente presentes em folículos entre 0,5 e 

2,0 mm de diâmetro, enquanto os graus GV1 a 3 são encontrados em proporções semelhantes 

em folículos entre 2 e 8 mm, que são aqueles comumente utilizados na PIVE (Dieci et al., 2016). 

Em folículos acima de 2 mm provenientes de fêmeas em ciclo natural, a distribuição das 

populações de GV varia conforme a subespécie: em taurinos, a população de GV apresenta uma 

distribuição Gaussiana, com predominância de oócitos em estágio de GV2; em zebuínos, ela 

consiste majoritariamente de oócitos nos estágios GV2 e GV3 (Soares et al., 2020). Em bovinos, 

folículos a partir de 3 mm de diâmetro já possuem oócitos capazes de retomar e completar a 

divisão meiótica, o que corresponde a um oócito com diâmetro de 110 µm (Fair et al., 1995). 

Oócitos GV0 possuem diâmetro em torno de 108 µm, enquanto os GV1 apresentam média de 

117 µm, GV2 cerca de 119 µm e oócitos GV3, média de 121 µm de diâmetro (Lodde et al., 2007).  

Durante a transição entre os estágios de GV, a condensação gradual da cromatina é 

acompanhada por alterações epigenéticas em DNA e histonas, como metilação e acetilação 

(Lodde et al., 2009; Labrecque et al., 2015; Lodde et al., 2017). Ainda que o remodelamento da 

cromatina e a diminuição da atividade transcricional ocorram isocronicamente, esses eventos não 

são interdependentes (De La Fuente et al., 2004). Entretanto, ambos são regulados pela 

comunicação ativa entre oócito e cumulus, basicamente por mecanismos controlados pelos níveis 

de AMPc (Luciano et al., 2011; De La Fuente e Eppig, 2001). O bloqueio experimental das junções 

gap promove a condensação abrupta da cromatina, enquanto o prolongamento da duração dessa 

comunicação resulta em uma transição mais lenta entre GV0 e GV1, e também em manutenção 

da atividade transcricional (Luciano et al., 2011; Lodde et al., 2007). O ideal é que esses eventos 

ocorram de forma gradual e organizada, visto que a compactação rápida ou prematura da 

cromatina diminui a competência do oócito ao desenvolvimento (Lodde et al., 2013). 
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Ao atingir cerca de 65% do seu tamanho máximo, o oócito já conseguiu estocar 95% dos 

RNAs que necessita para seu suprimento durante a MET, e diante desse fato, é necessário que 

ocorra uma renovação ou turnover desses transcritos até que ele complete seu crescimento 

(Sternlicht e Schultz, 1981; Labrecque et al., 2015). A propagação da sinalização mitogen-

activated protein kinase (MAPK), que é iniciada no cumulus, promove no gameta a ativação de 

vias de tradução e de degradação de RNAm. O funcionamento adequado dessas vias é 

especialmente importante durante a maturação oocitária (Wang et al., 2015; Guillén-Boixet et al., 

2016). Como exemplo da importância dessas vias, a tradução e a degradação de RNAm que 

codificam fatores de transcrição e moduladores epigenéticos de DNA e histonas é uma das 

etapas essenciais ao processo de silenciamento transcricional do oócito (Chousal et al., 2018).  

Apesar da queda na atividade transcricional que ocorre durante a progressão entre os 

estágios de GV, algumas categorias de RNAm passam a ser mais expressas durante essa fase, 

como histonas que participam do empacotamento do DNA, e proteínas que participam do 

processo meiótico (Labrecque et al., 2015). Ao se analisar os perfis de transcriptoma em oócitos 

dos estágios GV0 a GV3, observa-se que existem categorias de transcritos cujos níveis 

aumentam durante a progressão entre os estágios, enquanto outras diminuem. Por exemplo, 

categorias que diminuem ao longo a condensação da cromatina incluem “regulação da apoptose”, 

“catabolismo”, “proliferação celular” e “transcrição”; categorias que aumentam apenas no início 

da condensação incluem “montagem de nucleossomos” e “empacotamento de DNA”; transcritos 

cuja expressão aumenta apenas em GV1 e GV2 são ligadas a transcrição, transporte e 

localização de proteínas; e categorias ligadas a “organização de cromossomos”, “montagem de 

DNA”, “tradução” e “transcrição” aumentam no estágio de GV3 (Labrecque et al., 2015). 

Comparados com GV0 e GV1, oócitos nos estágios mais avançados de GV parecem estar melhor 

equipados com classes de transcritos e proteínas que os tornam mais competentes, visto que 

oócitos GV2 e GV3 produzem maiores taxas de blastocistos no sistema in vitro quando 

comparados com GV1 (Lodde et al., 2007; Lodde et al., 2008). 

O transcriptoma das células do cumulus também passa por alterações em função do 

estágio de GV, e estudos tem buscado identificar nessas células categorias de genes que possam 

ser utilizados como marcadores não invasivos de competência do oócito. As maiores diferenças 

de expressão são encontradas entre cumulus de oócitos GV0 e GV1 e envolvem genes ligados 

ao metabolismo lipídico (Dieci et al., 2016). Categorias relacionadas a “alterações pós 

transcricionais de RNA”, “síntese proteica”, “sinalização celular” e “metabolismo de minerais” 
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apresentam aumentos de expressão durante a condensação da cromatina, e refletem a função 

do cumulus de suprir o gameta durante essa fase final de crescimento (Dieci et al., 2016).  

Além das diferenças observadas na configuração de cromatina e no perfil do 

transcriptoma entre os estágios de GV, mudanças no citoplasma também são observadas 

durante a progressão entre os estágios de GV. Com a transição de GV0 para GV1 e 2, grânulos 

migram do centro para a região cortical, se organizando em clusters no estágio GV3. Também 

ocorre um aumento de vesículas no ooplasma conforme o oócito progride entre as categorias de 

GV. O espaço perivitelínico, que é ausente em GV0, aparece em GV1 e aumenta em espessura 

nos estágios seguintes, e organelas como mitocôndrias, retículo endoplasmático e complexo de 

Golgi alteram sua conformação, número e se posicionam na região cortical, indicando a 

proximidade do oócito à sua fase de maturação (Lodde et al., 2008).  

 

2.3. Formas de comunicação entre oócito e células foliculares 

 

A comunicação bidirecional que existe entre oócito e células do cumulus permite o 

suprimento de moléculas essenciais à nutrição, à regulação do ciclo celular e à capacitação do 

gameta. Em contrapartida, o oócito secreta fatores que modulam a expressão gênica, o 

metabolismo, a proliferação e a diferenciação das células adjacentes (Clarke, 2018). Essa 

cooperação entre oócito e células foliculares orienta toda a fase de crescimento folicular e os 

eventos que precedem a ovulação de um oócito fertilizável (Krisher, 2013). A comunicação dentro 

do COC pode ocorrer de forma parácrina, por TZPs e junções gap, e por vesículas extracelulares. 

A “conversa” entre gameta e células foliculares começa no folículo primordial. O 

crescimento folicular inicia quando o oócito passa a expressar o receptor KIT e as células da 

granulosa o seu ligante KITL. A interação KIT-KITL resulta na ativação da via de sinalização 

phosphoinositide-3-kinase (PI3k), que dentre várias ações estimula a síntese proteica (Kidder e 

Vanderhyden, 2010). Essa comunicação parácrina acontece por todo o período de crescimento 

do folículo. Growth differentiation factor 9 (GDF9) e a bone morphogenetic protein 15 (BMP15), 

dois membros da superfamília transforming growth factor β (TGF-β), começam a ser secretados 

pelo oócito quando o folículo é recrutado (Laitinen et al., 1998). Ambos se ligam aos receptores 

bone morphogenetic receptor protein 2 (BMPRII) e TGF-β receptor type 1 (ALK5) nas células do 

cumulus e ativam a via de transdução suppressor of mothers against decapentaplegic 2/3 

(SMAD2/3), modulando processos como proliferação e diferenciação das células do cumulus 

(Gilchrist et al., 2008). GDF9 também promove a orientação da formação de TZPs e a modulação 
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da expressão gênica nas células foliculares, pois se observa formação desordenada das TZPs e 

luteinização precoce das células da granulosa em folículos de camundongas quando Gdf9 é 

nocauteado (Elvin et al., 1999; El-Hayek et al., 2018). 

A segunda forma de comunicação no COC ocorre por TZPs. No folículo primordial, as 

células da granulosa e oócito encontram-se ligados através de junções aderentes e junções 

comunicantes (gap). Quando o crescimento se inicia, o oócito passa a produzir glicoproteínas 

ZP1-4 que vão se acumulando externamente a ele, e montam uma estrutura em forma de uma 

malha frouxa que é denominada zona pelúcida que, dependendo da espécie, pode variar de 4 a 

15 µm de espessura (Wassarman e Litscher, 2013; Baena e Terasaki, 2019). Conforme a zona 

pelúcida é montada e o oócito cresce, estruturas do tipo filopodia, oriundas da membrana das 

células da granulosa, se projetam em direção ao oócito para formar canais de comunicação entre 

esses compartimentos. Essas estruturas, chamadas TZPs, possuem extremidades em formato 

de bulbo e podem estar em contato com a membrana do oócito, ou com microvilosidades da 

mesma, através de junções aderentes e do tipo gap (Mora et al 2012; Winterhager e Kidder, 

2015).  

O tamanho e orientação das TZPs varia conforme a espécie. Em camundongos, a maior 

parte das estruturas não se comunica com o oolema e são mais curtas, enquanto TZPs que se 

conectam com o oócito possuem comprimento e largura maiores (Baena e Terasaki, 2019). 

Também no camundongo, as TZPs podem projetar-se em diversas direções, inclusive 

ramificando-se uma na outra, enquanto em bovinos a projeção das TZPs é paralela, atravessando 

a zona pelúcida em direção ao oolema (Macaulay et al., 2014; Baena e Terasaki, 2019; Abbassi 

et al., 2021). 

Existem TZPs com estruturas ricas em tubulina, que possuem função estrutural, e TZPs 

compostas principalmente por F-actina, que possuem função comunicante. No camundongo, 

estas últimas estão presentes em maior número (Albertini e Rider, 1994; El-Hayek et al., 2018). 

Na estrutura de TZPs ricas em actina são encontradas proteínas como disheveled-associated 

activator of morphogenesis 1 (DAAM1) e fascin (FSCN1) que participam do controle da montagem 

do esqueleto de actina. Proteínas miosinas X (MYO10), que são conhecidas por estimularem o 

crescimento de estruturas filopodiais, também aparecem concentradas em grupamentos 

próximos à membrana apical das células do cumulus adjacentes ao gameta (El-Hayek et al., 

2018). O nocaute de MYO10 leva uma diminuição significativa na densidade de TZPs e altera a 

expressão gênica no COC, o que resulta em diminuição da fertilidade em camundongas (Crozet 

et al., 2023). 
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Na extremidade das TZPs existem junções aderentes e aquelas que são do tipo gap, com 

função comunicante. Junções aderentes são formadas por N-caderinas, que são produzidas 

pelas células do cumulus, e E-caderinas, que são sintetizadas pelo oócito (Wang e Roy, 2010; 

Mora et al., 2012). Junções gap possuem em sua composição proteínas conexinas 37 (GJA4) e 

43 (GJA1). GJA4 são transcritas pelo oócito e GJA1 pelas células do cumulus, e permitem 

passagem de moléculas de até 1 kDa como nucleotídeos, aminoácidos e açúcares (Clarke, 2022).  

O número de TZPs de actina aumenta durante o crescimento do oócito, mas o mesmo 

não acontece com TZPs compostas por tubulina. Esse aumento é estimulado pelo GDF9, que via 

sinalização SMAD induz aumento nas expressões de DAAM1, FSCN1 e MYO10 (El-Hayek et al., 

2018). Em diferentes espécies, oócitos desnudos co-cultivados com complexos de células da 

granulosa podem orientar a formação de novas TZPs, assim como oócitosGdf9-/- que recebem 

suplementação de GDF9 no meio de cultivo, demonstrando que esse fator secretado pelo oócito 

participa da formação das TZPs (El-Hayek et al., 2019; Fushii et al., 2021). 

TZPs também podem emitir vesículas extracelulares em sua extremidade bulbar, que são 

endocitadas pelo oócito em um processo apelidado de “sinapse gamética” (Macaulay et al., 2014). 

Enquanto junções gap permitem a passagem de micromoléculas, essas vesículas conseguem 

transportar moléculas maiores, como proteínas, lipídeos e RNAm, demonstrando que as células 

do cumulus também desempenham um papel importante no suporte dessas macromoléculas 

para o gameta (Macaulay et al., 2014). Já foi descrito que o transporte de proteínas carreadoras 

de lipídios FABP3 via TZPs aumenta o conteúdo lipídico em oócitos maturados in vitro (Del 

Collado et al., 2017). A presença de vesículas extracelulares já foi detectada no fluido folicular e 

comprovada a capacidade das células foliculares de internalizarem-nas, tanto in vivo quanto in 

vitro (Da Silveira et al., 2012; Sohel et al., 2013). Recente estudo mostrou que microvilosidades 

da membrana do oócito secretam microvesículas contendo fatores que modulam o 

desenvolvimento das células foliculares (Zhang et al., 2021). Esses dados demonstram que a 

troca por vesículas é uma terceira via pela qual oócitos e células foliculares conseguem 

comunicar-se.  

 

2.4. Manutenção do bloqueio meiótico 

 

O bloqueio do oócito em prófase I é mantido por sinalizações geradas nas células da 

granulosa. Antes do pico de LH, as células murais da granulosa produzem CNP, enquanto seus 

receptores natriuretic peptide receptor 2 (NPR2) estão presentes em pequenas quantidades 
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nessas células, majoritariamente nas células do cumulus, e também no oócito na espécie bovina 

(Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2011; Xi et al., 2017). O receptor NPR2 é uma guanilato ciclase 

acoplada à membrana, e sua ativação resulta na síntese de GMPc a partir do GTP. Durante essa 

fase, a expressão de NPR2 é ativada pelo estradiol, que é produzido na granulosa em resposta 

ao estímulo de FSH, de GDF9, de BMP15 e de fibroblast growth differentiation fator 8 (FGF8) 

(Vanderhyden e McDonald, 1998; Potter, 2011; Zhang et al., 2011). O GMPc se difunde entre as 

células do cumulus e entre cumulus e oócito através das junções gap presentes nas extremidades 

das TZPs (Mehlmann, 2013), e atua de maneira chave na manutenção do bloqueio meiótico, 

bloqueando a atividade hidrolítica enzimas fosfodiesterases (PDEs) tanto no oócito quanto no 

próprio cumulus. No oócito, altos níveis desse nucleotídeo cíclico inibem a atividade PDE3A e 

consequentemente, a degradação de AMPc no gameta (Shitsukawa et al., 2001). 

O bloqueio meiótico no oócito é mantido por altas concentrações de AMPc, e essas 

concentrações são mantidas pelo bloqueio da atividade das PDE3A que é mediado pelo GMPc, 

e pela atividade constitutiva dos G protein-coupled receptor 3 e 12 (GPR3 e GPR12). GPR3/12 

ativam enzimas adenilato ciclases (AC), as quais passam a sintetizar AMPc a partir do ATP 

(Hinckley et al. 2005). Entretanto, a maior parte do AMPc dentro do oócito é produzido pelas 

células do cumulus e transportado ao gameta através das junções gap (Anderson e Albertini, 

1976; Hinckley et al., 2005). O AMPc modula o funcionamento de duas proteínas kinases, A (PKA) 

e B (PKB ou Akt) que por sua vez, fosforilam diversas outras proteínas quinases e fosfatases que 

regulam de forma complexa e orquestrada os mecanismos de bloqueio e retomada da meiose. O 

AMPc em altos níveis estimula a atividade de PKA que, através de fosforilação, mantém o balanço 

entre a proteína Cdc25 inativa e Wee1B (ou Wee2) ativa. Essas duas proteínas são importantes 

reguladoras do M-phase promoting factor (fator promotor da maturação, MPF), que é composto 

pelas proteínas Cdk1 e ciclina B. Wee1B fosforila e inativa Cdk1, enquanto Cdc25, que é uma 

proteína fosfatase, executa a ação reversa. Ao ser fosforilada e inativada, Cdc25 se liga a 

proteínas 14-3-3 e é transportada ao citoplasma, o que evita seu retorno ao núcleo e atrasa a 

retomada da divisão meiótica. A manutenção em prófase I é auxiliada pela constante degradação 

de ciclinas B, que é promovida por anaphase promoter complex (complexo promotor da anáfase, 

APC) através de poliubiquitinação (Solc et al., 2008; Pirino et al., 2009; Oh et al., 2010; Fan e 

Sun, 2019). Ao contrário do que acontece com a PKA, altos níveis de AMPc inibem a atividade 

de PKB/Akt. Um dos substratos da Akt é a quinase myelin transcription factor 1 (MYT1), que 

assim como Wee1B, fosforila e inativa Cdk1 (Coleman e Dunphy 1994). Akt também atua na via 
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de sinalização Pi3K, propagando sinais que resultam na quebra da vesícula germinativa e na 

regulação da transição MI/MII (Kalous et al., 2009).

Figura 1 – Manutenção in vivo do bloqueio meiótico – a manutenção do oócito no estágio de prófase I 

é mantido pela comunicação intrafolicular. O peptídeo natriurético tipo C (CNP), produzido pela granulosa, 

se liga em seus receptores (NPR2) localizados no cumulus, os quais promovem a síntese de cGMP 

(guanosina monofosfato cíclica) a partir do GTP (guanosina trifosfato). A ligação do FSH aos seus 

receptores no cumulus estimula as adenilato ciclases (AC) a produzirem cAMP (adenosina monosfofato 

cíclica) a partir do ATP. O aumento dos níveis de cGMP e cAMP no cumulus resulta em sua difusão ao 

oócito através das junções gap, localizadas na extremidade das projeções transzonais (TZPs). Além do 

suprimento pelo cumulus, o oócito também sintetiza cAMP por ação do receptor transmembrana GPR3 e

de AC. No oócito, altas concentrações de cGMP inibem a atividade das enzimas fosfodiesterases 3A 

(PDE3A), cuja função é hidrolisar o cAMP. O bloqueio das PDE3A mediado por cGMP resulta em 

manutenção dos altos níveis de cAMP durante essa fase, e no estímulo da atividade da proteína quinase 

A dependente de cAMP (PKA). PKA ativa resulta na fosforilação e inibição da fosfatase Cdc25, um 

importante regulador do fator promotor da maturação (maturation promoting factor, MPF) que é composto 

por Cdk1 e ciclina B. Enquanto inativa Cdc25, PKA ativa Wee1B, que por sua vez fosforila Cdk1 e mantém 

o MPF bloqueado, resultando na manutenção do envelope nuclear e do oócito em estágio de vesícula 

germinativa (GV).  

2.5.  Retomada da divisão meiótica 

Após o pico pré-ovulatório de LH, a retomada da divisão meiótica ocorre em um período 

de tempo que é espécie-específica. Em bovinos, 6 a 8h após o pico ocorre a quebra da vesícula 
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germinativa, e o oócito alcança o estágio metáfase I cerca de 3 a 6h depois (Dieci et al., 2013). 

A ligação do LH aos seus receptores na granulosa resulta na ativação de uma ampla cascata de 

sinalização que tem como objetivo a maturação e a ovulação de um oócito apto a ser fertilizado. 

Um dos resultados da ativação do receptor de LH, o LHR, é a diminuição da expressão de NPR2 

nas células do cumulus, além de diminuir a sensibilidade deste receptor ao CNP. Isso resulta em 

diminuição nos níveis de GMPc dentro do cumulus e, por diferença de gradiente de concentração, 

no influxo de GMPc do oócito para suas células adjacentes (Egbert et al., 2014; Hao et al., 2016; 

Turathum et al., 2021).  

