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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUÇÃO 

Apesar do grande avanço na produção in vitro de embriões (PIV) bovinos, os 

resultados de maturação oocitária em condições de cultivo são insatisfatórios quando 

comparados à maturação in vivo. A maturação oocitária é uma das etapas determinantes para o 

sucesso da técnica de PIV e resultados insatisfatórios nesta fase alteram drasticamente o 

desenvolvimento, sobrevivência e implantação embrionárias (Eppig, 2001; Rizos et al., 2002; 

Gilchrist et al., 2004; McNatty et al., 2004; Gilchrist et al., 2011). Conhecer melhor os 

mecanismos que controlam a maturação e os fatores que são liberados em resposta às 

gonadotrofinas durante esta etapa é fundamental para aprimorar a capacitação oocitária e 

consequentemente melhorar os resultados da PIV de embriões. 

O potencial de desenvolvimento oocitário interfere diretamente na taxa final de 

produção de embriões. Menos da metade dos oócitos produzidos in vitro chegam ao estágio de 

blastocisto (Hansel, 2003), o que pode ser causado, parcialmente, pela utilização de oócitos de 

baixa qualidade (Rizos et al., 2002; 2003; Lonergan et al., 2003). O motivo pelo qual alguns 

oócitos apresentam qualidade inferior ainda é pouco conhecido, uma das possibilidades é de que 

esses oócitos estão mais sujeitos a sofrer apoptose (Ameisen, 2002). Portanto, avaliar e melhorar 

a qualidade oocitária durante a maturação torna-se fator determinante para o sucesso da técnica. 

A suplementação do meio de maturação in vitro com fatores de crescimento presentes no 

ambiente folicular vem sendo utilizada no intuito de tornar o ambiente mais parecido com o que 

ocorre fisiologicamente. A adição de fator de crescimento epidermal (EGF) durante a MIV, por 

exemplo, melhora a maturação oocitária, expansão das células do cumulus, taxa de fertilização e 

desenvolvimento embrionário (Lonergan et al., 1996). A complementação do meio com fator de 
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crescimento vascular endotelial altera positivamente a fertilização e desenvolvimento 

embrionários (Luo et al., 2002a, 2002b), enquanto BMP15 e GDF9, individualmente ou em 

conjunto, melhoram a taxa de produção de embriões (Hussein et al., 2006). Os fatores de 

crescimento fibroblásticos (FGFs) vêm sendo apontados como mediadores da foliculogênese e 

da oogênese em bovinos (Buratini et al., 2005a, 2005b). O fator de crescimento fibroblástico 10 

(FGF10), em especial, recebe atenção como regulador putativo do folículo e do desenvolvimento 

oocitário (Buratini et al., 2005a, 2005b). 

O FGF10, originalmente isolado do mesênquima pulmonar de ratos, pertence à 

subfamília do FGF7 (FGF3, 7, 10 e 22), cujos membros interagem principalmente com os 

receptores: FGFR2b e FGFR1b (Igarashi et al., 1998; Itoh e Ornitz, 2004; Zhang et al., 2006). 

Em células pulmonares foi demonstrado que o FGF10 previne a fragmentação da fita de DNA 

induzida por estiramento e também os danos oxidativos causados por H202, além de bloquear a 

apoptose e diminuir a fragmentação do DNA induzidas por asbesto (Upadhyay et al., 2003; 

2004; 2005). 

Em bovinos, a expressão do FGF10 foi detectada em oócitos maturados in vivo e in 

vitro e células da teca de folículos antrais bovinos (Buratini et al., 2007; Caixeta, 2012) além 

disso, a presença dos seus receptores foi descrita nas células da granulosa murais (Berisha et al., 

2004) e do cumulus (Cho et al., 2008). 

De acordo com Caixeta (2012), a adição de FGF 10 ao meio de MIV melhorou 

visualmente a expansão das células do cumulus, bem como aumentou a expressão dos principais 

genes relacionados a esse processo. Ainda durante a maturação, a suplementação de FGF10 

aumentou o número de oócitos com extrusão do primeiro corpúsculo polar e melhorou a taxa de 

desenvolvimento embrionário (Zhang et al., 2010). 
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Alguns estudos demonstram a expressão diferencial de mRNA em embriões que 

apresentam maior probabilidade de desenvolvimento e implantação quando comparados aqueles 

que falham ao implantar ou não conseguem manter a prenhêz (El-Sayed et al., 2006; Ghanen et 

al., 2011). Dentre esses genes, pode-se destacar COX2, CDX2 e PLAC8. A COX2 participa da 

eclosão e do alongamento do embrião (Snabes e Harper, 1984; El-Sayed et al., 2006), enquanto 

CDX2 é responsável pela formação da trofectoderma e parece estar envolvida na implantação 

embrionária (Chawengsaksophak et al., 2004; Bell et al., 2008). O gene PLAC8 atua no 

desenvolvimento placentário e é altamente expresso no endométrio de vacas gestantes quando 

comparado a vacas não gestantes (Galaviz-Hernandez et al., 2003). Os genes citados apresentam 

maior expressão em embriões de melhor qualidade e são pouco expressos em embriões 

considerados inaptos a implantação. 

