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RESUMO 
 

A pecuária nacional tem exigido cada vez mais melhorias nas técnicas de 
reprodução assistida (TRA’s), buscando o incremento de melhoramento genético e o 
aumento na eficiência reprodutiva do rebanho. Hoje, um dos principais gargalos na 
produção in vitro de embriões bovinos é a maturação nuclear precoce dos ovócitos 
aspirados, que reflete negativamente no desenvolvimento desses gametas e, 
consequentemente, no posterior desenvolvimento embrionário. A presente revisão 
bibliográfica teve como objetivo realizar uma revisão prévia da fisiologia desses 
gametas e levantar dados científicos de diferentes autores acerca da utilização de 
moduladores de AMPc como hipótese de melhoria na competência ovocitária e no 
desenvolvimento embrionário de ovócitos utilizados na PIVE. Para tanto, abrangeu-
se sobre o uso de: peptídeo natriurético do tipo C (NPPC), isobutil-1-metilxantina 
(IBMX), Butirolactona I, Forskolin (FSK) e Cilostamida. Determinados autores 
observaram que uso de NPPC e de Butirolactona I levou à retenção meiótica, mas 
não notaram melhoras na taxa de desenvolvimento embrionário com esses 
tratamentos. O uso de IBMX associado ao NPPC resultou em retenção meiótica e os 
respectivos pesquisadores observaram melhora no desenvolvimento embrionário. 
Estudos com o uso de cilostamida verificaram que houve baixa retenção meiótica e 
que não houve diferença na produção embrionária. Experimentos com o uso de 
Forskolin associado ao IBMX apresentaram divergência entre alguns autores, em que 
uns constaram que houve melhora no desenvolvimento embrionário e outros 
comprovaram que não houve diferença significativa. Ademais, explanou-se o sistema 
de maturação ovocitária fisiológica simulada (SPOM), que se apresenta como uma 
revolucionária técnica de maturação ovocitária artificial, mas que outros laboratórios 
ainda não conseguiram replicar.  
 
Palavras-chave: Biotecnologia, produção in vitro de embriões bovinos, ovogênese, in 
vitro, monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), agentes moduladores de AMPc. 
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INTRODUÇÃO 

O uso de biotecnologias é cada vez mais notado na pecuária nacional, como, 

por exemplo, na reprodução e na seleção genética animal, visando, principalmente, 

aumentar a eficiência reprodutiva de animais de alto valor genético e o número de 

seus descendentes (GUSMÃO, MEDEIROS E SILVA, 2017; SOUZA, 2020). 

Entre as biotecnologias atualmente utilizadas na pecuária bovina, destaca-se a 

produção in vitro de embriões (PIVE), que permite melhor proveito de gametas e, 

assim, possibilita maior produção e disseminação, de forma mais célere, de animais 

com maior valor genético (BARRETA et. al, 2021). 

Dentre as etapas da mencionada técnica, a maturação ovocitária está 

intimamente relacionada à competência do gameta em ser fecundado, se desenvolver 

e ser capaz de levar uma gestação a termo. No entanto, a remoção artificial dos 

ovócitos leva a uma maturação nuclear precoce, que ocorre antes da sua completa 

maturação citoplasmática, comprometendo o potencial desenvolvimento desses 

gametas e, posteriormente, o desenvolvimento embrionário (ARMSTRONG et. al, 

2004).  

Dessa forma, são necessários estudos sobre estratégias que sincronizem a 

maturação geral desses ovócitos, sem afetar sua qualidade, a fim de se maximizar a 

taxa embrionária nas produções in vitro (LE BEAUX, RICHARD E SIRARD, 2003). 

Para tanto, têm-se buscado alternativas que possibilitem a retenção desses gametas 

em vesícula germinativa (VG) (ARMSTRONG et. al, 2004; LE BEAUX, RICHARD E 

SIRARD, 2003).  

O AMPc exerce papel fundamental na regulação da maturação dos ovócitos 

em mamíferos, o qual age como um regulador negativo, dado que, em altos níveis, 

bloqueia a progressão meiótica pela supressão do fator promotor de maturação (MPF) 

e, em baixas concentrações, ativa o MPF, levando à retomada da meiose 

(BILODEAU-GOESEELS, 2011; ANDERSEN et. al, 1998).   

Estudos mostram que a modulação artificial de AMPc intraovocitário, em que 

há a sua alta concentração, leva à retenção meiótica, a qual permite que, durante essa 

retenção em VG, o ovócito tenha tempo hábil de realizar sua maturação 

citoplasmática, com a devida síntese de RNA’s mensageiros (RNAm’s) e de proteínas 

importantes no seu desenvolvimento (CHAUBE et. al, 2010; GUIMARÃES, 2013).  
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Portanto, a utilização de inibidores da retomada da meiose pela modulação do 

AMPc surge como meio de possibilitar a sincronização entre a maturação nuclear e a 

maturação citoplasmática de ovócitos submetidos à PIVE, sendo alternativa de se 

preparar o ovócito para sua completa maturação e, consequentemente, de se 

desenvolver melhor nas demais fases da citada biotécnica (GUIMARÃES, 2013). 

