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"Envelhecer, qualquer animal €& capaz.
Desenvolver-se € prerrogativa dos seres
humanos. Somente uns poucos reivindicam
esse direito".

(Osho)



RESUMO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécnica importante que esta
associada a aceleracdo do melhoramento genético do rebanho, sendo que o
crescimento do seu uso comercial em bovinos no Brasil levou o pais a alcangar uma
posicdo de destaque no mercado internacional. Entretanto, a PIVE ainda possui
algumas limita¢cdes, sendo uma delas as baixas taxas de blastocisto em relagcédo as da
producdo in vivo, o que ocorre pelo fato dos ovécitos que séo utilizados na maturagéo
in vitro (MIV) ndo possuirem competéncia ovocitaria para se desenvolver até a fase
de embrido devido sua retirada prematura do ambiente folicular. Varios estudos foram
realizados com o intuito de buscar alternativas para aumentar a competéncia
ovocitaria e, consequentemente, a eficiéncia da PIVE, sendo um deles a adi¢cdo de
hormonio do crescimento (GH) na MIV, o que vem apresentando resultados
promissores. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi buscar, através de uma reviséo
bibliografica narrativa, os efeitos que a adicdo do GH no meio de MIV exercem sobre
a competéncia ovocitaria. Estudos demonstram os efeitos benéficos desse horménio
e que ele pode ter um papel importante no processo de aquisicdo de competéncia
ovocitaria, havendo fortes indicios que o uso de GH em MIV pode levar a producao
de ovacitos mais competentes e, assim, aumentar a taxa de blastocistos da PIVE,
porém ainda € necessario a realizacdo de mais experimentos e pesquisas visando
uma melhor compreensao do papel do GH na maturacdo ovocitaria e como ele se
comporta durante a MIV de ovdcitos competentes e incompetentes.

Palavras-chave: PIVE; maturacdo ovocitaria; GH; expressao génica.
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1. INTRODUCAO

O uso da producéo in vitro de embrides (PIVE) no Brasil permaneceu restrito a
laboratérios de pesquisa até o fim dos anos 90, mas no periodo entre 2004 e 2006 o
pais conquistou o titulo de maior produtor mundial e passou a ser referéncia no uso
comercial de PIVE em bovinos (LIMA, 2014). O destaque brasileiro se deve ndo s6
pelo dominio da técnica (PELLEGRINO, 2013; LUEDKE et al., 2019), mas também
pela extensdo e caracteristicas do seu rebanho comercial, composto principalmente
por racas zebuinas, cuja producao de ovocitos é superior a de racas taurinas (MELLO
et al., 2016).

Dentre as técnicas de reproducdo assistida, a PIVE, associada a coleta de
ovécitos atraves da puncédo guiada por ultrassom (Ovum Pick Up — OPU), tem
desempenhado um importante papel na aceleracdo do melhoramento genético em
rebanhos de alto mérito genético (PELLEGRINO, 2013), por ser capaz de reduzir o
intervalo de geracdes, uma vez que permite a reproducao de fémeas bem jovens, a
partir dos 6 meses de idade (MELLO et al., 2016; LUEDKE et al., 2019). Além disso,
através da PIVE é possivel produzir embrides viaveis a partir de fémeas de alto valor
genético com patologias reprodutivas adquiridas, gestantes ou em periodo pos-parto,
permitindo que as doadoras usadas na PIVE tenham a uma maior vida reprodutiva e
um menor intervalo de producdo de embriées quando comparadas as utilizadas na
producéo in vivo de embrides (Multipla Ovulacdo e Transferéncia de Embrido — MOET)
(MELLO et al., 2016).

Apesar da PIVE ter atingido escala comercial, essa técnica ainda possui
algumas limitacdes, como as baixas taxas de blastocistos quando comparadas com a
producéo in vivo. Um dos fatores que contribui para esses indices € o uso de ovocitos
de competéncia inferior aos da maturacéo in vivo (GUIMARAES, 2013) de forma que
apenas 25 a 40% dos ovdcitos usados na MIV sdo competentes, enquanto in vivo
essa taxa atinge um percentual de 60 a 80% (FARIN et al., 2007), implicando na
diminuicdo da capacidade de desenvolvimento embrionario in vitro (GONCALVES et
al., 2007).

A competéncia ovocitaria € adquirida principalmente durante o final do
crescimento folicular (DODE et al., 2006) e é essencial para o sucesso da PIVE por

ser determinante para que 0s ovOcitos consigam completar sua maturagao,



fecundacéo, desenvolver até a fase de blastocisto e gerar uma prenhez capaz de vir
a termo (DONNISON et. al, 2007; GALLI et. al., 2007).