O pico de LH aumenta a atividade das adenilato ciclases na granulosa, resultando em um 

aumento transitório nas concentrações de AMPc (Park et al., 2004; Shimada et al., 2006). Nestas 

células e no cumulus, altos níveis de AMPc estimulam a atividade da PKA e essa, por sua vez, 

estimula a atividade de enzimas PDE5. PDE5 passa a hidrolisar o GMPc, diminuindo ainda mais 

seus níveis nessas células (Egbert et al., 2016; Egbert et al., 2018). Outra ação da elevação nos 

níveis de AMPc na granulosa é a ativação de mitogen- activated protein kinase 14 (MAPK14), 

que promove aumentos na expressão dos peptídeos EGF-like AREG, epiregulin (EREG) e 

betacellulin (BTC) (Conti et al., 2006). Esses peptídeos se ligam a receptores EGFR tanto em 

células da granulosa quanto no cumulus, resultando na ativação de uma ampla cascata de 

sinalização mediada pelas proteínas extracelular signal- regulate kinases 1 e 2 (ERK1/2), também 

conhecidas como MAPK3/1. A ativação de ERK1/2 é a chave que gera a amplificação da 

sinalização do LH e que resulta em aumentos na expressão gênica, proliferação e expansão do 

cumulus, e ativação de vias responsáveis pela retomada do ciclo meiótico no oócito (Richani e 

Gilchrist, 2018). Uma das ações resultantes da sinalização ERK1/2 é a ativação de calpaínas e 

de proteínas Arp2/3, que atuam no mecanismo de retração das TZPs (Abbassi et al., 2021). A 

sinalização ERK1/2 também promove a fosforilação de proteínas conexinas que compõem a 

estrutura das junções gap (Park et al., 2004). Todos esses mecanismos promovem a interrupção 

da comunicação entre células do cumulus e oócito, processo que é necessário para a saída do 

bloqueio meiótico. Em decorrência da queda nos níveis de AMPc no oócito, PKA diminui sua 

atividade e o balanço entre Wee1 ativa e Cdc25 inativa é revertido. A fosfatase Cdc25 passa a 

reverter a fosforilação que inibia a atividade de Cdk1, que por sua vez fosforila e modula vários 

substratos que participam da cascata de retomada da divisão meiótica (Fan e Sun, 2019).  

A ativação da via de sinalização moloney sarcoma oncogene (MOS)-MAPK resulta na 

quebra da vesícula germinativa, ainda que em bovinos ela não seja indispensável para o 

processo. O aumento dos níveis de MOS no oócito leva à fosforilação de MAP2K1/2 em na 
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sequência, ativação de ERK1/2 no oócito. ERK1/2 processam a fosforilação de proteínas lamin 

A/C presentes no envelope nuclear. Essa ação resulta na quebra da vesícula germinativa, evento 

simbólico da retomada da meiose (Choi et al., 1996, Gordo et al., 2001).  

Durante a divisão meiótica, é necessário que ocorra um balanço alternado entre as 

atividades do MPF e APC, assim como das quinases e fosfatases que atuam na regulação desse 

processo. A degradação de ciclinas B e, como consequência, a diminuição da atividade do MPF, 

é necessária para que ocorra a correta segregação dos cromossomos homólogos durante a 

transição entre meioses I e II (Herbert et al., 2003). A modulação orquestrada de proteínas que 

participam do processo meiótico e da montagem e funcionamento do fuso depende desse 

balanço, que é promovido pelas vias de tradução e de degradação de RNAm.  

 

 

Figura 2 – Retomada da divisão meiótica in vivo – a saída do bloqueio em prófase I também é mediado 

pela comunicação intrafolicular, que se inicia com o pico pré-ovulatório de LH. A Ligação do LH aos seus 

receptores (LHR) na granulosa resulta em queda nos níveis de cGMP por duas vias: (1) diminuição da 

expressão e da sensibilidade do NPR2 ao CNP; (2) aumento na produção de cAMP por AC, que estimulam 

a atividade de PKA e em sequência a atividade de fosfodiesterase 5A (PDE5A), as quais hidrolisam o 

cGMP. Outra ação resultante da ativação do LHR é o aumento, via MAPK14, na expressão de peptídeos 

do tipo EGF ampirregulina (AREG), epirregulina (EREG) e betacelulina (BTC), os quais se ligam e ativam 

receptores EGFR tanto na granulosa quanto nas células do cumulus. A expressão de AREG, EREG e BTC 

também podem ser estimuladas por sinalização PKA. Esse aumento sinérgico na transativação do EGFR 

resulta na ativação da via de sinalização ERK1/2, que atua de forma ampla regulando eventos que 

desencadeiam na retomada da meiose. Uma delas, que ocorre principalmente em decorrência da queda 



28 
 

 
 

no cGMP, é a ativação de proteínas calpaínas e do complexo Arp2/3, os quais promovem o 

desacoplamento e retração das TZPs. A cascata ERK1/2 também promove a fosforilação de proteínas 

conexinas e rompimento das junções gap. Tanto a quebra da comunicação cumulus-oócito via gap e TZPs 

quanto a queda nos níveis de cGMP no cumulus resultam na consequente queda desse nucleotídeo no 

oócito e perda de sua ação inibitória sobre a PDE3A, o que leva ao aumento da hidrólise do cAMP e 

diminuição do estímulo da PKA. A queda na atividade de PKA resulta na reversão do seu efeito, com 

diminuição da atividade quinase de Wee1B e aumento da atividade fosfatase de Cdc25, que desfosforila 

Cdk1 e libera o MPF para promover a quebra da vesícula germinativa e retomada da divisão meiótica. 

 

2.6. Mecanismos gerais de tradução e degradação de RNAm  

 

O controle da tradução e/ou degradação de RNAm é conhecido como controle pós-

transcricional da expressão gênica e é importante para regular inúmeros processos biológicos 

em quase todos os tipos celulares (Susor e Kubelka, 2017). Em oócitos na fase final de 

crescimento, principalmente aqueles em estágios avançados nos quais a atividade transcricional 

é mínima, os controles da estabilidade, da tradução e da degradação de RNAm são de extrema 

importância para guiar os eventos finais de capacitação oocitária e todos os eventos relacionados 

à maturação e ao desenvolvimento inicial prévio à ativação do genoma de embrião. A ligação 

entre os mecanismos de tradução e degradação de RNAm e o ciclo meiótico já foi demonstrada 

em diversos estudos. A inibição da via MAPK está associada a distúrbios na tradução de 

proteínas essenciais aos eventos da maturação oocitária, como rearranjo de microtúbulos e 

formação do fuso meiótico (Lefebvre et al., 2002; Zhang et al., 2015). Componentes de 

citoesqueleto que são herdados do oócito, como os centros de organização de microtúbulos 

(microtubule organization centers; MTOCs), possuem função especial durante o desenvolvimento 

embrionário e sustentam a estrutura celular durante as primeiras clivagens do embrião (Li e 

Albertini, 2013), o que demonstra a importância dos mecanismos de tradução durante a fase final 

de crescimento oocitário. As etapas de condensação dos cromossomos, organização do fuso 

meiótico e separação de cromátides são fatores essenciais para que o oócito seja competente 

em desenvolver-se em um embrião após a fertilização. A maior parte das proteínas que 

participam desse processo passa a ser traduzida também em resposta ao pico de LH, e 

perturbações na maquinaria traducional podem resultar em falhas na segregação cromossômica 

e aneuploidia (Susor et al., 2015).  

Os mecanismos de regulação da tradução e do remodelamento dos estoques de RNAm 

maternos durante a fase final de crescimento do oócito são dinâmicos e seletivos. Algumas 
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categorias de transcritos que foram essenciais para o crescimento oocitário, mas que não o serão 

para o embrião, passam a ser degradadas durante a maturação enquanto outras que serão 

necessárias para o processo meiótico e primeiras clivagens embrionárias começam a ser 

mobilizadas e direcionadas à maquinaria de tradução (Su et al., 2007). Tais mecanismos são 

evolutivamente conservados e sua regulação temporal é necessária para suprir a passagem do 

oócito e embrião pela TME (Su et al., 2007). O controle dessa temporalidade é feito de diversas 

formas, dentre elas pela localização espacial dos RNAm (Susor et al., 2015), através da formação 

de complexos RNA-proteína (ribonucleoproteínas ou RNPs) (Wilhem et al., 2000), e através da 

modulação do comprimento da cauda poli(A) na 3’ untranslated region (3’ UTR) do transcrito 

(Radford et al., 2008; Brook et al., 2009).  

RNAm são armazenados em associação com proteínas ligadoras (RNA-binding proteins, 

RBPs), e podem co-localizar com as regiões em que suas respectivas proteínas serão 

necessárias. Agregados de RNPs e RNA ribossomal podem ser encontrados na região nuclear, 

próximos das regiões que se forma o fuso meiótico, no córtex e no citoplasma (Flemr et al., 2010; 

Susor et al., 2015). A região subcortical do oócito possui complexos de RBPs que parecem estar 

associadas ao armazenamento e regulação de RNAs que foram transportados, via TZP, do 

cumulus para o oócito (Macaulay et al., 2014; Macaulay et al., 2016). A ligação do transcrito a 

proteínas que modulam a localização e o comprimento da cauda poli(A) acontece por meio de 

reconhecimento e ligação dessas proteínas a sequências específicas na 3’ UTR do RNAm. Essa 

ligação resulta na modulação do destino do RNAm (Piqué et al., 2008).  

O início da tradução é controlado por cytoplasmic polyadenylation element binding 

proteins (CPEB), e depende do reconhecimento e ligação de CPEB a sequências conhecidas 

como elementos citoplasmáticos de poliadenilação (cytoplasmic polyadenylation elements, CPE) 

localizados na 3’ UTR no RNAm, e da presença próxima do hexanucleotídeo AAUAAA (Hake e 

Ritcher, 1994). CPEB possui dupla função: repressora (quando não está fosforilada) e promotora 

(fosforilada) da extensão da cauda poli(A). CPEB encontra-se ligada às proteínas cleavage and 

polyadenylation specific factor (CPSF), poly(A) specific ribonuclease (PARN) e poly(A) polimerase 

D4 (PAPD4). Quando CPEB não está fosforilada, PARN está ativa e mantem a cauda poli(A) 

curta, o que mantém o RNAm em estado repressivo (Kim e Richter, 2007). A fosforilação de 

CPEB promove a estabilização das ligações entre ela e CPSF e entre CPSF e o hexanucleotídeo 

AAUAAA, e diminui a afinidade do transcrito à ribonuclease PARN, que é translocada do 

complexo (Walser e Lipshitz, 2011). O afastamento de PARN facilita a ativação da polimerase 

PAPD4, que então processa a extensão da cauda poli(A). A própria cauda poliadenilada induz o 
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recrutamento e ligação de poly(A) binding proteins (PABPs), que medeiam a interação da mesma 

às proteínas eukaryotic translation initiation factor 4G (eIF4G) e 4E (eIF4E) na extremidade cap 

m7G 5’. Esse processo promove a formação de um complexo circular estável. Pela ausência de 

PARN, a subunidade ribossomal 40S consegue se ligar ao RNAm e inicia a leitura pela 5’ UTR, 

até encontrar o códon de iniciação da tradução (Hake et al., 1998; Radfrod et al., 2008; Weill et 

al., 2012).  

Os mecanismos de degradação de RNAm também são necessários para a manutenção 

das funções vitais celulares, e a diminuição da cauda poli(A) (ou desadenilação) é uma das 

formas pelas quais essa degradação ocorre. Assim como a poliadenilação, a desadenilação 

também é mediada pelo reconhecimento de sequências específicas na 3’ UTR e ligação por 

proteínas moduladoras (Fenger-Gron, 2005). As proteínas da família ZFP36 (CCCH tandem ring 

finger proteins ZFP36) atuam dessa forma, e são conhecidas como supressoras de processos 

tumorais, regulando negativamente diversos oncogenes, citocinas, fatores de crescimento e 

reguladores de metabolismo (Vogel et al., 2017; Suk et al., 2018; Toeuf et al., 2018; Wu et al., 

2021). Os rinc fingers dessas proteínas se ligam a sequências ricas em adenina e uridina (AU-

rich elements, ARE) na 3’ UTR do RNAm; ligada ao transcrito, as ZFP36 interagem através de 

sua porção carbono terminal com CNOT7 (também conhecida como CAF1), uma das 

subunidades catalíticas do complexo desadenilase CCR4-NOT (Fenger-Gron et al., 2005; Sha et 

al., 2018).  
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Figura 3 – Retomada da divisão meiótica in vivo e tradução de RNAm – O pico pré-ovulatório de LH 

promove no oócito uma onda inicial de poliadenilação e tradução de RNAm que desempenham papel 

fundamental na divisão meiótica, como ciclinas, proteínas de citoesqueleto e de montagem do fuso meiótico 

e membros das maquinarias de tradução e degradação de transcritos. A ativação upstream da via ERK1//2 

resulta na fosforilação e ativação de proteínas CPEB1 (cytoplasmic polyadenylation element binding protein 

1). CPEB1 se encontra ligada a sequências específicas da região não traducional 3’ do transcrito que são 

conhecidas como elementos de poliadenilação citoplasmática (cytoplasmic polyadenylation element, CPE) 

e próximas ao hexanucleotídeo AAUAAA. Junto a CPEB1, encontra-se ligado um complexo proteico 

composto por CPSF (cleavage and polyadenylation specific fator), a ribonuclease PARN (poly(A) specific 

ribonuclease), e a polimerase PAPD4 (poly(A) polimerase D4). A fosforilação de CPEB1 altera sua 

conformação estrutural e resulta na translocação de PARN e consequente ativação de PAPD4, que 

processa a extensão da cauda poli(A), destinando o RNAm à tradução. A proteína ZFP36L2 (ring finger 

protein like 2) tem sua tradução aumentada nessa fase, e possui ação importante por se ligar e destinar à 

degradação diversos RNAm durante o ciclo meiótico, como fatores epigenéticos, ciclinas, e seu próprio 

transcrito. As corretas tradução e degradação de transcritos durante essa fase é essencial para os eventos 

de divisão meiótica e remodelamentos dos estoques de RNAm que serão consumidos durante o 

desenvolvimento pré-ativação do genoma embrionário. 

 

No oócito, ZFP36L2 (também conhecida como TIS11D ou BRF1) atua de forma importante 

no remodelamento dos estoques de RNAm durante a maturação. Estudos em camundongas 

demonstraram que o nocaute dessa proteína gera femêas que ciclam e ovulam normalmente, 

porém seus embriões falham em ativar o genoma e bloqueiam o desenvolvimento no estágio de 

2 células (Ramos, 2012; Ball et al., 2014; Zhou et al., 2023). Reguladores do ciclo celular e 

moduladores epigenéticos, como desmetilases de histonas, são alguns dos alvos da ZFP36L2 

durante a maturação oocitária, e a correta degradação desses fatores é essencial para a 

progressão do ciclo meiótico e adequada maturação oocitária (Chousal et al., 2018). 

A fosforilação e modulação da atividade de CPEBs e ZFP36L2 podem ser realizadas por 

diversas quinases durante a maturação do oócito. Em mamíferos, não existe um consenso a 

respeito de qual seria a quinase principal na ativação das CPEB, visto que muitas delas 

participam de maneira importante e redundante no processo meiótico e na ativação das CPEB, 

como Aurora A e quinases das vias MAPK e ERK1/2 (Kim e Ritcher, 2007; Reyes e Ross, 2016). 

A fosforilação e inativação de ZFP36L2, em diversos tipos celulares, também pode ser mediada 

por proteínas diferentes como p90 ribosomal kinase 1 S6 (RSK1) e a p38 MAPK-activated protein 

kinase 2 (MK2) (Hsieh et al., 2021). Até o momento, pouco foi elucidado sobre o mecanismo de 
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inibição da atividade de ZFP36L2, em oócitos, mediada por fosforilação,, mas em outras 

linhagens celulares já foi demonstrado que a fosforilação em resíduos de serina na porção C-

terminal promove uma mudança conformacional no sítio de ligação entre ZFP36L2 e CNOT7, o 

que inibe a ligação entre essas duas proteínas e favorece a ligação de ZFP36L2 a proteínas 14-

3-3. Esse mecanismo resulta na inibição da atividade de ZFP36L2 (Johnson et al., 2002; 

Chrestensen et al., 2004; Marchese et al., 2010; Clement et al., 2011). 

 

2.7. Estratégias que visam melhorar a modulação da retomada da meiose e eventos 

relacionados in vitro  

 

A eficiência das tecnologias de reprodução assistida depende principalmente da 

qualidade dos oócitos que são utilizados nesse sistema. Na PIVE comercial, geralmente são 

utilizados COCs recuperados de folículos entre 2 e 8 mm de diâmetro, ou seja, COCs que ainda 

não completaram seu crescimento e ainda não adquiriram a competência necessária para 

desenvolver-se após a fertilização. A maturação in vitro passa então a ser uma etapa-chave para 

o sucesso dessas tecnologias. Entretanto, o desenvolvimento de protocolos eficientes torna-se 

um desafio, devido à ampla heterogeneidade na população de COCs que é obtida dessa 

categoria de folículos, o que se reflete nas taxas medianas de blastocistos que há décadas se 

mantém entre 30 a 40% (Rizos et al., 2002; Galli, 2017). Considerando as estatísticas, se cinco 

COCs saudáveis coletados por ovários são submetidos à PIVE, em média 1,75 blastocistos são 

produzidos e rendem 0,6 neonatos (Luciano et al., 2018). Esses dados revelam que há muito o 

que se aprimorar nos sistemas de MIV. 

In vivo, a seleção do oócito dominante acontece quando o folículo atinge cerca de 8 mm 

de diâmetro, e até que ele atinja o tamanho pré-ovulatório (em torno de 15 mm), diversos 

processos foliculares “capacitantes” acontecem e tornam o oócito competente (Fortune, 1994, 

Hyttel et al., 1997; Dieleman et al., 2002). In vitro, a retirada prematura do COC do folículo resulta 

na perda do contato com esses fatores capacitantes. Na ausência do CNP (oriundo da granulosa) 

e consequente ativação do seu receptor NPR2, os níveis de GMPc e consequentemente de AMPc 

caem no oócito, promovendo a retomada prematura – e rápida – da divisão meiótica. Além disso, 

a sinalização promovida pela ativação do EGFR, que se inicia na granulosa e ativa uma série de 

vias requeridas à aquisição da competência, também é perdida in vitro, o que pode resultar em 

falhas nos eventos que decorrem da ativação dessa sinalização (Richani e Gilchrist, 2022). 
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Figura 4 – Retomada espontânea da meiose no sistema in vitro – A regulação da retomada da divisão 

meiótica que ocorre no ambiente in vivo é perturbada no sistema in vitro devido à perda da sinalização 

proveniente da granulosa. Na ausência do CNP e pela presença do FSH do meio de MIV, os níveis de 

cGMP diminuem de forma rápida no cumulus, enquanto que um aumento transitório de cAMP estimula a 

expressão de peptídeos do tipo EGF e a transativação do EGFR. Devido à baixa concentração de cGMP, 

ERK1/2 promove, via Arp2/3 e calpaínas, a retração prematura das TZPs. Esse processo leva à diminuição 

dos níveis de cGMP e consequentemente de cAMP no oócito, desencadeando a quebra da vesícula 

germinativa e a retomada da divisão meiótica. 

 

Diversas estratégias vêm sendo desenvolvidas ao longo dos anos com o objetivo de 

prolongar a duração do bloqueio meiótico ou “atrasar” a retomada da divisão meiótica in vitro, na 

tentativa de reduzir os prejuízos causados pela retomada rápida da meiose, logo, pela perda da 

sincronização entre os eventos nucleares e citoplasmáticos que ocorre nesse sistema. A 

suplementação do meio de MIV com moduladores de AMPc ou inibidores do MPF tem sido 

estudada há algumas décadas. Butirolactona e roscovitina são dois inibidores reversíveis de 

Cdk1-ciclina B que, por serem permeáveis, podem ser suplementados em meio de cultivo 

(Kitagawa et al., 1993; Meijer et al., 1997). Ambos já foram testados em diversas espécies e, 

mesmo em combinação, não mostraram efeitos negativos sobre os embriões resultantes 

(Lonergan et al., 2000; Mermillod et al., 2000; Adona et al., 2008; Ferreira et al., 2009; De Bem 

et al., 2011). Entretanto, grande parte dos estudos com esses dois moduladores não mostrou 

incrementos significativos na produção ou qualidade dos embriões ao serem comparados com o 
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sistema convencional de MIV, o que leva a concluir que o bloqueio da retomada da meiose é 

apenas um dos eventos que contribuem para a capacitação e qualidade do oócito. 