Diante da necessidade de estudos sobre novas estratégias na melhoria da 

produção in vitro de embriões bovinos, o objetivo da presente revisão bibliográfica é 

realizar um levantamento acerca do uso e dos tipos de moduladores de AMPc como 

ferramenta de retenção meiótica e de possível melhoria na maturação ovocitária. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1. OVOGÊNESE E FOLICULOGÊNESE 

O desenvolvimento do ovócito se dá desde a formação das células 

germinativas primordiais (CGP’s) até o estágio de ovócito maduro, momento em que 

está apto a ser fecundado (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005). Ainda, de acordo com 

esses autores, a formação do ovócito ocorre basicamente em sete etapas: formação 

das CGP’s; migração e colonização dessas estruturas nas gônadas femininas; 

diferenciação das CGP’s em ovogônias e proliferação destas estruturas; início da 

meiose e parada da divisão meiótica no estágio de diplóteno da prófase I (ovócito 

primário). Nas fêmeas mamíferas, os ovócitos primários são constituídos ainda na 

fase embrionária e permanecem nesse estágio até a puberdade (LANDIM-

ALVARENGA, 2017). 

Dessa forma, as CGP’s, indiferenciadas, são as precursoras dos ovócitos na 

ovogênese. Tais células são de origem extragonadal e migram, no decorrer da 

evolução embrionária, do saco vitelínico às cristas genitais, realizando a colonização 

das gônadas por divisões mitóticas. Uma vez nas cristas genitais, elas se diferem em 

ovogônias e permanecem se multiplicando por mitose. Posteriormente, há a formação 

de cordões sexuais, onde as ovogônias replicam seu material genético, com início da 

meiose I, e há a formação dos ovócitos primários (DAVIDSON E STABENFELDT, 

2021; LANDIM-ALVARENGA, 2017). 

Cada ovócito primário é armazenado em uma estrutura funcional chamada de 

folículo ovariano, cuja principal função é a de promover um adequado ambiente para 

o devido crescimento e maturação desses ovócitos. Ademais, o folículo também é 

responsável pela produção de hormônios, como, por exemplo, o estrógeno e a inibina 

(LANDIM-ALVARENGA, 2017). 

Os folículos ovarianos são classificados, conforme a presença ou não do antro, 

em: folículos pré-antrais (ausência de antro) e folículos antrais (presença de antro). 

Os pré-antrais, por sua vez, são subclassificados em: primordiais, primários e 

secundários, conforme o seu estágio. Os folículos antrais incluem os folículos 

terciários e os pré-ovulatórios (LANDIM-ALVARENGA, 2017).  

Nesse sentido, os primeiros folículos formados na foliculogênese são os 

folículos primordiais, os quais apresentam um ovócito primário envolvido por camada 

única de células achatadas, da pré-granulosa, e são considerados como o reservatório 
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de gametas femininos na vida reprodutiva da fêmea, por permanecerem em estágio 

de quiescência. Ainda, os folículos primários apresentam um ovócito, em crescimento, 

envolvido por uma camada de células cuboides, da granulosa, e com início da 

formação da zona pelúcida. Em contrapartida, os folículos secundários apresentam 

um ovócito totalmente envolvido pela zona pelúcida e por duas ou mais camadas de 

células cúbicas, da granulosa. Essas duas categorias de folículos são tidas como 

folículos em estágio inicial (LANDIM-ALVARENGA, 2017).  

 A formação das junções comunicantes (gap junctions – GAP) ocorre durante 

a proliferação e acoplamento das células da granulosa, as quais favorecem a 

comunicação e transferência entre o ovócito e as células do cumulus de nutrientes, 

de precursores metabólicos, de moléculas e de sinais meióticos – inibitórios ou não – 

(VAN DEN HURK E ZHAO, 2005). 

Uma vez formado o antro (cavidade antral com líquido folicular), os folículos 

passam a ser classificados como folículos terciários – dominantes ou subordinados – 

e, posteriormente, em pré-ovulatórios, os quais apresentam um ovócito envolvido 

pelas seguintes estruturas: zona pelúcida, corona radiata, células do cumulus, células 

foliculares, antro, membrana basal e duas camadas de células da teca (teca interna e 

teca externa). Os folículos pré-ovulatórios, diferente dos terciários, são compostos por 

um ovócito secundário próximo à ovulação, caracterizando-se o último estágio da 

foliculogênese (LANDIM-ALVARENGA, 2017). 

Além do mais, Reece (2017) explana que a constituição de folículos pré-

ovulatórios é hormônio-dependente e por isso se inicia apenas com a puberdade, em 

que há níveis do hormônio folículo estimulante (FSH) e do hormônio luteinizante (LH) 

aumentados e diminuídos durante o ciclo estral.    

2. MATURAÇÃO OVOCITÁRIA 

Como já explanado anteriormente, os ovócitos permanecem estacionados na 

fase de diplóteno da prófase I (meiose I) nos folículos antrais. A retomada da divisão 

meiótica, in vivo, ocorre com o pico pré-ovulatório de LH em ovócitos totalmente 

crescidos, presentes nos folículos pré-ovulatórios, e com competência meiótica. Entre 

o pico pré-ovulatório de LH e a ovulação, acontecem diversos eventos tanto no núcleo 

quanto no citoplasma do ovócito, caracterizando-se o processo de maturação 

ovocitária (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005).  
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Dessa forma, a maturação nuclear é definida como a sucessão de eventos que 

acontece desde o estágio de vesícula germinativa (VG) do ovócito primário até o 

estágio de metáfase II da meiose II, intermediada por fatores extracelulares das 

células dos folículos, gonadotrofinas e hormônios esteroides (BLANCO et. al, 2011; 

LANDIM-ALVARENGA, 2017).  