Os ovdcitos usados na MIV sao coletados de uma populacao de foliculos
de diametro pequeno a médio (2 — 8 mm) (SENEDA et al., 2001; LEIVAS, 2004), o
gue caracteriza estarem na fase imatura de seu desenvolvimento. A retirada dos
ovocitos, neste momento, impede que estes sofram alteracdes importantes para
aquisicao de competéncia (LONERGAN et al., 2003) visto que estimula a retomada
espontanea da meiose (GILCHRIST & THOMPSON, 2007). Em razdo disso, 0s
ovocitos usados na MIV sédo incompetentes, o que pode prejudicar os resultados da
producdo in vitro (GUIMARAES, 2013).

Varios estudos foram conduzidos no sentido de contribuir para avaliacao
do efeito de determinados hormonios e fatores de crescimento sobre os ovocitos
durante a MIV visando assim, melhor eficiéncia da PIVE (BEVERS & IZADYAR, 2002).
Atraves de experimentos utilizando o horménio de crescimento (GH) foi possivel
observar que quando adicionado ao meio de MIV o GH causa efeitos benéficos que
somente se manifestam quando ha a ligacéo entre esse hormonio e seus receptores
localizados nas células do cumulus (CCs) (BEVERS & IZADYAR, 2002; OYAMADA et
al., 2004; CONTI et al., 2006) que contribuem no processo de aquisicdo de
competéncia pelo ovdcito (GUIMARAES, 2013).

1.1. OBJETIVO

Descrever os achados da literatura que relatam a adicdo do GH em meio

MIV e seus efeitos no aumento de competéncia ovocitaria.

2. METODOLOGIA

Realizou-se uma revisdo narrativa da literatura de modo a obter-se
informacdes a respeito dos efeitos do GH sobre os ovécitos quando adicionado a MIV
e sua relacdo com a aquisicdo de competéncia ovocitaria. Os artigos incluidos foram
obtidos através da plataformas ResearchGate, PubMed, Science Direct, Scielo,
Plataforma Sucupira, Revista Brasileira de Reproducdo Animal, Repositério
Institucional da UnB, Repositorio Acesso Livre a Informacédo Cientifica da Embrapa

(Alice) e Repositorio Institucional da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).



As palavras-chaves utilizadas no Research Gate foram “GH” OR “growth
hormone” AND “in vitro maturation”. Quanto aos critérios de inclusdo, foram
selecionados artigos de periddicos no idioma inglés entre 1996 e 2022, que
elucidavam sobre alguns tépicos do tema, que sdo: acdo do GH sobre o sistema
reprodutor feminino de bovinos, os efeitos do GH em meio MIV que melhoram a
competéncia ovocitaria, localizacdo dos receptores do horménio GH (GHR) no
sistema reprodutor feminino e o0 mecanismo pelo qual o GH atua sobre os ovécitos
bovinos quando adicionado na MIV. Foram excluidos da revisdo os trabalhos de
idioma diferente do portugués e inglés, duplicados, além dos que estavam fora do
tema escolhido. Ao final, foram selecionados e incluidos 5 trabalhos nessa revisao
narrativa. Ja ao utilizar “in vitro maturation” OR “IVM” AND “oocytes” AND “gene
expression” AND “competence” foram selecionados 13 trabalhos, incluindo teses,
dissertacdes e artigos de periédicos, que foram publicados entre 1994 e 2009 e se
encontravam dentro dos temas de GH como marcador molecular para competéncia
ovocitaria e producao de embrides bovinos com adicdo do GH ao meio de maturacao,
sendo excluidos trabalhos duplicados, fora dos temas propostos ou que abordavam
sobre esses temas mas animais diferentes de bovinos. Através do uso dos termos
“growth hormone” AND “IVM” AND “bovine”, foram selecionados 15 trabalhos que
abordavam sobre o mecanismo de retomada da meiose, maturacdo ovocitaria in vivo
e in vitro, assim como o uso de GH em meio MIV e seus efeitos benéficos.

No PubMed foram selecionados artigos e periddicos, teses e
dissertacdes no idioma inglés e portugués entre 2011 e 2022. Ao utilizar “growth
hormone” AND "oocyte" AND "maturation" AND “bovine” OR “cattle” como palavras-
chaves foram descartados os trabalhos que incluiram outras espécies além de
bovinos em sua amostra e cujo conteldo se encontrava fora dos seguintes temas:
hormoénio do crescimento na MIV e marcadores moleculares relacionados a
competéncia ovocitaria, resultando na utilizacdo de dois trabalhos. Enquanto durante
o uso de “gene expression” OR “molecular markers” AND “cumulus cells” and “oocyte”
AND “in vitro maturation” foram utilizados 5 trabalhos, publicados entre 2000 e 2021,
relacionados com a quantificagdo de genes candidatos a marcadores de competéncia
presentes nas células do cumulus de bovinos durante a maturacdo. Foram
selecionados 3 trabalhos em inglés publicados no periodo entre 2019 e 2022 ao se
utilizar “growth hormone” AND “IVM” AND “bovine” como palavras-chave e o tema
“‘uso de GH em meio de MIV de ovécitos de espécies domésticas e humanos” como
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fator de inclusdo, sendo descartados as publicagdes que ndo se encaixavam nesse
tema.

