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RESUMO

PEREIRA DE SOUZA, Andressa. Cordicepim na pré-
maturacdo de o0citos bovinos: Maturacdo nuclear e
desenvolvimento embrionario. 2015. 84f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia Animal — Area: Producdo Animal) —
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-
Graduacao em Ciéncia Animal, Lages, 2015.

A producdo in vitro de embrides tem um forte impacto
comercial e preservacionista no Brasil. Entretanto ainda
existem barreiras a serem superadas, ja que a maturagao in vivo
ndo e totalmente mimetizada pela maturagdo in vitro. A
otimizacdo da maturacdo pode aumentar a competéncia e a
qualidade embrionéria, tornando-os mais criotolerantes. Uma
boa alternativa pode ser o bloqueio meiotico reversivel. Trés
experimentos (n = 2848) avaliaram o Cordicepim como
bloqueador meidtico para o6citos bovinos, em diferentes meios
de cultivo e sua influéncia no desenvolvimento embrionario.
Foliculos de 3-8 mm, obtidos por aspiracdo de ovarios de
frigorifico foram distribuidos em 4 grupos: Controle (TCM-
199 + piruvato, FSH, LH e SFB) MIVCord (TCM-199
+Piruvato, FH, LH, SFB, Cordicepim) TCMCor (TCM-199 +
Cordicepim) e TCMCont (TCM-199), seguido de maturacao
padrdo (MIV) por 20 ou 24 horas. O efeito do bloqueio
meidtico na producdo de embribes foi avaliado pela taxa de
clivagem, blastocisto e nimero total de células. Para avaliacdo
do estagio de maturagdo, os oocitos foram corados com
Hoechst e avaliados por microscopia. Os dados quantitativos
foram submetidos a ANOVA e teste de Tukey e os qualitativos
ao qui-quadrado, com 5% de significancia. O Cordicepim nao
influenciou as taxas de clivagem (60,7 vs 56,4%) e blastocistos
(30,7 vs 24,8%), quando empregado em meio suplementado






(MIVCord). Porém, houve uma reducdo na taxa de clivagem
(42%) e blastocistos (12,1%), quando empregado em meio sem
suplementos (TCMCord). Na cinética de maturagdo nuclear
apos 6 horas de pré-maturacdo, apenas o grupo TCMCord
manteve a maioria dos o6citos bloqueados (67%). A densidade
celular dos embrides produzidos (26 h maturacdo) nos grupos
controle (189,2 + 11,4), MIVCord (187,1 + 12,1) e TCMCont
(171,2 £ 10,4) ndo diferiram entre si e foram superiores ao
grupo TCMCord (119,7 £ 11,4). Ja com 30 h de maturacéo a
densidade celular dos embrides foi semelhante entre os grupos
controle 30 (224,2 £ 17,5) e TCMCord 30 (240,1 + 10,4).
Porém, mesmo com 24 h de maturacdo padrdo, apenas 64,8%
dos odcitos do grupo TCMCord 30 completaram a maturacéo,
enguanto no grupo controle 100% maturaram. Conclui-se que 6
h de pré-maturagio em cordicepim, na auséncia de
suplementos, inibe parcialmente a meiose em od4citos bovinos,
porém esta inibicdo ndo e revertida com éxito mesmo ap6s 24
horas de maturacdo padrdo na auséncia de cordicepim. O
cordicepim reduz a producdo de embrides in vitro com 26 h de
maturacdo. J& com 30 h de maturacdo, o Cordicepim nao
influencia a taxa de produgdo embrionaria. Ainda, o
cordicepim impede de forma irreversivel a expansdo das
celulas do cumulus.

Palavras-chave: Bloqueador meidtico, Maturacdo oocitéria,
Pré-maturacdo, Embrides PIV.






ABSTRACT

PEREIRA DE SOUZA, Andressa. Cordicepim in bovine
oocytes pre-maturation: nuclear maturation and embryo
development.2015. 84f. Master Dissertation in Animal
Science — Area: Animal Production — Universidade do Estado
de Santa Catarina. Programa de Pos-GraduacdoemCiéncia
Animal, Lages, 2015.

The in vitro embryo production has a strong commercial and
preservationist impact in Brazil. However, there are still
barriers to be overcome, since the in vitro maturation does not
mimic the in vivo maturation. The maturation optimization
increases the embryo competence and quality, making them
more cryotolerants. The meiotic blockage, after oocytes
removal from their follicular environment, may be a good
alternative. Three experiments (n = 2848) evaluated the
Cordicepim as a meiotic blocker in bovine oocytes in different
culture media, and its influence on embryonic development.
Follicles 3-8 mm diameter, were punctured from abattoir
ovaries and allocated into 4 groups: Control (TCM-199 +
pyruvate, FSH, LH and SFB); MIVCord (TCM-199 +
Pyruvate, FH, LH, FCS, Cordicepim); TCMCor (TCM-199 +
Cordicepim) and TCMCont (TCM-199), followed by standard
maturation (IVM) for 20 or 24 h. The effect of meiosis
blockage in embryo production was assessed by cleavage and
blastocyst rate, and total number of cells assessed. To evaluate
the stage of maturation, oocytes were stained with Hoechst and
evaluated by microscopy. Quantitative data were analyzed by
ANOVA and Tukey test and the qualitative data by chi-square,
with 5% significance. Cordicepim did not affect cleavage (60.7
vs. 56.4%) and blastocysts (30.7 vs. 24.8%) rates when added






to supplemented medium (MIVCord). However, there was a
reduction in cleavage (42%) and blastocysts (12.1%) rates
when added to a medium without supplements (TCMCord). On
the Kkinetics of maturation after 6 hours of pre culture, only
TCMCord group maintained most oocytes blocked. Cell
density of the produced embryos (26 h maturation) in MIVcont
groups (189.2 =+ 11.4), MIVCord (187.1 + 12.1) and TCMCont
(171.2 £ 10.4) did not differ and were higher than TCMCord
group (119.7 = 11.4). Already, with 30 h maturation cell
density was similar between embryos from control group
(224.2 £ 17.5) and TCMCord group (240.1 £ 10.4). However,
even with 30 h maturation, only 64.8% of the oocytes
completed maturation in TCMCord group, while 100%
maturated in Control group. We conclude that 6 h of culture in
cordicepim in the absence of gonadotropins, partially inhibits
the meiosis in oocytes, and this inhibition is not successfully
reversed even after 24 hours of maturation pattern in the
absence of cordicepim. The cordicepim reduces embryo
production when in vitro maturation is performed for 26 h.
However, within 30 h maturation time, the Cordicepim does
not affect embryo production rate. Yet, the cordicepim prevents
the cumulus cells expansion in an irreversible manner.

Key-words: Meiosis blockage, Oocyte maturation, Pre-
maturation, IVP embryos.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ lider mundial na producdo in vitro de
embrides (IETS, 2012). Assim existe um forte impacto
comercial e preservacionista desta tecnologia. Entretanto a
producdo in vitro de embrifes apresenta limitacbes que
precisam ser superadas. A maturacdo in vitro (MIV) é um dos
gargalos das biotécnicas reprodutivas, j& que 0s o00citos sdo
privados das mudancas que ocorrem durante os periodos de
dominancia e pré-ovulacdo e, por consequéncia, apresentam
menor competéncia.

A competéncia do odcito, bem como o acumulo de
componentes necessarios para o inicio do desenvolvimento
embrionario, sdo adquiridos durante a maturacdo
(GONCALVES, 2009), o que ndo é completamente
mimetizado no processo in vitro. Isto resulta em estruturas com
assincronia nucleo-citoplasméatica e menor competéncia. A
maturagdo in vitro reflete na qualidade e sobrevivéncia de
odcitos (MEN et al., 2002; GARDNER et al., 2007) e embribes
(DE MATOS et al., 1996; NEDAMBALE et al., 2006) ao
processo de criopreservacdo, bem como na sua viabilidade
apos transferéncia (MARTINEZ et al., 1998; VAJTA e
KUWAYAMA, 2006).