A adição de novos fatores aos meios utilizados na PIV com o intuito de aperfeiçoar o 

processo, bem como a análise e aprimoramento da qualidade oocitária, faz-se necessária para o 

aperfeiçoamento da técnica. Dessa forma, tendo em vista os efeitos positivos do FGF10 na MIV, 

o experimento proposto visa analisar se a adição deste fator durante a maturação é capaz de 

interferir positivamente, de forma dose dependente, no estágio de maturação oocitária, na 

prevenção da apoptose, na quantidade de blastocistos produzidos in vitro e na competência do 

embrião, por meio da mensuração de mRNA dos genes COX2, CDX2 e PLAC8. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

O agronegócio brasileiro representa 22,74% do produto interno bruto (PIB) do país 

(CEPEA, 2011) e a pecuária bovina contribui de forma ativa nesse cenário. O Brasil possui o 

maior rebanho comercial bovino do mundo com mais de 185 milhões de cabeças (BRASIL, 

2010), dentre os quais se destacam as raças de corte, consagrando o Brasil como maior 

exportador de carne dessa espécie. Devido ao interesse crescente em se obter uma exploração 

maior do potencial genético de fêmeas, a PIV de embriões vem sendo aplicada para o aumento 

na produção do número de embriões destinados à transferência comercial. O Brasil é o primeiro 

no mundo em número de embriões produzidos e estima-se que em 2010 foram produzidos 

250.000 in vitro e 39.000 in vivo (Stroud, 2011). A técnica é capaz de superar problemas como 

os de infertilidade adquirida de vacas com alto valor econômico (Galli et al., 2003) e 

proporcionar aumento de ganho genético através da multiplicação de bovinos com grande 

potencial genômico (Vishwanath, 2003). 

2.1 Maturação oocitária in vivo 

Durante a vida fetal, as oogônias sofrem replicação do DNA no estágio pré-leptóteno 

da primeira divisão meiótica. Após esse processo, ocorre o pareamento dos cromossomos 

homólogos, crescimento oocitário pelo aumento no núcleo e também aumento no número de 

organelas citoplasmáticas (zigóteno). A fase seguinte, paquíteno, é marcada pelo crossing over e 

pela recombinação entre as cromátides. Os oócitos passam então pelo estágio diplóteno e 

interrompem o processo em dictióide (Gordon, 1994). 

O ambiente folicular é responsável por manter o oócito em prófase I (vesícula 

germinativa, VG) durante a foliculogênese e também é determinante para retomada da meiose 

durante a maturação. O oócito retoma a meiose após a indução do pico de LH, quando ocorre a 
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quebra da VG e a extrusão do primeiro corpúsculo polar (Aktas et al., 1995; Tsafriri et al., 1996; 

Bilodeau- Goeseels, 2011). A retomada da meiose dependente do pico de LH é mediada por 

membros da família de fatores de crescimento epidermal, EGF-like (ampiregulina AREG; 

epiregulina EREG e betacelulina BTC) através da ativação do receptor (LHR) nas células da 

granulosa murais. Tendo em vista a ação dos EGF-like como mediadores da ação do LH, um 

modelo de ação parácrina e endócrina foi proposto por Hsieh e Conti (2005). 

Neste modelo, AREG, EREG e BTC são estimuladas através da cascata de 

sinalização AMPc/PKA, ativada pela interação do LH-LHR nas células da granulosa murais. 

Como esses membros da família EGF-like precisam ser clivados pelas desintegrinas e 

metaloproteinases (ADAMs) para serem liberadas em sua forma ativa, as ADAMs são sugeridas 

como sendo suas principais reguladoras. Em forma solúvel, os fatores EGF-like ativam os 

receptores de EGF (EGFR) presentes nas células da granulosa e cumulus, o que desencadeia o 

estímulo de MAPK, especificamente MAPK3/1 (ERK 1/2), essencial para transmitir sinais 

intracelulares responsáveis por ativar a retomada da maturação meiótica e expansão das células 

do cumulus in vitro e in vivo. O mecanismo de retomada da meiose induzido por ERK 1/2 

provavelmente envolve a fosforilação da CX43, estimulando o fechamento das junções gap com 

perda do efeito inibitório do AMP cíclico (AMPc) e GMP cíclico (GMPc) foliculares (Hsieh e 

Conti, 2005). 

O AMPc é um importante fator envolvido na regulação meiótica. Altos níveis 

oocitários de AMPc são responsáveis por manter o oócito em VG através da supressão da 

atividade do fator promotor da maturação (MPF). Em adição, a fosfodiesterase do tipo 3 (PDE3), 

enzima responsável pela degradação do AMPc é inibida pelo GMPc, fornecido pelas células 

somáticas do folículo (Aktas et al., 1995; Tsafriri et al., 1996; Bilodeau-Goeseels, 2011). O MPF 
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é o principal fator da regulação meiótica. Nos folículos pré-ovulatórios esse fator mantém a 

baixa atividade do oócito, dessa forma, previne a quebra do envelope nuclear e a condensação da 

cromatina, necessários para a entrada do oócito na primeira divisão meiótica. A remoção do 

oócito do ambiente folicular reduz os fatores inibitórios presentes nas células da granulosa que 

mantém o nível de MPF baixo ativando a retomada da meiose (Doree et al., 2002; Jones et al., 

2004). 