Na plataforma Science Direct foram usadas as palavras-chaves “oocyte”
OR “embryo” AND “in vitro” AND “maturation” AND “competence”, sendo utilizados
artigos de periddicos de 2000 a 2007 em inglés e portugués sobre genes relacionados
a competéncia de ovocitos bovinos e uso do GH na MIV. Foram excluidos trabalhos
gue abordavam sobre 0s assuntos propostos, mas nao incluiam a espécie bovina e o
hormdénio GH e que nao tinham relagdo com os topicos escolhidos, resultando na
utilizagdo de um total de 7 trabalhos. Quando “growth hormone” AND “IVM” AND
“‘BOVINE” foram usadas como palavras-chave, 10 trabalhos em inglés publicados
entre 1996 e 2015 que abordavam sobre os efeitos do GH em meio MIV e 0 processo
de MIV foram selecionados, sendo excluidos os que nao tinham relagdo com esse
tema.

Os parametros de inclusao usados na Scielo para “bovine” AND “IVM’
AND “oocyte competence” foram a espécie, tema e tipo de trabalho, sendo excluidos
0s que nao abordavam sobre bovinos, estavam fora do tema e eram anais de
congresso, resultando na utilizacao de 5 trabalhos.

Na Revista Brasileira de Reproducao Animal os termos utilizados foram
“in vitro production” OR “maturation” AND “embryo” OR “oocyte”, sendo incluidos 3
artigos de 2008, 2009 e 2016 sobre a PIVE e competéncia ovocitaria durante a MIV
de bovinos. Foram excluidos trabalhos fora desses temas.

No repositorio Institucional da UnB, na ALICE e no repositério da UFU
as palavras-chave usadas foram “expressao génica” AND “células do cumulus” AND
“‘competéncia ovocitaria”, tendo sido selecionadas, no total, 3 dissertacbes (uma de
cada plataforma) publicadas entre 2011 e 2015. Foram excluidas teses e dissertacdes
cujo contetdo ndo se encaixava dentro dos temas citados.

Na plataforma Sucupira foram selecionadas 2 dissertacdes em
portugués, uma de 2015 e a outra de 2020, que discorriam sobre os efeitos que a
adicdo de hormbnios no meio de maturacdo causa sobre a producédo de embrides.
Foram descartados trabalhos que néo tinham relacdo com esse tema e publicados
antes de 2014.

Foram utilizadas 5 publicagbes da Revista Brasileira de Reproducgao

Animal publicadas entre 2007 e 2016 que discorriam sobre a historia da PIVE no Brasil
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e a relacdo entre maturagdo e competéncia ovocitaria, sendo desconsideradas as

publicacbes que ndo possuiam relagdo com esses assuntos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. MATURACAO OVOCITARIA

Durante a vida fetal das fémeas de mamiferos, ha o inicio do processo de
ovogénese e foliculogénese, assim como a estagnac¢ao do nucleo do ovdcito na fase
de dipléteno da profase | da meiose, onde permanece durante todo o periodo de
crescimento e desenvolvimento folicular (SATHANANTHAN, 1994; VAN DEN HURK
& ZHAO, 2005).

A retomada e concluséo da primeira divisdo meiotica, assim como o inicio da
maturacao ovocitaria, ocorrem durante o periodo pubere do animal apds o estimulo
do pico pré-ovulatorio do hormonio luteinizante (LH), em ovocitos que atingiram
crescimento maximo e competéncia meidtica, os quais se encontram dentro de
foliculos pré-ovulatérios (GILBERT et al., 2011; GUIMARAES, 2013).

O conjunto de mudancgas que ocorrem no ovocito desde a primeira retomada
da meiose até o segundo blogueio meidtico (metafase Il) € denominado maturacao
ovocitaria. (VAN DEN HURK & ZHAOQO, 2005). Durante essa fase o ovocito adquire a
competéncia necessaria para completar a maturacdo, ser fecundado e gerar um
embrido viavel, sendo uma etapa determinante para o sucesso da PIVE (GOTTARDI
& MINGOTI, 2009; SIRARD et al., 2006).