Uma metodologia de maturacdo in vitro mais eficiente
aumentaria a competéncia, a qualidade e o numero de
blastocistos, bem como os tornaria mais criotolerantes. Uma
das alternativas € manter o blogueio meidtico apds a remocao
dos odcitos do ambiente folicular, ou atrasar a sua maturacdo
nuclear (ADONA et al., 2008). O bloqueio meiético forneceria
um tempo adicional para o odcito sofrer as modificacbes
bioquimicas e estruturais necessarias para suportar a
fecundacdo e ter desenvolvimento embrionario normal
(DIELEMANN et al., 2002). Ainda, os inibidores da meiose
podem ser utilizados em outras biotécnicas, como a
criopreservacao de oocitos. N&o esta definido qual é o estagio
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de maturacdo mais adequado para o congelamento do odcito.
Sabe-se que o resfriamento e a exposi¢do de odcitos maturados
aos crioprotetores podem induzir a uma instabilidade dos fusos
meidticos, provocando uma segregacdo anormal dos
cromossomos, produzindo anormalidades (PICKERING e
JOHNSON, 1987). O blogueio ainda pode ser utilizado no
transporte dos odcitos obtidos por aspiracao folicular, ou apos a
criopreservacgdo. Nesta situacdo, os bloqueadores da meiose
evitariam o inicio da maturacdo em condicdes inadequadas.
Inibidores fisiolégicos da maturacdo nuclear tém sido
amplamente testados (LE BEAUX et al., 2003), como o liquido
folicular (GONGCALVES, 2009) e hemi-secgbes foliculares
(OLIVEIRA E SILVA, 2008). Ja& entre os bloqueadores
farmacoldgicos, encontram-se os ativadores da Adenil Ciclase
(AC) como o forskolin (PASCHOAL, 2013), inibidores do
fator de promocdo da maturagdo (MPF), como a 6-
dimetilalaminopurina (6 DMAP), a roscovitina e a
butirolactona-l (BARRETO, 2008, ADONA, 2006) e
inibidores da fosfodiesterase (PDE), como a cilostamida, 1-
isobutil, 3- metilxantina (IBMX) (GUIMARAES, 2013).
Inibidores de traducdo, ou de sintese protéica, sdo
considerados 0s mais potentes inibidores da maturacdo
espontanea de od0citos bovinos (FULKA et al., 1986;
TATEMOTO et al., 1994). A poliadenilacdo ¢ o mecanismo
responsavel pelo controle da traducdo e pelo armazenamento
dos transcritos no ooplasma. O processo de poliadenilagdo
envolve complexos eventos moleculares que resultam na
adicao de adeninas a por¢do terminal 3°’'do mRNA, constituindo
a cauda poli-A, a qual estd implicada na estabilidade, no
transporte e na atividade traducional do transcrito (VASSALI e
STUTZ, 1995; BENOIT et al., 2005). O Cordicepim é um
analogo sintetico da adenosina, com a falta de um grupamento
hidroxila em sua estrutura (JAGGER et al., 1960), que o torna
um blogueador da traducdo do RNAmM. Alguns fatores
importantes no reinicio da meiose seguem esse padrdo de
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traducdo, dentre eles a ciclina B e o0 C-MOS. Essas proteinas
sd0 responsaveis pela transducdo de sinal do Fator de
promocdo da maturacdo (MPF) e da Proteina ativada por
mitdgeno quinase (MAPK)(KRISCHEK e MEINECKE, 2002).
Baseado nesse conhecimento é razoavel supor que a utilizagédo
Cordicepim, favorega a maturacéo in vitro do o6cito bovino e
consequentemente o desenvolvimento embrionario.

Neste contexto, este trabalho busca estabelecer a
capacidade do Cordicepim como bloqueador meidtico de
odcitos bovinos, avaliando sua acdo em diferentes meios de
cultivo, bem como sua influéncia no desenvolvimento
embrionario, buscando um sistema de maturacdo mais
eficiente, que melhore a producdo in vitro de embrides
bovinos, e que também possa ser utilizado em outras situagdes.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer um protocolo de pré-maturacdo de CCOs
bovinos imaturos em cordicepim, visando aumentar a
competéncia dos odcitos utilizados na producdo in vitro de
embrides.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a eficdcia do Cordicepim como inibidor da
maturacdo nuclear em meio TCM-199 suplementado (piruvato,
FSH, LH e SFB) ou ndo, por um periodo de 6 horas;

Avaliar a reversibilidade do processo inibicdo da
progressdo da meiose de CCOs previamente tratados com
Cordicepim através do cultivo destes na auséncia do inibidor;

Verificar o efeito da pré-maturacdo de odcitos bovinos
na presenca do bloqueador meidtico Cordicepim no posterior
desenvolvimento embrionario in vitro;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 OOGENESE

Define-se como 0ogénese a sequéncia de eventos pelos
quais as células germinativas primordiais passam até atingirem
0 estagio de odcito maturo, apto para a fecundacdo (VAN DEN
HURK; ZHAO, 2005). Este processo inclui sete passos: 1)
geracdo das células germinativas primordiais (CGPs); 2)
migracdo das CGPs para as gbnadas em formacdo; 3)
colonizacdo das gbdnadas pelas CGPs; 4) diferenciacdo das
CGPs em oogonias; 5) proliferacdo das oogonias; 6) inicio da
meiose; 7) retencdo da meiose no estagio de diploteno da
profase |.

A oogénese em mamiferos inicia-se na fase fetal, onde
as células germinativas primordiais (CGP), de origem
extragonadal, migram do saco vitelinico, para as cristas
genitais, onde irdo colonizar as go6nadas ainda em
desenvolvimento. Durante essa migracdo as CGP sofrem
extensiva proliferacdo celular, através de uma série de divisdes
mitoticas e quando chegam o0s corddes sexuais primarios
sofrem diferenciacdo e sdo chamados de oogonias (SADEU et
al., 2006). Nesse periodo os odcitos entram em processo de
meiose, diferenciando-se em 00citos primarios.

Os odcitos primarios passam pelas fases de leptoteno,
zigbteno e paquiteno, subsequentemente para o estagio de
diploteno da préfase da primeira divisdo meidtica e progridem
para um estadgio de quiescéncia prolongada, chamado de
estagio dictidteno, permanecendo assim até pouco antes da
ovulagdo (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).

As principais mudancgas que ocorrem durante a fase de
desenvolvimento do oo6cito sdo: formacgdes das juncbes gap
entre 0 o0cito e suas células sométicas circundantes,
desenvolvimento e deslocamento do complexo de Golgi para a
periferia  do  odcito, desenvolvimento do reticulo
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endoplasmatico liso e das gotas lipidicas, formacdo dos
granulos corticais e zona pellcida, diferenciacdo da
mitocondria, quebra dos centriolos, transcricdo e acumulo de
RNAmM maternos, que serdo utilizados posteriormente para a
sintese de proteina do odcito e do desenvolvimento
embrionario inicial (FAIR et al., 1996; HYTTEL et al., 1997).

Na puberdade o pico pré-ovulatério do hormonio
luteinizante (LH), induz o término da primeira meiose, através
do rompimento da vesicula germinativa, passando pelos
estagios de metafase |, anafase I, teldéfase | e metéfase I,
quando ocorre a expulsdo do primeiro corpusculo polar e a
formagdo do odcito secundario, iniciando a segunda diviséo
meidtica. Nesse estadgio ocorre a segunda interrupcdo da
meiose, permanecendo assim até o momento da fecundagdo
(LONERGAN et al., 1994, CHOHAN; HUNTER, 2004, VAN
DEN HURK; ZHAO, 2005). Esta por sua vez s6 se completara
apos a ativacdo pelo espermatozbide durante a fecundacao
(VAN DEN HURK; ZHAO 2005).

Com a entrada do espermatozOide no citoplasma
durante a fecundacdo, o oécito completa a sua segunda divisdo
meidtica, com a extrusdao do segundo corpusculo polar. A
ploidia retorna a sua configuracdo inicial, (2n) com a interacao
do material genético materno e paterno (singamia), formando
assim o zigoto, que dara origem ao embrido (ADONA, 2006).

3.2 FOLICULOGENESE

A foliculogénese pode ser definida como o processo de
formagéo, crescimento e maturagédo folicular (VAN DEN
HURK; ZHAO, 2005). Ela se inicia ap0s e termina antes da
oogénese e pode ser dividida em duas fases: a fase pré-antral,
que é subdividida em ativacdo dos foliculos primordiais e
crescimento dos foliculos priméarios e secundarios; e a fase
antral, subdividida em crescimento inicial e terminal dos
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foliculos terciarios, de Graaf ou pre-ovulatério (MARTINS et
al., 2008).

Os foliculos primordiais sao formados no periodo fetal,
quando uma Unica camada de células pavimentosas (células
pré-granulosas) circunda o odécito primario, em torno dos 90-
130 dias de gestacdo (MEYES, 2002). A ativacdo dos foliculos
primordiais corresponde a passagem do pool de foliculos
quiescentes de reserva, para o pool de foliculos em fase de
crescimento. No entanto o mecanismo de ativacdo dos foliculos
primordiais ainda ndo estd claro, mas logo que o estoque de
foliculos é formado o recrutamento ocorre como um evento
diario e continuo, que uma vez iniciado, ndo é interrompido até
o final da vida do animal ou até a exaustdo dos foliculos do
ovario (GREENSWALL; ROY, 1994).

Com a ativacdo dos foliculos primordiais, as células
precursoras da granulosa que rodeiam 0s o00citos se
transformam em células da granulosa cubdides e comecam a se
proliferar, determinando a diferenciacdo dos foliculos
primordiais para foliculos primarios (HIRSHFIELD, 1991). Se
o foliculo continua seu crescimento as células da granulosa do
foliculo primério aumentam em ndmero e tornam-se mais
volumosas, dando origem aos foliculos secundarios (VAN
DEN HURK; ZHAO, 2005).

Com o crescimento folicular as células da granulosa
secretam um liquido que se acumula nos espacos intercelulares,
separando as células e formando o antro, sendo esta uma
caracteristica dos foliculos antrais, que sdo os foliculos
terciarios. O liquido antral serve como uma importante fonte de
substancias regulatérias derivadas de secrecbes das células
foliculares, como esteréides, enzimas, glicoproteinas,
lipoproteinas e fatores de crescimento (VAN DEN HURK;
ZHAO, 2005).

No decorrer do desenvolvimento folicular, mesmo
permanecendo em préofase | o crescimento do odcito é
continuo, pois ele cresce cerca de 20um no foliculo primordial
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(LUCCl et al., 2002) e até cerca de 124 um em foliculos de 1-3
mm, enquanto que foliculos maiores que 8,0 mm possuem
o6citos com uma média de 129 um (CAIXETA, 2009).

O periodo final do desenvolvimento folicular antral é
caracterizado por trés fases distintas e dependentes de
gonadotrofinas que se desenvolvem em ondas, conhecidas
como recrutamento, selecdo e dominancia.