O potencial de desenvolvimento oocitário interfere diretamente na taxa final de 

produção de embriões. Menos da metade dos oócitos produzidos in vitro chegam ao estágio de 

blastocisto (Hansel, 2003), o que pode ser causado, parcialmente, pela utilização de oócitos de 

baixa qualidade (Lonergan et al.,2003; Rizos et al., 2002; 2003). O motivo pelo o qual alguns 

oócitos apresentam qualidade inferior ainda é pouco conhecido, uma possível explicação é que 

os mesmos estão mais suscetíveis a sofrer apoptose (Ameisen, 2002). 

2.2 Maturação in vitro 

A maturação oocitária in vitro (MIV) é a etapa determinante para o sucesso da 

técnica da PIV. A não aquisição da competência oocitária nesta fase reflete principalmente no 

final do processo, diminuindo a taxa de produção de blastocistos. Apesar do grande avanço na 

PIV de embriões, os resultados de MIV relacionados ao desenvolvimento, taxas de sobrevivência 

e implantação embrionárias são inferiores quando comparados à maturação in vivo (Eppig, 2001; 

Rizos et al., 2002; Gilchrist et al., 2004; McNatty et al., 2004; Gilchrist et al., 2011). 

Katz-Jaffe et al. (2009) demonstraram que oócitos maturados in vitro apresentam 

menores quantidades de mRNA de genes envolvidos em regulação de volume, osmorecepção e 

ciclo de progressão celular tais como AQP3 e SEPT7 e expressão aumentada de SIA ubiquitin 

ligase 2, envolvida em apoptose induzida por estresse. Ademais, a MIV pode afetar a expressão 
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de genes no blastocisto. A adição de albumina bovina sérica (BSA) ao meio de maturação 

aumentou a expressão de IGF1R, IGF2 e IGF2R em blastocistos bovinos (dia 9) e o uso de soro 

fetal bovino na maturação aumentou o mRNA de HSPA1A, uma proteína heat shock 70 (Parks et 

al., 2011). A melhora nas condições de maturação e desenvolvimento de blastocistos pode ser 

alcançada através da adição de fatores ao meio de maturação tais como ácido linoleico (El- 

Sayed et al., 2006), leptina (Cross et al., 2003) e FSH (Ullah et al., 2008). 

Alguns suplementos como análogos de AMPc e inibidores de PDE3 são usados com 

sucesso para regular o nível de AMPc nos oócitos. Provavelmente esses fatores atrasam a 

maturação espontânea, permitindo que o oócito atinja a maturação citoplasmática (Wassarman et 

al., 1976; Eppig et al., 1985). A presença de fatores de crescimento que tem papel estimulatório 

na foliculogênese e/ou oogênese no meio de MIV, como EGF e IGF1, também são capazes de 

melhorar a maturação citoplasmática e aumentar o potencial de desenvolvimento oocitário 

(Artini et al., 1994; Lonergan et al., 1996). 

2.3 Apoptose 

A qualidade dos gametas é um fator crucial para o sucesso do desenvolvimento 

embrionário. O potencial de desenvolvimento oocitário é adquirido durante a oogênese através 

de diversos fatores celulares e moleculares. A apoptose, caracterizada pela morte celular 

programada controlada fisiologicamente, está entre os fatores que influenciam a aquisição da 

competência oocitária em bovinos (Zaraza et al., 2010). Oócitos com qualidade inferior tendem a 

sofrer apoptose e apresentar sinais típicos como: retração celular; condensação e fragmentação 

da cromatina, fragmentação e segmentação do DNA (Kerr et al., 1972). Esse processo é 

responsável pela degeneração de oócitos maturados in vitro com ação de estresse térmico (Roth e 
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Hansen, 2005) e de embriões produzidos in vitro (Matwee et al., 2000) ou por transferência de 

células somáticas do núcleo (Gjorret et al., 2005). 

A adição de componentes ao meio de maturação pode influenciar a porcentagem de 

células apoptóticas. Quando adicionado ao meio de maturação, o IGF1 diminui o número total de 

oócitos TUNEL-positivos em condições de estresse térmico (Zhandi et al., 2009) enquanto o 

ácido retinóico 9-cis inibe a apoptose das células do cumulus durante a maturação in vitro de 

oócitos bovinos (Ded et al., 2011). A apoptose foi confirmada pelos referidos autores através da 

técnica de deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL). 

Embora pouco se saiba sobre os possíveis sinais que podem desencadear a apoptose 

em oócitos e embriões e o mecanismo preciso pelo qual a apoptose é executada e controlada, 

todas as vias apoptóticas parecem culminar com a ativação das proteínas da família das caspases. 