O processo de maturacdo ovocitaria € composto pela maturacdo nuclear e
citoplasmatica (SIRARD, 2001). A maturacdo nuclear se inicia quando o nucleo do
ovécito sai do estagio de vesicula germinativa (VG) e é concluida quando ele
estaciona em metafase Il. Nesse periodo, os cromossomos se condensam e a
carioteca se rompe (GOTTARDI & MINGOTI, 2009), o nacleo conclui a profase | e
prossegue até que ocorra a expulsdo de metade dos cromossomos homadlogos,
gerando duas células haploides: uma menor, o0 primeiro corpusculo polar, e outra
maior chamada de ovdcito secundario, sendo que esta ultima da continuidade a
divisdo meidtica até a fase de metafase Il, onde mais uma vez fica retida (SIRARD,
2001). Caso ocorOra a fecundagéo, o ovécito é induzido a terminar a segunda divisédo
meiotica (KUBELKA et. al, 2000) resultando na liberacdo do segundo corpusculo polar

e formacdo dos pro-nucleos feminino e masculino, os quais sofrem singamia (fuséo),
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dando origem a uma célula diploide chamada zigoto. Entretanto, se ndo for penetrado
pelo espermatozéide, o ovdcito ird se manter em metafase Il até sua degeneragéo
(HAFEZ & HAFEZ, 2004).

A maturacdo citoplasmatica inclui véarias alteragfes intracelulares, entre elas
estdo a reducdo do tamanho e migragdo das mitocondrias e complexo de Golgi em
direcdo ao nucleo, assim como o aumento na quantidade e o deslocamento dos
granulos corticais para a regido adjacente a membrana plasmatica para que eles
consigam atuar sobre a zona pellucida durante a fase de fecundacéo e assim impedir
a polispermia (HYTTEL et al., 1997; LIU, 2011; MAO et al., 2014).

Nesse processo também ha a transcricio de RNA mensageiro (RNAm)
materno, que permanece armazenado em sua forma inativa, sendo gradualmente
ativado e traduzido em proteinas essenciais para maturacao, fecundacao, formacéo
dos pro-nucleos e inicio da embriogénese (SIRARD, 2001). Dessa forma, durante a
maturacgdo citoplasmatica também é observada uma elevada sintese e acumulo de
proteinas (RIBEIRO, 2020), bem como mudancas na producdo de determinadas
proteinas que regulam a retomada da meiose (GONCALVES, FIGUEIREDO E
FREITAS, 2002), evidenciando assim a importancia da capacidade do ovdcito de
estocar e ativar os RNAm para aquisicdo de sua competéncia (ADONA et. al, 2008).

Além desses eventos, ocorre a producao e acumulo de acido hialurénico entre
as células adjacentes ao ovacito, levando a expanséo das células do cumulus (CCs)
(GONCALVES, FIGUEIREDO E FREITAS, 2002) que, além de ser essencial para a
captacdo do complexo cumulus-oophurus (CCO) pelas fimbrias do oviduto apés a
ovulacédo, também exerce importante papel na retomada da meiose, uma vez que
destréi as juncdes tipo GAP impedindo assim que fatores inibidores de meiose
cheguem até o ovdcito (DEKEL, 1996).

Apesar de serem eventos distintos, falhas na maturacdo nuclear e
citoplasmatica ou a assincronia entre elas impossibilitam o ovocito de completar sua
maturacao, fecundacédo e desenvolvimento embrionério inicial, o que afeta a taxa de
blastocistos (GILCHRIST & THOMPSON, 2007).

3.2. COMPETENCIA OVOCITARIA

A capacidade do ovocito de passar pela maturacdo, fecundacao

monospérmica e se desenvolver até a fase de blastocisto é chamada de competéncia
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ovocitaria (FARIN et al., 2007). Como apenas ovoicitos competentes sdo capazes de
completar sua maturacdo e gerar blastocistos viaveis (DODE et al., 2006) essa
caracteristica é tida como um fator limitante para a eficiéncia da PIVE (GILCHRIST &
THOMPSON, 2007). A competéncia ovocitaria € adquirida pelo ovécito de forma
gradativa através de alteracdes nucleares e citoplasmaticas que ocorrem ao longo da
foliculogénese, durante a fase final do crescimento folicular (mais especificamente no
periodo de dominéancia) e da maturagao ovocitaria (DIELEMAN et al., 2002; DODE et
al., 2006).