A retomada da meiose ocorre com o começo da condensação cromossômica 

e consequente rompimento da VG, a qual permite o alinhamento da placa metafásica 

da metáfase I. Ao final da primeira divisão meiótica, o número de cromossomos é 

reduzido a metade, bem como a formação do primeiro corpúsculo polar (núcleo 

expulso com baixa quantidade de citoplasma). Logo em seguida, entra-se na segunda 

divisão meiótica, com a formação da placa metafásica II, e, consequentemente, do 

ovócito secundário (LANDIM-ALVARENGA, 2017). A retomada e o término da 

segunda divisão meiótica ocorrem se o ovócito for fecundado ou se houver ativação 

partenogenética (KUBELKA et. al, 2000). 

Enquanto a maturação nuclear abrange especialmente a segregação 

cromossômica, a maturação citoplasmática abrange a reorganização das organelas e 

o armazenamento de RNAm’s e de fatores de transcrição. Esses elementos 

citoplasmáticos agem no mecanismo geral de maturação, de fecundação e de 

desenvolvimento embrionário, relacionados, assim, com a competência meiótica do 

ovócito, bem como com a sua capacidade de ser fecundado (ADONA et. al, 2008; 

LANDIM-ALVARENGA, 2017). 

Vale mencionar que é observada, no ovócito bovino, uma complexa cascata de 

fosforilação e desfosforilação envolvida na retomada da divisão meiótica. Neste 

estágio, há aumento dos níveis de cálcio, degradação de AMPc e aumento no 

desempenho de proteínas quinases, em especial a proteína conhecida como fator de 

promoção da maturação (MPF) (GUIMARÃES, 2013; VAN DEN HURK E ZHAO, 

2005).  

Em relação ao AMPc, diversos estudos apontam que seus níveis dentro do 

ovócito bovino estão relacionados com a modulação da retomada da divisão meiótica 

(BILODEAU E SIRARD, 1990; VAN DEN HURK E ZHAO, 2005).  

O MPF está intimamente envolvido no começo da maturação nuclear 

ovocitária. Uma vez ativado, torna-se capaz de fosforilar proteínas envolvidas no 

envelope nuclear, assim como na condensação de cromatina e na reorganização do 

citoesqueleto (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005).  
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3. COMPETÊNCIA OVOCITÁRIA 

A competência ovocitária é caracterizada como a capacidade ou potencial de 

um ovócito completar sua maturação (nuclear e citoplasmática), ser fecundado e 

desenvolver-se em blastocisto e em prole viva (DONNISON et. al, 2007).  

Em grande parte das espécies mamíferas, a competência ovocitária é 

dependente e aumentada de acordo com o tamanho do folículo (diâmetro em torno de 

9 a 13% do diâmetro ovulatório) (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005).  

Para alcançar sua competência, o ovócito precisa completar seu crescimento 

(VAN DEN HURK E ZHAO, 2005), o qual acontece quando ele atinge 120µm 

aproximadamente (GUIMARÃES, 2013).  

A competência está associada ao crescimento folicular e às alterações 

ocorridas no núcleo e no citoplasma na etapa final do desenvolvimento folicular e da 

maturação. Dessa maneira, a competência ovocitária ocorre de forma progressiva no 

decorrer de uma organizada série de alterações funcionais e estruturais no ovócito e 

suas células do cumulus, sendo que o rearranjo dos grânulos corticais e as mudanças 

de número, atividade e distribuição das mitocôndrias acontecem nos momentos finais 

da maturação ovocitária in vivo (CHAMBERS et. al, 2008; GUIMARÃES, 2013).  

Os folículos pré-antrais são formados quando há a formação de duas ou mais 

camadas de células da granulosa, momento esse em que o ovócito entra na fase de 

extenso crescimento, onde as células da granulosas apresentam-se mais 

proliferativas e há o começo do desenvolvimento de uma camada de células da teca. 

Além do mais, durante seu crescimento, os ovócitos também se diferenciam (VAN 

DEN HURK E ZHAO, 2005). Dentre essas diferenciações, o ovócito apresenta um 

expressivo aumento na síntese de proteínas e de RNAm’s, no número de ribossomos 

e de mitocôndrias, dentre outras organelas celulares. A mudança mais marcante é a 

formação da zona pelúcida (membrana glicoproteica), consistida em ZP1, ZP2 (esta 

já formada nos folículos primordiais) e ZP3, todas glicoproteínas (VAN DEN HURK E 

ZHAO, 2005). Ainda, o desenvolvimento embrionário inicial é sustentado por proteínas 

maternas traduzidas de RNAm’s gerados no decorrer da maturação citoplasmática 

(SANDRI, 2007).  

Nesse sentido, a qualidade e a competência ovocitária é também determinada 

de acordo com sua eficiência no armazenamento de RNAm’s, bem como com a sua 

capacidade de reativação dessas moléculas, as quais permanecem quiescentes, ao 
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longo da maturação, entre suas sínteses e o seu emprego no desenvolvimento 

embrionário antes da ativação do genoma embrionário (SANDRI, 2007). 

Os elementos sintetizados no citoplasma durante a ovogênese são cruciais 

para a competência meiótica, fecundação e, assim, desenvolvimento embrionário. Se 

não ocorrer sincronia entre a maturação nuclear e a maturação citoplasmática, poderá 

acarretar prejuízo na fecundação e no desenvolvimento embrionário inicial (SANDRI, 

2007).  