As caspases são dividas em dois grupos: as caspases iniciadoras (caspases 1, 2, 8 e 9) e as 

efetoras (caspases 3, 6 e 7; Murphy e Martin, 2003). As iniciadoras são responsáveis pelo 

processamento e ativação das executoras que por sua vez atuam na clivagem proteolítica de 

inúmeras proteínas celulares levando a mudanças nas características morfológicas e 

fragmentação do DNA (Salvessen e Dixit, 1997). 

Dentre os genes reguladores da apoptose, existem duas importantes famílias: o gene 

supressor tumoral p53 e a família do gene BCL2. O gene p53 está envolvido em vários eventos 

que incluem a pausa no ciclo celular, a estimulação do reparo celular e a apoptose. Os genes da 

família BCL2 e suas proteínas correspondentes podem inibir o processo apoptótico ou propagá-

lo. Fatores anti-morte da família BCL2 revinem a liberação do citocromo c da mitocôndria, 

estabilizando dessa forma o potencial de membrana mitocondrial. No entanto, membros pró-

apoptóticos da família propagam a permeabilidade de membrana e o desbalanço iônico, levando 
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à liberação do citocromo c. No citosol, o citocromo c ativa a caspase-9, que por sua vez estimula 

a caspase-3, a qual possui um papel central na execução da apoptose, ativando o CAD (da sigla 

em inglês “caspase-activated DNAase”) responsável pela fragmentação do DNA (Afford e 

Randhawa, 2002). 

2.4 Competência e Desenvolvimento Embrionário Pré-Implantação 

Alguns genes foram identificados como importantes para o desenvolvimento 

embrionário e competência para implantação. Dois experimentos realizados in vivo e in vitro (El-

Sayed et al., 2006; Ghanen et al., 2011) compararam a expressão gênica de biopsias de embriões 

que sobreviveram após transferência e se tornaram bezerros a embriões que não implantaram ou 

falharam em manter a prenhêz, entre eles foram identificados COX2, CDX2 e PLAC8. 

A COX2 é a isoforma induzida da enzima prostaglandina endoperóxido G/H 

sintetase, responsável pela síntese de prostanóides. A alta expressão de COX2 durante a janela de 

implantação sugere que a prostaglandina liberada pelo embrião exerce importante papel em 

mediar interações com o útero (El-Sayed et al., 2006), aumentar a permeabilidade vascular 

endometrial (Kennedy, 1994) e participar do acúmulo de fluido na blastocele, responsável pela 

eclosão embrionária (Snabes e Harper, 1984). El-Sayed et al. (2006) propuseram que, devido ao 

fato da proteína COX2 estar localizada nas células trofoblásticas, o gene precursor dessa enzima 

é necessário para o alongamento do embrião, processo este resultante de uma intensa 

proliferação de células trofoblásticas e posterior implantação. 

O desenvolvimento do blastocisto é dependente de uma correta diferenciação da 

trofectoderma, que vai regular o transporte de íons e água. O CDX2 é um fator de transcrição 

expresso pelo trofectoderma necessário para sua formação e, portanto, determinante para o 

desenvolvimento normal do embrião (Bell et al., 2008). 
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Em ratos, já está bem estabelecido que o Cdx2 é importante para a implantação e 

desenvolvimento da placenta (Chawengsaksophak et al., 2004). Embriões com ausência do Cdx2 

falharam em implantar, sugerindo defeito no desenvolvimento do trofectoderma, que perdeu sua 

integridade epitelial e/ou aumentou a apoptose (Chawengsaksophak et al., 2004). 

Poucos trabalhos analisaram a expressão de mRNA de CDX2 em embriões bovinos. 

Em um destes trabalhos, demonstrou-se que o mRNA do gene CDX2 encontrava-se supra-

regulado em embriões bovinos produzidos in vitro que, inovulados, originaram gestação, quando 

comparado àqueles inovulados que sofreram reabsorção uterina (El-Sayed et al., 2006). 

Embriões bovinos produzidos por transferência nuclear apresentam expressão de CDX2 alterada 

e em quantidade inferior quando comparado com embriões produzidos in vivo. Talvez isto 

explique o fato de que os embriões produzidos por transferência nuclear apresentem maior taxa 

de perda embrionária quando comparado com os produzidos in vivo (Hall et al., 2005). 

O gene PLAC8 é substancialmente expresso na trofectoderma dos embriões no 

estágio pré-implantacional e continua sendo expresso nas células trofoblásticas gigantes e na 

camada de espongiotrofoblastos nas fases posteriores do desenvolvimento embrionário. Estudos 

em bovinos mostraram que o PLAC8 é altamente expresso no endométrio de vacas gestantes 

quando comparado a vacas não gestantes, sugerindo seu potencial papel no desenvolvimento 

placentário (Galaviz- Hernandez et al., 2003). A expressão do mRNA de PLAC8 foi 26 vezes 

maior nos blastocistos bovinos que resultaram em gestação quando comparada aos que sofreram 

absorção (El- Sayed et al., 2006), além disso, Ghanem et al., (2011) demonstraram baixa 

expressão deste gene em vacas não prenhes ou que tiveram perda embrionária, quando 

comparadas as que pariram, após transferência de embriões. 
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2.5 Fator de Crescimento Fibroblástico 10 

A família dos FGFs é composta de 22 peptídeos, sendo dividida em sete subfamílias 

(Sleeman et.al., 2001). A literatura indica que dois destes fatores de crescimento são expressos 

pelo oócito bovino, os FGF10 e 17 (Buratini et al., 2007, Machado et al., 2009) e possivelmente 

estão envolvidos na regulação da diferenciação das células do cumulus, já que elas expressam 

receptores para esses FGFs. 