Ao longo da fase de crescimento o ovocito aumenta de tamanho, adquirindo
a capacidade de retomar a meiose logo apés o surgimento do antro, porém permanece
no estagio de vesicula germinativa (VG) até a ocorréncia do pico pré-ovulatério de LH
(BEVERS & IZADYAR, 2002). Por existir uma correlacdo entre o tamanho do foliculo
e 0 grau de competéncia ovocitaria, (DIELEMAN et al., 2002; VAN DEN HURK &
ZHAO, 2005) os ovacitos oriundos de foliculos maiores (> 6mm) possuem uma melhor
capacidade de concluir o desenvolvimento embrionario em relacédo a ovécitos vindos
de foliculos menores (2 - 3mm) (PAVLOK et al., 1992; LONERGAN et al, 1994).
Porém, € somente no lapso temporal entre a dominancia folicular e o periodo que
antecede o pico pré-ovulatério de LH que o ovocito passa pelo processo de
capacitacdo ovocitaria, adquirindo caracteristicas necessarias para sobreviver ao
longo da maturacao, fecundacéo e embriogénese. (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

Outro fator determinante para a competéncia € a capacidade do ovocito
produzir e armazenar RNAm e proteinas maternas ao longo do seu processo de
crescimento e maturacdo citoplasmatica, jA que os estoques dessas moléculas sao
vitais para o desenvolvimento até que o embrido seja capaz de expressar seus
préoprios RNAmM de forma independente, momento este denominado como transicao
materno zigética (TMZ) (RODRIGUEZ & FARIN, 2004). A capacidade de reativar 0s
RNAmM estocados também é essencial para que o ovocito seja considerado
competente ja que depois de produzidas essas moléculas sdo armazenadas e
mantidas em sua forma inativa até serem requisitadas para a producdo de proteinas

ao longo da maturacéo e embriogénese inicial (SIRARD, 2001).
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3.3. RETOMADA DA MEIOSE: AMPc e GMPc

O fator responséavel por manter os ovdcitos retidos no estagio de dipléteno da
profase | até o final do crescimento folicular é a elevada concentracéo intraovocitaria
de adenosina monofosfato ciclica (AMPc) (TRIPATHI et al., 2010). As altas
concentracfes de AMPc sdo responsdaveis por manter a parada meiética, enquanto a
reducdo dos seus niveis estd associada ao reinicio da meiose (CONTI et al., 2002). O
controle do AMPc intraovocitario é realizado através da acdo conjunta de duas
enzimas: Adenil ciclase (AC) e fosfodiesterase (PDE), que sdo responsaveis pela
sintese e degradacéao do AMPc, respectivamente (CONTI et al., 2002). Entre as PDEs,
se destacam a fosfodiesterase 3 (PDE3), que age especificamente no ovocito
(NOGUEIRA et al., 2003; TRIPATHI et al., 2010), e a fosfodiesterase 4 (PDE4), que
atua no metabolismo do AMPc nas células da granulosa (TSAFRIRI et al., 1996).

O AMPc que mantém a meiose retida é produzido tanto pelo ovocito quanto
pelas células do cumulus (SIRARD & BILODEAU, 1990; RICHARD & SIRARD,
1996a,b; TRIPATHI et al., 2010), sendo que este ultimo é transportado para dentro do
ovécito através de juncbes comunicantes chamadas de juncbes GAP (SIRARD E
BILODEAU, 1990; RICHARD E SIRARD, 1996a,b). Quando presente em altos niveis
dentro do ovocito, o AMPc promove a ativacdo de uma proteina denominada de
guinase A (PKA), que por sua vez, impede a ativacdo do fator promotor de meiose
(MPF), responsavel pelo inicio da maturacdo. Dessa forma, o ovOcito permanece
retido na fase de VG (KRISCHEK & MEINECKE, 2002).

Outra molécula relevante para a manutencao dos ovacitos na fase de VG é a
guanosina monofostato ciclica (GMPc), produzida pelas células da granulosa e da
teca, e transportada para dentro do ovocitos através das juncdes GAP, onde tem a
funcao de inibir a ativacdo da PDE3A e, dessa forma, impedir a degradacédo do AMPc
intraovocitario (CONTI et al., 2002; NORRIS et al., 2009; SUN et al., 2009).

Em condicdes fisioldgicas, a saida do estagio de dipléteno da profase | é
desencadeada pela acdo de hormdnios gonadotroficos, especialmente o hormdnio
luteinizante (LH), (TRIPATHI et al., 2010), enquanto na PIVE a retomada da meiose é
provocada pela remocdo abrupta do ovocito do ambiente folicular (TRIPATHI et al.,
2010).
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In vivo, o LH se liga aos seus receptores presente nas células da granulosa e
induz a producdo de AMPc através da via adenilciclase (AC). O aumento do nivel de
AMPc estimula a atividade da proteina quinase A (PKA) e, consequentemente, a
producdo de fator de crescimento epidermal (EGF) pelas células da granulosa e do
cumulus (NORRIS et al., 2009). Os estimulos provocado pelos EGFs levam ao
aumento na transcricdo de genes envolvidos na expansao das CCs, induzindo-as a
sintetizar acido hialurdnico e, assim, promovendo sua expansdo (OCHSNER et al.,
2003; ASHKENAZI et al., 2005). Além disso, ao serem liberados, esses fatores se
ligam aos receptores de EGF (EGFR) localizados nas CCs, estimulando a atividade
da proteina quinase ativadora de mitdbgenos (MAPK) (FREIMANN et al., 2004;
ASHKENAZI et al., 2005; CONTI et al., 2006). Esses acontecimentos culminam na
ruptura das juncbes comunicantes entre as células do cumulus e ovocito (GAP),
bloqueando o transporte de AMPc e GMPc para dentro dele. A reducéo do nivel de
GMPc no ovacito ativa a PDE3A, que reduz ainda mais o nivel de AMPc através de
hidrolise. A reducédo do nivel de AMPc intraovocitario inativa a PKA, de forma que o
MPF também é ativado, induzindo o reinicio da meiose (CHAUBE, 2002; TRIPHATI et
al., 2010).