Protocolos que propõem a modulação dos níveis de AMPc produzem respostas melhores 

do que o bloqueio direcionado de quinases responsáveis pelo controle da atividade do MPF, 

provavelmente porque essa modulação afeta dois eventos envolvidos com a aquisição da 

competência: altos níveis de AMPc não apenas atrasam a retomada da meiose, mas também 

prolongam o tempo de comunicação entre oócito e cumulus, visto que a queda nos níveis de 

AMPc resulta na diminuição da comunicação, via junções gap, entre oócito e cumulus (Luciano 

et al., 2004; Thomas et al., 2004). Inibidores de PDEs e ativadores de AC costumam ser utilizados 

em protocolos de MIV divididos em duas fases. A primeira é comumente chamada “pré-

maturação” (pré-MIV) ou etapa “capacitante” (CAPA), seguida da MIV propriamente dita. A ideia 

geral dessa estratégia é induzir no oócito, durante a etapa de pré-MIV, altos níveis de GMPc e 

AMPc, com o objetivo de atrasar a retomada da meiose e prolongar o tempo de comunicação no 

COC, permitindo que processos moleculares e citoplasmáticos aconteçam antes da quebra da 

vesícula germinativa e melhorem a competência do oocitária. 

Inicialmente, protocolos bifásicos testaram suplementar o meio de maturação com 

análogos permeáveis do AMPc, como 8-bromo AMPc e dibutiril-AMPc (Cho et al., 1974; Somfai 

et al., 2003; Appeltant et al., 2015). Em seguida, começaram a ser testados inibidores 

farmacológicos inespecíficos de PDE (3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) e hipoxantina) (Downs 

et al., 1986; Albuz et al., 2010), inibidores de PDE3A (milrinona e cilostamide) (Thomas et al., 

2004; Luciano et al., 2011), ativadores de AC (forskolin e iAC) (Luciano et al., 2004; Richani et 

al., 2014) e inibidores de PDE5A e PDE6 (sildenafil) (Botigelli et al., 2018), que mostraram 

resultados bons ou, às vezes, até controversos. O CNP, modulador fisiológico do GMPc no 

cumulus, também vem sendo testado em protocolos de pré-MIV em diversas espécies, mas por 

ser um modulador fisiológico, sua eficiência depende da dose utilizada e a duração do protocolo 

(Franciosi et al., 2014; Zhang et al., 2017; Soto-Heras et al., 2019, Assareh et al., 2022). Na 

maioria dos estudos realizados até o momento, as melhorias observadas pelo emprego dessas 

estratégias são modestas, e muitas vezes são observadas em parâmetros qualitativos (qualidade 

de oócitos e embriões produzidos e cinética de desenvolvimento) em detrimento de 

características quantitativas (taxas de produção) (Soares et al., 2017; Zhang et al., 2018;). A 

heterogeneidade da população de COCs que são submetidas aos protocolos de pré-MIV parece 

ser a causa dessas respostas, já que alguns estudos demonstraram que populações inicias de 
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GV se beneficiam mais dessas estratégias do que oócitos mais próximos do crescimento 

completo (Lodde et al.,2007; Dieci et al., 2016). 

Além das estratégias que visam modular os níveis de GMPc e AMPc, o emprego de 

peptídeos EGF-like vem sendo estudado com o objetivo de mimetizar um dos efeitos mais 

importantes que são desencadeados pelo pico de LH, que é a ativação de EGFR e suas vias 

decorrentes, tanto no cumulus quanto no oócito. A suplementação desses peptídeos já foi 

avaliada em várias espécies, como bovina (Soares et al., 2017), humana (Akin et al., 2022), 

caprina (Assareh et al., 2022), ovina (Rouhollahi Varnosfaderani et al., 2020), e suína (Zhang et 

al., 2017), e tem apresentado resultados promissores. Em humanos, o AREG é o peptídeo tipo 

EGF que mais se acumula no fluido folicular após o pico de LH, e foi associado como marcador 

de qualidade devido à capacidade de promover expansão de cumulus (Zamah et al., 2010). 

Alguns benefícios da adição de AREG ao meio de maturação são: aumento nas expressões de 

genes ligados a metabolismo e expansão das células do cumulus (Prochazka et al., 2012; 

Sugimura et al., 2014), incrementos nas taxas de maturação e na qualidade embrionária 

(Rouhollahi Varnosfaderani et al., 2020; Akin et al., 2022), expressão de genes marcadores de 

qualidade e maior razão massa celular interna:trofectoderma em embriões derivados de 

transferência nuclear (Assareh er al., 2022). Além disso, esse tipo de suplementação tem sem 

mostrado benéfica em modular, via PI3k-AKt-mTOR, a tradução de diversos transcritos no oócito 

(Chen et al., 2013).  
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3. HIPÓTESES 

 

3.1. Hipótese do Estudo 1: “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in 

vitro modificada modulam a progressão meiótica e a comunicação entre cumulus e oócito 

em bovinos”. 

 

A pré-maturação com CNP mantém o bloqueio meiótico e a comunicação no COC por 9h, 

enquanto a MIV modificada promove a ativação de vias que modulam comunicação entre 

cumulus e oócito e a cascata de retomada da meiose de forma mais “fisiológica”, melhorando as 

taxas de maturação oocitárias. 

 

3.2. Hipótese do Estudo 2: “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in 

vitro modificada modulam a expressão de genes associados aos mecanismos de tradução 

e degradação de RNAm no COC bovino”. 

 

A pré-maturação com CNP e a maturação modificada aumentam a expressão de genes 

das vias de tradução e degradação de RNA e melhoram a qualidade da maturação citoplasmática 

do oócito.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo do Estudo 1: “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in vitro 

modificada modulam a progressão meiótica e a comunicação entre cumulus e oócito em 

bovinos”. 

 

4.1.1. Objetivo geral  

Avaliar a eficiência do protocolo de pré-MIV com CNP para manter o bloqueio meiótico e 

a comunicação via projeções tranzonais no complexo cumulus-oócito, e da MIV modificada em 

melhorar as taxas de maturação oocitária. 

 

4.1.2. Objetivos específicos 

 

 Avaliar a taxa de manutenção do bloqueio meiótico ao final da pré-MIV (Pm-0h), através 

de classificação e análise da distribuição dos estágios de GV após protocolo de coloração 

por imunocitoquímica do envelope nuclear e cromatina com Hoechst, e comparar com 

oócitos imaturos (COC-0h); 

 Avaliar se há atividade transcricional dos oócitos durante nas últimas 4h da etapa de pré-

MIV, através de ensaio de marcação fluorescente de RNA nascente; 

 Quantificar a comparar as taxas de primeiro corpúsculo polar extruso (estágio MII) entre 

MIV controle (Cm), MIV modificada (Mm) e pré-MIV seguida de MIV modificada (Pm-Mm) 

às 9h e 19h de MIV; 

 Mensurar e comparar a densidade de TZPs íntegras entre os grupos às 0h (COC-0h e 

Pm-0h) e os três grupos de MIV às 9h de MIV, após coloração com Actin Green 488 

Phalloidin; 

 Mensurar e comparar a expansão das células do cumulus entre os grupos Cm, Mm e Pm-

Mm às 0h, 9h e 19h de MIV; 

 Analisar e comparar os níveis de expressão de ERK2, PRKACA, HAS2, PTX3 e TNFAIP6 

nas células do cumulus, e GDF9 e BMP15 em oócitos às 0h, 9h e 19h (estágio de MII) de 

MIV, por RT-qPCR. 
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4.2. Objetivo do Estudo 2: “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in vitro 

modificada modulam a expressão de genes associados aos mecanismos de tradução e 

degradação de RNAm no COC bovino”. 

 

4.2.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito da etapa de pré-MIV com CNP e da MIV modificada na expressão de 

genes associados às vias de tradução e degradação de RNAm no COC, e na expressão e 

atividade da proteína ZFP36L2 em oócitos bovinos. 

 

4.2.2. Objetivos específicos 

 

 Determinar e comparar os níveis de expressão de CPEB1, CPEB4 (tradução de RNAm), 

CNOT7 e ZFP36L2 (degradação de RNAm) em oócitos imaturos, maturados in vivo e 

maturados in vitro (MIV controle), por RT-qPCR; 

 Avaliar e comparar os níveis de expressão de CPEB1, CPEB4, CNOT7, ZFP36L2, 

MAPKAPK2 e YWHAZ entre oócitos dos grupos COC-0h e PM-0h, e Cm, Mm e Pm-Mm 

às 9h e 19h (estágio de MII) de MIV, por RT-qPCR; 

 Quantificar e comparar os níveis da proteína ZFP36L2 entre oócitos dos grupos Cm, Mm 

e Pm-Mm às 9h e 19h de MIV (estágio de MII), por protocolo de imunocitoquímica e 

western blotting; 

 Determinar e comparar os níveis de expressão dos genes-alvo da ZFP36L2: KDM1B, 

KDM3B, KDM4B, KDM4C, KDM5A, KDM5B, KDM5C, CCNE1, FBXO43 e FBXO5 em 

oócitos às 9h e 19h (estágio de MII) de MIV, por RT-qPCR; 

 Determinar e comparar os níveis de expressão de CPEB1, CPEB4, EIF4A3, EIF4B, 

EIF4E, EIF4G2, PAIP1, PABPC1 e PABPN1 (tradução de RNAm), CNOT7 e ZFP36L2 

(degradação de RNAm), MAPKAPK2 e YWHAZ em células do cumulus às 0h, 9h e 19h 

(apenas células de oócitos em estágio de MII) de MIV. 
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5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

O delineamento do Estudo 1, intitulado “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de 

maturação in vitro modificada modulam a progressão meiótica e a comunicação entre cumulus e 

oócito em bovinos”, encontra-se demonstrado na Figura 1. COCs viáveis foram submetidos 

diretamente à MIV em meios de maturação controle (Cm) ou modificada (Mm) ou pré-maturados 

por 9h em meio de pré-MIV suplementado com CNP, e em seguida maturados em meio de MIV 

modificada (Pm-Mm). COCs imediatamente coletados dos folículos (COC-0h) foram usados 

como grupo controle nas avaliações dos COCs ao final da pré-MIV (Pm-0h). A manutenção do 

bloqueio meiótico e distribuição dos estágios de GV foram realizadas no momento 0h. A avaliação 

da comunicação no COC, baseada na quantificação de TZPs íntegras, foi realizada às 0h e 9h 

de MIV. A morfometria da expansão do cumulus foi avaliada às 0h, 9h e 19h de MIV, e nesses 

mesmos horários foram realizadas análises de expressão gênica nas células do cumulus e nos 

oócitos dos respectivos grupos experimentais. 

 

 

Figura 5 – Delineamento experimental do Estudo 1  
 

O delineamento experimental do Estudo 2, Estudo 2: “Os sistemas de pré-maturação com 

CNP e de maturação in vitro modificada modulam a expressão de genes associados aos 

mecanismos de tradução e degradação de RNAm no COC bovino”, está demonstrado na Figura 

2 e é dividido em dois experimentos. No Experimento 1 (não descrito na Figura 2), os níveis de 

expressão de CPEB1, CPEB4, CNOT7 e ZFP36L2 foram avaliados por RT-qPCR em oócitos 
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imaturos, maturados in vitro (MIV controle) e maturados in vivo. Oócitos imaturos e maturados in 

vitro foram obtidos de COCs recuperados de vacas Nelore provenientes de abatedouro comercial, 

enquanto oócitos maturados in vivo foram obtidos por aspiração folicular guiada por ultrassom 

(ovum pick-up, OPU) em vacas Nelore previamente sincronizadas. No Experimento 2, os mesmos 

grupos experimentais e horários de coleta durante a MIV do Estudo 1 foram adotados para avaliar 

dos níveis de expressão de 13 genes associados aos mecanismos de tradução e degradação de 

RNAm em cumulus e oócitos. Os níveis da proteína ZFP36L2 foram avaliados às 9h e 19h de 

MIV utilizando protocolo de imunocitoquímica e western blotting. Os níveis de expressão de 10 

transcritos-alvo da ZFP36L2 foram avaliados em oócitos às 9h e 19h de MIV.  

 

Figura 6 – Delineamento experimental do Estudo 2 

 

6. MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1. Animais 

 

Para a realização dos experimentos do Estudo 1 e do experimento 2 do Estudo 2, ovários 

post-mortem de fêmeas cruzadas foram obtidos de abatedouro comercial da região de 

Pirassununga, sendo dispensada a necessidade de aprovação pelo Comitê de Ética de Utilização 

de Animais da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos – USP, Pirassununga, SP. 

Para a realização do experimento 1 do Estudo 2, foram utilizadas amostras previamente 

coletadas de oócitos imaturos, maturados in vitro e in vivo, remanescentes do estudo de Del 
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Collado et al. (2017). O citado estudo foi aprovado pelo CEUA – USP, com o número 

14.1.675.74.7. Todos os experimentos foram realizados de acordo com o International Guiding 

Principles for Biomedical Research Involving Animals, da Sociedade de Estudo da Reprodução 

(Society for the Study of Reproduction). 

 

6.2. Coleta de complexos cumulus-oócitos imaturos  

 

Ovários de fêmeas bovinas de raças cruzadas foram obtidos de abatedouro comercial da 

região e transportados até o laboratório em solução salina (0,9% NaCl) aquecida a 30°C. Os 

ovários foram lavados e mantidos em solução salina pré-aquecida durante toso o processo de 

aspiração, em que foram utilizadas agulhas 18-gauge acopladas a seringas de 10 mL. Os COCs 

foram recuperados de folículos entre 2 e 8 mm de diâmetro e depositados em tubos cônicos de 

50 mL para decantação. Ao se formar um pellet, parte do fluido folicular sobrenadante foi 

centrifugada por 5 min a 800 x g para separação de debris celulares e hemácias, e o fluido límpido 

foi utilizado para rastreamento dos COCs. Foram selecionados COCs com duas ou mais camadas 

de células do cumulus compactas e citoplasma homogêneo (Graus I e II). Após seleção, também 

em fluido folicular, os COCs foram lavados três vezes em solução de lavagem composto por TCM 

199 com sais de Earle, L-glutamina, 25 nM de HEPES, 50 µg/mL de gentamicina, 0,2 mM de 

piruvato de sódio e 10 mg/mL de albumina sérica bovina livre de ácidos graxos (BSA). COCs 

recém recuperados dos folículos foram utilizados como grupo controle imaturo 0h (COC-0h).  

  

6.4. Pré-maturação in vitro (pré-MIV) 

 

Após seleção e lavagem, parte dos COCs foram destinados à etapa de pré-MIV, de acordo 

com protocolo de Soares et al. (2017). Os COCs foram lavados três vezes em meio de pré-MIV, 

composto por TCM 199 com sais de Earle, L-glutamina, 2,2 g/L de bicarbonato de sódio (GIBCO, 

#Cat 11150-059), 0,4% de BSA, 50 µg/mL de gentamicina, 0,2 mM de piruvato de sódio, 100 nM 

de peptídeo natriurético tipo C (CNP, Sigma-Aldrich N8768), 10-4 UI/mL de FSH recombinante 

humano (rh-FSH, Gonal-F, Merck), 500 ng/mL de estradiol (Sigma-Aldrich E2758), 50 ng/mL de 

progesterona (Sigma-Aldrich P8783) e 50 ng/mL de androstenediona (Sigma-Aldrich A9630). A 

pré-MIV foi realizada em placa de 4 poços, com até 50 COCs em 400 µL de meio por poço, por 

9h a 38,5°C, 5% CO2 e umidade máxima. 
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6.5. Maturação in vitro (MIV) 

 

 COCs imaturos foram lavados três vezes em meio de maturação de acordo com o grupo 

experimental: (1) meio de maturação controle (grupo Cm) composto por TCM 199 com sais de 

Earle, L-glutamina, 2,2 g/L de bicarbonato de sódio, 10% de soro fetal bovino (SFB), 50 µg/mL 

de gentamicina, 0,2 mM de piruvato de sódio, 0,5 µg/mL de FSH (Folltropin, Ouro Fino Saúde 

Animal, Cravinhos, Brasil), e 50 mg/mL de hCG (Vetecor, Ouro Fino Saúde Animal); (2) meio de 

maturação modificada (grupo Mm) composto por TCM 199 com sais de Earle, L-glutamina, 2,2 

g/L de bicarbonato de sódio, 0,4% de BSA, 50 µg/mL de gentamicina, 0,2 mM de piruvato de 

sódio, 10 ng/mL de IGF-1 recombinante humano (rh-IGF-1, Invitrogen), 100 ng/mL ampirregulina 

(AREG, Sigma-Aldrich A7080), 10-2 UI/m de rh-FSH, 5µg/mL de estradiol e 150 ng/mL de 

progesterona; (3) COCs ao final da pré-MIV foram submetidos à MIV modificada (grupo Pm-Mm). 

Os COCs foram cultivados por 19h a 38,5°C, 5% CO2 e umidade máxima, em 400 µL de meio de 

MIV e em número de até 50 COCs por poço. 

 

6.6. Análise de expressão gênica em células do cumulus e oócitos às 0h, 9h e 19h de MIV 

 

 Para análise de expressão gênica em oócitos e células do cumulus às 0h, 9h e 19h de 

MIV, a mesma metodologia foi utilizada para os Estudos 1 e 2. No Estudo 1, foram avaliados os 

níveis de expressão de genes associados a mecanismos de sinalização de retomada da divisão 

meiótica e retração de TZPs (ERK2 e PRKACA) e diferenciação e expansão do cumulus (HAS2, 

PTX3, TNFAIP6), e nos oócitos os marcadores de qualidade GDF9 e BMP15. No Estudo 2 foram 

avaliadas, nas células do cumulus, as expressões de genes relacionados aos mecanismos de 

tradução (CPEB1, CPEB4, EIF4A3, EIF4B, EIF4E, EIF4G2, PAIP1, PABPC1, PABPN1) e 

degradação de RNA (CNOT7, ZFP36L2), além de MAPKAPK2 e YWHAZ, genes associados à 

modulação da atividade de ZFP36L2. Nos oócitos, os níveis de expressão de CPEB1, CPEB4, 

CNOT7, ZFP36L2, MAPKAPK2 e YWHAZ foram avaliados juntamente com KDM1B, KDM3B, 

KDM4B, KDM4C, KDM5A, KDM5B, KDM5C, CCNE1, FBXO43 e FBXO5, transcritos que são alvo 

de degradação da ZFP36L2 ativa. As sequências utilizadas para o desenho dos primers estão 

disponíveis nos bancos de dados GenBank e ENSEMBL (Tabelas 2 e 3). Todos os primers foram 

testados para eficiência antes de serem utilizados nos Estudos. 

Foram utilizados pools de 10 oócitos desnudos e pools de celulas do cumulus de 10 

COCs, provenientes de sete replicatas biológicas. Para obtenção dos pools, oócitos foram 
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completamente separados de suas células do cumulus, com auxílio de ponteira “stripper”, em 

gotas de 0,1% PVP em PBS. Às 19h de MIV, os oócitos foram desnudados individualmente e 

coletados, tanto cumulus quanto oócitos, apenas aqueles em estágio MII. As células do cumulus 

foram transferidas para tubos de 1,5 mL livres de DNase e RNase e centrifugadas duas vezes 

por 5 min a 250 x g. O sobrenadante foi descartado e os tubos contendo o pellet de células foram 

imersos em nitrogênio líquido. Os oócitos completamente desnudos foram acondicionados no 

mesmo tipo de tubo com mínimo volume possível de PBS-PVP e também imersos em nitrogênio 

líquido. As amostras foram armazenadas em freezer -80°C até a realização da extração do RNA 

total. 