O FGF10 foi originalmente isolado do mesênquima pulmonar de ratos. Esse fator 

também conhecido como fator de crescimento dos queratinócitos II (KGFII) pertence à 

subfamília do FGF7 (FGF3, 7, 10 e 22), cujos membros interagem principalmente com os 

receptores: FGFR2b e FGFR1b (Igarashi et al., 1998; Itoh e Ornitz, 2004; Zhang et al., 2006). 

Ao FGF10 foi atribuída a função de potente agente quimiotático nas porções distais do pulmão, o 

que permite a ação direcionadora do crescimento celular e tecidual (Min et al., 1998; Sekine et 

al., 1999). 

Upadhyay et al., (2003) demonstraram que o pré-tratamento de células epiteliais 

alveolares com 10 ng/mL de FGF10 previne a fragmentação e a quebra da fita de DNA induzida 

por estiramento através da ativação da via MAPK. O mesmo grupo de pesquisa determinou que o 

FGF10 previne danos oxidativos causados por H2O2 (Uphadhyay et al., 2004), bloqueia a 

apoptose e diminui em 40% a fragmentação do DNA induzidas por asbesto, também por 

mecanismos que envolvem a via MAPK/ERK (Uphadhyay et al., 2005). 

A expressão do FGF10 foi detectada em oócitos e células da teca de folículos antrais 

bovinos (Buratini et al., 2007). Apesar da similaridade estrutural entre o FGF7 e o FGF10, seus 

padrões de expressão diferem no folículo, visto que FGF7 não é expresso em oócitos. 

Experimentos recentes mostram que o FGF10 é altamente expresso em oócitos bovinos, 
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maturados in vitro e in vivo (Caixeta, 2012). Além disso, receptores de FGF10 foram detectados 

nas células da granulosa murais (Berisha et al., 2004) e do cumulus (Cho et al., 2008), o que 

reforça a ação parácrina do FGF10, proveniente do oócito e células da teca com alvo nas células 

da granulosa murais e cumulus. 

A suplementação com FGF10 em meio de maturação foi estudada por Zhang et al. 

(2010) que observaram resultados positivos ao elevar as taxas de desenvolvimento embrionário, 

melhorar a expansão das células do cumulus e aumentar o número de oócitos maduros e com 

extrusão do primeiro corpúsculo polar. Os mecanismos responsáveis por esses efeitos ainda não 

foram descritos, mas provavelmente o FGF10 produzido pelo oócito atue nas células do cumulus 

controlando a maturação oocitária e o desenvolvimento embrionário inicial (Zhang et al., 2010). 

Caixeta (2012) demonstrou grande melhora visual na expansão das células do 

cumulus por adição de FGF10 ao meio de maturação, além disso, o FGF10 aumentou a 

expressão dos principais genes relacionados à expansão do cumulus (AREG, EREG, PTX3 e 

TNFAIP6). A betacelulina, um gene que normalmente é inibido pela ação do FSH em oócitos 

maduros, na presença do FGF10 teve sua expressão diminuída.  
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RESUMO 

O fator de crescimento fibroblástico (FGF10) atua de forma parácrina no complexo 

cumulus-oócito, aumentando a expressão de genes relacionados à expansão das células do 

cumulus e à competência oócitária. Objetivou-se com o presente estudo testar se a adição do 

FGF10 ao meio de maturação melhora a maturação, diminui as taxas de oócitos apoptóticos e 

influencia na produção de embriões in vitro e na expressão de genes relacionados à competência 

e implantação embrionárias (COX2, CDX2 e PLAC8). Em todos os experimentos, oócitos foram 

obtidos de abatedouro, coletados de vacas adultas e maturados por 22 h em meio TCM 199 

suplementado com: 2.5 ng/mL FGF10, 10 ng/mL FGF10, 50 ng/mL FGF10 ou na ausência de 

FGF10 (grupo controle). No Experimento 1, depois da maturação, os oócitos foram fixados e 

corados com TUNEL para determinar a porcentagem de oócitos apoptóticos e posteriormente 

com  Hoechst-33342 para avaliação dos diferentes estágios da meiose (metáfase 1, metáfase 2 ou 

metáfase 2 com extrusão do primeiro corpúsculo polar). No Experimento 2, os oócitos foram 

fertilizados e cultivados até o estágio de blastocisto inicial. No experimento 3 avaliou-se o efeito 

da suplementação do FGF10 ao meio de maturação in vitro sobre a expressão dos genes COX2, 