Ja in vitro, a retomada da meiose ocorre de forma abrupta e espontanea pois a
retirada do ovocito de dentro do foliculo provoca a destruicdo das juncdes GAP,
interrompendo a transferéncia de fatores que inibem a quebra da vesicula germinativa
(GVBD) para dentro do ovocito. A queda de GMPc intraovocitario ativa a PDE3A
causando uma reducdo nos niveis de AMPc, seguido de retomada da proéfase |
(TRIPATHI et al., 2010) e, consequentemente, do reinicio da meiose. (SANCHEZ e
SMITZ, 2012).

3.4. MATURACAO IN VITRO

Apbs a recuperacao dos CCO, os trés processos biolégicos subsequentes que
ocorreriam in vivo sdo realizados no laboratério, compreendendo as etapas de
maturacao (MIV), fecundacao (FIV) e cultivo embrionério in vitro (CIV) (VARAGO et
al., 2008).

Existem diversos sistemas de maturacdo para a PIVE de embrides bovinos; até
0 momento, diferentes meios e protocolos vém sendo estudados e testados na MIV,

tais como o Ham’s F-12 e o Tissue Culture Medium 199 (TCM 199). Desses sistemas,
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0 TCM 199 é o mais utilizado pelos laboratoérios de producéo in vitro, sendo geralmente
suplementado com soro fetal bovino (SFB), aminoacidos como L-glutamina,
bicarbonato de sédio, horménio foliculo estimulante (FSH), LH, estradiol-178, piruvato
de sbdio, lactato, vitaminas e antibioticos (GANDHI et al., 2000). Além do meio, torna-
se necessaria a presenca de uma estufa que mantenha uma atmosfera gasosa e
temperatura controlada e adequada, sendo que o periodo de maturagcédo pode variar
de 18 a 24 horas em atmosfera controlada contendo 5% de CO. em ar com umidade
saturada (GONCALVES et al., 2007; VARAGO et al., 2008).

O fator primordial para dar inicio ao processo de maturagao nuclear in vivo € o
pico pré-ovulatério de LH (MELLO et al.; 2016). J& no procedimento in vitro, apés
serem coletados, o0s ovOcitos retomam a meiose de maneira espontanea e
independente da maturacdo citoplasmatica e do seu grau de competéncia
(GILCHRIST & THOMPSON, 2007). Isso ocorre porque durante a aspiracdo ha a
perda do ambiente folicular, fazendo com que o ovécito perca o acesso a fatores
bloqueadores da maturacéo nuclear (CROCOMO et al., 2011).

Um dos fatores que difere a MIV da maturacao in vivo € a coleta de ovocitos de
foliculos de tamanho pequeno a médio (1 - 3 mm e 3,1 — 6 mm, respectivamente) que
ainda ndo completaram o processo de aquisicdo de competéncia, iniciando sua
maturacdo meidtica sem possuir toda a maquinaria molecular e citoplasmatica
necessaria para passar pela embriogénese inicial, o que compromete o potencial de
desenvolvimento dos embrides gerados in vitro (GILCHRIST & THOMPSON, 2007).

Além disso, com a retomada da meiose ha o inicio da maturacdo nuclear
associada ao blogueio da maturacdo citoplasmatica e da transcricio de RNAmM
materno (LONERGAN et al., 2003), o que leva varios dos ovocitos coletados a
iniciarem a maturacao nuclear sem possuir RNAm e proteinas armazenadas em niveis
suficientes para concluir a maturacéo, embriogénese inicial e TMZ, prejudicando sua
competéncia (THOMAS, ARMSTRONG & GILCHRIST, 2004). Dessa forma, é
possivel perceber que a baixa competéncia dos ovocitos utilizados na PIVE e a baixa
taxa de producéo de blastocistos in vitro se da principalmente por uma assincronia

entre a maturacao nuclear e citoplasmatica (SHU et al., 2008).
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3.5. HORMONIO DO CRESCIMENTO (GH)

O GH ou somatotropina é uma glicoproteina que desempenha um papel critico
na regulacdo do crescimento celular, desenvolvimento e metabolismo em varios
tecidos (BARBOSA, 2015; CHANG et al., 2022). E sintetizado pelos somatotréfos no
lobo anterior da hipdéfise, também conhecida como adenohipdfise, e secretado na
circulacdo para ligar-se a receptores nos tecidos alvos (BARBOSA, 2015) e, apesar
de ndo ser um horménio reprodutivo, sua atuacao sobre o sistema reprodutor é muito
importante para o desenvolvimento dos foliculos ovarianos, esteroidogénese e
maturacédo de ovécitos (CHANG et al., 2022).