A completa competência meiótica, em bovinos, é adquirida em folículos com 

3mm de diâmetro em média, mas a competência ovocitária para retomar e completar 

a divisão meiótica e desenvolver-se em blastocisto é especialmente marcada na 

dominância folicular e após a luteólise, quando ocorre a capacitação ovocitária em 

relação à fecundação, em que o ovócito se prepara para um eventual desenvolvimento 

contínuo após ser fecundado (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005).  

4. RETENÇÃO MEIÓTICA 

No momento em que o ovócito é retirado do seu folículo, como é feito na 

produção in vitro de embriões, ocorre a espontânea retomada da meiose, a qual 

abrange a condensação dos cromossomos, resultando em bloqueio imediato da 

atividade de transcrição e, consequentemente, em alterações nos padrões de novas 

sínteses proteicas. Dessa maneira, esse ovócito é desprovido da fase de 

diferenciação e a competência é afetada (MARCHAL, et. al, 2000). 

Na tentativa de reproduzir a fase de diferenciação ovocitária in vitro, estudos 

visam a retenção desses ovócitos no estágio de vesícula germinativa, seja pelo uso 

de sistemas de co-cultivo em meio que mimetiza o ambiente folicular, seja pelo uso 

de fármacos que interferem nos níveis de AMPc intracelular (MARCHAL, et. al, 2000), 

uma vez que esse segundo mensageiro, em alta concentração, realiza importante 

função na manutenção da retenção meiótica em estágio de vesícula germinativa 

(diplóteno da prófase I) (CHAUBE et. al, 2010). 

Essa concentração intraovocitária se dá a partir da constante transferência de 

AMPc das células do cumulus para o ovócito pelas junções GAP (CHAUBE et. al, 

2010). A regulação dessa concentração é dada pela atuação das enzimas Adenil 

ciclase (AC) e fosfodiesterase (PDE), que, respectivamente, sintetiza e degrada o 

AMPc (ANDERSEN et. al, 1998).  
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A alta concentração de AMPc intraovocitário é regulada, em especial: (i) pela 

ativação de receptores de proteína G estimulatória; e (ii) pela ação da guanosina 

monofosfato cíclica (GMPc). In vitro, pode ser regulada pela inativação das principais 

fosfodiesterases responsáveis pela degradação, por hidrólise, do AMPc. A ativação 

de receptores associados à proteína G, presentes na membrana plasmática 

ovocitária, estimula as proteínas Gs e, consequentemente, a adenilato ciclase, 

levando à síntese intraovocitária de AMPc. A ação da GMPc, que alcança o ovócito 

também pelas junções GAP, se dá com a inibição da hidrólise do AMPc pela PDE3A, 

a qual preserva a alta concentração de AMPc intraovocitário. Há também a alternativa, 

in vitro, de se utilizar inibidores, seletivos ou não, de PDE, que retêm a divisão meiótica 

(CHAUBE et. al, 2010).  

4.1. Mecanismos da retomada da meiose 

A alta concentração de AMPc leva à ativação da proteína quinase A (PKA), a 

qual age na fosforilação das subunidades do pré-MPF (MPF inativado), mantendo 

essa molécula inativada e, assim, mantém a retenção meiótica (CHAUBE et. al, 2010). 

Uma vez desfosforilado, o MPF estimula a condensação da cromatina, com 

consequente quebra da vesícula germinativa e reorganização do citoplasma 

ovocitário, retomando-se a divisão meiótica. Essa desfosforilação somente ocorre 

com a queda na concentração intraovocitária de AMPc (CHAUBE et. al, 2010; 

GUIMARÃES, 2013). Em síntese, a retomada da meiose inicia-se com a estimulação 

pelas gonadotrofinas, em especial do LH, ou com a retirada do ovócito do seu 

ambiente folicular (GUIMARÃES, 2013).  

No caso da ação do LH, in vivo, há sua ligação em seu respectivo receptor, 

localizado nas células da granulosa mural, e consequente produção de AMPc pela via 

da adenil ciclase. Com o aumento de AMPc, ocorre a ativação da PKA, que, por sua 

vez, induz a ativação dos receptores, bem como a produção, de fator de crescimento 

epidermal (EGF-like) nas células do cumulus e da granulosa. Uma vez formados, os 

EGF-like’s induzem a ativação da proteína ativada por mitógeno quinase (MAPK), a 

qual rompe as junções GAP, bloqueando a passagem de AMPc e de GMPc para 

dentro do ovócito (CHAUBE et. al, 2010; FREUDZON et. al, 2009).  

A queda nas concentrações de GMPc leva à ativação da PDE3, reduzindo cada 

vez mais o nível de AMPc, por hidrólise. Com essa redução, há a inativação da PKA, 

que acarreta na desfosforilação das subunidades da pré-MPF e, assim, na ativação 
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da MPF. Em razão da sua ativação, o MPF estimula o reinício da divisão meiótica, 

bem como a expansão das células do cumulus (CHAUBE et. al, 2010; GUIMARÃES, 

2013).  

5. MODULADORES DE AMPc E PRÉ-MATURAÇÃO 

A maturação in vitro (MIV) de ovócitos compreende a aspiração de complexos 

cumulus-ovócitos (COCs) oriundos de folículos antrais e seu cultivo em condições 

ideais até atingirem a metáfase II. Ocorre que, dentre esses ovócitos, poucos 

apresentam potencial de desenvolvimento a termo (GILCHRIST E THOMPSON, 

2007).  