CDX2 e PLAC8 em embriões bovinos. No experimento 1, os resultados demonstraram que a 

dose de 2,5 ng/mL FGF10 aumentou a porcentagem de oócitos com extrusão do primeiro 

corpúsculo polar (36%) quando comparado as doses de 10 ng/mL FGF10 (13%), 50 ng/mL 

FGF10 (12%) e grupo controle (19%; p≤0.05). Com relação ao número de oócitos apoptóticos, 

as maiores doses de FGF10 apresentaram menor quantidade de oócitos TUNEL-positivos (10 

ng/mL and 50 ng/mL FGF10, 5% e 6%, respectivamente) quando comparados a menor dose (2.5 

ng/mL FGF10; 15%) ou ao grupo controle (33%). No experimento 2, os resultados da produção 

in vitro não diferiram entre os grupos. No experimento 3, houve tendência (P<0,10) no aumento 

da expressão de mRNA de COX2 e PLAC8 (50 ng/mL FGF10) e tendência no aumento de CDX2 

(10 ng/mL FGF10). Concluiu-se que a adição de FGF10 ao meio de maturação de oócitos 

melhora o desenvolvimento oocitário in vitro, diminui a porcentagem de oócitos apoptóticos e 

tende a aumentar a expressão dos genes COX2, CDX2 e PLAC8. Entretanto o uso de FGF10 

durante a maturação não aumentou a produção de blastocistos. 

 

 

 

 

 

Palavras- chave: FGF10, oócito, maturação, apoptose. 
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INTRODUÇÃO 

Apesar do grande avanço na produção in vitro de embriões (PIV) bovinos, os 

resultados de maturação oocitária em condições de cultivo são insatisfatórios quando 

comparados à maturação in vivo. A maturação oocitária (MIV) é uma das etapas determinantes 

para o sucesso da técnica de PIV e resultados insatisfatórios nesta fase alteram drasticamente o 

desenvolvimento, sobrevivência e implantação embrionárias (Eppig, 2001; Rizos et al., 2002; 

Gilchrist et al., 2004; McNatty et al., 2004; Gilchrist et al., 2011). Conhecer melhor os 

mecanismos que controlam a maturação e os fatores que são liberados em resposta às 

gonadotrofinas durante esta etapa é fundamental para aprimorar a capacitação oocitária e 

consequentemente melhorar os resultados da PIV de embriões. 

O potencial de desenvolvimento oocitário interfere diretamente na taxa final de 

produção de embriões. Menos da metade dos oócitos produzidos in vitro chegam ao estágio de 

blastocisto (Hansel, 2003), o que pode ser causado, parcialmente, pela utilização de oócitos de 

baixa qualidade (Rizos et al., 2002; 2003; Lonergan et al., 2003). O motivo pelo qual alguns 

oócitos apresentam qualidade inferior ainda é pouco conhecido, uma das possibilidades é de que 

esses oócitos estão mais sujeitos a sofrer apoptose (Ameisen, 2002). Portanto, avaliar e melhorar 

a qualidade oocitária durante a maturação torna-se fator determinante para o sucesso da técnica. 

A suplementação do meio de maturação in vitro com fatores de crescimento presentes no 

ambiente folicular vem sendo utilizada no intuito de tornar o ambiente mais parecido com o que 

ocorre fisiologicamente. A adição de fator de crescimento epidermal (EGF) durante a MIV, por 

exemplo, melhora a maturação oocitária, expansão das células do cumulus, taxa de fertilização e 

desenvolvimento embrionário (Lonergan et al., 1996). A complementação do meio com fator de 

crescimento vascular endotelial altera positivamente a fertilização e desenvolvimento 
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embrionários (Luo et al., 2002a, 2002b), enquanto BMP15 e GDF9, individualmente ou em 

conjunto, melhoram a taxa de produção de embriões (Hussein et al., 2006). Os fatores de 

crescimento fibroblásticos (FGFs) vêm sendo apontados como mediadores da foliculogênese e 

da oogênese em bovinos (Buratini et al., 2005a, 2005b). O fator de crescimento fibroblástico 10 

(FGF10), em especial, recebe atenção como regulador putativo do folículo e do desenvolvimento 

oocitário (Buratini et al., 2005a, 2005b). 

O FGF10, originalmente isolado do mesênquima pulmonar de ratos, pertence à 

subfamília do FGF7 (FGF3, 7, 10 e 22), cujos membros interagem principalmente com os 

receptores: FGFR2b e FGFR1b (Igarashi et al., 1998; Itoh e Ornitz, 2004; Zhang et al., 2006). 

Em células pulmonares foi demonstrado que o FGF10 previne a fragmentação da fita de DNA 

induzida por estiramento e também os danos oxidativos causados por H202, além de bloquear a 

apoptose e diminuir a fragmentação do DNA induzidas por asbesto (Upadhyay et al., 2003; 

2004; 2005). 

Em bovinos, a expressão do FGF10 foi detectada em oócitos maturados in vivo e in 

vitro e células da teca de folículos antrais bovinos (Buratini et al., 2007; Caixeta, 2012) além 

disso, a presença dos seus receptores foi descrita nas células da granulosa murais (Berisha et al., 

2004) e do cumulus (Cho et al., 2008). 