Uma das funcfes do GH no ovéario é estimular a producéo de esteroides, o que
pode ser feito de forma direta ou através da potencializacdo da atividade das
gonadotrofinas, atuando na secrec¢éo e na acdo do LH e do FSH. Além disso, o GH
reduz os niveis de apoptose em foliculos pré-ovulatorios de roedores (DANILOVICH
et al., 2000), além de potencializar a sensibilidade e a capacidade de resposta das
células da granulosa a estimulacdo por gonadotrofinas, interferindo no
desenvolvimento folicular (CHANG et al., 2022).

3.4.1. RECEPTORES DO HORMONIO DO CRESCIMENTO (GHR)

Os GHR sao proteinas transmembrana que possuem um dominio extracelular
de ligacdo ao ligante, uma porcdo transmembranaria e um dominio intracelular
citoplasmatico, necessarios para a transducdo de sinal intracelular (SILVA,
FIGUEIREDO & VAN DEN HURK, 2009; BARBOSA, 2015).

Os receptores estdo presentes em quase toda a fase de desenvolvimento
folicular ovariano, sendo distintas as quantidades de GHR e RNAm nos foliculos
primordiais, primarios e em estagios avancados de desenvolvimento (KOLLE et al.,
1998). Sdo encontrados de forma abundante nas CCs, mas também estdo presentes
na membrana citoplasmatica e nuclear do ovécito (IZADYAR et al., 1997b), corpo lateo
(CL), oviduto, endométrio e miométrio (SILVA, FIGUEIREDO & VAN DEN HURK,
2009; BARBOSA, 2015).

Durante algum tempo foi questionado se nos bovinos o GH realizava seus
efeitos diretamente ou se eram mediados pelo fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1) (LORENZO et al., 1994). No entanto, foi demonstrado que na vaca o

efeito estimulador do GH na maturacdo ovocitaria € uma acgéo direta do proprio
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horménio e ndo um processo mediado pelo IGF-I, pois a adicdo de um anticorpo
direcionado contra o IGF-I ndo afetou o efeito estimulatério do GH na maturacao
nuclear nem o grau de expansdao das CCs, a0 mesmo tempo que suprimiu
completamente a acéo do IGF-I (IZADYAR et al., 1997b).

3.4.3. GH NA MATURACAO IN VITRO

Varios pesquisadores conduziram estudos testando o uso do GH na PIVE com
o intuito de melhorar a eficiéncia dessa técnica. A partir disso, foi possivel observar
qgue a presenca do GH no meio MIV promove melhorias na qualidade do ovdcito,
levando a uma maior velocidade de conclusdo da maturacao citoplasmatica e nuclear
(BARBOSA, 2015), sendo essa ultima expressa pela redu¢cdo do niamero de ovocitos
em VG e aumento da quantidade em metafase IlI, gerando assim ovdécitos mais
competentes (IZADYAR etal., 1996; IZADYAR et al., 1998; KOLLE et al., 1998; SILVA,
FIGUEIREDO & VAN DEN HURK, 2009). Além disso, a presenca de GH promove
uma melhora na sincronia entre os dois tipos de maturacdo ovocitaria (IZADYAR et
al., 1997b).

Izadyar et al. (1996; 1997b) e Moreira et al. (2002) perceberam que a adicao
de GH ao meio de maturacdo melhora a capacidade de desenvolvimento dos ovocitos
bovinos amadurecidos, o que foi evidenciado pelo aumento da formacdo de
blastocistos apos a FIV em relacdo aos ovocitos ndo tratados. Além disso o GH
também promove o aumento da taxa de clivagem e consequentemente da taxa de
producéo de embrides (IZADYAR et al., 1998; MOREIRA et al., 2002).

O GH também promove a expansao das CCs bovinas (IZADYAR et al., 1996;
IZADYAR et al., 1998; KOLLE et al., 1998; KOLLE et al., 2002; BEVERS & IZADYAR,
2002).

Shirazi et al., (2010) observou que a presenca do GH durante MIV (16h e 24h)
de ovacitos ovinos levou a um aumento significativo da porcentagem de ovocitos em
MIl em comparacédo ao controle (44,7% e 83,1% vs. 32,6% e 73,6%, respectivamente),
assim como das taxas de blastocisto (31,3% vs. 11,4%, respectivamente).