A fase de recrutamento refere-se ao inicio da elevacdo
das concentracbes do hormoénio foliculo estimulante (FSH).
Neste momento os foliculos medem entre 1 a 3 mm (JAISWAL
et al., 2004). Quando o foliculo apresenta o diametro de 7-8
mm inicia-se a fase de desvio, que é caracterizado pelo
crescimento continuo de apenas um foliculo, e selecdo onde
este que passa a exercer dominancia sobre os demais, inibindo
o crescimento dos foliculos subordinados e inibindo o
recrutamento de novos foliculos (FAIR, 2003). A fase final de
crescimento do foliculo pré-ovulatorio estd associada a alta
frequéncia dos pulsos de LH (HYTTEL et al., 1997) e
subsequente liberagcdo de um odcito maturo durante a ovulacao
(SIRARD et al., 2006).

3.3 MATURAGCAO E COMPETENCIA

O processo de maturagdo compreende uma série de
eventos nucleares e citoplasmaticos (GOTTARDI; MINGOTI,
2009), que sdo estimulados principalmente por hormonios
gonadotréficos (MERTON et al., 2003). O objetivo é formar
uma célula hapléide (bloqueada em metéfase Il - MII), apta a
ser fecundada (DE CESARO, 2013).

A retomada do ciclo celular retido na meiose | é
mediada por um estimulo hormonal in vivo, em resposta ao
pico pre-ovulatério de LH, em odcitos inclusos em foliculos
pré-ovulatérios completamente diferenciados. Porém, in vitro,
esse processo € desencadeado independentemente de



37

horménios, simplesmente pela retirada do odcito de dentro do
foliculo (PINCUS; ENZMANN, 1935).

A maturacdo nuclear se refere a retomada da meiose,
progredindo da fase de dipl6teno da profase da primeira meiose
(profase 1), passando pelos estddios de metafase I, anafase |
tel6fase | até metafase Il (MIl) (MINGOTI, 2000). No
intervalo que compreende os estadios de profase | a metafase
I1, os cromossomos condensam e o envelope nuclear € desfeito
marcando o inicio da maturacdo nuclear (MEINECKE et al.,
2001; JONES, 2004). Nessa fase, os cromossomos homdlogos
sdo divididos, sendo que metade do nimero de cromossomos
permanece no odcito (célula hapl6ide) e a outra metade é
liberada no primeiro corpudsculo polar, havendo novamente o
bloqueio do ciclo celular até a fecundacéo (SIRARD, 2001).

In vitro, os odcitos bovinos levam de 18 a 24 horas para
completar a MII apds serem retirados dos foliculos. A quebra
da vesicula germinativa ocorre entre 8-12 horas, a Ml de 12-15
horas, a Al e Tl de 15-18 horas e MII de 18-22 horas apds a
retirada do ovocito do ambiente folicular (DODE; ADONA,
2001).

A maturacdo citoplasmatica, por sua vez, € necessaria
para o bloqueio da polispermia, para descondensar a cabeca do
espermatozéide, formar o0s pro-ndcleos e permitir o
desenvolvimento embrionario. Inclui a redistribuicdo de
organelas celulares, a migracdo das mitocdndrias para uma
posicdo perinuclear e 0 acimulo de granulos corticais no odcito
(VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).

Além disso, marcantes alteracdes na sintese de
proteinas especificas sdo observadas no odcito bovino, sendo
que uma complexa cascata de fosforilagdo e desfosforilacdo
esta envolvida na regulagdo da retomada da meiose. Nesse
periodo observa-se a degradacdo da adenosina monofosfato
ciclico (AMPc), aumento dos niveis de calcio e aumento na
atividade de proteinas quinases. A proteina denominada de
fator de promocdo da maturacdo (MPF) é responsavel pelo
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inicio da maturacéo, atuando de forma que assegure que o ciclo
celular prossiga de forma correta (KUBELKA et al., 2000).

O MPF é um composto dimérico formado por uma
subunidade regulatéria que é a ciclina B e uma subunidade
catalitica que é a quinasep34cdc2 dependente de ciclina
(CDK1) (BILODEAU-GOESEELS, 2012). Ele é ativado pela
desfosforilacdo da treonina-14 e da tirosina-15, cuja reacdo €
catalisada pela enzima cdc 25 fosfatase (DAI et al., 2000). O
MPF é um dos principais reguladores das alteracdes
morfolégicas durante a maturagdo oocitaria, regulando a
condensacdo dos cromossomos, o rompimento do envelope
nuclear, a reorganizacdo dos microtibulos e outras organelas
citoplasmaticas com a participacdo de outras proteinas
(KRISCHEK; MEINECKE, 2002; KUBELKA et al., 2002).

A variacdo da atividade do MPF pode ser detectada nos
odcitos bovinos durante a maturacdo. Sua atividade é baixa em
VG passando a ser observada no inicio do rompimento da VG.
Alcanga um pico no estddio de metafase | e declina sua
atividade durante a transicdo entre os estadios de metafase | e
metéfase 11 (KUBELKA et al., 2000).

Na maturacdo in vitro, o6citos que atingem o estagio de

metafase IlI, nem sempre estdo aptos ao desenvolvimento
embrionario normal apos a fecundacdo, isso porque nem todos
adquiriram sua plena competéncia.
A competéncia oocitaria compreende a capacidade do odcito
em retomar a meiose, de clivar ap6s a fecundacdo, suportar 0s
primeiros estagios de desenvolvimento embrionario, até a
ativagdo do seu genoma e induzir uma gestacdo (FARIN et al.,
2007; SIRARD et al., 2006; MINGOTI, 2000). Essa
competéncia oocitaria é adquirida gradativamente durante os
estagios finais da foliculogénese. Portanto para que o odcito
seja capaz de sofrer a maturacdo completa é essencial que ele
tenha completado toda a sua fase de crescimento (ADONA,
2006). Entretanto 0 momento em que ela se completa e quais
0s mecanismos envolvidos ainda ndo estéo claros.
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Mudancas moleculares podem ser responsaveis pelo
aumento na competéncia dos odcitos, ja que durante o
crescimento oocitario ha um alto grau de atividade
transcricional (SONG; WESSEL, 2005), especialmente nas
primeiras fases de desenvolvimento. Esses eventos estdo
relacionados principalmente a sintese de RNAm e proteinas.
Porém a transcri¢cdo no odcito diminui marcadamente antes da
maturacdo e, a partir deste ponto, continua em nivel bem menor
(BESSA et al., 2013; SIRARD, 2001).

No odcito, ao contrario do que ocorre com qualquer
célula somatica, o intervalo entre a sintese e a utilizacdo do
RNA e moléculas protéicas pode ser de até varias semanas,
ocorrendo o armazenamento dessas moléculas em uma forma
quiescente para 0 seu emprego no tempo certo ao longo da
maturacdo do odcito e desenvolvimento embrionério inicial
(PICTON et al., 1998). Portanto, a competéncia do odcito se
refere a sua capacidade de desenvolvimento e estd, em parte,
determinada pela composi¢do e quantidade de transcritos
especificos no seu pool de mRNA, que séo estocados durante o
crescimento e fase final do desenvolvimento folicular
(SIRARD et al., 2006; LONERGAN et al., 2003). Isso sugere
que os transcritos e proteinas que foram estocados ndo sdo
substituidos, pelo contrario, sdo gradualmente traduzidos ou
degradados  sendo  importantes na  fecundacdo e
desenvolvimento embrionario até o momento em que o
embrido seja capaz de ativar seu genoma (SIRARD et al.,
2006; SANCHEZ; SMITZ, 2012).

3.4 CONTROLE DA MATURACAO IN VITRO

A retomada da meiose em od6citos bovinos ocorre de
forma abrupta in vitro, apos sua remocéao do ambiente folicular,
provavelmente devido & perda da interagdo morfoldgica,
hormonal e molecular entre o odcito e as células foliculares
(GOTTARDI; MINGOTI, 2009).
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Depois que cresce 0 o0cito precisa ser mantido em VG
durante o resto da foliculogénse, que é garantido pela alta
concentracdo intraovocitaria de monofosfato de adenosina
ciclica (AMPc) (TRIPATHI et al., 2010). J4 o mecanismo que
envolve o reinicio da meiose esta associado a reducdo nas
concentragdes de AMPc (CONTI et al., 1998). O AMPc que
estd envolvido ao bloqueio e reinicio da meiose € produzido
pelas células da granulosa, mas as células da teca também
contribuem na amplificacdo desse sinal (ADONA, 2006). A
concentragdo de AMPc intraovocitario é regulada pelo
equilibrio entre a atividade de dois tipos de enzimas: Adenil
ciclase (AC) e fosfodiesterase (PDE), que sdo responsaveis
pela sintese e degradacdo do AMPc, respectivamente (CONTI
etal., 2002).

O AMPc gerado pelas células da granulosa é transferido
para 0 o0cito através das juncGes gap, sendo que até
recentemente se achava que a transferéncia continua das
células da granulosa para o ovdcito via juncfes gap era o Unico
responsavel por manter a retencdo da meiose (CHAUBE,
2002). No entanto, tem sido demonstrado que a concentragao
de AMPc intraovocitario, gerado pela atividade da AC, que é
estimulada pela a ativacdo de receptores de proteina G
estimulatoria (GPCRs/GPR3) presentes na membrana do odcito
(LI et al., 2012; TRIPATHI et al., 2010), € indispensavel para
manter a retencdo da meiose (VACCARI et al., 2008).