De acordo com Caixeta (2012), a adição de FGF ao meio de MIV melhorou 

visualmente a expansão das células do cumulus, bem como aumentou a expressão dos principais 

genes relacionados a esse processo. Ainda durante a maturação, a suplementação de FGF10 

aumentou o número de oócitos com extrusão do primeiro corpúsculo polar e melhorou a taxa de 

desenvolvimento embrionário (Zhang et al., 2010). 
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Alguns estudos demonstram a expressão diferencial de mRNA em embriões que 

apresentam maior probabilidade de desenvolvimento e implantação quando comparados aqueles 

que falham ao implantar ou não conseguem manter a prenhêz (El-Sayed et al., 2006; Ghanen et 

al., 2011). Dentre esses genes, pode-se destacar COX2, CDX2 e PLAC8. A COX2 participa da 

eclosão e do alongamento do embrião (Snabes e Harper, 1984; El-Sayed et al., 2006), enquanto 

CDX2 é responsável pela formação da trofectoderma e parece estar envolvida na implantação 

embrionária (Chawengsaksophak et al., 2004; Bell et al., 2008). O gene PLAC8 atua no 

desenvolvimento placentário e é altamente expresso no endométrio de vacas gestantes quando 

comparado a vacas não gestantes (Galaviz-Hernandez et al., 2003). Os genes citados apresentam 

maior expressão em embriões de melhor qualidade e são pouco expressos em embriões 

considerados inaptos a implantação. 

A adição de novos fatores aos meios utilizados na PIV com o intuito de aperfeiçoar o 

processo, bem como a análise e aprimoramento da qualidade oocitária, faz-se necessária para o 

aperfeiçoamento da técnica. Dessa forma, tendo em vista os efeitos positivos do FGF10 na MIV, 

o experimento proposto visa analisar se a adição deste fator durante a maturação é capaz de 

interferir positivamente, de forma dose dependente, no estágio de maturação oocitária, na 

prevenção da apoptose, na quantidade de blastocistos produzidos in vitro e na competência do 

embrião, por meio da mensuração de mRNA dos genes COX2, CDX2 e PLAC8. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Em todos os experimentos, oócitos foram obtidos de abatedouro, coletados de 

vacas zebuínas adultas (aneloradas), maturados por 22h em meio TCM 199 suplementado 

com diferentes concentrações de FGF10 (2,5 ng/mL, 10 ng/mL, 50 ng/mL ou na ausência de 

FGF10 grupo controle; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Após a maturação, no 

experimento 1 os oócitos foram analisados com relação ao número de extrusão do corpúsculo 

polar. Posteriormente, os oócitos foram fixados e corados com TUNEL (do inglês terminal 

deoxynucleotidyl transferase enzyme) para determinar a porcentagem de oócitos apoptóticos e 

em seguida com Hoechst- 33342 para avaliação dos diferentes estágios da meiose (metáfase1, 

metáfase 2 ou metáfase 2 com extrusão do primeiro corpúsculo polar; o número de extrusões 

do corpúsculo polar não diferiu nas análises feitas antes e após a coloração). No experimento 

2, os oócitos, depois de maturados, foram fertilizados e cultivados até o estágio de blastocisto 

inicial e no experimento 3 foi avaliado o efeito do FGF10 sobre a expressão de genes 

relacionados a implantação e desenvolvimento embrionários (COX2, CDX2, PLAC8) em 

blastocistos (Figura 1). 
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Figura 1. Delineamento experimental.  

 

EXPERIMENTO 1: EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE FGF10 NA 

MATURAÇÃO E NA PORCENTAGEM DE APOPTOSE DE OÓCITOS BOVINOS 

MATURADOS IN VITRO  
 

1.1 Recuperação e classificação dos oócitos  

O processo de produção in vitro baseou-se na técnica descrita por Eberhard et al. 

(2009). Os ovários bovinos de vacas zebuínas (aneloradas) foram coletados no frigorífico Frigol 

S.A, localizado no município de Lençóis Paulista (distante 53Km do município de Botucatu) e 

transportados em recipientes térmicos contendo solução salina (NaCl 0,9%) mantida em 

temperatura entre 30 e 37 °C. 
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As aspirações foliculares foram realizadas em dias aleatórios do ciclo estral, 

utilizando-se uma seringa de 10 mL e agulha 19G. Os folículos de tamanho entre 3-8 mm foram 

puncionados e os CCOs imaturos depositados em tubos cônicos (Corning®) estéreis imersos em 

banho-maria a 37 °C. 

Após a sedimentação, os oócitos foram classificados de acordo com suas 

características morfológicas (Schüller et al., 1993). Apenas os CCOs com citoplasma 

homogêneo, circundados por três ou mais camadas compactas de células do cumulus e os oócitos 

com menos de três camadas de células do cumulus ou parcialmente desnudos, porém com 

granulação homogênea no citoplasma, foram selecionados. Os CCOs foram separados 

aleatoriamente nos grupos experimentais, conforme detalhado acima. 