A suplementacg&o do meio MIV também demonstrou efeitos positivos em éguas,

onde promoveu aceleracdo da maturagdo nuclear e citoplasmatica, aumentando a
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proporcdo de ovacitos que alcancaram a MIl em comparagcdo com os maturados sem
GH (PEREIRA et al, 2013).

Ja4 em humanos, a taxa de fertilizacdo (GH: 73,1 vs. Controle: 60,3%) e a taxa
de blastocisto (GH: 25,0 vs. Controle: 15,5%) tiveram uma tendéncia crescente no
grupo de ovdécitos suplementado com GH a em comparacao ao controle (LI et al.,
2021).

3.4.3. RELACAO ENTRE O USO DE GH NA MIV E COMPETENCIA OVOCITARIA

Nos experimentos de Caixeta et al. (2009) e Cordeiro (2011) observou-se que
a quantidade de transcritos de GHR nas CCs de ovdcitos bovinos aumentou de forma
diretamente proporcional ao tamanho do seu foliculo de origem, sendo maior em CCs
de foliculos 28,1 mm, e que ovécitos provenientes de foliculos maiores eram mais
competentes que os de foliculos menores (CAIXETA et al., 2009). Baseado nisso,
esses autores defenderam a possibilidade de existéncia de correlacdo entre a
competéncia ovocitaria e uma maior expressao do gene GHR nas CCs, sugerindo que
o GH tem um importante papel na aquisicdo de competéncia pelo ovocito, o que vem
sendo confirmado através de resultados obtidos em experimentos recentes.

No ano de 2015, com o intuito de validar os perfis de expressdo de genes
potencialmente relacionados a competéncia ovocitaria, Kussano e colaboradores
guantificaram os transcritos de alguns genes candidatos a marcadores moleculares
de competéncia presentes em CCs bovinas de CCOs comprovadamente capazes ou
nao de produzir embrido. Ao final desse experimento foi observado que a abundancia
relativa do gene GHR foi maior nas CCs de ovdcitos que deram origem a blastocisto
expandido no dia 7 (D7) quando comparado com o grupo que néao clivaram apos a FIV
(KUSSANO, 2015; KUSSANO et al, 2016).

Em 2021, Kussano mostrou que a quantidade de transcritos do GHR é mais
elevada nas CCs de ovdcitos, sejam eles maduros ou imaturos, capazes de formar
um embrido ao final da PIVE em relacdo aos ovocitos incapazes de alcancar essa
fase de desenvolvimento.

Esses resultados evidenciam uma tendéncia dos niveis de transcritos de GHR
serem mais elevados em CCs de CCOs recuperados de uma populacéo de foliculos
mais competentes, o que corrobora com os trabalhos desenvolvidos por Caixeta et al.
(2009) e Cordeiro (2011).
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Nos experimentos de lzadyar et al. (1997 a,b) e Bezers & Izadyar (2002) foi
possivel observar que o efeito benéfico do GH na maturacdo e desenvolvimento
embriondrio in vitro ocorreu na presenca das CCs. Isso refor¢a a ideia de que aligacédo
do GH ao seu receptor produza um sinal que é transferido para os ovdcitos,
estimulando algum mecanismo envolvido na aquisicdo de competéncia, sendo
possivel que essa sinalizacao tenha um papel importante durante o estagio final do
desenvolvimento folicular (CAIXETA et al., 2009; KUSSANO, 2015).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel observar que o GH é um importante regulador da fungéo ovariana
e que ao ser utilizado na fase de MIV promove diversos efeitos que corroboram com
a maturacao e competéncia ovocitaria, sendo esses efeitos exercidos atravées das CCs
e mediados pelos GHR presentes nessas células.

Além disso, os estudos apresentados ao longo da revisdo forneceram
evidéncias de que o GH pode ser de grande importancia para o processo de aquisi¢ao
de competéncia ovocitaria, 0 que ajuda a consolidar a ideia de que a suplementacéo
do meio MIV com esse hormdénio pode levar a uma producdo de ovécitos mais
competentes e aptos a um desenvolvimento embrionario adequado, servindo como
uma alternativa para melhorar as taxas embrionarias da PIVE.

Dessa forma, é recomendado a realizagdo de mais estudos e experimentos
voltados para a aquisicdo de um maior entendimento sobre o papel fisioldgico do GH
no processo de maturacdo ovocitaria e como ele se comporta durante a MIV de
ovécitos competentes e incompetentes. Pois essas informacfes podem ajudar na
identificacdo de possiveis alteracdes a serem realizadas no sistema de MIV para que
0s ovocitos coletados possam ter a chance de se tornar mais competentes,

melhorando a quantidade e qualidade de embriées produzidos pela PIVE.
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