Segundo Gilchrist e Thompson (2007), dois fatores da MIV devem ser 

destacados: (i) os COCs são retirados de forma mecânica, o que leva à perda do 

ambiente folicular, ambiente esse de inibição meiótica, ou seja, retomam a divisão 

meiótica espontaneamente; e (ii) normalmente os COCs são aspirados de folículos 

antrais de tamanho mediano, que não completaram seu desenvolvimento e, cujo 

ovócito, também não houve a devida capacitação, sendo um ovócito que não 

apresenta todos os elementos necessários para sustentar o início da embriogênese.  

Em razão disso que embriões e fetos criados a partir da MIV apresentam 

potencial de desenvolvimento dificultado quando comparados àqueles gerados de 

ovócitos maturados in vivo, justificando a necessidade de estudos a fim de se melhorar 

os sistemas de MIV (GILCHRIST E THOMPSON, 2007).  

Nesse sentido, a retenção meiótica surge como estratégia de melhoria da 

competência ovocitária, disponibilizando um tempo acrescido para que essas 

estruturas sofram as diferenciações necessárias para a aquisição de competência. Ou 

seja, a mencionada retenção proporciona, pelo tempo acrescido, uma sincronização 

mais adequada entre a maturação nuclear e a maturação citoplasmática (LE BEAUX 

E SIRARD, 2003). 

Posto que a inibição da retomada da meiose possibilita a adequada síntese de 

RNAm mensageiro materno e síntese proteica específica, o ovócito terá chance de 

amadurecer adequadamente e suportar o desenvolvimento inicial embrionário (LE 

BEAUX E SIRARD, 2003).  

Em razão disso que, como já exposto anteriormente, a retenção meiótica in 

vitro do ovócito em VG é uma significativa estratégia de melhoria, já que permite a 

sincronização da maturação ovocitária inclusive de ovócitos menos desenvolvidos, 
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que podem alcançar os ovócitos crescidos e sofrer prontamente a quebra da vesícula 

germinativa (LE BEAUX E SIRARD, 2003). 

A retenção meiótica pode ser realizada com métodos fisiológicos, como, por 

exemplo, com o uso de fluido folicular, monocamadas de células da granulosa ou da 

teca e hemissecções de folículos (BILODEAU-GOESEELS, 2012), ou com o uso de 

substâncias que agem mantendo o pré-MPF ou inibindo a ação de fosfodiesterases, 

como, por exemplo, do tipo 3 (PD3) ou do tipo 4 (PD4) (CAIXETA, 2016; GUIMARÃES, 

2013).   

Dentre as substâncias utilizadas para a modulação de AMPc, pode-se 

mencionar o uso de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), de Peptídeo Natriurético do tipo 

C (NPPC) e de cilostamida.  

O NPPC, agente natural sintetizado principalmente pelas células da granulosa 

mural, estimula a liberação de GMPc, pela sua atuação nas células do cumulus, 

desencadeando, assim, o bloqueio da PD3 intraovocitário, assumindo um papel na 

retenção meiótica (ALBERTINI et. al, 2014).  

O IBMX, por sua vez, atua, transitoriamente, inibindo a fosfodiesterase, de 

forma não específica, enquanto a cilostamida age como inibidora específica de PDE3. 

Consequentemente, ambos impedem a degradação de AMPc e a retomada da divisão 

meiótica (ALBUZ et. al, 2010; ALVES et. al, 2019; GUIMARÃES, 2013; FIRST E 

SIRARD, 1988). 

Em conjunto à estratégia de indução da retenção meiótica, há a de uso de 

cultura de pré-maturação (PM), ou maturação em duas fases, em que, na PM, 

adiciona-se inibidores da meiose e se fornece um tempo adicional para que o ovócito 

retirado do seu ambiente folicular alcance sua competência de desenvolvimento 

(ALBERTINI et. al, 2014; GUIMARÃES, 2013). 

Assim, a associação dessas estratégias objetiva desencadear o aumento das 

concentrações de AMPc intraovocitárias e nas células do cumulus, mimetizando o que 

acontece nos COCs in vivo e, dessa forma, expandir a competência dos ovócitos 

aspirados na PIVE (CAIXETA, 2016; GUIMARÃES, 2013).  

5.1. Produção embrionária com a pré-maturação 

5.1.1. Pré-maturação suplementada com NPPC e IBMX 

Ao avaliar a retenção meiótica pelo uso de NPPC na pré-maturação de ovócitos 

de fêmeas bovinas mestiças (bos taurus x bos indicus), por 6 horas, Caixeta (2016) 
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observou que mais de oitenta por cento dos ovócitos apresentavam-se retidos em VG, 

taxa maior que a do grupo maturado, que foi de 48%, o que indicou seu efetivo 

bloqueio meiótico. Porém, não foi observada diferença na taxa embrionária entre os 

grupos pré-maturados e não pré-maturados (P<0,05). 

Paramio, Soto-Heras e Thompson (2019) observaram que o grupo de ovócitos 

tratado com NPPC na pré-maturação por 6 horas permaneceu no estágio de VG 

(80%). Ao analisarem a associação do NPPC mais o IBMX, observaram que o grupo 

que recebeu esse tratamento apresentou uma melhor taxa de retenção meiótica (mais 

de 90%) quando comparado ao grupo tratado apenas com NPPC.  