Para que ocorra o bloqueio da meiose, 0s receptores
acoplados a proteina G (GPR3) estimulam a enzima adenilato
ciclase a sintetizar a CAMP. Os niveis elevados de cAMP no
odcito, tornam a proteina quinase A (PKA) ativa, a qual
promoverd a fosforilagio do complexo CDKZ1/CiclinaB
mantendo o MPF inativo € o nulcleo em estagio de VG
(MEHLMANN, 2005; BILODEAU-GOESEELS, 2012). Outro
fator que também esta envolvido no nivel de AMPc dentro do
odcito é a guanosina monofostato ciclica (GMPc), oriunda das
células da granulosa e da teca. Essa chega através das juncgdes
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gap ao odcito e contribui para manter altos os niveis de AMPCc,
por inibir a acdo da PDE 3 e, consequentemente, a hidrdlise do
AMPc (BILODEAU-GOESEELS, 2011; NORRIS et al.,
2009).

Figura 1 — Modelo para a manutencdo da retencdo da meiose
no estagio de vesicula germinativa (GV) em foliculos
antrais. O AMPc e o GMPc produzidos pelas células
da granulosa séo transferidos para o 06cito via juncdes
gap. O aumento nos niveis de GMPc inativam a
PDE3, aumentando o nivel de AMPc no odcito,
ativando a PKA, esta por sua vez inativa a fosfatase
Cdc25B resultando na fosforilacdo do CDK1 e
inativacdo do MPF.

Fonte: modificado de Tripathi et al., 2010.

O contrério ocorre no processo natural de maturacdo em
mamiferos, independente se esta se inicia pela descarga de LH
(in vivo), ou simplesmente pela retirada do od6cito do ambiente
folicular (in vitro).
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O aumento nos niveis de AMPc estimula a atividade da
PKA/PKC e consequentemente a produgdo de fatores
semelhantes ao fator de crescimento epidermal (EGF) nas
celulas do cumulus. Esses fatores semelhantes ao EGF induzem
a atividade da MAPK que rompe as juncGes gap entre células
do cumulus-granulosa e entre células do cumulus-o6cito. Lopes
(2012) comprovou que a PKC participa da via de sinalizacdo
da retomada da meiose em o00citos bovinos, e sugere a
participacdo do EGF nesta via. A interrup¢do da comunicacao
entre cumulus e odcito impede a transferéncia de AMPc e
GMPc. A reducdo de GMPc ativa a PDE3A que por sua vez
reduz, por hidrélise, os niveis de AMPc produzidos pelo
odcito. A reducdo do AMPc do odcito reduz a atividade da
PKA, que ativa a fosfatase Cdc25B que inativa a quinase
Weel/Mytl resultando na desfosforilacdo da CDKI e ativagdo
do MPF. A ativagdo do MPF induz a retomada da meiose
(TRIPATHI et al., 2010).
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Figura 2 - Modelo representativo da indugdo da retomada da
meiose pela acdo do LH em odcitos. A ruptura das
juncdes gap entre as células da granulosa, do cumulus
e oocitos, reduz a transferéncia de GMPc para o
odcito, que leva a ativacdo da PDE3 e a reducdo dos
niveis intraovocitarios de AMPc, inativando a PKA, e
ativando a cdc 25 fosfatase tendo como resultado a
desfosforilagdo da Cdk 1 e ativagio do MPF,
induzindo a retomada da meiose.

Cumuluscell _ GPRI AT

_Net reduction in AMP level
PKA inactivation

Depbospho:ylation and
activation of CDC258

Fonte: modificado de Tripathi et al., 2010.
3.5 BLOQUEIO MEIOTICO

Na producdo de embrides in vitro, a maioria dos odcitos
bovinos sdo provenientes de foliculos de 2 a 6 mm de diametro
(ADONA; LEAL, 2004; DALVIT et al., 2005). A remocao dos
odcitos dos foliculos antes de finalizarem a foliculogénese &,
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provavelmente, um dos fatores responsaveis pela reducdo da
competéncia oocitaria. Para contornar a foliculogénese
interrompida a que os odcitos sdo submetidos, uma alternativa
seria simular as condicdes intrafoliculares, mantendo-os por
um determinado periodo com a mesma configuracdo nuclear
(ADONA, 2006).

A inibicdo da retomada da meiose tem sido sugerida
como uma estratégia para que os odcitos disponham de um
tempo adicional para sofrerem modificacbes necessarias para
aquisicdo de competéncia (LONERGAN et al.,, 2000).
Portanto, esse tempo adicional possibilitaria uma melhor
sincronizagdo entre 0s processos de maturagdo nuclear e
citoplasmatica, com o objetivo de maximizar a producdo de
embrides e as demais TRAs (LE BEAUX et al., 2003).

A inibicdo da meiose pode ser induzida pelo o uso de
inibidores fisiolégicos, tais como a presenca de hemi-foliculos
e liquido folicular, ou métodos farmacoldgicos, como o uso de
substancias que atuam em etapas distintas da via que mantém o
MPF inativo (GUIMARAES, 2013).

Desde 1935 ja é sabido que o o6cito reinicia a meiose
ao ser retirado do ambiente folicular, o que sugere a existéncia
de fatores intrafoliculares que inibem a retomada da meiose
prematuramente (PINCUS; ENZMAN, 1935). No intuito de
mimetizar o ambiente folicular, vérios estudos avaliaram o
efeito do fluido folicular (FF), co cultivo com células da teca e
da granulosa e de hemi-foliculos no sistema de maturagdo in
vitro. Sirard et al. (1992); Sirard e First, (1988) demonstram
que a presenca de fluido folicular no meio de maturacdo
reduziu em 22% (56% Xx 74%) a taxa de quebra da vesicula
germinativa (GVBD) nas primeiras 6 horas de cultivo, mas
apos 21 horas de cultivo, cerca de 91% dos o6citos retomam a
meiose mesmo na presenca do FF. Ja Oliveira e Silva (2008)
obteve taxas de retencdo meidtica de 81,2% e 96,3% quando
utilizou hemi-secgbes foliculares juntamente com meios
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indefinidos (Soro fetal bovino) e definidos (a-MEM+PVA)
respectivamente.

Dentre os métodos farmacoldgicos pode-se citar 0 uso
de substancias que mantenham altas concentragdes de AMPc
no interior do oo6cito, como a 3-isobutil-1-methilxantina
(IBMX), cilostamida (BILODEAU-GOESEELS, 2012),
inibidores de sintese protéica de maneira ndo especifica, como
a cicloheximida (MEINECKE et al., 2001); inibidores de
proteinas quinases, como a dimetilaminopurina (6-DMAP)
(DODE; ADONA, 2001); e ainda inibidores especificos da
fosforilacdo de proteinas Cdks, como a roscovitina e
butirolactona | (ADONA; LEAL, 2004; BARRETO et al.,
2010).

Considerando que o AMPc é o responsével por manter
a retencdo meidtica, varios agentes moduladores podem ser
utilizados com o intuito de elevar os niveis de AMPc
(GUIMARAES, 2013). O Forskolin, farmaco derivado de uma
planta asidtica denominada Colleusparaphoskolii, eleva as
concentracdes de adenosina monofosfato ciclica (CAMP) por
meio da ativacdo da adenilatociclase. O uso dessa substancia
inibiu ou pelo menos atenuou a retomada da meiose em 00citos
bovinos (PASCHOAL, 2013; LUCIANO et al., 2004), murinos
(NOGUEIRA et al., 2003), suinos (BAGG et al., 2006) e
humanos (SHU et al., 2008), sendo eficaz para a manutencao
do odcito em VG por 24 horas sem afetar o desenvolvimento
embrionario. Paschoal (2012) utilizando trés concentragdes
diferentes de forskolin: 0,025 mM; 0,05 mM e 0,1 mM, durante
um periodo de 6 horas, demonstrou a reversibilidade do
forskolin apds o bloqueio.

Ainda no grupo dos agentes moduladores do AMPc
encontramos  substancias inibidoras da PDE, enzima
responsavel pela degradacdo do AMPc do odcito. Portanto, o
AMPCc pode ter seus niveis elevados, através da exposi¢do dos
oocitos a substancias inibidoras da PDE, ndo especificas, como
o IBMX, ou especificas, como a cilostamida ou milirone
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(PDE3) ou o rolipram (PDE4) (GILCHRIST; THOMPSON,
2007).

O IBMX, receptor ndo especifico da PDE, previne a
degradacdo de AMPc, retendo a meiose de forma transitéria
(SIRARD; FIRST, 1988). Esse efeito transitério pode ser
observado em CCOs bovinos cultivados com IBMX por 8
horas, entretanto, esse efeito ndo € mais perceptivel as 24 horas
de cultivo (BILODEAU et al., 1993). Por outro lado, inibidores
especificos da PDE-3 como o milrinone e da PDE-4 como o
rolipram, preveniram a degradacdo do AMPc em odcitos
bovinos, resultando em seu acumulo nas células do cumulus e
no oocito, mantendo estaveis as juncbes gap e atrasando a
retomada da meiose (THOMAS et al., 2002).