 

Tabela 1 – Símbolo, locais de expressão e processos celulares relacionados dos genes escolhidos para 

análise de expressão, por RT-qPCR, nos Estudos 1 e 2 

 

Gene Local de expressão Processo relacionado 

CPEB1 Oócito/cumulus Repressão/poliadenilação de RNAm 

CPEB4 Oócito/cumulus Repressão/poliadenilação de RNAm 

CNOT7 Oócito/cumulus Desadenilação/degradação de RNAm 

ZFP36L2 Oócito/cumulus Desadenilação/degradação de RNAm 

KDM1B Oócito/cumulus Desmetilase de histona 

KDM3B Oócito/cumulus Desmetilase de histona 

KDM4B Oócito/cumulus Desmetilase de histona 

KDM4C Oócito/cumulus Desmetilase de histona 

KDM5A Oócito/cumulus Desmetilase de histona 

KDM5B Oócito/cumulus Desmetilase de histona 

KDM5C Oócito/cumulus Desmetilase de histona 

CCNE1 Oócito/cumulus Ciclo celular 

FBXO43 Oócito/cumulus Ciclo celular 

FBXO5 Oócito/cumulus Ciclo celular 

PABPC1 Oócito/cumulus Traduçãode RNAm 

PABPN1 Oócito/cumulus Tradução de RNAm 

PAIP1 Oócito/cumulus Trradução de RNAm 
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EIF4A3 Oócito/cumulus Tradução de RNAm 

EIF4B Oócito/cumulus Tradução de RNAm 

EIF4E Oócito/cumulus Tradução de RNAm 

EIF4G2 Oócito/cumulus Tradução de RNAm 

ERK2 Cumulus Via de sinalização 

MAPKAPK2 Cumulus Via de sinalização 

PRKACA Oócito/cumulus Via de sinalização 

YWHAZ Oócito/cumulus Membro da família de proteínas 14-3-3 

HAS2 Cumulus Remodelamento e expansão do cumulus 

PTX3 Cumulus Remodelamento e expansão do cumulus 

TNFAIP6 Cumulus Remodelamento e expansão do cumulus 

GDF9 Oócito Sinalização da diferenciação do cumulus 

BMP15 Oócito Sinalização da diferenciação do cumulus 

ACTB Oócito/cumulus Controle endógeno 

PPIA Oócito/cumulus Controle endógeno 

SDHA Oócito/cumulus Controle endógeno 

GUSB Oócito/cumulus Controle endógeno 

RPL15 Oócito/cumulus Controle endógeno 

 

 

Tabela 2 – Sequências e referências dos primers utizados para análise de expressão gênica em células 

do cumulus e oócitos nos Estudos 1 e 2 

Gene Primer sequence Reference 

ERK2 F: CGACCACACAGGGTTCTTGA XM_027566128.1 

 R: GACTTGGTGTAGCCCTTGGA  

PRKACA F: CTGGGGGTCCTCATCTACGA NM_174584.2 

 R: CGCACCTTCCCAGAGACAAT  

HAS2 F: CCTAAACATTTGAGACTCCCCC ENSBTAG00000019892  

 R: CACAATGCATCTTGTTCAGCTC  

PTX3 F: GCCGGCAGGTTGTGAAACA ENSBTAG00000009012 

 R: CATATGGATTCCTCTTTGTGCCA  

TNFAIP6 F: GCTACAACCCACATGCAAAGG ENSBTAG00000007239 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1542892039
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=31341602
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 R: AAACTCAGGTGAATGCGCTG  

GDF9 F: CAGCCAGATGACAGAGCTTTGAG ENSBTAG00000009478 

 R: CACTGATGGAAGGGTTCCTGCT  

BMP15 F: GCCTCGGATCTTAGGGCATC ENSBTAG00000045782 

 R: TATGTGCCAGGAGCCTCTGA  

EIF4A3 F: ATGAAGGAGTTCCGGTCAGG ENSBTAG00000016023 

R: ACCTGATCGCCCAATTCTGT 

EIF4B F: ACGACTCCAGATCTGCACCTG ENSBTAG00000006883 

R: TCTTCACCGTCAATGGCGAGA 

EIF4E F: TTAATGCCTGGCTGTGACTAC ENSBTAG00000009522 

R: ACGATCGAGGTCACTTCGTCT 

EIF4G2 F: CGTTTCAGTGCTTCTTCGGG ENSBTAG00000020308 

R:CTGCGGAGTTGTCATCTCGT 

PABPC1 F: CAAATACGCTGCGGGAGTTC ENSBTAG00000046358 

R: AGAGCCGTTCACCCAACATT 

PABPN1 F: TGGCCATCCGAAAGGGTTTG ENSBTAG00000006884 

R: CCTCGGTCTGTTGTGCTGAT 

PAIP1 F: GGGCCCCAGAACAAACGAG ENSBTAG00000020376 

R: GGGTAGAATTCAGGGGCGTT 

CPEB1 F: TCATGATCATTTGCCAGACTTCC XM_027521170.1 

R: AGTCTGAGTCCTGGGTGCTC 

CPEB4 F: GGTGTGTGCTATGCTGGGAT XM_027520495.1 

R: TGGCTTAACTTCCACCCGTT 

CNOT7 F: GCTCAGCGACACAAGTACATA XM_027530133.1 

R: GCATAGTGAGGGCACAAGGA 

ZFP36L2 F:CAGTTTCCAGCTCCGACCAT XM_027555128.1 

R: GGGATTTCTCCGTCTTGCAC 

MAPKAPK2 F: CATGCAATCGACGAAGGTCC XM_027565933.1 

R: CACTGGTCATCTCCTCCTTGAC 

YWHAZ F: GCATCCCACAGACTATTTCC ENSBTAG00000000236 

R:GCAAAGACAATGACAGACCA 

ACTB F: CAGCAGATGTGGATCAGCAAGC ENSBTAG00000026199 

R: AACGCAGCTAACAGTCCGCC 

PPIA F: GGTCCTGGCATCTTGTCCAT ENSBTAG00000012003 

R: TGCCATCCAACCACTCAGTCT 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1542914684
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1542913338
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1542932628
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1542870886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1542891654


46 
 

 
 

SDHA F: AACCTGATGCTTTGTGCTCTGC ENSBTAG00000046019 

R: TCGTCAACCCTCTCCTTGAAGT 

GUSB F: AGAGCGAGTACGGAGCAGATG ENSBTAG00000000704 

R: AGCAGGCCTTTCTGGTACTCTTC 

RPL15 F: CAAACGCCCAGTTCCTAAGG ENSBTAG00000033080 

R: TCGAGCAAACTTGAGCTGGTT 

 

 

Tabela 3 - Sequências e referências dos primers utilizados no Estudo 2 para análise de expressão dos 

transcritos-alvo de ZFP36L2 em oócitos). 

Gene Primer sequence Reference 

CCNE1 F: GCTGCCAAACTTGAGGAAATCT XM_024978360.1 

R: GGACACAATGGTCAGGGGAC 

FBXO43 F: TGAAAACAAATTCTGAGGGGGC XM_010812178.3 

R: AACCTGGTGTCCTAGCCTGT 

FBXO5 F: GGAAGATGACAAGGTGGCATT NM_001082435.2 

R: CAAAGTTTTGGCGACAGTAATTC 

KDM1B F: GCTCTTCAAGGAGCAGGAGG ENSBTAG00000014608 

R: CTTCACGAAGCTGTAGGCCA 

KDM3B F: AACTGAGAGTGGTGAGATCAAGT ENSBTAG00000010063 

R: TCCCCTCTATGCTCTCTCTC 

KDM4B F: TGCCGGAAACGGATGAAGAA ENSBTAG00000015487 

R: TAGTAAAGCCCGTTGCGGTT 

KDM4C F: TTTCCCAAATCTCCCTGGGC XM_027549308.1 

R: GCTGGAGCAGTCTCTGGC 

KDM5A F: GGTGTTTGAGCTTGTGCCTG ENSBTAG00000020472 

R: TGTAACACGACTGACCCACG 

KDM5B F: GACGTGTGCCAGTTTTGGAC ENSBTAG00000006175 

R: TCGAGGACACAGCACCTCT 

KDM5C F: ATCACTACCCCTGCCTGGAT ENSBTAG00000014943 

R: CTGAGGTCCTGCGCAGATAG 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1387218783
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1387208043
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1542965574
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6.6.1. Extração do RNA total e tratamento com DNase 

 

O RNA total foi extraído com o reagente TRIzol (Invitrogen) de acordo com as instruções 

do fabricante, com algumas modificações. Após a adição de 1,33 µL do reagente co-precipitante 

GlycoBlue (Thermo Fisher) à fase aquosa das amostras, as mesmas foram deixadas em repouso 

em -20°C por no mínimo 20 min, e em seguida centrifugadas por 30 min a 20000 x g a 4°C. O 

sobrenadante foi descartado e os pellets formados passaram por duas centrifugações, em etanol 

75% em água ultrapura, a 12500 x g por 5 min a 4°C, com o intuito de reduzir contaminações. 

Após o descarte do sobrenadante ao fim da segunda centrifugação, os pellets foram 

ressuspendidos em 10 µL de água ultrapura e tratados com o kit DNase I (Invitrogen) para 

eliminação de contaminações com DNA genômico. O RNA total foi quantificado no equipamento 

NanoDrop OneC (Thermo Fisher Scientific), e as amostras acondicionadas em freezer -80°C até 

a realização da transcrição reversa do cDNA. 

 

6.6.2. Transcrição reversa do cDNA 

 

Para a transcrição reversa do cDNA, as concentrações das amostras a serem 

comparadas foram normalizadas com a amostra de menor concentração total de RNA, através 

de diluição com água ultrapura. A reação foi realizada com o kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems) de acordo com as instruções do fabricante. Brevemente, o 

RNA total normalizado foi incubado com 10X RT buffer, 10X RT primers randômicos, 25X dNTP 

mix (100 nM), MultiScribe™ transcriptase reversa (50 U/µL) e água ultrapura por 10 min a 25°C, 

120 min a 37°C e 5 min a 85°C. As amostras normalizadas foram armazenadas em freezer -20°C 

até a realização das reações de RT-qPCR. 

 

6.6.3. qPCR em tempo real (RT-qPCR) em oócitos e células do cumulus 

 

 Para as análises de expressão gênica em oócitos, 15 ng de cDNA foram utilizados por 

reação de 10 µL. Para as análises em células do cumulus, foi necessário realizar uma diluição de 

8X em água ultrapura devido ao número de genes estudados, resultando em 7,5 ng de cDNA por 

reação. As reações foram realizadas utilizando Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) em equipamento QuantStudio 6 Flex PCR System (Applied Biosystems), de acordo 

com as seguintes condições: 10 min a 95°C, 45 ciclos de 15 min a 95° C, e 60 seg a 60°C. Os 

dados de ciclos relativos de treshold obtidos foram normalizados pela subtração da média 
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geométrica dos ciclos de cinco genes housekeeping para as análises em cumulus (ACTB, PPIA, 

GUSB, RPL15 e SDHA) e quatro para oócitos (ACTB, PPIA, GUSB e RPL15). 

 

 

6.7. “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in vitro modificada modulam 

a retomada da divisão meiótica e a comunicação entre cumulus e oócito em bovinos”. 

 

6.7.1. Visualização do primeiro corpúsculo polar extruso e cálculo das taxas de maturação 

nuclear 

 

Para calcular se a pré-MIV e a MIV modificada incrementavam as taxas de MII, foram 

calculadas as taxas de extrusão do primeiro corpúsculo polar às 19h de MIV. Cerca de 40 a 50 

oócitos por grupo experimental/replicata (em 12 replicatas biológicas) foram completamente 

desnudados das células do cumulus por pipetagens e com auxílio de ponteira de vidro de 135 µm 

de diâmetro (stripper), em gotas de 0,1% PVP em PBS. Oócitos contendo o primeiro corpúsculo 

polar extruso foram contabilizados como em estágio MII. 

 Posteriormente, as taxas de MII foram calculadas também às 9h de MIV, em 30 a 50 

oócitos por grupo experimental/repetição, em 6 replicatas biológicas.  

 

6.7.4. Avaliação da manutenção do bloqueio meiótico ao final da pré-MIV 

 

 Com o objetivo de avaliar se a pré-MIV estava sendo efetiva em manter o bloqueio da 

meiose oocitária, foi utilizado protocolo de IF para marcação da vesícula germinativa e coloração 

do DNA, para classificação dos estágios de GV quanto à presença do envelope nuclear e 

configuração da cromatina. Para isso, 247 oócitos do grupo COC-0h e 139 do grupo Pm-0h foram 

submetidos à IF de acordo com Sangalli et al. (2022) e coloração com Hoechst, e as populações 

imaturo e ao final da pré-MIV comparadas quanto à distribuição dos estágios de desenvolvimento. 

Os oócitos foram completamente desnudados de suas células do cumulus e fixados em solução 

de 4% paraformaldeído, lavados e permeabilizados conforme descrito no item 6.7.3. Após a 

permeabilização, os oócitos foram incubados por 1h em solução contendo 5% de BSA e 10% de 

soro de cabra em PBS para bloqueio de sítios inespecíficos. Em seguida, os oócitos foram 

lavados por 10 min e incubados overnight a 4°C com anticorpo monoclonal de camundongo anti-

Lamin A/C (1:200, Santa Cruz Biotechnology, SC376248). Após essa incubação, os oócitos 
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passaram por três lavagens de 10 min seguidas por três lavagens de 20 min cada e então 

incubados por 1h com anticorpo secundário de cabra anti-camundongo Alexa Fluor 488 (1:200, 

Thermo Fisher, A11001), a partir desta etapa protegidos da luz. Ao final, os oócitos foram lavados 

três vezes por 10 min e uma vez por 20 min, e então incubados por 30 min com 10 µg/mL de 

Hoechst 33342 em PBS (1:1000). Por fim, os oócitos foram lavados por 20 min e montados em 

20 µL de ProLong Gold Antifade sobre lâmina e cobertos com lamínula. As imagens foram 

adquiridas em objetiva de 63x em microscópio invertido de fluorescência Leica DMi8 com Sistema 

de Imagem Thunder (FAPESP 21/06645-0). A associação da avaliação da cromatina juntamente 

com o envelope nuclear e o sistema de deconvolução digital do microscópio permitiu a este 

trabalho sugerir um refinamento na classificação tradicional de estágios de GV (Figura 8). Os 

parâmetros para a classificação refinada dos estágios de GV proposta neste estudo encontram-

se descritos na Tabela 4.  

Tabela 4 – Parâmetros utilizados para a classificação refinada dos estágios de desenvolvimento de oócitos 

em vesícula germinativa, baseados nos graus de compactação da cromatina e características do envelope 

nuclear.
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Figura 7 – Imagens representativas de vesículas germinativas de oócitos imaturos em diferentes estágios 

de desenvolvimento, classificados de acordo com o sistema refinado proposto no presente estudo. O 

envelope nuclear foi marcado através de protocolo de imunocitoquímica anti-Lamin A/C e anticorpo 

secundário Alexa Fluor 488, e a cromatina foi marcada com Hoechst 33342 (as cores foram digitalmente 

alteradas após a captura das imagens, e as fotos cortadas e aumentadas em zoom digital no software LAS 

X 3.7.6.25997). Cada estágio de desenvolvimento, ou seja, GV1, GV2 e GV3, foi subdividido em .1, .2 e .3, 

de acordo com diferenças morfológicas quanto à compactação da cromatina e características físicas do 

envelope nuclear. As imagens foram adquiridas em objetiva de 63x (barra de escala: 5 µm). 
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6.7.3. Visualização e quantificação da densidade de TZPs íntegras às 0h e 9h de MIV 

 

 Para avaliar se a pré-MIV e a MIV modificada mantinham a comunicação entre cumulus 

e oócito por mais tempo, em comparação com a MIV controle, a densidade de TZPs íntegras 

(número de TZPs/10 µm de perímetro) foram quantificados ao final da pré-MIV (momento 0h) e 

às 9h de MIV. Para isso, COCS foram submetidos a protocolo de coloração com Phalloidin, para 

marcação de TZPs ricas em actina, e Hoechst 33342 para marcação do DNA. Foram 

quantificadas TZPs de 27 COCs de COC-0h, 24 COCs de Pm-0h, 22 COCs de Cm-9h, 20 COCs 

de Mm-9h e 16 COCs de Pm-Mm-9h. COCs foram submetidos a leves pipetagens em gotas de 

0,1% PBS-PVP para retirada do excesso de células do cumulus, e então fixados em solução 4% 

paraformaldeído durante 15 min. Após fixação, os COCs foram lavados três vezes em 0,1% PBS-

PVP e armazenados na mesma solução a 4°C até a realização do protocolo de coloração. Este 

protocolo consistiu de uma etapa de 10 min em PBS acrescido de 0,1% Triton x-100 e 1% BSA, 

seguida por uma etapa de permeabilização por 30 min em PBS com 1% Triton x-100, lavagem 

por 10 min, e incubação por 30 min em solução de ActinGreen 488 Phalloidin em PBS (1:200, 

Molecular Probes) protegidos da luz. Após a incubação em Phalloidin, os COCs passaram por 

três lavagens de 10 min cada, e uma incubação por 30 min em solução de 10 µg/mL de Hoechst 

33342 em PBS (1:1000, Invitrogen). Após uma lavagem final de 20 min, os COCs foram 

distribuídos em 20 µL de ProLong Gold Antifade (Life Technologies, Thermo Fisher), e cobertos 

por lamínula.  

 Em uma segunda etapa do estudo, avaliou-se se COCs ao final da pré-MIV, em estágios 

diferentes de GV, possuíam diferenças quanto a essa densidade de TZPs. Para isso, 60 COCs 

do grupo Pm-0h e 20 do grupo COC-0h foram submetidos à técnica de imunocitoquímica anti-

Lamin para visualização da vesícula germinativa (descrito no item 6.7.3) acrescida das 

colorações com Phalloidin e Hoechst 33342. Nessa análise, foi utilizado o anticorpo secundário 

de cabra anti-camundongo Alexa Fluor 594 (1:500 em PBS, A11005).  

As imagens foram adquiridas em microscópio confocal Leica SP5 em objetiva de 63x, com 

comprimentos de onda de excitação/emissão de 488/496 nm para AF 488, 590/618 nm para AF 

594 e 352/454 nm para Hoechst. A quantificação do número de TZPs íntegras foi realizada com 

o software Fiji (National Institutes of Health, Bethesda, MD) de acordo com protocolo de Abbassi 

et al. (2021). Brevemente, a imagem de cada oócito foi transformada em 16-bit e uma seção 

exterior à zona pelúcida foi selecionada e transformada em um plano linear com a ferramenta 

Polar transformer. Uma linha foi traçada dentro da extensão da zona pelúcida, e com a ferramenta 



52 
 

 
 

Plot profile obteve-se o número total de plots. Para descontar o valor do background, traçou-se 

uma linha com pelo menos 10 pixels de comprimento em três regiões da zona pelúcida que não 

contivessem TZPs, e de cada região escolheu-se o maior valor de plot, fazendo-se a média 

desses três valores. Para contabilizar o número de TZPs foi utilizada a ferramenta “CONTE.SE”, 

e considerou-se uma TZP cada valor de plot cuja leitura tenha sido maior que as dos plots 

imediatamente adjacentes e maior que a média do background. Para o cálculo da densidade de 

TZPs, foi mensurado o perímetro de cada oócito, e dividida a soma total de TZPs de cada um 

deles por seus respectivos perímetros.  