Nesse sentido, analisaram o desenvolvimento embrionário dos grupos 

submetidos aos supramencionados tratamentos. O grupo que recebeu o tratamento 

de associação entre NPPC e IBMX apresentou melhor taxa de desenvolvimento 

embrionário quando comparado ao grupo controle (Figura 1A) (PARAMIO, SOTO-

HERAS E THOMPSON, 2019).  

O grupo tratado apenas com IBMX demonstrou aumento na taxa de clivagem 

(P<0,05) quando também comparado ao grupo controle, porém não apresentou efeito 

na taxa de desenvolvimento de blastocistos. O tratamento com NPPC não apresentou 

(P>0,05) interferência nas taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionário. 

Sobre a quantidade de células do blastocisto, os grupos experimentais não 

demonstraram diferença entre si (Figura 1B) (PARAMIO, SOTO-HERAS E 

THOMPSON, 2019).  

Figura 1. Efeito de 6 h pré-MIV com NPPC e IBMX seguido de MIV padrão na produção de embriões 
bovinos (A) e número total de células (B) aos 8 dias pós-fecundação. Os COCs foram cultivados em 
meio Pré-MIV por 6 h suplementado com 100 nM NPPC, 500 μM IBMX ou 100 nM NPPC + 500 μM 
IBMX, seguido por 20 h MIV. Um grupo de COCs foi MIV por 24 h sem pré-MIV prévia (Controle). Cinco 
réplicas foram realizadas com pelo menos 183 ovócitos cultivados e 60 blastocistos avaliados quanto 
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ao número de células por tratamento. N = n◦ de ovócitos imaturos. Cada barra representa média ± e. 
p. m. Diferentes letras sobrescritas (a–c) em cada coluna representam diferenças (P < 0,05). 
Fonte: Adaptado de PARAMIO, SOTO-HERAS E THOMPSON, 2019. 
 

5.1.2. Pré-maturação suplementada com Butirolactona I 

Adona et. al (2008) observaram que a taxa de retenção meiótica em VG dos 

ovócitos bovinos tratados, por 24 horas, com butirolactona (BLI) inibidora de quinase 

dependentes de ciclina (CDK), foi similar à taxa do estágio nuclear dos ovócitos recém 

aspirados (P>0,05). Experimentos acerca da reversibilidade da retenção meiótica 

realizados por esses mesmos autores demonstraram que a taxa de metáfase II foi de 

90% em todos os grupos tratados com BLI. No entanto, ao analisarem a taxa de 

desenvolvimento embrionário dos ovócitos submetidos ao mencionado tratamento, foi 

observado que a taxa de clivagem, a taxa embrionária no D8 e o número total de 

blastômeros foram semelhantes em todos os grupos, havendo diferença (p<0,05) 

apenas no desenvolvimento embrionário do grupo controle e do grupo tratado com 

BLI a 10µM quando comparados ao grupo tratado com 100µM de BLI (Tabela 1). 

Tabela 1: Desenvolvimento embrionário de ovócitos bovinos fecundados in vitro após bloqueio meiótico 
com 10 e 100µM de butirolactona I  

Tratamentosa Ovócitos 
(n) 

Desenvolvimento embrionário 
 

 
Clivagem n 
(média % ± 

D.P.) 

Blastocisto D7b n 
(média % ± D.P.) 

Blastocisto eclodido 
D8c n (média % ± 

D.P.) 

Número total de 
células (média % ± 

D.P.) d 

 

 
Controle 120 103 (85.8 ± 6.1) 46 (38.3 ± 3.2) a 23 (19.2 ± 3.7) 138 ± 30  

B10 113 98 (86.7 ± 4.7) 47 (41.6 ± 2.2) a 20 (17.7 ± 1.9) 136 ± 21  

B100 109 88 (80.7 ± 2.0) 36 (33.0 ± 3.5) b 12 (11.0 ± 1.4) 150 ± 22  

Resultados de quatro repetições. Letras diferentes dentro da mesma coluna indicam diferenças entre 
os tratamentos (P < 0,05). 
a Controle, ovócitos maturados in vitro sem bloqueio meiose prévio; tratados (B10 e B100), ovócitos 
bloqueados por 24 h com 10 e 100µM BLI em meio TCM199 suplementado (B100) ou não (B10) com 
BSA e então submetidos à maturação in vitro. 
b Proporção de blastocistos desenvolvidos em relação ao número total de ovócitos após 7 dias (D7) in 
vitro. 
c Proporção de embriões eclodidos em relação ao número de ovócitos após 8 dias de cultivo (D8). 
d Número médio de células totais em blastocistos D8 e desvio padrão. 
Fonte: Adaptado de ADONA et. al, 2008. 
 

5.1.3. Pré-maturação suplementada com Forskolin e IBMX 

Ao analisarem o desenvolvimento embrionário dos ovócitos bovinos, de 

diferentes raças, submetidos à pré-maturação com Forskolin (FSK), ativador de 
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adenilato ciclase, e IBMX, e, sequencialmente, à maturação, Gilchrist et. al (2016) 

observaram que houve precocidade na clivagem embrionária (22 horas pós-FIV) 

quando comparados ao grupo controle sem pré-maturação (Figura 2B).  