A ativacdo do MPF é o ponto chave da retomada da
meiose em o0citos bovinos. Sua ativacdo depende tanto da
sintese protéica, quanto dos eventos em cascata de
desfosforilacdo/fosforilacdo, consequentemente a prevencédo da
atividade do MPF nestes dois pontos de controle leva ao
bloqueio da progressdo da meiose (LONERGAN et al., 1997).
Neste contexto encontram-se inibidores da fosforilagdo de
proteinas CDKs, como a roscovitina e butirolactona |
(ADONA; LEAL, 2004, BARRETTO et al., 2007). Estes
inibidores possuem o mesmo mecanismo de acdo, que é a
competicdo por sitios de ligacdo de trifosfato de adenosina
(ATP), impedindo a ligacdo do ATP necessaria para as
atividades de fosforilacdo, o que impede a ativacdo do MPF
(PONDERATO et al., 2001; MEWER, 1996). Ambos os
inibidores mantém uma alta propor¢do de odcitos em VG por
um periodo de 24 horas ou mais (ADONA, 2006; BARRETO,
2008; GOTTARDI, 2009).

Wu et al. (1996) concluiram que uma quantidade
significativa de proteinas € sintetizada nas primeiras horas da
maturagdo, com um pico de producdo entre 8 e 12h, sendo
estas essenciais para que ocorra a retomada da meiose.
Portanto, inibidores de traducdo sdo considerados os mais
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potentes inibidores da maturacdo espontanea de o0d6citos
bovinos (FULKA et al.,1986; TATEMOTO et al., 1994).

Dentre eles encontra-se o Cordicepim, um analogo
sintético da adenosina, produto do metabolismo de fungos,
mais precisamente da cepa Codyceps militares. O metabdlito
dessa cepa vem sendo usado em diversos ramos da pesquisa
cientifica desde anti-fungico a antibiotico, pois quando
adicionado ao meio de cultivo celular ele inibe a traducdo do
RNAmM (SUGAR; MCCAFFREY, 1998). Essa inibicdo ocorre
devido a falta do grupo 3’-OH na estrutura do Cordicepim,
uma vez que a PAP reconhece o inibidor como uma adenosina
e o integra ao final da regido 3’ ndo traduzivel. Isso impede que
mais adenosinas se liguem a essa porcdo, evitando o
alongamento da cauda poli-(A) o que impede a tradugdo do
RNAm. O Cordicepim se mostrou adequado no blogueio
meiotico reversivel de oocitos bovinos por um periodo de 12
horas, sem afetar o posterior desenvolvimento embrionario
(SANDRI, 2007).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no laboratério de
reproducdo animal Prof. Assis Roberto de Bem, localizado no
Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do
Estado de Santa Catarina, em Lages SC.

4.2 REAGENTES E QUIMICOS

Exceto quando indicado, todos os reagentes utilizados
para este experimento, bem como o0s produtos quimicos
utilizados para a preparagdo dos meios de maturagdo in vitro,
ativacdo partenogenética e cultivo in vitro foram obtidos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

4.3 OBTENCAO DOS OOCITOS

Os ovarios foram obtidos em abatedouros e
transportados até o laboratério em recipiente térmico contendo
solucdo salina 0,9% (NaCl) a uma temperatura de 28-30° C. No
laboratdrio os ovarios foram lavados em solucdo salina 0,9%
acrescida de 100UI/mL de Penicilina G e 0,1mg/mL de Sulfato
de Estreptomicina.

Para recuperacdo dos complexos cumulus-oécitos
(CCOs) foram aspirados foliculos de 2-8 mm de diametro, com
auxilio de bomba de vacuo, acoplada a um escalpe de 19-
Gauge. O material aspirado foi depositado em tubos conicos de
15 ml, e apds a sedimentacdo, o0 mesmo foi transferido para
placas estéreis de poliestireno de 96 mm de didmetro para
busca e recuperacdo dos odcitos, sob lupa estereoscopica. A
selecdo foi realizada em liquido folicular, previamente
centrifugado a 4000 g, (KC4, Kindly®, S&o Paulo, SP, Brasil)
por 5 minutos. Od4citos com cumulus compacto, possuindo pelo



49

menos quatro camadas de células do cumulus e com citoplasma
homogéneo foram entdo selecionados para serem utilizados
para a maturacdo. Os CCO selecionados foram depositados em
placas de 35 mm de didmetro contendo TCM-Hepes
adicionado ou ndo de Cordicepim na concentracdo de 79,6
nM/ml conforme o delineamento experimental.

4.4 PRE-MATURACAO - SUBMISSAO AO BLOQUEIO
MEIOTICO

Para a pré-maturacdo quatro meios diferentes foram
utilizados. Os odcitos foram cultivados por um periodo de 6
horas em meio TCM-199 suplementado com piruvato, FSH,
LH e SFB (MIV) ou ndo suplementado (TCM-199), e
adicionado de cordicepim (Cord) ou ndo (Cont).

1- MIV (Controle): Meio de Maturacdo TCM-199 - sais de
Earle adicionado de 26,2 mM de NaHCO3, 25 mM de HEPES,
0,2 mM de piruvato de sodio com 0,01 Ul de FSH/mL
(Folltropin Bioniche, Canada), 0,5 pg/mL de LH (Lutropin
Bioniche, Canada) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (meio de
maturacao padréo para 0 acompanhamento da Maturacao).

2- MIVCord: Meio de Maturacdo TCM-199 - sais de Earle
adicionado de 26,2 mM de NaHCO3, 25 mM de HEPES, 0,2
mM de piruvato de sédio com 0,01 Ul de FSH/mL (Folltropin
Bioniche, Canada), 0,5 pg/mL de LH (Lutropin Bioniche,
Canada) e 10% de soro fetal bovino (SFB), acrescido de
Cordicepim na concentragéo de 79,6 nM/ml (20 ug/ml).

3- TCMCont: Composto somente de Meio de Maturacdo
TCM-199 - sais de Earle adicionado de 26,2mM de NaHCO3,
25 mM de HEPES (sem adicdo dos demais suplementos e
cordicepim).

4- TCMCord: Meio de maturacdo TCM 199 sais de Earle
adicionado de 26,2mM de NaHCO3, 25 mM de HEPES (livre
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de piruvato, FSH, LH e SFB) e complementado com
cordicepim na concentragéo de 79,6 nM/ml (20 ug/ml)

4.5 MATURACAO IN VITRO (MIV)

Os oocitos foram submetidos a maturacdo padrdo por
um periodo de 20, 24, 26 ou 30 horas, de acordo com 0 grupo
experimental. A maturacdo foi realizada em placas de cultivo
de 4pocos (NUNC®, Denmark), sendo que cada pogo continha
400 pL de meio de maturacdo (MIV) composto por TCM-
199sais de Earle adicionado de 26,2mM de NaHCO3, 25 mM
de HEPES, 0,2 mM de piruvato de sodio, 0,5mg/mL LH
(Lutropin-V/ Bioniche Animal Health), 0,01UlI/mL de FSH
(Folltropin-V/Bioniche Animal Health, Bellevile Ontario,
Canada), 10% de SFB, em estufa a 38,5°C em atmosfera com
5% de CO2 em ar com umidade saturada.

4.6 ATIVACAO PARTENOGENETICA

Apbs 26 ou 30 horas de maturacdo, foi realizada a
ativacdo partenogenética. Primeiramente os odcitos foram
desnudados, lavados em TCM-199 Hepes e entdo transferidos
para placas de cultivo contendo TCM-199- Hepes
suplementado com 10% de SFB e 5uM de ionomicina onde
permaneceram 5 minutos. Ao término da incubacdo 0s 06citos
foram lavados em Hepes com 10% de SFB, e submetidos ao
cultivo em fluido de oviduto sintético (SOF) suplementado
com 5% SFB, 0,2 mM de piruvato, 10 mg/mL de gentamicina e
2 mM de 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) por 3 horas.

4.7 CULTIVO IN VITRO (CIV)
Apl6s o término da ativacdo partenogenética, 0s

presumiveis zigotos de cada tratamento foram lavados em SOF
e colocados em pogos contendo 400 puL de SOF suplementado
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com SFB e piruvato, sob 6leo mineral, permanecendo em
incubacdo por 7 dias, a 38,5°C. Apds a avaliacdo da clivagem,
0 cultivo prosseguiu em bolsas impermeaveis (Bags),
suplementados com atmosfera de 5% de CO2, 5% de O2 e 90%
N2

4.8 AVALIACAO DOS INDICES DE
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO IN VITRO

Os critérios de viabilidade utilizados foram & taxa de
clivagem e a taxa de blastocisto. A clivagem foi avaliada cerca
de 48 horas ap06s a ativacao partenogenética (D2). Ja a taxa de
blastocisto foi avaliada no sétimo (D7) e nono (D9) dia apds a
ativacdo partenogenética.

49 AVALIACAO DA CINETICA DE MATURACAO
NUCLEAR

Para determinar a cinética de maturacdo nuclear o
estdgio da meiose dos odcitos foi avaliado as zero
(imediatamente apds a selecdo), 6, 26 e 30 horas de maturacao.
Para a avaliacdo do estagio da meiose, os odcitos foram
retirados do cultivo e submetidos a remoc¢do das células do
cumulus, por pipetagens sucessivas. Posteriormente foram
fixados em formol e subsequentemente foram expostos ao
corante HOECHST 33342 na concentragdo de 1pg/ml diluido
em PBS (Solucdo salina fosfatada), onde permaneceram por
cinco minutos. Logo apds foram colocados entre lamina e
laminula para avaliagdo. A avaliacdo foi realizada sob
microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, America
Inc., Sapporo, Japédo), em filtro WU, com excitagdes de 450-
490 nm e emissdo 520 nm em aumento de 1000x e
classificados em: vesicula germinativa (VG), vesicula
germinativa rompida (GVBD, do inglés, germinal vesicle break
down); metafase | (MI), anafase | (Al), teléfase | (TI) e
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metafase I (MII). Foram considerados degenerado/anormais,
0s o0d0citos que apresentavam a cromatina com alguma
aberracdo ou que ndo era possivel identificar o estagio.