 

6.7.5. Ensaio de atividade transcricional em oócitos ao final do protocolo de pré-MIV 

 

 Com o intuito de avaliar se os oócitos mantidos em estágio GV1 ao final da pré-MIV 

possuíam atividade transcricional, foi realizado ensaio para marcação de RNAs nascentes e 

coloração com Hoechst 33342 em 287 oócitos do grupo Pm-0h. O ensaio foi realizado utilizando 

o Click-iT™ RNA Alexa Fluor 488 Imaging Kit (Invitrogen) de acordo com as recomendações do 

fabricante, com adaptações. Às 5h de pré-MIV, os COCs foram transferidos para um novo poço 

contendo 500 µL de meio pré-MIV suplementado com 1 mM 5-etinil-uridina (5-EU). RNAs 

sintetizados entre 5h e 9h de pré-MIV receberam uridina marcada em sua composição. Ao final 

do protocolo, os oócitos foram completamente desnudados, fixados, permeabilizados e lavados 

conforme descrito no item 6.7.3. O oócitos foram incubados durante 30 min, protegidos da luz, 

com coquetel de reação do kit contendo 100 mM de Tris (pH 8,5), 1 mM de CuSO4, 100 mM de 

ácido ascórbico e 50 µM de azide fluorescente (Alexa Fluor 488), que reage com a 5-EU. Ao final 

a incubação, as amostras foram lavadas uma vez em 1 mL do tampão de lavagem do kit e três 

vezes com 0,1% PBS-PVP. Os oócitos foram então incubados com Hoechst 33342 (10 µg/mL) e 

lavados em seguida por 10 min, antes de serem montados sobre lâmina em 20 µL de ProLong 

Gold Antifade e cobertos com lamínula. As imagens foram adquiridas em objetiva de 63x em 

microscópio invertido de fluorescência Leica DMi8 com Sistema de Imagem Thunder. Como 

controle positivo, fibroblastos de embrião de camundongo foram cultivados sobre lamínulas, 

suplementados com 5-EU por 4h ou 24h, e submetidos ao mesmo protocolo de reação. Como 

controle negativo foram utilizados oócitos submetidos ao protocolo de reação, mas que não 

receberam suplementação de 5-EU nas últimas 4h de pré-MIV. Os oócitos foram classificados 

em GV1-GV3 (a ausência de marcação da vesícula germinativa não permitiu a separação entre 

GV3 e GVBD). Atividade transcricional foi considerada positiva quando observado um padrão 
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intenso e característico de marcações fluorescentes da região nuclear. Na ausência dessa 

marcação, o oócito foi considerado transcricionalmente inativo ao final da pré-MIV. 

 

6.7.2. Morfometria da expansão das células do cumulus às 0h, 9h e 19h de MIV 

 

 Para mensurar e comparar se a pré-MIV e a MIV modificada teriam efeito sobre a 

expansão das células do cumulus, evento marcador de qualidade oocitária, 10 COCs por grupo 

experimental foram cultivados em gotas de 30 µL de meio de pré-MIV ou MIV (de acordo com o 

grupo), e tiveram suas imagens capturadas nos momentos 0h, 9h e 19h de MIV. Imagens de 

cinco replicatas biológicas por grupo foram obtidas em microscópio invertido Nikon TI Eclipse 

(Nikon Instruments), em objetiva de 4x. A morfometria da expansão do cumulus foi avaliada com 

o auxílio do software Fiji. As áreas em torno do cumulus de cada oócito foram mensuradas e 

comparadas entre os grupos dentro do mesmo horário.  

 

6.7.6. Análise estatística 

 

 Os resultados de quantidade relativa de TZPs e de taxas de expansão de cumulus foram 

submetidos à ANOVA e teste de Tukey para comparações entre os grupos. A análise da 

distribuição dos estágios de GV entre COC-0h e Pm-0h foi feita utilizando PROC univariante do 

SAS, levando-se em consideração parâmetros como média, mediana, moda, curtose e 

assimetria. As taxas de maturação foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado. As médias 

normalizadas de CRT (ciclo relativo de threshold) foram transformadas logaritmamente e testadas 

por ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Para todas as avaliações foi considerado nível de 

significância de 5% (p<0,05). 
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6.8. Estudo 2: “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in vitro modificada 

modulam a expressão de genes associados aos mecanismos de tradução e degradação 

de RNAm no COC bovino”. 

 

6.8.1. Imunodetecção e quantificação da proteína ZFP36L2 às 9h e 19h de MIV 

 

 Para inicialmente confirmar se o anticorpo primário de camundongo anti-ZFP36L2 (Santa 

Cruz Biotechnology, SC365908) era funcional em protocolo de IF, fibroblastos de embrião de 

camundongo foram cultivados sobre lamínula e realizada a IF com grupos incubado (controle 

positivo do teste) e não incubado (controle negativo) com o anticorpo anti-ZFP36L2. Após o 

resultado do teste se mostrar positivo, IF (conforme descrito item 6.7.3) foi realizada em 39 

oócitos desnudos do grupo Cm, 44 do grupo Mm, e 49 do grupo Pm-Mm às 9h de MIV, e em 27 

oócitos MII do grupo Cm, 38 MII do grupo Mm e 30 MII de Pm-Mm às 19h de MIV. As diluições 

empregadas de anticorpo primário (Santa Cruz Biotechnology, SC-365908) e secundário (cabra 

anti-camundongo Alexa Fluor 488, Thermo Fisher, A11001) foram 1:200. Ao final, os oócitos 

foram incubados com Hoechst 33342 por 30 min, lavados e montados em lâmina, conforme 

descrito no item 6.7.3. Dentro de cada grupo e momento avaliado, de 7 a 10 oócitos foram 

submetidos ao protocolo excluindo-se o anticorpo primário da solução de incubação overnight 

(controle negativo). As imagens foram adquiridas em objetiva de 63x em microscópio invertido de 

fluorescência Leica DMi8 com Sistema de Imagem Thunder. A quantificação da intensidade de 

fluorescência foi realizada com o software Fiji. A imagem de cada oócito foi transformada para 

escala de cinza (8-bit), e marcada a área do oócito com a ferramenta correspondente. A 

mensuração da intensidade obtida em razão da área do oócito (densidade integrada) foi 

submetida a dois fatores de correção, baseados na equação “CTCF (corrected total cell 

fluorescence) = Densidade integrada – (área do oócito x média das leituras de background)”. Na 

primeira correção (CTCF1), foi feita a leitura de 5 regiões em torno de cada oócito, eliminando-

se da densidade integrada quaisquer valores correspondentes a background de lâmina e de 

ligação inespecífica do anticorpo secundário na região da zona pelúcida. Na segunda correção 

(CTCF2), empregou-se o valor de CTCF1 no campo “densidade integrada”, e a média das leituras 

dos oócitos do controle negativo no campo “médias das leituras de background”, excluindo-se a 

média de autofluorescência dos oócitos de um grupo experimental dos valores de fluorescência, 

correspondentes à ZFP36L2, do oócito do mesmo grupo. Cada grupo experimental e momento 

avaliado teve seu grupo controle negativo correspondente.  

 



55 
 

 
 

6.8.2. Quantificação da proteína ZFP36L2 por western blotting 

 

Para quantificação de ZFP36L2 por western blotting, foram utilizados pools de 50 oócitos 

desnudos por grupo experimental e por replicata biológica, com 10 replicatas no momento 9h e 7 

replicatas no momento 19h de MIV (estágio de MII). Oócitos foram completamente desnudados 

do cumulus com ponteira stripper, acondicionados em tubos de 600 µL em volume mínimo de 

líquido, imersos em nitrogênio líquido e armazenados em freezer -80°C. A cada amostra foi 

adicionado 7,5 µL de tampão de lise RIPA, seguidos de 2 ciclos de 5 min a 95°C e 1 min em gelo 

para lise das células. Em seguida, 2,5 µL de tampão Laemmli (4X) foi adicionado por amostra, 

seguido por 5 min a 98°C. As amostras foram colocadas em gel SDS-PAGE de kit comercial Mini-

Protean TGX (456-1033, Bio-RAD, Hércules, Califórnia, EUA). A eletroforese foi realizada a 100 

V por 70 min, e as proteínas transferidas para membrana PVDF utilizando o Transfer-Blot Turbo 

Transfer Pack (170-4156, Bio-RAD), em aparelho de transferência semi-seco Trans-Blot Turbo, 

em programa “mini TGX” por 3 min em constante de 25 V. As membranas foram então 

bloqueadas em solução com 5% BSA em TBST por 1h em temperatura ambiente. Em seguida, 

as membranas foram incubadas overnight a 4°C com anticorpo primário de camundongo anti-

ZFP36L2 (1:2000, Santa Cruz Biotechnology, SC-365908). Após essa etapa, as membranas 

foram lavadas três vezes por 5 min cada com TBST e então incubadas por 1h com anticorpo 

secundário anti-camundongo conjugado com HRP (1:2000, Sigma-Aldrich, A0545), em 

temperatura ambiente. As membranas passaram então por três lavagens em TBST 1X por 5 min 

cada. Para detecção das bandas, as membranas foram submetidas a reação de 

quimioluminescência utilizando solução ECL Plus Prime Western Blotting Detection System 

(Amersham®, Buckinghamshire, UK). A aquisição das imagens e análise da densidade das 

bandas foram realizadas, respectivamente, com ChemiDoc MP Image System (Bio-RAD) e o 

software Image Lab 5.1. As quantidades relativas de ZFP36L2, em unidades arbitrárias, foram 

normalizadas pelo número de oócitos utilizados em cada pool (n=50). 

 

6.8.3. Análise estatística 

 

 As quantidades relativas de ZFP36L2 por IF e western blotting foram testados quanto à 

normalidade dos dados e submetidos à ANOVA e teste de Tukey para comparação entre os 

grupos. Os resultados de CRT normalizados foram transformados logaritmamente e as médias 

testadas por ANOVA e teste de Tukey. Foi considerado nível de significância de 5% para todas 

as análises (p<0,05).  



56 
 

 
 

7. RESULTADOS 

7.1. Estudo 1: “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in vitro modificada 
modulam a progressão meiótica e a comunicação entre cumulus e oócito em bovinos”.

7.1.1. O tratamento com pré-MIV com CNP resulta em menor taxa de MII às 19h, mas 
aumenta essa taxa às 9h de MIV 

A adoção da etapa de pré-MIV com CNP resultou em diminuição da taxa de oócitos em 

estágio de MII às 19h de MIV (Figura 8). Enquanto as taxas de MII dos grupos submetidos à MIV 

convencional (73,19% ± 11,97) e modificada (79,13% ± 8,64) foram semelhantes entre si, o grupo 

que passou pela pré-MIV apresentou menor (p<0,01) taxa de MII (68,37% ± 8,35) às 19h de MIV.  

Curiosamente, nas coletas de oócitos desnudos para outras análises desse estudo, 

passamos a observar a presença de corpúsculos extrusos no grupo Pm-Mm às 9h de MIV. Em 

razão dos resultados obtidos na análise de distribuição de estágio de GV ao final da pré-MIV, 

analisamos taxas de MII às 9h de MIV em seis replicatas biológicas diferentes. Não foi observada 

presença de corpúsculos extrusos em oócitos dos grupos Cm e Mm, enquanto o grupo Pm-Mm 

apresentou 24,20% ± 9,06 de taxa de MII nesse horário (Figura 8). Dessa forma, a etapa de pré-

MIV com CNP antecipou a extrusão do primeiro corpúsculo polar em parte dos oócitos, o que 

pode ter subestimado a taxa de MII desse grupo às 19h de MIV. 

Figura 8 – Taxas de MII (primeiro corpúsculo polar extruso) às 9h e 19h de MIV de COCs maturados em 

meio convencional (Cm), meio modificado com suplementação de AREG sem pré-MIV (Mm) ou após 9h 
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de pré-MIV com CNP (Pm-Mm). As barras representam as médias e as barras de erros o erro padrão das 

médias. Letras diferentes ou asterisco acima das barras representam diferença entre as médias (p<0,05). 

 

7.1.2. A pré-MIV com CNP mantém o bloqueio meiótico em 80% dos oócitos, mas promove 

uma redistribuição dos estágios de GV 

 

A pré-MIV com CNP se mostrou eficiente em manter o bloqueio meiótico em cerca de 

80% dos oócitos no final do protocolo (Figura 9.D e E). No entanto, a adição dessa etapa resultou 

em uma redistribuição (p<0,05) das categorias de GV na população de oócitos, de uma população 

inicial com predominância de oócitos GV2 (Figura 9.A), para aumento nas categorias de GV1 e 

GV3 ao final da pré-MIV (Figura 9.B). Em 247 oócitos do grupo COC-0h foram classificados 

18,87% GV1, 55,05% GV2, 22,27% GV3 e 0,81% GVBD; em 139 oócitos PM-0h foram 

observados 34,53% GV1, 16,54% GV2, 29,05% GV3 e 19,42% GVBD (Figura 9.E).  

Quando se analisa essa redistribuição sob o prisma da classificação refinada proposta 

neste estudo (em que cada categoria de GV é subdividida em .1, .2 e .3), foi possível observar 

um aumento pronunciado de oócitos nas categorias GV3.3 e GVBD ao final da pré-MIV, enquanto 

as categorias GV2.2 e 2.3 apresentaram redução (Figura 9.C; D; E). Curiosamente, as 

subcategorias de GV1 também aumentaram ao final da pré-MIV, em particular GV1.3 (Figura 9.C; 

D; E). As categorias a partir de GV2.2 aparentemente progrediram na condensação da cromatina 

ao longo das 9h de pré-MIV, o que resultou no “escape” do bloqueio meiótico daqueles oócitos 

em estágio mais avançados de GV (Figura 9.C; D; E). 
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Figura 9 – Distribuição dos estágios de desenvolvimento (GV) em oócitos imaturos (A) e ao final de 9h de 

pré-MIV com CNP (B), de acordo com o sistema refinado de classificação. As diferenças nos padrões de 

distribuição de GV entre as duas populações também estão demonstradas no histograma de densidade de 

frequência (C) e no gráfico de barras empilhadas (D). Foram classificados 247 oócitos COC-0h e 139 
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oócitos Pm-0h. O número total e a porcentagem de oócitos por categoria de GV encontram-se 

demonstrados na tabela (E). 

 

7.1.3. A pré-MIV com CNP modula diferencialmente a comunicação no COC, em função do 

estágio de GV do oócito 

 

O objetivo dessa análise foi verificar o efeito da pré-MIV e/ou da MIV modificada sobre a 

comunicação entre cumulus e oócito, avaliada quanto à densidade de TZPs íntegras (Figura 10). 

A MIV modificada com AREG induziu diminuições na densidade de TZPs íntegras às 9h de MIV 

(Figura 11). As médias de TZP/10 µm nos grupos Mm e Pm-Mm foram respectivamente de 2,97 

± 0,67 e 2,95 ± 0,67, 12% e 13% menores (p<0,05) que as dos grupos controle imaturo (COC-

0h; 3,39 ± 0,80 TZPs/10 µm) e controle MIV (Cm; 3,39 ± 0,57 TZPs/10 µm). A densidade de TZPs 

íntegras de COCs ao final da pré-MIV com CNP (3,32 ± 1,02 TZPs/10 µm) não diferiu de nenhum 

outro grupo, seja às 0h ou 9h de MIV (Figura 11). 

Apesar de não ter diferido de nenhum dos outros grupos nessa primeira análise, 

distribuição dos dados do grupo Pm-0h no gráfico (Figura 11) chamou a atenção, sugerindo que 

ao final da pré-MIV poderiam estar sendo formadas duas subpopulações com densidades de 

TZPs distintas. Após a obtenção dos resultados da análise de distribuição dos estágios de GV às 

9h de pré-MIV, decidimos quantificar e comparar a densidades de TZPs em função do estágio de 

GV (GV1, 2, 3 e GVBD, de acordo com a classificação tradicional; Figura 12) ao final da pré-MIV, 

e comparar com o controle imaturo. A pré-MIV teve um efeito geral na diminuição da densidade 

de TZPs (p=0,0005, Figura 13). Não houve diferença entre a densidade de TZPs íntegras, em 

função do estágio de GV, entre COCs imaturos (3,78 ± 0,10 para GV1, 4,14 ± 0,40 para GV2, e 

3,81 ± 0,52/10 µm para GV3) (Figura 13). Dentro do grupo pré-maturado, COCs do estágio GV3 

mostraram menor densidade de TZPs (3,10 ± 0,64/10 µm) comparados com GV1 (3,64 ± 0,59/10 

µm; p=0,00098) (Figura 13). Nessa análise não foi possível empregar o sistema de classificação 

refinada, devido à dificuldade de diferenciar as subcategorias de GV1. Apesar de numericamente 

também ter apresentado menor densidade de TZPs, a categoria GVBD não apresentou diferença 

dos demais grupos, provavelmente pelo número baixo de amostras analisadas nessa categoria. 
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Figura 10 – Análises de microscopia confocal de COCs às 0h (grupos imaturo e pré-maturado) e às 9h de 

MIV (MIV controle, MIV modificada e pré-MIV com MIV modificada), para visualização e quantificação de 

TZPs íntegras. As TZPs foram marcadas com Actin Green 488 Phalloidin e o DNA com Hoechst 33342. 

Imagens adquiridas em objetiva de 63x (barra de escala: 50 µm). À direita, zoom digital para mostrar em 

detalhes as TZPs (barra de escala: 10 µm). 
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Figura 11 – Número relativo de TZPs íntegras (n/10 µm) às 0h e às 9h de MIV, comparando-se COCs 

imaturos (COC-0h), ao final da pré-MIV com CNP (Pm-0h), e COCs maturados em meio convencional 

(Cm), meio modificado sem pré-MIV (Mm) ou após 9h de pré-MIV com CNP (Pm-Mm). Letras diferentes 

acima das barras representam diferença (p<0,05). 
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Figura 12 – Análises de microscopia confocal para quantificação de TZPs íntegras e classificação quanto 

ao estágio de desenvolvimento em COCs ao final das 9h de pré-MIV com CNP. As TZPs foram marcadas 

com Actin Green 488, o DNA por Hoechst 33342 e a vesícula germinativa por Alexa Fluor 594. As imagens 

foram adquiridas em objetiva de 63x (barra de escala: 50 µm). À direita, zoom digital para mostrar em 

detalhes as TZPs (barra de escala: 10 µm).
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Figura 13 – Número relativo de TZPs íntegras de oócitos imaturos (COC-0h), e ao final de 9h de pré-MIV 

com CNP (Pm-0h), classificados de acordo com estágio de desenvolvimento (classificação tradicional). 

Letras diferentes acima das barras representam diferença (p<0,05). 

 

7.1.4. A expressão de ERK2 e PRKACA, genes associados à retomada da meiose e retração 

de TZPs, é aumentada nos grupos da pré-MIV e MIV modificada 

 

A pré-MIV com CNP induziu aumento nas expressões de ERK2 (p<0,0001, fold-change 

1,7) e PRKACA (p=0,0003, 1,8 fold) nas células do cumulus de COCs submetidos a essa etapa 

(Figura 14). Às 9h de MIV, ambos os grupos da MIV modificada apresentaram maiores 

expressões desses dois genes, comparados ao grupo maturado em meio controle (p=0,0032, 1,4 

fold para ERK2; p=0,0013, 1,3 fold para PRKACA). Em células do cumulus de oócitos MII (19h 

de MIV), não houve diferença na expressão de ERK2 entre os grupos, enquanto PRKACA se 

manteve mais expresso (p<0,0001, 1,4 fold) no grupo MIV modificada sem pré-maturação (Figura 

14). 
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Figura 14 – Expressão relativa de ERK2 e PRKACA em células do cumulus dos grupos imaturo (COC-

0h),e pré-maturado (Pm-0h), e de MIV controle (Cm), MIV modificada (Mm) e MIV modificada após a etapa 

de pré-MIV (Pm-Mm) às 9h e 19h de MIV (estágio de MII). Letras diferentes acima das barras representam 

diferença (p<0,05). 