Apesar de a taxa final de clivagem não apresentar diferença significativa entre 

os grupos submetidos à pré-maturação e o grupo controle, os grupos tratados 

apresentaram aumento na taxa embrionária (blastocistos/embriões clivados) quando 

comparados ao grupo sem tratamento (Figura 2D). Cabe ressaltar que os 

mencionados autores pontuam que todos os grupos tratados apresentaram melhora 

na qualidade dos blastocistos, uma vez que houve aumento no número de células 

totais, em especial na massa celular interna (MCI), quando comparados ao grupo sem 

tratamento (Figura 2F) (GILCHRIST et. al, 2016). 
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Figura 2. Efeito da duração pré-MIV seguida de MIV padrão no desenvolvimento embrionário bovino. 
Os COCs foram submetidos a 0, 2, 4, 6 h pré-cultura de MIV na presença de FSK e IBMX, seguido de 
MIV padrão na presença de FSH por 24, 24, 22 ou 20 h, respectivamente (A). A capacidade de 
desenvolvimento do ovócito foi avaliada (n ≥ 146 COCs pré-grupo de cinco experimentos replicados) 
após a fecundação in vitro pela taxa de clivagem precoce (B, embriões clivados/ovócitos imaturos às 
22 h no Dia 1), taxa de clivagem final (C, embriões clivados/ovócitos imaturos avaliada no Dia 5), taxa 
de blastocistos (D, blastocistos totais/embriões clivados totais avaliados no Dia 8) e taxa de blastocistos 
eclodidos (E, blastocistos eclodidos/embriões clivados totais avaliados no Dia 8). A qualidade do 
blastocisto (F, Dia 8) foi avaliada pela quantificação do número de trofectoderma (TE), massa celular 
interna (MCI) e células totais, e a razão MCI:células totais (n = 25 – 29 por grupo). Os dados são média 
±EPM. Asterisco dentro de cada gráfico indica significativamente diferente (P < 0,05; ANOVA de uma 
via) para o controle (0 + 24 h). Fonte: Adaptado de GILCHRIST et. al, 2016. 
 

Por outro lado, o estudo realizado por Belaz et. al (2018) concluiu que, apesar 

de uma taxa embrionária sutilmente aumentada, não houve diferença significativa 

entre o grupo pré-maturado com FSK e IBMX e o grupo controle, conforme 

demonstrado na Tabela 2 a seguir:  

Tabela 2: Desenvolvimento embrionário de complexos cumulus-ovócitos bovinos (COCs) 
submetidos à MIV padrão (controle) e a pré-tratamento com 100mmol L-1 FSK e 500 µmol L-1 IBMX 
por 2 h antes da MIV (pré-MIV). 

 

 

Tratamento Número de 
ovócitos 

Número de clivagem Dia 
5 (% ± e.p.m.) 

Número de blastocistos Dia 
7 (% ± e.p.m.) 

 

 
 
 

Controle 386 226 (58.5 ± 5.2) 83 (21.5 ± 4.4)  

Pré-MIV 499 271 (54.3 ± 3.7) 137 (27.4 ± 3.9)  

Fonte: Adaptado de BELAZ et. al, 2018.  

5.1.4. Pré-maturação suplementada com Cilostamida 

Caixeta (2016) avaliou a capacidade de retenção meiótica de ovócitos bovinos, 

de raças mestiças, pré-maturados com cilostamida por 6 horas. O grupo pré-maturado 

apresentou menor taxa de VG quando comparado ao grupo controle. Porém, após 20 

horas submetidos à maturação, os ovócitos pré-tratados apresentaram maior taxa de 

metáfase II do que os do grupo MIV.  

No que tange à produção embrionária, não foi observada diferença (P<0,05) 

nas taxas de clivagem e de blastocistos entre os grupos com e sem pré-maturação, 

demonstrando que o tratamento com cilostamida não apresentou efeito na 

competência ovocitária no que se refere ao desenvolvimento embrionário (Tabela 3) 

(CAIXETA, 2016).  
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Tabela 3: Efeito da Pré-Maturação (PM) por 6 horas com 5μM cilostamida ou não (MIV) em 
ovócitos bovinos na taxa de clivagem e de blastocisto após a fecundação e o cultivo in vitro.   

 

Tratamento N 
Nº Embriões (%) 

 
 

Clivados D2 Blastocisto D7 (%)  
 

MIV 133 104 (78,2) 47 (35,5)  

PM 147 113 (76,9) 43 (29,3)  

 Fonte: Adaptado de CAIXETA, 2016.  

 

6. SISTEMA DE MATURAÇÃO OVOCITÁRIA FISIOLÓGICA SIMULADA – 
SISTEMA SPOM 

O sistema SPOM (simulated physiological oocyte maturation) busca mimetizar 

a maturação ovocitária fisiológica, que visa inserir, na maturação in vitro, sinais inter 

e intracelulares que agem nos COCs in vivo e que melhorariam a qualidade e o 

desenvolvimento dos ovócitos maturados in vitro (ALBUZ et. al, 2010; CARVALHEIRA 

et al., 2022). 

Esse sistema é dividido em duas fases: fase de pré-maturação e fase de 

maturação. Na primeira, os ovócitos aspirados são submetidos, por curto período, a 

meio de pré-maturação suplementado com FSK e com IBMX – visando aumento nos 

níveis de AMPc; e na segunda fase são expostos a meio de maturação estendida com 

cilostamida – visando a prevenção da hidrólise do AMPc ovocitário – e FSH (Figura 

3) (ALBUZ et. al, 2010; GILCHRIST, 2011; GUIMARÃES 2013). 