Figura 3 — Avaliacdo dos estagios da meiose de o0citos
corados com Hoechst 33342 A: Vesicula Germinativa- VG; B:
Vesicula Germinativa Rompida- VGBD; C: Metéafase I- MI; D:
Metéfase II- MII.

Fonte: préprio autor (2015)

4.10 DETERMINACAO DA DENSIDADE CELULAR

Para a contagem do nimero de células foram utilizados
0s embrides eclodidos em D9. Os embrides foram fixados em
formol e em seguida incubados em uma placa de 4 pocos
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(NUNC®, Denmark) com o corante Hoechst 33342, na
concentragdo de 1pg/ml em PBS por 5 minutos, protegidos da
luz. Posteriormente os embrides foram transferidos para uma
gota de glicerol entre lamina e laminula e levados ao
microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51, America
Inc., Sapporo, Japdo em filtro WU, com excitagGes de 450-
490nm e emissdo 520nm em aumento de 1000x) onde o
namero de nacleos das células foram contados (Figura 4).

Figura 4 — Blastocisto em D9 corado com Hoechst 33342, para
contagem do numero total de células.

Fonte: proprio autor (2015)

4.11 ANALISE ESTATISTICA

As taxas de clivagem, blastocisto e eclosdo foram
analisadas através do teste de Qui-quadrado. Ja os dados da
densidade celular foram submetidos & ANOVA e quando
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necessario ao teste de Tukey, todos com nivel de significancia
de 5%.

4.12 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.12.1 Experimento 1: Efeito do Cordicepim na producéo in
vitro de embrides bovinos

Neste experimento objetivou-se avaliar o efeito da pré-
maturagdo com bloqueador meidtico no desenvolvimento
embrionario. Para o bloqueio da meiose os CCOs foram
submetidos a 6horas de pré-maturacdo utilizando cordicepim
em meios com composi¢cOes distintas, pra avaliar a capacidade
deste em promover o blogueio em diferentes condicGes. Essa
avaliacdo foi realizada para determinar qual sistema de pré-
maturacdo seria mais eficiente na produgdo in vitro de
embrides. Inicialmente foram utilizados 1668 CCOs,
distribuidos em quatro grupos (11 réplicas).

Controle: 6 horas de pré-maturagdo em meio MIV + 20
horas de MIV (26 horas em meio de maturacdo padrdo para o
acompanhamento da Maturacao);

MIVCord: 6 horas de pré-maturacdo em MIVCord + 20
de MIV;

TCMCont: 6 horas pré-maturacdo em MIVCont +20
horas de M1V,

TCMCord: 6 horas pré-maturacdo em TCMCord+ 20
horas de M1V,

Apos o periodo de maturacdo, os oocitos de todos os
grupos sofreram ativagdo partenogenética e foram cultivados in
vitro (CIV).

4.12.2 Experimento 2: Avaliacdo da cinética da maturagéo
nuclear dos oocitos submetidos a 6 horas de bloqueador
meiotico.
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O objetivo desse experimento foi assegurar que o
inibidor utilizado (cordicepim) seria capaz de manter a
retencdo meidtica. Para isso, foram utilizados 456 CCOs,
distribuidos de forma semelhante ao primeiro experimento (3
réplicas). Posteriormente, foi avaliado se o periodo de 6 horas
de retencdo meiotica (pré-maturacdo) afetaria a progressdo da
meiose, seguindo 0s mesmos grupos experimentais, foram
utilizados 423 CCOs, em um total de 4 réplicas.

4.12.3 Experimento 3: Avaliacdo da cinética de maturacao
nuclear e do desenvolvimento embrionario de od0citos
submetidos a uma maturacéo de 30 horas.

As diferengas encontrados no experimento 1 e 2
motivaram a realizacdo de um terceiro experimento, que foi
dividido em duas etapas. Inicialmente foi avaliado se o
aumento do tempo de cultivo total de 26 para 30 horas
beneficiaria os odcitos, melhorando a producdo de embrides.
Um total de 705 od6citos foram distribuidos em dois grupos (4
réplicas).

Controle 30: 30 horas de MIV (meio de maturacédo
padrdo para 0 acompanhamento da Maturagao);

TCMCord 30: 6 horas de pré-maturacdo em TCMCord
+ 24 horas de MIV

Apbs o periodo de maturacdo, os odcitos de todos os
grupos foram ativados partenogeneticamente e cultivados in
vitro.

A segunda etapa do experimento avaliou a possivel
reversdo do blogueio meidtico, com o maior tempo de
maturacdo. Foi proporcionado aos oocitos um tempo adicional
para a progressdo até MII. Utilizando a mesma distribuicéo
anterior, 0s oocitos apds 30 horas de cultivo foram desnudados,
fixados e corados para avaliacdo do estagio da meiose.
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5 RESULTADOS

Experimento 1: Efeito do Cordicepim na producdo de
embrides bovinos

No primeiro experimento foi testado o efeito da pre-
maturacdo em Cordicepim na producdo de embriBes in vitro.
Inicialmente o bloqueador Cordicepim foi utilizado em 2
diferentes meios por um periodo de 6 horas, seguido da
maturacdo padréo por 20 horas.

Quando se utilizou o Cordicepim em meio
suplementado, ou seja, acrescido de piruvato, FSH, LH e SFB
(MIVCord), o Cordicepim ndo influenciou nas taxas de
clivagem e blastocistos, em relagcdo ao grupo Controle (Tabela
1). Entretanto foi observada uma reducdo na taxa de clivagem e
de blastocistos quando os o6citos foram submetidos apré-
maturacdo com Cordicepim em meio livre de suplementos
(auséncia de piruvato, FSH, LH, SFB) (TCMCord). De forma
semelhante, a taxa de blastocistos foi menor quando a pré-
maturacdo foi realizada na auséncia de suplementos (piruvato,
FSH, LH e SFB) bem como de Cordicepim (TCMCont).
Ainda, ndo foi observada diferenca na taxa de blastocistos entre
0s grupos Controle e TCMCont, como demonstra a Tabela 1.
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Tabela 1 — Desenvolvimento embrionario de odcitos bovinos
submetidos a pré-maturacdo por 6 horas em
Cordicepim, em meios com (MIV) e sem (TCM)
suplementos, seguido de 20 horas de maturacdo

padréo.
Tratamento  OOCioS Clivagem Blastocistos D7

Controle 424 239 56,42 105 24.8%
MIVCord 427 259 60,72 131 30,72
TCMCont 419 202 48,2° 82 19,6°
TCMCord 398 167 42,0° 48 12,1°

Letras mindsculas diferentes na coluna diferem pelo teste qui-quadrado p < 0,05.
Fonte: prépria autora.

A qualidade dos embrides produzidos foi avaliada
através da sua densidade celular. A contagem foi realizada com
embrides eclodidos em D9. A densidade celular dos embrides
produzidos nos grupos controle (189,2 = 11,4), MIVCord
(187,1 + 12,1) e TCMCont (171,2 + 10,4) n&o diferiram entre
si e foram superiores ao grupo TCMCord (119,7 £+ 11,4).

Experimento 2: Avaliacdo da cinética da maturacéo
nuclear dos o6citos submetidos a 6 horas de blogueador
meidtico.

O segundo experimento avaliou a capacidade do
cordicepim em promover o bloqueio meidtico, com 6 horas de
exposicdo em meios com ou sem suplementacdo (piruvato,
FSH, LH e SFB).

A avaliagdo realizada no tempo zero, isto &,
imediatamente antes de serem colocados para a maturagao,
evidenciou que a maioria dos odcitos apresentavam-se em
estagio de vesicula germinativa rompida. Apos 6 horas de pré
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cultivo, apenas o grupo TCMCord manteve a maioria dos
odcitos bloqueados em comparagdo aos demais grupos (Tabela
2).

Tabela 2 — Blogqueio mei6tico de odcitos bovinos submetidos a
pré-maturacdo por 6 horas em Cordicepim, em meio
suplementado (MIV) ou ndo (TCM).

Obcit Imaturos Intermediario

Tratamento Oﬁ 03 (VG/VGBD) (M)
n % N %

Controle 122 64 52,5°° 58 475"
MIVCord 130 62  47,7°A 68 52,34
TCMCont 92 42 457" 50  54,3*A
TCMCord 112 75 67,04 37 33,0

Letras maitlsculas diferentes na linha e minudsculas diferentes na coluna

indicam diferencas significativas por qui-quadrado (p < 0,05)
Fonte: prépria autora.

Na avaliacdo procedida ao final do periodo de 26 horas

de maturacdo, observou-se que praticamente todos 0s 00citos
dos grupos Controle e MIVCord chegaram ao estagio de M|,
completando a maturacdo (Tabela 3). J& no grupo TCMCord
houve uma forte reducdo no percentual de od6citos que
completaram a maturacdo (Tabela 3). Por outro lado, 0s o06citos
do grupo TCMCont também sofreram uma reducdo na taxa de
maturacdo, sugerindo que o periodo de 18 horas de maturacao
foi insuficiente para que os grupos TCMCord e TCMCont
conseguissem atingir o estagio de MII.
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Tabela 3 — Maturacdo nuclear de odcitos bovinos submetidos a
pré-MIV por 6 horas em Cordicepim, em meio suplementado
(MIV) ou ndo (TCM) seguido de 20 horas de maturacédo

padréo.