7.1.5. Uma pequena proporção de oócitos em estágio de GV1 se mantém 
transcricionalmente ativa ao final da pré-MIV com CNP

Com o intuito de verificar se essa população aumentada de oócitos GV1 apresentava 

atividade transcricional ao final da pré-MIV, realizamos um ensaio de marcação de RNA nascente 

com 5-EU e analisamos em microscópio de fluorescência. Utilizamos fibroblastos de embrião de 

camundongo como controle positivo e oócitos do mesmo grupo experimental que não receberam 

suplementação com 5-EU como controle negativo (Figura 15). De 287 oócitos analisados ao final 

da pré-MIV, apenas 19 (6,62%) apresentaram marcação fluorescente característica (imagens 

representativas na Figura 15), ou seja, sintetizaram RNAs contendo 5-EU nas últimas 4h de pré-

MIV (Tabela 5). Dos 86 oócitos classificados tradicionalmente como GV1, 13 (15,12%) foram 

classificados como transcricionalmente ativos nas últimas horas de pré-MIV (Tabela 5).
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Figura 15 – Ensaio de atividade transcricional em oócitos ao final da pré-MIV com CNP. COCs foram 

suplementados com 5-EU durante as últimas 4h de pré-MIV e submetidos à reação de Click-iT para 

marcação fluorescente de RNAs sintetizados durante esse período. Fibroblastos de embriões de 

camundongo foram suplementados com 5-EU por 4h ou 24h e utilizados como controle positivo (A); oócitos 

sem suplementação de 5-EU foram utilizados como controle negativo (B). Os oócitos foram classificados 

como atividade negativa (C) ou positiva (D), quando um padrão de intensidade fluorescente característico 

foi observado na região da cromatina (marcada com Hoechst 33342). As imagens foram adquiridas em 

objetiva de 63x (escala: 50 µm). Imagens A: 20x, escala 50 µm). 
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Tabela 5 – Número total de oócitos, número de oócitos positivos (transcricionalmente ativos) e 

porcentagem de positivos de acordo com o estágio de GV (classificação tradicional), ao final da pré-MIV 

com CNP. 

 

 

Esses resultados apresentaram novas informações quando a classificação foi feita de 

acordo com o sistema refinado proposto neste estudo. Dentre 86 oócitos em estágio GV1, 41 

(47,67%) foram classificados como GV1.1, 19 deles (22,09%) como GV 1.2, e 26 (30,24%) como 

GV1.3. Entretanto, dentre os classificados como transcricionalmente positivos, a maior parte 

pertenceu à categoria GV1.3, ou seja, a subcategoria de GV1 que possui maior grau de 

compactação de cromatina (Tabela 6). 

 

Tabela 6 - Número total de oócitos, número de oócitos positivos (transcricionalmente ativos) e porcentagem 

de positivos de acordo com o estágio de GV (classificação refinada), ao final da pré-MIV com CNP. 

 

 

7.1.6. A MIV modificada reduz a expansão das células do cumulus e modula 

diferencialmente a expressão de genes relacionados a esse evento ao longo na MIV 

 

GV1 86 13 15.12

GV2 61 5 8.20

GV3 140 1 0.71

Total 287 19 6.62

Estágio n Total n Positivos
% Positivos (Class. 

Tradicional)

GV1.1 41 2 4.88

GV1.2 19 2 10.53

GV1.3 26 9 34.62

GV2.1 21 2 9.52

GV2.2 15 0 0

GV2.3 25 3 12

GV3.1 44 0 0

GV3.2 24 1 1.39

GV3.3/BD 72 0 0

Total 287 19

n Positivos
% Positivos (Class. 

Refinada)
n TotalEstágio
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A adoção do meio modificado resulta em diminuição na expansão das células do cumulus

tanto às 9h quanto às 19h de MIV, seja ela precedida ou não pela etapa de pré-MIV (Figura 16).

Não houve diferença na área total ocupada pelas células do cumulus entre COCs recém 

recuperados dos folículos (COC-0h) e COCs ao final de 9h de pré-MIV (Pm-0h), mas às 9h de 

MIV os grupos submetidos à MIV modificada (Mm e Pm-Mm) apresentaram reduções 

significativas (p<0,05), de 25,6% (Mm) e 19,1% (Pm-Mm) na área de expansão do cumulus em 

relação ao grupo controle (Cm). Às 19h de MIV, essas reduções (p<0,05) foram de 40,7% no 

grupo Mm e de 45,3% no grupo Pm-Mm (Figura 17).

Figura 16 – Imagens representativas da evolução da expansão das células do cumulus durante a MIV (nos 

momentos -9h e 0h imaturos, às 9h e 19h os três grupos de MIV) em COCs maturados em meio 

convencional (Cm), em meio modificado sem pré MIV (Mm) ou após 9h de pré-MIV com CNP (Pm-Mm). 
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Figura 17 – Morfometria da evolução da expansão das células do cumulus durante a MIV (nos momentos 

-9h e 0h – imaturos – às 9h e 19h de MIV) em COCs maturados em meio convencional (Cm) e meio 

modificado sem pré-MIV (Mm) ou após 9h de pré-MIV com CNP (Pm-Mm). Asteriscos respresentam 

diferença (p<0,05). 

A expressão de genes relacionados ao processo de expansão das células do cumulus

também foi afetada pelo protocolo de MIV modificada. Dos três genes analisados no cumulus

(HAS2, PTX3 e TNFAIP6), a pré-MIV com CNP induziu aumento de expressão (p=0,001, fold-

change 13,9) apenas de HAS2 ao final do tratamento, comparado com cumulus de oócitos 

imaturos (COC-0h) (Figura 18).  

Às 9h de MIV, o meio modificado resultou em diminuição nas expressões de HAS2

(p=0,0002, 0,76 fold para Mm e 0,32 para Pm-Mm) e TNFAIP6 (p<0,0001, 0,02 fold para Mm e 

0,03 para Pm-Mm) nos dois grupos submetidos à MIV modificada. Nesse horário, PTX3 foi mais

expresso (p=0,0008) no grupo que passou pela pré-maturação com CNP (FC 3,0) (Figura 18).

Às 19h de MIV, o mesmo padrão de diminuição de expressão de HAS2 e TNFAIP6 foi 

mantido em células do cumulus de oócitos MII dos grupos Mm (p<0,0001, 0,4 e 0,09 fold

respectivamente) e Pm-Mm (p<0,0001, 0,3 e 0,07 fold). O padrão de expressão de PTX3 foi o 

oposto, estando mais expresso nos grupos maturados em meio modificado (p=0,0003, 4,7 fold

para Mm e 7,4 para Pm-Mm) comparados à MIV controle (Figura 18).  
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Apesar das alterações causadas pelos protocolos de pré-MIV e MIV modificada na

expressão gênica no cumulus, não foi observada diferença nas expressões de GDF9 e BMP15

nos oócitos, seja em função de grupo experimental ou tempo de observação (Figura 18). 

Figura 18 – Expressão relativa de HAS2, PTX3 e TNFAIP6 em células do cumulus, e GDF9 e BMP15 em 

oócitos imaturos e ao final da pré-MIV (0h), e cultivados em meio convencional (Cm), meio modificado com 

AREG sem pré-MIV (Mm) ou após pré-MIV com CNP (Pm-Mm) às 9h e 19h de MIV (estágio de MII). Letras 

diferentes acima das barras representam diferença (p<0,05). 

7.2. Estudo 2: “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in vitro modificada 
modulam a expressão de genes associados aos mecanismos de tradução e degradação 
de RNAm no COC bovino”.

7.2.1. O sistema de MIV altera a expressão de ZFP36L2 no oócito 

O experimento 1 teve por objetivo analisar se o sistema in vitro alterava a expressão de 

dois genes associados ao processo de tradução (CPEB1 e CPEB4) e dois genes pertencentes à

maquinaria de degradação de RNAm (CNOT7 e ZFP36L2) nos oócitos. Para isso, avaliamos a 

expressão desses genes em amostras de oócitos imaturos, maturados in vivo e in vitro. Apenas 

ZFP36L2 teve sua expressão afetada pela MIV, sendo menos (p=0,0083, 0,67 fold) expresso em 

oócitos MII in vitro comparados aos MII in vivo (Figura 19).
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Figura 19 – Expressão relativa de CPEB1 e CPEB4 (tradução de RNAm) e CNOT7 e ZFP36L2

(degradação de RNAm) em oócitos imaturos, maturados in vivo e in vitro. Letras diferentes sobre as barras 

representam diferença (p<0,05). 

A partir dos resultados do experimento 1, partiu-se para avaliar se a expressão de 

ZFP36L2 nos oócitos seria alterada pelo tipo de protocolo de MIV. As expressões de CNOT7,

MAPKAPK2 e YWHAZ também foram avaliadas, devido à relação desses genes com a atividade 

de ZFP36L2, assim como os níveis de expressão de CPEB1 e CPEB4, proteínas que regulam a 

poliadenilação do RNAm de diversos genes durante a maturação, entre eles ZFP36L2.

Como a expressão de ZFP36L2 não foi alterada nos oócitos pré-maturados (Pm-0h) em 

comparação com os imaturos (Figura 21.A) e só ter apresentado diferença de expressão entre 

maturados in vivo e in vitro no experimento 1, optou-se por avaliar a expressão desses genes 

apenas às 9h e às 19h (MII) de MIV (Figura 20). Às 9h de MIV, apenas ZFP36L2 apresentou 

diferença de expressão (p=0,026, 0,8 fold), sendo menos expresso em oócitos em meio 

modificado sem pré-maturação, quando comparados ao controle (Figura 20.A). 

Às 19h de MIV, ZFP36L2 teve seu nível de expressão diminuído (p=0,0557) em oócitos 

MII que passaram pela pré-MIV (0,7 fold) comparados aos oócitos controle. Já para CPEB1, a 

adição da etapa de pré-MIV determinou aumento em sua expressão (p=0,0132, 1,4 fold) em 

oócitos MII apenas quando comparados com os oócitos maturados em meio modificado (Figura 

20.B).  
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Figura 20 – Expressão relativa de CPEB1 e CPEB4 (tradução de RNAm), CNOT7 e ZFP36L2 (degradação 

de RNAm), MAPKAPK2 e YWHAZ (atividade de ZFP36L2) em oócitos dos grupos MIV controle (Cm), MIV 

modificada (Mm) e MIV modificada após pré-MIV (Pm-Mm) às 9h (A) e 19h (estágio MII; B) de MIV. Letras 

diferentes sobre as barras representam diferença (p<0,05). 

7.2.2. Dos alvos de ZFP36L2, apenas KDM4C tem sua expressão aumentada nos oócitos 
maturados em MIV modificada, mas sem a etapa de pré-MIV

Em vista das diferenças observadas nas expressões de ZFP36L2 em oócitos e células do 

cumulus e de alguns genes ligados à sua atividade no cumulus, avaliamos os níveis de alguns 

de seus transcritos-alvo nos oócitos durante a MIV, para verificar se essas diferenças citadas 

estariam afetando a atividade da proteína ZFP36L2. Assim como ZFP36L2 não teve sua 

expressão alterada ao final da pré-MIV, também não foram observadas diferenças entre alguns 

de seus alvos nos oócitos nesse momento de avaliação, conforme ilustrado na Figura 21.B. 

Dessa forma, essa análise ficou focada nos oócitos às 9h e 19h de maturação in vitro (Figura 

21.C e D).
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Dos 10 genes-alvos escolhidos para avaliação, três (CCNE1, FBXO43 e FBXO5) são 

ligadas a regulação do ciclo celular, e sete são desmetilases de histonas com funções importantes 

na compactação da cromatina (Figura 21). Dentre os 10 genes, apenas KDM4C teve sua 

expressão alterada pelo protocolo de MIV tanto às 9h quanto às 19h. Às 9h de MIV, a adição da 

etapa de pré-MIV induziu nos oócitos diminuição (p=0,0078, 0,6 fold) nos níveis de KDM4C

comparados aos grupos que foram submetidos diretamente à maturação (Figura 21.C). Às 19h, 

KDM4C foi diferencialmente expresso (p=0,0058, 1,6 fold) apenas entre MIV modificada e 

modificada após pré-MIV (Figura 21.D).  

Figura 21 - Expressão relativa de ZFP36L2 em oócitos às 0h (A), e de alguns de seus alvos em oócitos 

dos grupos imaturo (COC-0h) e pré-maturado (Pm-0h) (B), e de MIV controle (Cm), MIV modificada (Mm)

e MIV modificada precedida por pré-MIV (Pm-Mm) às 9h (C) e 19h (estágio MII; D) de MIV. Letras diferentes 

sobre as barras representam diferença (p<0,05).

7.2.3. A MIV modificada reduz os níveis da proteína ZFP36L2 nos oócitos, em avaliação 
feita por técnica de IF

Com o intuito de avaliar se as diferenças observadas na expressão de ZFP36L2 se 

refletiam na proteína, quantificamos os níveis de ZFP36L2 por imunocitoquímica e empregamos 

o western blotting para validação, utilizando o mesmo anticorpo para ambos. No primeiro passo, 
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testamos a eficiência do anticorpo anti-ZFP36L2 (SC-365908) para as duas técnicas. O anticorpo 

funcionou na detecção citoplasmática de ZFP36L2 em fibroblastos (controle positivo; Figura 

22.B), marcação que esteve ausente nas células submetidas ao protocolo de IF sem adição do 

anticorpo primário (controle negativo; Figura 22.B). O anticorpo anti-ZFP36L2 também mostrou 

eficiência no teste do western blotting, realizado com pools de 50 e 100 oócitos às 9h de MIV, 

apresentando bandas no mesmo peso molecular predito da proteína, 36 kDa (Figura 24.A). 

Figura 22 – Imagens representativas da presença da proteína ZFP36L2, marcada com Alexa Fluor 488 

(verde) em oócitos dos grupos Cm, Mm e Pm-Mm às 9h (A) e às 19h (estágio MII) de MIV (C). Para grupo 

experimental, oócitos incubados sem anticorpo primário (imagens ilustrativas na última linha das pranchas) 

foram utilizados como controle negativo. As imagens foram adquiridas em objetiva de 63x (escala: 50 µm). 

Fibroblastos de embrião de camundongo foram utilizados para testar a eficiência do anticorpo na técnica 

de IF (B). Imagens adquiridas em objetiva de 63x (escala: 20 µm). 

Os resultados de quantificação de ZFP36L2 em oócitos às 9h e 19h (MII) de MIV, 

analisados por IF, estão demonstrados nos gráficos da Figura 23, e as imagens de oócitos 

submetidos à técnica estão representadas na Figura 22 (A; C). Às 9h de MIV, uma menor 

quantificação (p=0,0003, 0,85 fold) de ZFP36L2 foi observada em oócitos da MIV modificada 

(Mm), comparado com os outros dois grupos (Cm e Pm-Mm) (Figura 23.A), um padrão similar ao 

observado na expressão de ZFP36L2 no respectivo horário (Figura 22.A).  

Em oócitos MII às 19h, os níveis proteicos de ZFP36L2 foram diferentes (p<0,0001) entre 

todos os grupos, estando em maiores valores no grupo controle, valores intermediários na MIV 

modificada (0,82 fold), e em menores valores nos oócitos que passaram pela etapa de pré-MIV 
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(0,65 fold) (Figura 23.B). Também nesse horário, o padrão de expressão proteica de ZFP36L2 foi 

semelhante ao observado na expressão de seu RNAm (Figura 20.B). Foram mensurados 39 

oócitos do grupo Cm, 44 do grupo Mm, e 49 do grupo Pm-Mm às 9h de MIV, e 27 oócitos MII do 

grupo Cm, 38 MII do grupo Mm e 30 MII de Pm-Mm às 19h de MIV. 

Figura 23 - Níveis proteicos de ZFP36L2 em oócitos dos grupos MIV controle (Cm), MIV modificada (Mm)

e MIV modificada precedida pela pré-MIV (Pm-Mm) às 9h (A) e às 19h (estágio MII) de MIV (B) por 

imunocitoquímica (IF). Valores calculados em unidades arbitrárias, a partir da intensidade de fluorescência 

após aplicação de 2 fatores de correção: background (CTCF1) e média de intensidade do controle negativo 

(CTCF2). Letras diferentes acima das barras representam diferença (p<0,05). 

Entretanto, os resultados encontrados na avaliação por IF não foram validados pelos 

resultados obtidos por western blotting. Foram analisados, por grupo experimental, 10 pools de 

50 oócitos às 9h e seis pools de 50 oócitos MII às 19h de MIV. Não foram observadas diferenças 

para os valores de ZFP36L2 entre oócitos dos grupos Cm, Mm e Pm-Mm em nenhum dos dois 

horários avaliados (Figura 24).  
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Figura 24 – (A) Validação do anticorpo anti-ZFP36L2 por western blotting; (B) níveis proteicos de ZFP36L2 

em oócitos dos grupos Cm, Mm e Pm-Mm às 9h de MIV e (C) às 19h em oócitos MII.  

7.2.1. A pré-MIV com CNP e a MIV modificada aumentam a expressão de diversos genes 
participantes das vias de tradução e degradação de RNAm nas células do cumulus 

O tratamento com CNP durante 9h induziu aumentos de expressão de quatro genes 

relacionados ao processo de tradução de RNAm nas células do cumulus (Figura 25). EIF4B

(p<0,0001, 1,8 fold), EIF4G2 (p=0,0002, 1,4 fold), PABPC1 (p=0,0001, 1,9 fold) e PAIP1

(p=0,0003, 1,6 fold) tiveram sua expressão aumentada no cumulus de oócitos pré-maturados com 

CNP, quando comparadas com o controle imaturo. Dentre os genes envolvidos com processos 

de desadenilação e degradação de transcritos, apenas CNOT7 (p=0,0464, 1,15 fold) teve seus 

níveis aumentados ao final da pré-MIV. MAPKAPK2, gene ligado a vias de sinalização e que aqui 

está sendo estudado por seu envolvimento com a inativação de ZFP36L2, também mostrou 

aumento de expressão (p<0,0001, 2,9 fold) ao final da pré-MIV, comparado com oócitos recém 

retirados dos folículos (Figura 25).
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Figura 25 - Expressão relativa de genes participantes das vias de tradução e degradação de RNAm em 

células do cumulus dos grupos imaturo (COC-0h) e ao final da pré-MIV (Pm-0h). Letras diferentes acima 

das barras representam diferença (p<0,05).  

Às 9h de MIV, o meio de maturação modificada induziu aumentos da expressão de cinco 

genes relacionados à tradução, e três genes relacionados à degradação de transcritos nas células 

do cumulus (Figura 26). CPEB4, gene que codifica uma proteína reguladora da extensão da 

cauda poli-A do RNAm, teve sua expressão aumentada em ambos os grupos maturados em meio 

modificado (p<0,0001, 1,8 e 1,6 fold para Mm e Pm-Mm, respectivamente). O mesmo padrão de 

expressão foi observado para EIF4G2 (p=0,0009, 1,4 e 1,2 fold para Mm e Pm-Mm), gene que 

produz uma proteína homóloga à EIF4G1. O gene EIF4E teve sua expressão aumentada 

(p=0,0014, 1,4 fold) pelo meio de MIV modificada, mas a adoção da etapa de pré-MIV inibiu esse 

efeito (Figura 26).  

Dos genes relacionados ao mecanismo de degradação de RNAm, ZFP36L2 (p=0,002, 1,3 

fold) e MAPKAPK2 (p<0,0001, 1,8 fold) tiveram suas expressões aumentadas apenas em 

cumulus de oócitos diretamente maturados em meio modificado, comparados aos grupos controle 

e que passou pela pré-MIV. CNOT7 mostrou-se diferencialmente (p=0,002, 1,4 fold) expresso 

apenas entre MIV modificada (Mm) e controle (Cm), estando em maiores níveis nas células do 

cumulus maturadas com meio modificado (Figura 26).

O mesmo padrão de expressão de CNOT7 foi observado em PABPN1 (p=0,0208, 1,2 

fold), enquanto PABPC1 teve sua expressão aumentada (p<0,0001, 1,6 fold) nas células do 
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cumulus do grupo da MIV modificada em relação ao controle e MIV modificada com pré-MIV. 

(Figura 26).  