Figura 3. Ilustração esquemática do sistema SPOM MIV e como ele difere do MIV padrão e da FIV 
convencional. O SPOM é caracterizado por uma fase pré-IVM curta, em que os COCs são expostos a 
agentes que causam um pico de AMPc, e por uma fase MIV estendida, em que o FSH induz a 
maturação do ovócito na presença contínua de um inibidor de PDE específico do ovócito. O SPOM 
gera taxas de fertilização em murinos, blastocisto, implantação e desenvolvimento fetal comparável à 

Desenvolvimento 
fetal 
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fecundação in vitro convencional acionada por hormônio. Figura modificada de Albuz et al. (2010). 
Fonte: Adaptado de GILCHRIST, 2011.  

De acordo com Albuz et. al (2010), os níveis de AMPc intraovocitário de 

ovócitos bovinos permaneceram mais elevados até o final da MIV quando os 

moduladores de AMPc foram incluídos nas duas fases. Ademais, os mesmos 

pesquisadores observaram que o tratamento da primeira etapa proporcionou melhora 

na ligação entre as junções GAP e o ovócito, o que também desacelerou a retomada 

e a finalização da maturação nuclear ovocitária (GILCHRIST, 2011).  

Quando comparado ao padrão clínico de MIV, Albuz et. al (2010) observaram 

melhora na taxa de clivagem e de desenvolvimento embrionário quando a etapa de 

MIV foi estendida por 30 horas. Foi observado também maior qualidade desses 

embriões formados, os quais apresentaram aumento no número total de blastômeros, 

incluindo maior taxa de massa celular interna (MCI) por número de células totais 

(Figura 4).  

Nesse sentido, Dode et. al (2014) testaram o sistema SPOM adaptado na 

maturação de ovócitos bovinos e, apesar de os blastocistos formados apresentarem 

tamanho e número total de células similares aos formados no grupo controle, a taxa 

de desenvolvimento embrionário foi baixa, concluindo-se que a adaptação do sistema 

SPOM para diferentes formas de cultivo não apresenta melhora na PIVE.  

Por fim, Carvalheira et. al (2022), ao realizarem uma análise sistemática dos 

dados encontrados na literatura quanto ao uso do citado sistema e realizarem 

comparações entre os resultados de diversos experimentos com os resultados do 

experimento original, observaram notável dificuldade na sua replicação por outros 

laboratórios, indicando que não basta a retenção meiótica para a efetividade no uso 

do sistema SPOM. 
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Figura 4. O efeito da maturação de 
ovócitos bovinos in vitro usando padrão 
clínico de MIV ou SPOM, por 24 ou 30 h, 
na capacidade de desenvolvimento do 
ovócito e na qualidade do blastocisto. A 
capacidade de desenvolvimento do ovócito 
foi avaliada após FIV e desenvolvimento 
embrionário por taxa de clivagem (A, Dia 2) 
e taxa de blastocisto (B, Dia 8). Padrão 
clínico de MIV = pré-MIV controle e MIV 
padrão com FSH. SPOM = pré-MIV com 
FSK + IBMX e MIV com cilostamida + FSH. 
(A e B) As colunas representam média ± 
EPM de 4 réplicas com 45 
ovócitos/tratamento para cada réplica. As 
médias dentro de um gráfico com letras 
diferentes são significativamente 
diferentes (P < 0,05). (C) Efeito do padrão 
clínico de MIV e SPOM na qualidade do 
blastocisto bovino. Após 30 h de MIV, os 
COCs foram fecundados e os embriões 
cultivados até o dia 8 e, em seguida, a 
qualidade do blastocisto foi quantificada 
por contagens de células totais e alocação 
de células para trofoectoderme (TE) ou 
MCI. As colunas representam média ± 
EPM de 20 blastocistos de 4 experimentos 
replicados. *Significativamente diferente 
do padrão clínico de MIV (P < 0,05). Fonte: 
Adaptado de ALBUZ et. al, 2010. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Ante o levantamento bibliográfico, foi observado que o uso isolado de NPPC e 

de Butirolactona I apresentou efetividade na retenção meiótica, mas não na melhora 

da taxa de desenvolvimento embrionário. Por outro lado, pesquisas constataram que 

o uso de NPPC em conjunto ao IBMX apresentou tanto retenção meiótica quanto 

melhora no desenvolvimento embrionário.  

Caixeta (2016) observou que o grupo tratado com cilostamida teve menor taxa 

de retenção meiótica quando comparado ao grupo controle. Ademais, esse mesmo 

autor não observou diferença na produção embrionária entre os grupos com ou sem 

o tratamento. 

Verificou-se que o uso de Forskolin mais IBMX apresentou divergência entre 

alguns autores.  Gilchrist et. al (2016) demonstraram que houve melhoras no 

desenvolvimento embrionário e Belaz et. al (2018) demonstraram que não houve 

diferença significativa.  

O sistema SPOM, que surge como uma técnica revolucionária, apresenta 

hipóteses e resultados valiosos para a maturação in vitro, mas que outros laboratórios 

ainda não conseguiram replicar. 

Assim, diante dos dados encontrados na literatura, observa-se que o uso de 

moduladores de AMPc é uma ferramenta que ainda precisa ser mais estudada e 

analisada por meio de experimentos antes de ser incrementada na PIVE, o que 

também vale para o sistema SPOM. 
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