Imaturos Intermedidrios Maturados

Tratamento Oéﬁ:tos (VG/VGBD)  (MI/AI/TI) (MI1)

N % n % N %
Controle 84 0 00® 1 12® 83 988"
MIVCord 113 0 0,0® 1 09® 112 991*
TCMCont 95 0 0,0 11 11,6"™ 84 884"
TCMCord 131 3 2,3 66 504 62 473"
Letras mailGsculas diferentes na linha e minudsculas diferentes na coluna

diferem, qui-quadrado p < 0,05.
Fonte: prépria autora.

Experimento 3: Avaliacdo do desenvolvimento embrionario
e da cinética de maturacdo nuclear de o0citos bovinos
submetidos a 30 horas maturacéo.

Para avaliar a influéncia do tempo de maturacdo no
desenvolvimento embrionario e na progressdo da meiose,
optou-se por utilizar o grupo TCMCord, o qual efetivamente
conseguiu bloquear a maioria dos od6citos, prolongando o
periodo da maturacdo para 30 horas. Os resultados
demonstraram menor taxa de clivagem do grupo TCMCord30
em relacdo a do controle30, porém com taxa de blastocistos
semelhante (Tabela 4).
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Tabela 4 - Desenvolvimento embriondrio de o006citos
submetidos a pré incubacdo por 6 horas em cordicepim
(TCMCord) e maturados por 24 horas adicionais, em relacdo a
oocitos submetidos a 30 horas de maturagdo padréo.

Odcitos Clivagem Blastocisto

Tratamento
N n % N %

Controle 30 360 196 54,42 90 25,02
TCMCord 30 345 153 44,3° 79 22,92

Letras minusculas diferentes na coluna diferem pelo teste qui-quadrado (p <
0,05).
Fonte: propria autora.

Os embrides obtidos foram submetidos a avaliagéo da
densidade celular. O namero de células foi semelhante entre o
grupo controle 224,2 £ 17,5, em relacdo ao grupo TCMCord30
(240,1 £ 10,4).

Finalmente, foi avaliada a cinética da maturacdo dos
odcitos submetidos ao a 6 horas de bloqueio meidtico em
TCMCord, seguido de 24 horas de MIV. Mesmo com uma
maturacdo de 24 horas em meio de maturacdo padrdo uma
parte significativa dos odcitos do grupo TCMCord30 néo
conseguiram chegar a MIl (Tabela 5). Ja no grupo controle30
todos os odcitos completaram a maturacdo, chegando ao
estagio de MII.
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Tabela 5 — Progressdao meiotica de odcitos bovinos apos 30
horas de maturagcdo, comparando a pré-maturacdo por 6 horas
em cordicepim (TCMCord) com a maturacdo padrdo
(Controle).

Imaturos  Intermedidrio Maturados
Grupos  o@de (vG/vGBD)  (MIZANTI) (MII)

oocltos N % n % n %

Controle 30 144 0 00° 0 00® 144 100,0*
TCMCord30 133 12 9,0 27 203® 94 70,7"A

Letras maiusculas diferentes na linha e minGsculas diferentes na coluna
diferem pelo qui-quadrado (p < 0,05). VG=Vesicula germinativa;
VGBD=Vesicula germinativa rompida; MI=Metafase |; Al=Anafase |I;
TI=Tel6fase I; MII=Metéafase II.

Fonte: prépria autora.

Observou-se que em todos 0s experimentos 0 grupo
TCM sem nenhum suplemento (TCMCont) e o TCM
adicionado de cordicepim (TCMCord) apresentaram as células
do cumulus compactas ao final da maturagé&o.
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6 DISCUSSAO

Inicialmente foi avaliada a producdo de embrides
utilizando o cordicepim em meio com suplementos (MIVCord)
e sem suplementos (TCMCord). O desenvolvimento
embrionario foi negativamente afetado pela auséncia de
suplementos (grupo TCMCord), com resultados inferiores ao
grupo MIVCord e controle, tanto para a taxa de clivagem
quanto para a taxa de blastocistos (Tabela 1).

J& quando a maturacdo nuclear foi avaliada apos as 6
horas de cultivo em Cordicepim, os odcitos do grupo cultivado
com suplementos (MIVCord) ndo sofreram bloqueio meidtico,
contrastando com os dados relatados por Sandri (2007) e
Krischek; Meinecke (2002), que observaram 100% de
bloqueio.

O grupo cultivado sem suplementos (TCMCord) foi o
que proporcionou maior taxa de blogueio (67%), porém ainda
inferior ao esperado. Sandri (2007) obteve 100% de retengéo
meidtica (VG 36% e VGBD 64%) com cordicepim. Essa
diferenga pode ser um reflexo das diferentes condi¢des de
cultivo, ja que o autor realizou a aspiracdo folicular
diretamente em meio contendo cordicepim, diferentemente
desse experimento, em que o cordicepim foi inserido no cultivo
a partir da selegdo dos odcitos. Krischek; Meinecke (2002)
demonstraram que a maturacdo prévia por 3, 6 ou 9 horas,
antes da submissdo ao Cordicepim resultaram em 21,3%,
86,3% e 85,2% de progressdo meidtica dos oocitos. Estes
dados podem justificar as baixas taxas de retencdo meidtica
neste estudo, ja que o periodo desde a aspiracdo até submissao
dos odcitos ao cordicepim foi superior a duas horas. Todavia,
0s autores ndo informam o tempo gasto desde a aspiracdo dos
ovarios até a submisséo ao cordicepim.

O emprego de meio de cultura definido (D-
MEM+PVA) promoveu a retengcdo meiotica (OLIVEIRA E
SILVA, 2008), que foi mais efetiva na presenca de hemi-
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seccOes de odcitos imaturos. Estes dados estdo em acordo com
0 que foi observado nesse experimento, pois quando foi
utilizado TCM sem suplementos e com cordicepim o bloqueio
meidtico foi mais eficiente. Em conjunto, estes dados reforcam
os efeitos estimulatorios do SFB, bem como a sinergia dos
blogueadores meio6ticos em meios definidos (sem SFB).

A escolha do tempo para o bloqueio da meiose neste
estudo foi definida de acordo com estudos anteriores
(SIRARD; FIRST, 1988; SIRARD et al, 1989), que
demonstraram que a VGBD ocorre com 6 a 9 horas. A baixa
taxa de odcitos bloqueados, evidéncia a existéncia de mais de
uma via de ativacdo da meiose, uma vez que a inibicdo da
traducdo de mRNA diminuiu as taxas de quebra de vesicula
germinativa, mas ndo impediu completamente a retomada da
meiose. Possivelmente o cordicepim interfere na sintese de
proteinas que participam da retomada da meiose. Entre as
proteinas mais importantes que regulam o mecanismo da
maturagdo oocitaria estdo as proteinas do complexo MPF e da
familia das MAPK (JONES, 2004). Alguns estudos mostram
que o blogueio da meiose de odcitos ndo inibe completamente
a sintese (MARCHAL et al., 2001) e fosforilacdo protéicas
(VIGNERON et al., 2004) ou a transcri¢do (LEQUARRE et
al., 2004), deixando clara a participacdo de outras moléculas no
processo de retomada da meiose.

Para determinar a reversibilidade da maturacdo nuclear,
os odcitos foram mantidos na presenca de bloqueadores e em
seguida cultivados em meios livres dos mesmos, com avaliacao
da cinética de maturacdo nuclear, logo apés. Foi demonstrado
gue somente os odcitos do grupo TCMCord ndo obtiveram
progressdao meiotica apds as 20 horas de maturacdo. Apenas
47,3% dos odcitos encontravam-se em MIIl, sendo que a
maioria dos odcitos estavam bloqueados em M, indicando que
o efeito inibitorio é associado com a finalizagcdo, e ndo com a
retomada da meiose. Estes dados corroboram com os dados
obtidos no primeiro experimento, sugerindo que os oécitos do
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grupo TCMCord foram submetidos a ativacdo partenogenética
antes de atingirem a fase de metafase I, o que pode ter
acarretado os baixos indices de desenvolvimento embrionario
encontrados. Possivelmente o tempo em que 0s 00citos
permaneceram no meio de maturacdo padrdo (acrescido de
suplementos) ndo foi suficiente para completar a maturacéo.
Uma segunda explicacdo seria que a dose utilizada de FSH no
meio de maturagdo convencional ndo foi suficiente para
superar o efeito inibitério do cordicepim. Ja estd bem
estabelecido, que o FSH é o principal coordenador do
crescimento e desenvolvimento folicular in vivo sendo
essencial para a aquisicdo de competéncia pelo odcito. Seu
papel na maturacdo é pouco entendido, mas relatos indicam
que sua acao € mediada pelas células do cumulus. O FSH induz
a producdo de um sinal nas células somaticas que estimula o
odcito a retomar a meiose. Trata-se, portanto de um horménio
estimulatorio da GVBD em CCOs, mas ndo em odcitos
desnudos (SIRARD et al., 2007). No sistema SPOM (simulated
physiological oocyte maturation), diferentemente da MIV
utilizada rotineiramente, os o6citos ndo maturam de forma
espontanea e uma dose relativamente alta de FSH, seguida de
uma maturacdo prolongada é requerida para contrapor 0s
efeitos de inibicdo causada pelos blogueadores (ALBUZ et al.,
2010). Todavia, estes dados sdo contraditorios, ja que
Guimardes (2013), utilizando uma concentracdo de FSH 10
vezes maior do que a MIV convencional, ndo observou
nenhuma melhora na taxa de clivagem ou de blastocisto.
Curiosamente a ndo expansao das células do cumulus
foi observada quando os odcitos foram pré-cultivados em
TCMCord, mesmo apds 24 horas de maturagdo na auséncia do
blogueador. Essa observagdo ressalta a hipotese de que os
odcitos deste grupo ndo conseguiriam completar a meiose
devido a baixa dose de FSH utilizada no meio de maturagéo
e/ou ainda pelo pouco tempo que permaneceram nesse meio.
Considerando que a cascata da maturacdo de oocitos bovinos
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pelo estimulo das gonadotrofinas ocorre nas células do cumulus
e promove tanto a expansdo destas como a quebra da vesicula
germinativa (LOPES, 2012), a auséncia desta expansdo
observada nos tratamentos com Cordicepim, na auséncia de
suplementos, pode estar correlacionada com as baixas taxas de
clivagem e blastocistos encontradas. A expansdo adequada da
matriz extracelular nos CCOs fornece aos oocitos elementos
parécrinos e autdcrinos que conferem ao odcito maior e melhor
capacitacdo, requeridas em eventos subsequentes como a
fecundagdo (LOPES, 2012). Este fato também foi constatado
por Sandri (2007) que observou células dos camulos
compactas, mesmo ap6s 30 horas de cultivo dos odcitos.