As diferenças de expressão gênica nas células do cumulus foram menos acentuadas às 

19h de MIV (Figura 26). Nesse momento de avaliação, apenas três genes relacionados à 

atividade traducional apresentaram diferenças de expressão entre os grupos. CPEB1 foi 

diferencialmente expresso (p=0,005) entre todos os grupos, sendo mais expresso no grupo 

controle, expressão intermediária na MIV modificada (0,8 fold) e menos expresso no grupo que 

passou pela pré-MIV (0,6 fold) (Figura 27). CPEB4 apresentou maiores (p=0,0019) níveis de 

expressão em cumulus dos dois grupos maturados em meio modificado (1,3 fold para Mm e 1,2 

para Pm-Mm) comparados com o grupo controle. Os grupos maturados em meio modificado 

mostraram menores níveis (p=0,0045, 0,8 fold) de expressão de EIF4E quando comparados ao 

controle (Figura 26).  
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Figura 26 - Expressão relativa de genes participantes das vias de tradução e degradação de RNAm em 

células do cumulus às 9h e 19h de MIV, dos grupos Cm, Mm e Pm-Mm. Letras diferentes acima das barras 

representam diferença (p<0,05). 
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8. DISCUSSÃO 

 

8.1. Estudo 1: “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in vitro modificada 

modulam a progressão meiótica e a comunicação entre cumulus e oócito em bovinos”. 

 

A etapa de maturação in vitro é conhecida como um dos “gargalos” do sistema de PIVE, 

e por isso tem sido objetivo de estudo de muitos grupos de pesquisa em todo o mundo. É 

importante salientar que, mesmo com todos os avanços alcançados nas tecnologias de PIVE nos 

últimos anos e principalmente com aqueles relacionados à etapa de MIV, a qualidade intrínseca 

do COC ao ser colocado nesse sistema ainda interfere de forma significativa na qualidade dos 

resultados no sistema in vitro.  

Os achados deste estudo demonstram que o estágio inicial de desenvolvimento do oócito 

pode afetar sua resposta a protocolos de modulação meiótica. A possibilidade de utilizarmos um 

sistema de imagem de alta qualidade nos permitiu identificar diferenças interessantes, quanto a 

graus de condensação de cromatina e características físicas de envelope nuclear, dentro de uma 

mesma categoria de GV. Pudemos observar que tais diferenças influenciaram as respostas dos 

COCs ao tratamento com CNP durante a pré-MIV, o que nos sugere que a possibilidade de 

diagnosticar essas diferenças antes da adoção de um protocolo modulador seria de grande valia. 

Neste trabalho, propomos um refinamento do sistema tradicional de classificação dos estágios 

de GV, que pode servir como uma útil ferramenta em novos estudos dentro desse escopo.  

O protocolo de pré-MIV utilizado nesse estudo foi eficiente em manter o bloqueio meiótico 

em aproximadamente 80% dos oócitos. Utilizando esse mesmo protocolo, Soares e 

colaboradores (2017) observaram taxas de 80% em oócitos Bos taurus e de 95% em Bos indicus. 

No entanto, quando utilizamos a marcação do DNA associada ao protocolo de imunocitoquímica 

para visualizar o envelope nuclear, pudemos observar que, além daqueles cerca de 20% de 

oócitos que romperam a vesícula germinativa e retomaram a divisão meiótica, os que 

permaneceram bloqueados pelo CNP passaram por uma redistribuição interessante quanto à 

frequência dos estágios de GV. A progressão da condensação da cromatina que foi observada 

em oócitos a partir do estágio de GV2.2 pode ser explicada pela duração do protocolo de pré-

maturação (9h) e também pela concentração de CNP utilizada nesse estudo (100 nM). Diversos 

estudos demonstraram que a eficiência do CNP para manter o bloqueio meiótico é dependente 

da dose utilizada e também do tempo de duração do tratamento. Em bovinos, 200 nM de CNP 

foram eficientes em bloquear a retomada da meiose oocitária por 6 a 8h (Xi et al., 2018; Jia e 
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Wang, 2020), enquanto que 100 nM promoveu esse efeito apenas até 6h de tratamento (Franciosi 

et al., 2014; Soto-Heras et al., 2019). Em pequenos ruminantes, 200 e 1000 nM de CNP 

mantiveram os oócitos meioticamente bloqueados por 4 e 8h, respectivamente (Zhang et al., 

2017; Assareh et al., 2022). Dessa forma, é possível considerar que a concentração de 100 nM 

de CNP utilizada no presente estudo não tenha sido suficiente para manter os níveis de GMPc 

altos após 6h in vitro, e aqueles oócitos em estágios mais avançados de GV provavelmente foram 

mais susceptíveis a essa queda no GMPc e progrediram na condensação da cromatina e no 

rompimento do envelope nuclear. Isso resultou em diminuição da proporção de oócitos GV2 e 

aumento da população de GV3 ao final da pré-maturação.  

Quando observamos os dados da distribuição dos estágios de GV antes e depois da pré-

MIV com CNP, não pudemos deixar de notar que, proporcionalmente, a população de GV1 

também aumenta ao final do protocolo, com um maior aumento na categoria GV1.3 e diminuição 

considerável em GV2.1. Esse padrão de redistribuição também foi observado nas análises de 

atividade transcricional (ensaio com Click-iT) e de densidade de TZPs entre GVs diferentes 

(dados não contabilizados). Esses achados sugerem que talvez exista um “ponto de divergência” 

dentro da categoria GV2, que separa duas categorias distintas: os oócitos que possuem maior 

capacidade de progressão na condensação da cromatina e por isso necessitam de maiores níveis 

de GMPc para permanecerem no bloqueio meiótico, e aqueles que se mantém bloqueados com 

doses menores de CNP e, hipoteticamente, podem até “regredir” à categoria GV1.3. De acordo 

com nossa proposta de classificação refinada, o que diferencia oócitos em GV2.1 de GV2.2 é o 

grau de condensação da cromatina. A cromatina em GV2.2 é a cromatina clássica da categoria, 

condensada e distribuída em clumps dentro do núcleo. A cromatina GV2.1, segundo nossa 

proposta, possui distribuição mais ampla com clumps em formação inicial, encontra-se 

condensada mas pode conter alguns pontos de descondensação. Um estudo interessante com 

suínos mostrou que a pré-MIV com roscovitina e fluido folicular foi capaz de promover 

descondensação da cromatina e aumentar a transcrição nesses oócitos, melhorando diversas 

características associadas com competência ao desenvolvimento (Zhang et al., 2017). Ao nosso 

entendimento, esse é o único estudo em oócitos mamíferos que relata um processo semelhante 

ao que observamos no presente trabalho. Hayakawa e Tanaka (2021) descreveram que a histona 

H1 específica de oócito (H1foo) se encontra associada com o receptor beta associado ao receptor 

nuclear de estrógeno Esrrb e pode promover descondensação da cromatina em locais em que 

se encontram genes de efeito materno. O protocolo de pré-MIV utilizado neste trabalho 

suplementa estradiol com o intuito de aumentar a expressão de NPR2 e a sensibilidade destes 
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receptores ao CNP (Egbert et al., 2014; Hao et al., 2016, Soares et al., 2017, Xi et al., 2018). É 

tentador sugerir que a associação desses fatores possa explicar o fenótipo observado no nosso 

estudo, porém mais estudos são necessários para verificar pontualmente se esse fenômeno 

realmente acontece em oócitos durante a transição entre GV1 a GV2.  

Fisiologicamente, os processos de remodelamento da cromatina e de silenciamento 

transcricional, que estão associados com a aquisição da competência, são controlados pelos 

níveis de AMPc no oócito e, consequentemente, pela comunicação ativa entre o gameta e o 

cumulus através das junções gap (De La Fuente e Eppig, 2001; Luciano et al., 2011). Estudos 

prévios demonstraram que o estágio de desenvolvimento do COC pode afetar sua resposta aos 

protocolos de pré-MIV. COCs provenientes de folículos menores, ou seja, aqueles em estágios 

inicias de GV, parecem ser mais beneficiados e responder melhor a estratégias de bloqueio 

meiótico em comparação com oócitos em estágio mais avançados de GV (Fair et al., 2002; Lodde 

et al., 2007). Uma das explicações é que oócitos em estágios mais avançados já possuem menor 

comunicação, via junções gap, com as células do cumulus (Lodde et al., 2007; Luciando et al., 

2011). Essa menor comunicação pode estar associada ao aumento do FSH durante essa fase, 

que induz o início dessas rupturas por sinalização que é mediada por altos níveis de AMPc 

(Prochazka et al., 2012). Portanto, estratégias de pré-MIV que propõem atuar mediante a 

comunicação dentro do COC provavelmente não vão beneficiar tanto os oócitos em estágios mais 

avançados de GV. Além disso, o tempo adicional no ambiente in vitro que é promovido pela pré-

MIV pode resultar em processos de envelhecimento e atresia tanto nos oócitos em estágios de 

GV mais avançados quanto em suas células do cumulus (Dieci et al., 2016).  

Corroborando essa afirmação, nossos resultados mostraram que a densidade de TZPs 

diminuiu em COCs pré-maturados comparados com imaturos, bem como em COCs GV3 pré-

maturados comparados com os GV1 também pré-maturados. Os achados da análise de 

expressão gênica contribuem para o entendimento desse fenótipo: ERK2 e PRKACA (gene que 

codifica uma das subunidades catalíticas da PKA) tiveram seus níveis de expressão aumentados 

em células do cumulus pré-maturadas, comparadas com o controle imaturo. Ambos genes são 

conhecidos por seu envolvimento na modulação da divisão meiótica e na cascata de sinalização 

que se inicia com o pico de LH. A transativação do EGFR nas células do cumulus, mediada por 

AREG, EREG e BTC, resulta na ativação da cascata ERK1/2 e na amplificação dos sinais do LH 

nas células do cumulus e no oócito (Park et al., 2001; Shimada et al., 2006). Além disso, a ligação 

do FSH aos seus receptores no cumulus resulta em aumento dos níveis de AMPc via AC, que 

por sua vez estimulam a atividade de PKA nesse compartimento. Uma das consequências dessa 
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ativação é o aumento da expressão de fatores EGF-like e, consequentemente, amplificação da 

via ERK1/2 (Conti et al., 2006; Khan et al., 2015). Embora a concentração de FSH utilizada na 

pré-MIV deste estudo seja baixa, o período de 9h sob efeito do FSH pode ter gerado aumento 

nos níveis de AMPc e, consequentemente, nas expressões de ERK2 e PRKACA. Os reflexos 

desse aumento puderam ser observados nas densidades de TZPs. A via de sinalização ERK1/2 

participa do processo de retração das TZPs de duas maneiras: aumentando a ativação de 

calpaínas (proteases que clivam N-caderinas nas junções aderentes), e ativando o complexo 

Arp2/3, que altera o padrão da F-actina de linear para ramificado, causando a desmontagem das 

extremidades das TZPs (Abbassi et al., 2021). A sinalização ERK1/2 também promove a 

fosforilação de proteínas conexinas nas junções gap, resultando em seu fechamento (Park et al., 

2004). O aumento da expressão de PRKACA também pode ter contribuído para a diminuição da 

densidade de TZPs nos COCs GV3 pré-maturados. Níveis altos de GMPc nas células do cumulus 

podem temporariamente impedir a retração das TZPs, mesmo se houver suplementação de EGF 

ao meio de culvito (Abbassi et al., 2021). Porém, PKA pode estimular a degradação do GMPc 

através da fosforilação e ativação de PDE5, enzima que hidrolisa este nucleotídeo cíclico (Egbert 

et al., 2016). Além disso, a transativação do EGFR também resulta na diminuição da sensibilidade 

do NPR2 ao CNP/CNP em um mecanismo que é cálcio-dependente (Hao et al., 2016). Diante 

disso, a associação entre o aumento nas expressões de ERK2 a PRKACA, uma provável queda 

no GMPc que é decorrente da ativação dessas vias e da diminuição do efeito do CNP a partir de 

6h in vitro pode ter acarretado no aumento da retração das TZPs nos COCs em estágios mais 

avançados de GV. Visto que os níveis de expressão de GDF9 e BMP15 não foram diferentes 

entre oócitos imaturos e pré-maturados, podemos inferir que os mecanismos que envolveram 

essa retração de TZPs durante a pré-MIV foram mediados pelo compartimento somático. O fator 

GDF9 pode orientar a formação de TZPs através do estímulo da expressão de proteínas-chave 

que compõem sua estrutura filopodial (El-Hayek et al., 2018), mas neste estudo, esse mecanismo 

não deve ter sido suficiente para contrapor o processo provavelmente mediado pela via ERK1/2.  

Essa abordagem pode ser utilizada também para explicar a menor densidade de TZPs às 

9h de MIV nos grupos maturados em meio modificado. A suplementação desse peptídeo durante 

a MIV tem promovido bons resultados quanto à qualidade de oócitos e embriões em diversas 

espécies (Zhang et al., 2017; Rouhollahi Varnosfaderani et al., 2020; Akin et al., 2022; Assareh 

et al., 2022). O AREG modula, por meio do EGFR, vias importantes que estão associadas ao 

desenvolvimento e metabolismo de células do cumulus e oócitos, e sua suplementação durante 

a MIV tem melhorado a competência oocitária ao desenvolvimento (Shimada et al., 2006, 



83 
 

 
 

Prochazka et al., 2012; Richani et al., 2014). No entanto, assim como foi visto em nosso trabalho, 

esse peptídeo já foi associado ao fechamento das comunicações, via junções gap, entre cumulus 

e oócito (Norris et al., 2010). A suplementação de BMP15 ao meio de MIV auxilia na manutenção 

dessas junções abertas, mesmo na presença de AREG (Sugimura et al., 2014). Em nosso estudo, 

ERK2 e PRKACA também foram mais expressos às 9h de MIV em células do cumulus de ambos 

os grupos maturados com AREG, enquanto nos oócitos não houve diferenças de expressão, para 

GDF9 e BMP15, entre as maturações controle e modificada, o que demonstra que diante do 

estimulo promovido pelo AREG, os níveis endógenos de BMP15 e GDF9 não são suficientes para 

inibir a retração de TZPs nos COCs. Podemos sugerir que a explicação acima exposta é válida 

pelo fato de que os COCs diretamente maturados em meio modificado também possuem menor 

densidade de TZPs que o grupo controle e que não diferiram, quanto a esse parâmetro, dos 

COCs que passaram pela pré-maturação. Ou seja, esse mecanismo não foi gerado unicamente 

pelo maior tempo in vitro promovido pela adição da etapa de pré-MIV. 

Embora o meio de MIV modificada tenha induzido um aumento na retração das TZPs às 

9h de MIV, as taxas de maturação às 19h não foram prejudicadas nos COCs diretamente 

maturados em meio modificado. Porém, os COCs que passaram pela pré-maturação geraram 

menores taxas de extrusão do primeiro corpúsculo às 19h de MIV quando comparados com os 

grupos diretamente submetidos à MIV. Entretanto, quando desnudávamos os oócitos para coletá-

los para análise de expressão gênica às 9h de MIV passamos a observar com frequência a 

presença de corpúsculos extrusos no grupo passou pela pré-MIV. Quando finalizamos a 

avaliação de bloqueio meiótico ao final da pré-MIV e observamos que cerca de 20% dos oócitos 

retomava a divisão meiótica durante a pré-maturação, começamos a avaliar taxa de MII também 

às 9h de MIV, para verificar se esses oócitos adiantados não estariam atingindo o estágio de MII 

precocemente e subestimando a taxa desse grupo às 19h de MIV. Avaliamos entre 30 e 50 

oócitos por grupo experimental e por replicata, em seis replicatas diferentes, e observamos que 

cerca de 25% dos oócitos que passaram pela pré-MIV atingiram o estágio de MII às 9h de MIV, 

enquanto nos outros dois grupos não foram observados corpúsculos extrusos em nenhuma das 

rotinas. Alguns estudos têm mostrado que a cinética da divisão meiótica pode estar associada à 

competência, uma vez que oócitos provenientes de doadoras pré-púberes progridem mais 

lentamente durante a meiose quando comparados com oócitos de fêmeas adultas (Khatir et al., 

1998; Leoni et al., 2015). Um estudo de Mayes e Sirard (2000) mostrou que oócitos de qualidade 

grau III (e que são equivalentes aos GV3, de acordo com dados de Dieci et al., 2016) progridem 

mais rapidamente na divisão meiótica do que os oócitos de graus I e II (equivalentes a GV1 e 
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GV2). Oócitos bovinos e suínos pré-maturados com roscovitina ou butirolactona apresentaram 

cinética mais rápida de formação e extrusão do primeiro corpúsculo polar (Lagutina et al., 2002; 

Adona et al., 2008; Zhang et al., 2017). Esses dados nos levam a ponderar que protocolos de 

modulação meiótica podem alterar a cinética de maturação nos oócitos de acordo com seu 

estágio inicial de desenvolvimento.  

Na contramão de todos os outros parâmetros avaliados neste estudo, observamos 

menores taxas de expansão nas células do cumulus durante a MIV nos grupos da MIV 

modificada. A expansão do cumulus, tradicionalmente vista como marcador de qualidade, é um 

processo guiado tanto pelo oócito quanto por suas próprias células adjacentes. BMP15 e GDF9 

modulam o metabolismo das células do cumulus através do aumento da expressão de diversas 

enzimas da via de biossíntese do colesterol (Su et al., 2008), além de regularem a proliferação e 

a diferenciação destas células após o pico de LH (Dong et al., 1996). Entretanto, como 

observamos nos resultados de expressão gênica, as diferenças nos níveis de HAS2, PTX3 e 

TNFAIP6 entre grupos tratados e controles não podem ser explicadas por esse argumento, já 

que as expressões de GDF9 e BMP15 foram semelhantes entre os grupos. Nossos resultados 

vão na contramão de outro estudo que observou maiores expressões de HAS2, TNFAIP6 e 

PTGS2 em COCs bovinos suplementados com AREG (Sugimura et al., 2018). Uma possível 

explicação para esse fenótipo é a presença de soro fetal bovino (SFB) no meio convencional 

versus a albumina sérica bovina (BSA) no meio de MIV modificada. A matriz extracelular que é 

secretada durante a expansão do cumulus é composta por ácido hialurônico, algumas proteínas 

estruturais como petraxina 3 (PTX3) e TGS-6, e por cadeias pesadas que são transportadas por 

proteínas da família inter-α-I (I-α-I) (Rugg et al., 2005). TGS-6 processa a transferência das 

cadeias pesadas das proteínas I-α-I para o ácido hialurônico (Rugg et al., 2005; Lord et al., 2020), 

entretanto, proteínas I-α-I não são sintetizadas pelo cumulus, mas sim pelo fígado, e chegam até 

o folículo através do soro (Chen et al., 1996; Irving-Rodgers et al., 2002). O fato de não haver a 

inclusão de SFB nos grupos da MIV modificada, ou de haver SFB na MIV controle, pode ter 

causado essa diferença não só nos dados de morfometria da expansão do cumulus, mas também 

na expressão de genes relacionados. É interessante mencionar que, ao contrário de HAS2 (gene 

que codifica a enzima que sintetiza o ácido hialurônico) e TNFAIP6 (gene que codifica TGS-6), 

PTX3 foi menos expressa no grupo que apresentou maior expansão do cumulus. Petraxina 3 

participa na organização estrutural da matriz extracelular, mas sua ausência não impede a 

incorporação de cadeias pesadas à estrutura de ácido hialurônico (Salustri, 2003). Esses fatos 
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sugerem que a presença de soro no meio convencional por ter sido a causa da maior expansão 

do cumulus nesses grupos. 

Apesar do aumento proporcional na categoria GV1 ao final da pré-MIV, o ensaio de 

atividade transcricional mostrou que apenas uma pequena parte desses GV1 estava 

transcrevendo durante as últimas 4h da pré-MIV. O processo de silenciamento transcricional 

ocorre durante a transição entre os estágios de GV e é mediado por modificações epigenéticas 

em DNA e histonas, paralelamente ao remodelamento gradual da cromatina (De La Fuente et al., 

2004; Lodde et al., 2008; Labrecque et al., 2015). Mesmo que oócitos provenientes de folículos 

de 2 mm de diâmetro já sejam capazes de retomar a divisão meiótica, esses GV iniciais possuem 

menores competências molecular e citoplasmática para gerarem um embrião saudável, capaz de 

implantar e vir a termo (Fair et al., 1995). Assim, estratégias que objetivam prolongar o tempo de 

transcrição e de comunicação entre o oócito e cumulus se propõem a serem benéficas para essa 

categoria de oócitos. Em suínos, o aumento da atividade transcricional foi benéfico para oócitos 

pré-maturados com roscovitina e fluido folicular, pois aumentou os níveis de expressão de genes 

associados à competência ao desenvolvimento, além de melhorarem parâmetros como 

distribuição de grânulos corticais, expansão das células do cumulus e taxa de blastocistos (Zhang 

et al., 2017). Apesar de não termos observado esse padrão no nosso estudo, é digno de nota 

que a categoria de GV1 que apresentou maior número de oócitos transcricionalmente ativos foi 

GV1.3, ou seja, a cromatina GV1 com menor grau de pontos de condensação. Como dito 

anteriormente, se essa categoria estaria sendo incrementada pela categoria GV2.1 durante o 

tratamento com CNP e ainda assim mantendo atividade transcricional, mais estudos seriam 

necessários para confirmar se essa hipótese é verdadeira e quais mecanismos tornariam isso 

possível.  

Com esse estudo, concluímos que o estágio de desenvolvimento do oócito afeta de forma 

importante a sua resposta a protocolos de modulação meiótica. A heterogeneidade nos estágios 

de desenvolvimento dos COCs utilizados na PIVE é ampla. A utilização de moduladores 

meióticos, ainda que sejam biológicos (em detrimento dos farmacológicos), podem resultar em 

ativação de vias que podem ser benéficas para uma determinada categoria de COCs e maléficas 

para outras. O desafio dos sistemas in vitro, sob esse ponto de vista, não é apenas criar 

tecnologias melhores, mas sim tecnologias direcionadas e que produzam o melhor resultado em 

cada uma das categorias de COCs. 
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8.2. Estudo 2: “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in vitro modificada 

modulam a expressão de genes associados aos mecanismos de tradução e degradação 

de RNAm no COC bovino”. 

 

Nesse estudo, pudemos observar que moduladores meióticos, como o CNP e o AREG, 

não afetam apenas a divisão meiótica e a comunicação no COC, mas também mobilizam a 

expressão de genes ligados aos processos de tradução e degradação de RNAm nas células do 

cumulus. Ainda que os efeitos observados nos oócitos tenham sido sutis, o cumulus participa de 

forma ativa da modulação da retomada da meiose e antes disso, do suporte nutricional durante 

a fase final do crescimento do gameta. Aumentos na síntese proteica e na modulação de 

transcritos podem ser encarados como uma forma de melhorar a qualidade do COC durante esse 

período, tendo em vista que as células do cumulus podem suprir o oócito não só com 

micromoléculas, mas também com macromoléculas como RNAs e proteínas, podendo colaborar 

no aporte das mesmas ao gameta durante o período de quiescência transcricional (Clarke, 2012; 

Macaulay et al., 2014; Del Collado et al., 2017).  

Alguns dos genes que tiveram expressões aumentadas pelos tratamentos com CNP e 

AREG codificam membros do complexo eukaryotic initiation factor (eIF), EIF4B, EIF4E e EIF4G2, 

e proteínas associadas ao funcionamento desse complexo, PABPC1, PABPN1 e PAIP1, que se 

ligam à cauda poli(A) do RNAm. A modulação de GMPc e AMPc, promovida pelo CNP, pode ser 

a explicação para essa mobilização na expressão gênica nessas células. GMPc e AMPc podem 

estimular a transcrição em diversos tipos celulares, incluindo no cumulus (Pilz e Casteel, 2003; 

Campen et al., 2015). Como já foi descrito, níveis altos de GMPc mantém os níveis de AMPc 

altos, levando à ativação da PKA. Uma das ações da PKA é ativar fatores de transcrição, e 

consequentemente, estímular a expressão de vários genes, dentre eles AREG, EREG e BTC (Su 

et al., 2002; Conti et al., 2006). Entre os substratos de ERK1/2, a proteína ribosomal S6 kinase 1 

(RSK1) pode induzir o início do processo de tradução através da fosforilação de eIF4B 

(Sonenberg e Hinnenbusch, 2009; Andreou et al., 2017). EIF4B é um cofator que interage com 

eIF4A e eIF4G para formar pontes auxiliares entre o RNAm e a subunidade ribossomal 40S 

(Methot et al., 1996). O gene EIF4G2 codifica uma proteína homóloga a eIF4G1 e que participa 

de vias de tradução não canônicas, devido à ausência de sítios de ligação com eIF4E e PABPs 

(Liu et al., 2023). PABPC1 e PABPN1 codificam proteínas que se ligam à cauda poli(A) e são 

encontradas tanto em oócitos quanto embriões. Estimulação hormonal em camundongos resulta 

na diminuição na expressão de PABPC1 em oócitos em estágio de GV (Siemer et al., 2009; 



87 
 

 
 

Ozturk et al., 2014). A proteína poly(A) binding protein interacting 1 (PAIP1) regula a interação de 

PABPs com eIF4A (Craig et al., 1998). O aumento da expressão desses genes ao final da pré-

maturação e às 9h de MIV sugere que a regulação da tradução, via extremidade cap 5’, parece 

ser estimulada por vias ligadas a nucleotídeos cíclicos e ERK1/2. 

Além dos genes associados à regulação da tradução, alguns genes pertencentes à 

maquinaria de degradação e sua regulação também tiveram suas expressões estimuladas pelos 

protocolos de pré-MIV e MIV modificada. CNOT7 codificada uma das subunidades catalíticas do 

complexo CCR4-NOT, o principal complexo desadenilase encontrado em eucariontes e que atua 

promovendo a diminuição da cauda poli(A) e, consequentemente, a inibição da tradução (Collart, 

2016, Yi et al., 2018). MAPKAPK2 também teve sua expressão aumentada pela pré-MIV e pela 

MIV modificada. Esse gene codifica MAPK activated protein kinase 2 (MK2), uma das quinases 

que participam da cascata de sinalização da via p38 MAPK (Huot et al., 1995). Um dos fatores 

que ativam essa via é o aumento da atividade da PKA, que pode ser estimulado pelo AMPc e 

FSH (Yu et al., 2005; Yen et al., 2014). Ativada, MK2 pode fosforilar e inativar membros da família 

ZFP36. Esse mecanismo já foi descrito em diversas linhagens celulares, e leva à inibição da 

atividade das ZFP36 e, consequentemente, à estabilização de seus transcritos-alvo (Chrestensen 

et al., 2004; Stoecklin et al., 2004; Clement et al., 2011). A inibição da atividade das ZFP36 é 

mediada pela alteração estrutural no seu sítio de ligação com CNOT7, decorrente da fosforilação. 

Essa alteração acaba reduzindo a afinidade à CNOT7 e favorece a ligação entre as ZFP36 e 

proteínas 14-3-3, resultando na formação um complexo inativo (Johnson et al., 2002; 

Chrestensen et al., 2004; Marchese et al., 2010; Clement et al., 2011; Adachi et al., 2014).  

Estes achados nos fazem ponderar se a via de degradação de RNAm estaria mais 

estimulada ou mais inibida nas células do cumulus. Além de CNOT7 e MAPKAPK2, a expressão 

de ZFP36L2 também se mostrou aumentada às 9h da MIV modificada, assim como MAPKAPK2. 

A proteína ZFP36L2 é conhecida por mediar a regulação de respostas imunes em vários tipos de 

células e tecidos, além de modular a degradação de RNAm ligados ao ciclo celular (Vogel et al., 

2017; Suk et al., 2018; Toeuf et al., 2018; Wu et al., 2021). Em camundongas, a indução do pico 

de LH aumenta a expressão de Zfp36 em células da granulosa, mecanismo que é mediado pela 

ativação de EGFR-ERK1/2 (Xi et al., 2021). Outros estudos ajudam a explicar a maior expressão 

desse gene no grupo suplementado com AREG. As proteínas da família ZFP36 reconhecem e 

se ligam a sequências específicas ricas em adenina e uridina (AU-rich sequences, ou domínios 

ARE) na 3’ UTR do RNAm (Fenger-Gron et al., 2005; Sha et al., 2018), porém possuem essas 

sequências em seus próprios transcritos, que podem ser degradados por mecanismo de feedback 
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negativo (Brooks et al., 2004). Dessa forma, é possível que a maior expressão de ZFP36L2 nas 

células do cumulus maturadas em meio modificado, como observamos às 9h de MIV, não seja 

devido à maior expressão, mas sim uma diminuição da degradação desses transcritos causada 

por uma possível fosforilação de ZFP36L2 mediada por MK2. Se essa hipótese é verdadeira, é 

razoável ponderar que a etapa de pré-MIV ameniza essa resposta, e análises futuras poderiam 

ajudar a esclarecer como e porquê isso acontece.  

Diferenças na expressão gênica foram menos pronunciadas em células do cumulus de 

oócitos em estágio MII. Apenas três genes se mostraram diferencialmente expressos, e em 

padrões distintos de expressão. CPEB1 e CPEB4 mostraram padrões de expressão opostos, e o 

que nos permite especular se no cumulus essas proteínas alternam sua atividade da mesma 

forma que acontece no oócito (Igea e Méndez, 2010), já que ambas também regulam o processo 

de poliadenilação durante o ciclo celular mitótico (Novoa et al., 2010). A diminuição nas 

expressões de CPEB1 e EIF4E causada pela MIV modificada não necessariamente sugere que 

os mecanismos de tradução estejam sendo prejudicados, já que não houveram diferenças nas 

expressões dos demais genes estudados.  

Independente dos horários de avaliação, os oócitos foram bem menos susceptíveis aos 

efeitos da MIV modificada na modulação da expressão dos genes avaliados neste estudo. No 

experimento inicial, que foi o passo inicial deste trabalho, observamos que a maturação in vitro 

convencional alterava a expressão de apenas um (ZFP36L2) dentre os quatro genes que 

havíamos escolhido para analisar. Baseado nesse resultado, nos propomos a testar os mesmos 

genes, com um foco especial em ZFP36L2, nos três sistemas de MIV propostos neste trabalho. 

O único gene cuja expressão foi alterada pela MIV modificada foi ZFP36L2 e, curiosamente, em 

um padrão oposto ao observado no cumulus. ZFP36L2 desempenha um papel importante 

durante a meiose oocitária, e possui entre seus alvos diversas ciclinas, early mitotic inhibitors 1 e 

2 (Emi1, também conhecido como FBXO5, e Emi2, ou FBXO43), e várias desmetilases de 

histonas cujas degradações são necessárias durante o processo de silenciamento transcricional 

(Belloc e Mèndez, 2008; Chousal et al., 2018). O comprometimento da atividade da ZFP36L2 

durante a maturação oocitária resulta em defeitos na montagem do fuso meiótico, no alinhamento 

dos cromossomos, e também em acúmulo de fatores que prejudicam a ativação do genoma 

embrionário, o que resulta em bloqueio no desenvolvimento embrionário nesse mesmo estágio 

(Ramos et al., 2004; Ramos, 2012; Ball et al., 2014; Liu et al., 2016; Zheng et al., 2021). 

Entretanto, a maioria dos estudos apresentam esses efeitos através do nocaute ou a mutações 

nessa proteína, ou seja, são experimentos que levam a uma perda de função quase total da 
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mesma. No nosso estudo, estamos mostrando um efeito causado por uma modulação biológica, 

e que talvez resulte em alterações sutis na qualidade dos oócitos. Fazemos essa afirmação pois, 

dentre os 10 genes-alvo da ZFP36L2 que também avaliamos no oócito, apenas KDM4C se 

mostrou diferencialmente expresso om oócitos maturados em meio modificado. Ainda que os 

protocolos aqui testados tenham causado esse efeito sutil nos oócitos, tanto a susceptibilidade 

da atividade da ZFP36L2 em ser modulada pelas vias ERK1/2/MAPK (Adachi et al., 2014; Wang 

et al., 2015), quanto a importância que os estoques de RNAm maternos para a competência ao 

desenvolvimento (Sha et al., 2020; Sha et al., 2020) devem ser levados em conta ao se 

desenvolver protocolos de MIV que modulem essas vias. 

Essa abordagem da sutileza do efeito biológico pode justificar o fato de termos observado 

diferenças nos níveis proteicos de ZFP36L2 apenas pela técnica de imunocitoquímica, e não por 

western blotting. Os níveis proteicos de ZFP36L2 às 9h e 19h, que foram avaliados por protocolo 

de imunocitoquímica, acompanharam os padrões de expressão observados em ZFP36L2. Esse 

dado descarta a possibilidade de que os menores níveis de RNAm seriam por maior síntese 

proteica. Logo, a hipótese levantada para as diferenças vistas no cumulus não se aplica para as 

vistas nos oócitos, ou seja, os maiores níveis oocitários de KDM4C podem ser devido a baixos 

níveis da proteína ZFP36L2, e não em menor atividade da mesma causada por fosforilação, já 

que MAPKAPK2 e YWHAZ (uma das proteínas 14-3-3 que se ligam à ZFP36L2 quando 

fosforilada) também não apresentaram diferenças em seus níveis, ao contrário do que foi 

observado no cumulus. O que podemos inferir desse resultado é que parece haver um 

mecanismo que torna os oócitos menos susceptíveis, comparados às células do cumulus, a 

modulações dessa ordem, provavelmente um mecanismo evolutivo para proteger o gameta de 

alterações de ordem sutil. 

Os níveis de expressão de CPEB1 foram maiores em oócitos MII que passaram pela pré-

maturação. Esse padrão de expressão foi diferente do que foi observado nas respectivas células 

do cumulus. Como já foi dito, as proteínas CPEB1 e CPEB4 alternam sua atividade reguladora 

durante a maturação oocitária, em ondas de poliadenilação que são chamadas de “precoce” e 

“tardia”. A temporalidade dessas ondas de tradução é essencial para a síntese de proteínas-

chave para a progressão da meiose (Igea e Méndez, 2010). A ativação da via ERK1/2 não é 

essencial para regular o início da tradução mediado por CPEB1, mas CPEB4 precisa da 

fosforilação mediada por ERK1/2 ou Cdk1 para regular a poliadenilação durante a maturação 

oocitária (Guillén-Boixet et al., 2016). É interessante citar que o envelhecimento em 

camundongas está associado com diminuição na via de tradução, que é decorrente de falhas na 
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atividade de CPEB1, o que prejudica a qualidade do oócito (Takahashi et al., 2023). Portanto, é 

válido olhar com mais critério para possíveis respostas opostas ou diferentes, em células 

somáticas e gameta, que possam ser geradas por ativação de uma via comum a ambos, assim 

como estudar de forma mais aprofundada o quanto isso afeta a qualidade e competência no COC 

como um todo.  

Com este estudo, podemos concluir que as células somáticas são muito mais susceptíveis 

à modulação com CNP e AREG do que o oócito. Isso pode ser um mecanismo evolutivo de 

proteção que, por um lado, é extremamente benéfico. Por outro lado, não podemos esquecer 

que, nos oócitos, avaliamos bem menos genes associados à via de tradução de RNAm do que 

nas células do cumulus, então não podemos concluir que essa via não tenha sido modulada, já 

que já foi demonstrado que AREG estimula a via traducional por genes que não foram avaliados 

neste estudo (Chen et al., 2013). Nossos resultados mostraram, por exemplo, que a modulação 

do GMPc e ativação de EGFR geram uma mobilização intensa na expressão gênica no cumulus, 

enquanto nos oócitos essa mudança é sutil. Futuros estudos podem contribuir com o 

conhecimento de como regular vias iniciadas no compartimento somático com o objetivo de 

produzir efeitos mais significativos no gameta e assim, melhorar sua qualidade e competência ao 

desenvolvimento. 
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9. CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

9.1. Conclusões e considerações finais gerais 

 

Com este trabalho, pudemos verificar de uma forma mais detalhada como as 

características inicias do complexo cumulus-oócito podem influenciar a sua resposta em variados 

sistemas de maturação in vitro. Apesar dos avanços na ciência, as biotécnicas de produção de 

embriões in vitro ainda resultam em alterações metabólicas e moleculares importantes e que 

causam prejuízos à qualidade dos gametas e embriões. A maturação in vitro é conhecida como 

o “gargalo” desse sistema, pois existem limitações para se mimetizar in vitro as características 

inerentes ao folículo e que são essenciais para a aquisição de competência ao desenvolvimento. 

Com este trabalho, observamos que mesmo os avanços na descoberta de mecanismos 

moleculares de competência e no desenvolvimento de protocolos que propõem suprir as 

deficiências que a retirada prematura do folículo gera, a biologia do COC é complexa e diferenças 

que podem parecer sutis aos olhos do técnico podem ser responsáveis por respostas distintas 

dentro do sistema in vitro. Concluímos que existe uma necessidade real de que a ciência básica 

e a aplicada trabalhem juntas no entendimento dessas diferenças para que se obtenham avanços 

significativos nos sistemas de MIV. Desenvolver protocolos direcionados para COCs em estágios 

de desenvolvimento diferentes, ou manipular o ciclo estral para se obter uma maior quantidade 

de folículos no mesmo estágio são estratégias que podem contribuir a melhorar os índices da 

PIVE.  

 Além dos resultados que ajudam a entender a importância das características iniciais do 

COC para as respostas no sistema in vitro, acreditamos ter colaborado com futuros estudos 

quando propomos um refinamento da classificação tradicional dos estágios de desenvolvimento 

do oócito. Estamos na era da tecnologia de imagem de alta qualidade, e precisamos começar a 

empregar essas ferramentas de forma ampla. Esperamos que em breve, essas tecnologias 

possam ser utilizadas para a seleção dos COCs previamente aos protocolos de MIV. 
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9.2. Conclusões e considerações específicas de cada estudo 

 

9.2.1 Estudo 1: “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in vitro 

modificada modulam a progressão meiótica e a comunicação entre cumulus e oócito em 

bovinos”. 

 

 Com este estudo, concluímos que protocolos que propõem a modulação da progressão 

meiose podem produzir resultados distintos em função do estágio do desenvolvimento inicial do 

oócito, inclusive produzindo resultados contraditórios àqueles a literatura descreve. Propostas de 

bloqueio meiótico parecem beneficiar oócitos em estágios mais iniciais de GV, pois como 

observamos, oócitos em estágios mais avançados passam por rompimento prematuro de sua 

comunicação com as células do cumulus, e por atingirem o estágio de MII de forma mais precoce, 

acabam permanecendo mais tempo no ambiente in vitro. Isso provavelmente pode acarretar em 

respostas associadas a envelhecimento e atresia, características que não foram avaliadas neste 

estudo. Esses achados nos levam a concluir que é necessário buscar desenvolvimento de 

tecnologias de MIV direcionadas para essas populações distintas de oócitos, a fim de que se 

possa explorar o melhor potencial de ambas nos sistemas de PIVE.  

 

9.2.2. Estudo 2: “Os sistemas de pré-maturação com CNP e de maturação in vitro 

modificada modulam a expressão de genes associados aos mecanismos de tradução e 

degradação de RNAm no COC bovino”. 

 

Os resultados deste estudo nos mostram que os protocolos de modulação da progressão da 

meiose afetam não apenas o processo meiótico em si, mas também sugerem mobilização uma 

considerável síntese proteica nas células do cumulus, considerando o aumento na expressão de 

diversos genes associados à tradução de RNAm nessas células. Genes ligados à degradação de 

transcritos também foram mais expressos, mostrando que poderia ocorrer uma modulação dos 

estoques de RNAm em função dos níveis de GMPc e da ativação do EGFR no cumulus, o que 

infelizmente não pudemos testar neste trabalho. No oócito, o efeito dessa modulação foi sutil, 

visto que pouca diferença foi observada na expressão dos genes que avaliamos neste estudo 

(que codificam proteínas reguladoras da extensão e o encurtamento da cauda poli(A)). Porém, 

os mecanismos de regulação dos estoques maternos de RNAm são bem mais complexos, e os 

efeitos da modulação de vias como PKA, MAPK e ERK1/2, precisam ser melhor explorados e 

levados em consideração no desenvolvimento de protocolos de MIV.  
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