As taxas de desenvolvimento embrionario, retencdo e
progressdo meiotica do grupo MIVCord foram semelhantes ao
controle, demonstrando que o cordicepim ndo foi efetivo
quando usado em meio de maturagdo suplementado com
piruvato, FSH, LH e SFB. Possivelmente as gonadotrofinas
inibiram a acdo do cordicepim. Kubelka et al. (2000) relataram
que o uso do SFB no meio de maturacdo resulta na perda
parcial da capacidade de bloqueio, pois 0 soro é composto por
diversas  substancias como  proteinas, carboidratos,
aminoécidos, fatores de crescimento e hormonios (PICTON et
al., 2008), além de ser uma fonte de precursores para a sintese
de esteroides (HULSHOH et al., 1995, LI et al., 2012). Por
outro lado, a presenca das gonadotrofinas no meio de
maturacdo poderia estar atuando como um ativador da
retomada da meiose, visto que a atuacdo das gonadotrofinas na
maturacdo se da de forma sinérgica, atuando sobre mais de
uma via de sinalizagao.

Quando se utilizou TCM sem suplementos e sem
cordicepim foi observado que as taxas de blastocisto foram
semelhantes ao grupo controle, bem como a progressdo da
meiose, onde os o0citos encontravam-se em MI. Estes dados
confirmam o que foi demonstrado desde meados dos anos 30,
por Pincus; Enzmann (1935), que os odcitos de mamiferos
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quando removidos de seus ambientes foliculares recomegcam a
meiose espontaneamente, mesmo na auséncia de estimuladores
hormonais. Reforcando esse conceito, Lopes (2012)
demonstrou que a maturacdo in vitro sem o tratamento prévio
com gonadotrofinas foi suficiente para estimular a retomada da
meiose, porém sem a expansdo das células do cumulus. Nesse
grupo também foi observada a ndo expansdo das células do
cumulus, demonstrando que embora a retomada da meiose
possa ocorrer espontaneamente independente de horménios, a
maturacdo oocitéaria estimulada pelo FSH/LH é essencial para
que a expansdo das células do cumulus ocorra (LOPES, 2012).
Logo apds a aspiracdo e selecdo dos CCOs, foi verificado um
grande namero de od6citos em estadgio de VGBD (dados nao
publicados), corroborando com o descrito por Sirard (1990) e
Paschoal (2013). Estes dados estdo em desacordo com o0s
descritos por Krischek; Meinecke (2002), que obtiveram 96,8%
de retencdo da meiose em odcitos analisados logo apo6s a
aspiracdo. Uma possivel explicacdo para este achado pode ser o
tempo demasiado desde a coleta dos ovarios no abatedouro até
a selecdo dos o6citos no laboratério, determinando o reinicio
da maturacdo nuclear, talvez pelos processos post-mortem do
animal (PASCHOAL, 2013). Todavia, estes dados necessitam
de comprovacao.

Como o tratamento TCMCord produziu o bloqueio
meidtico, porém  simultaneamente  apresentou  baixo
desenvolvimento embrionério, avaliou-se o aumento do
periodo de maturacdo, como forma de reverter o efeito
inibitdrio do cordicepim.

O aumento no tempo de maturacdo apresentou efeitos
positivos no desenvolvimento embrionario e na progressdo da
meiose. Houve um incremento de mais de 15%na taxa de
odcitos que atingiram MII com o periodo adicional de 4 horas
de maturacdo (64,8 vs 47,3% respectivamente). Estes dados
contrastam com trabalhos em que os od6citos bloqueados séo
posteriormente submetidos a maturacdo por 18 ou 24 horas,
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com indices similares de metafase 11 (ADONA; LEAL, 2004,
GUIMARAES, 2013). Do mesmo modo Barreto (2008), no
encontrou diferenca na taxa de MII quando os odcitos foram
maturados por 16 ou 24 horas. Esses autores relatam uma
aceleracdo da meiose ap6s o bloqueio meidtico que, todavia,
ndo foi verificado com o Cordicepim, neste estudo. Essa
informacdo é fundamental para que a fecundacéo in vitro (FIV)
possa ser realizada no momento adequado, evitando a
fecundacdo de odcitos envelhecidos, o que prejudica o
desenvolvimento embrionario (GUIMARAES, 2013).

Apesar da taxa de clivagem se manter inferior ao controle, 0s
odcitos pré-cultivados em TCMCord 30, submetidos a
maturacdo in vitro por 24 horas apresentaram taxa de
blastocisto similar ao grupo controle, em contraste com o
primeiro experimento, em que a taxa de blastocisto do grupo
Controle foi 12,7 % maior que a do grupo TCMCord. Ainda,
foi observado que a taxa de blastocistos do grupo TCMCord,
praticamente dobrou em relagdo ao experimento 1 (22,9% vs
12,1% respectivamente), pelo fato da maturacdo ser estendida
para 24 horas em comparagdo com as 20 horas de maturacéo
do experimento 1.

O numero de células ¢ um dos pardmetros mais
utilizados para caracterizar a qualidade de embrides produzidos
in vitro (BARRETO, 2008). No experimento 1, o nimero de
células foi negativamente afetado pelo tratamento com
Cordicepim, na auséncia de suplementos (TCMCord). J& no
experimento 3, observou-se que o numero de células foi
semelhante entre o tratamento TCMCord 30 e o grupo controle
30, demonstrando um efeito benéfico do tempo de maturagdo
adicional. Ainda, observou-se que a densidade celular dos
embrifes obtidos no Ultimo experimento foi superior as
observadas no primeiro experimento, demonstrando a
influéncia dos periodos distintos de realizacdo dos
experimentos. Apesar da melhora nos resultados obtidos no
experimento 3, ndo se observou expansdo das células do
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cumulus. A sintese de proteinas nas células do cumulus, ao
contrario dos odcitos, continua constante até 44 h de maturacao
(WU et al., 1996), porém, elas ndo possuem a capacidade de
acumulo como o oo6cito, e todo material transcrito €
imediatamente usado (SANDRI, 2007). O fato das mesmas
permanecerem compactas apos 30 horas de cultivo sugere que
0 cordicepim age sobre a traducdo de proteinas ligadas a
expansao das células do cumulus de forma irreversivel.

E importante destacar que o cordicepim ndo exerceu seu
efeito na presenca de suplementos (piruvato, FSH, LH e SFB),
porém houve expansao das células do cumulus. Entretanto na
auséncia destes, este composto promoveu o bloqueio meiotico,
mas sem expansdo das células dos cumulus. Portanto, é
provavel que o cordicepim atue na via de sinalizacdo LH/FSH
da retomada da meiose.

Assim sendo, sdo necessarios mais estudos para melhor
utilizacdo do cordicepim como bloqueador meidtico no pré-
cultivo de odcitos bovinos imaturos, buscando uma maior taxa
de sobrevivéncia na producdo in vitro de embrides.
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7 CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos neste estudo pode-se
concluir que o cultivo por 6 horas em cordicepim promoveu
parcialmente a inibicdo da meiose em odcitos bovinos, mas
somente na auséncia de suplementos, porém este processo
inibitério ndo é revertido com éxito mesmo apds 24 horas de
cultivo na auséncia de cordicepim. Ainda, o cordicepim impede
de forma irreversivel a expansdo das células do cumulus. A
pré-maturacdo de odcitos bovinos utilizando cordicepim em
meio ndo suplementado, por um periodo de 6 horas seguido de
20 horas de maturagdo prejudica a producdo de embrides in
vitro, mas ndo influencia a taxa de producdo embrionéria
quando os mesmos sdo maturados por 24 horas.

Entretanto a escassez de trabalhos com inibidores da
traducdo e sintese protéica em odcitos e a complexidade das
vias envolvidas na maturacdo oocitéaria exige mais estudos para
0 melhor entendimento dos mecanismos envolvidos.
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