1.2 Maturação oocitária in vitro  

Os CCOs selecionados foram lavados três vezes em meio TCM 199 com HEPES 

contendo 2 µg/mL de piruvato e 75 µg/mL de amicacina. Posteriormente, foram lavados em 

meio de maturação e distribuídos em cinco gotas de 90µL do mesmo meio até atingirem 

quantidade de 20 CCOs por gota em uma mesma placa de Petri (TPP®, 60 mm, Zollstr, Suíça). 

O meio de maturação utilizado foi o TCM 199 com bicarbonato (sem a adição de HEPES) 

acrescido de 4mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), 2µg/mL de piruvato, 75 µg/mL de 

gentamicina, 1ng/mL de FSH (Pluset®) e 10 UI/mL de LH (Choriomon®). O FGF10 humano 

foi adicionado em doses crescentes (0; 2,5; 10 e 50 ng/mL). Para tanto, o FGF10 foi diluído em 

BSA (4mM HCl/ 0,1%BSA). A maturação dos CCOs foi realizada em incubadora 38,5°C (5% 

de CO2 em ar) pelo período de 22 horas. 
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1.3 Ensaio de TUNEL e coloração Hoeschst - 33342  

A técnica do TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated X-dUTP nick 

end labeling, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), foi utilizada para detectar a 

fragmentação de DNA nos estágios finais da apoptose (morte celular programada), enquanto que  

a coloração com Hoechst- 33342 foi utilizada para verificação dos estágios de meiose dos 

oócitos maturados. Para tanto, os CCOs foram maturados em gotas de 90 µL de meio de 

maturação in vitro, conforme descrito anteriormente. Após a maturação, antes de corados, foi 

observada a extrusão do corpúsculo polar, que não diferiu dos resultados encontrados na análise 

feita após a coloração de Hoechst- 33342. 

A fim de retirar as células do cumulus, os CCOs foram incubados por 10 minutos em 

hialuronidase (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., São Paulo, Brasil; 0,2%; v/v). Adicionalmente, as 

células do cumulus foram removidas mecanicamente por turbilhonamento. Depois de lavados em 

PBS acrescido de 1mg/mL de polivinil-pirolidona (PVP; PBS/PVP), os oócitos foram fixados em 

solução de paraformoldeído (3,7%) durante 1h a temperatura ambiente e novamente lavados em 

PBS/PVP. Após a fixação, os embriões foram permeabilizados, em solução 0,5% de Triton X-

100 e 0,1% citrato de sódio em PBS, por mais 1 h a temperatura ambiente e lavados em 

PBS/PVP.  

Alguns oócitos foram separados para controle positivo e negativo da técnica de 

TUNEL. Os oócitos do controle positivo foram obtidos pela pré-incubação em solução de DNase 

(Invitrogen® São Paulo, Brasil; 50 U/mL) a 37
o
C por 1 h em câmara úmida. Em seguida, os 

oócitos do controle positivo e dos grupos tratados com diferentes doses do FGF10 foram 

submetidos à solução de Mix TUNEL (enzima e diluente) durante 1 h a 37
o 

C sob câmara úmida 

no escuro. O controle negativo foi incubado somente na presença do diluente. Posteriormente, 
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todos foram lavados em PBS/PVP. Para visualização do material genético, os mesmos oócitos 

foram depositados na lâmina em solução de Hoechst- 33342 (diluída em glicerol, 10 µg/mL) e 

posteriormente recobertos por lamínula. 

A visualização do material genético fluorescente em azul (corante Hoechst 33342) 

foi verificada por microscopia de epifluorescência (filtro de excitação de 365 nm e de emissão 

420 nm) e indicou o estágio de meiose das células. Oócitos em metáfase 2 e/ou com extrusão do 

corpúsculo polar foram considerados maturos. Já a visualização de núcleos fluorescentes em 

verde (ensaio de TUNEL; filtro 450-490nm e de emissão 515nm) indicaram células com 

fragmentação no DNA. 

 

EXPERIMENTO 2: EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE FGF10 NA 

PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES BOVINOS 
 

A recuperação, seleção e maturação in vitro dos CCOs seguiu o mesmo 

procedimento supracitado. 

2.1 Preparo do sêmen e fertilização in vitro  

Os oócitos maturados foram transferidos para gotas contendo meio de fertilização, 

composto de TALP-FIV suplementado com 6 mg/mL BSA livre de ácidos graxos, 2 g/mL de 

piruvato, 75 g/mL de gentamicina, 11 g/mL de heparina  e 44 L/mL de solução de 

penicilamina, hipotaurina e epinefrina  (PHE). 

O descongelamento do sêmen foi realizado em água a 37° C por 30 segundos. Em 

seguida, o sêmen foi depositado sobre a superfície do gradiente de Percoll (Sigma-Aldrich Brasil 

Ltda, São Paulo, Brasil) com densidade descontínua (0,5 mL a 45% sobre 0,5 mL a 90%) em 

tubo de 1,5 mL e centrifugado a 11.000 rpm por 5 minutos. Os espermatozóides viáveis foram 
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novamente depositados em tubo de 1,5 mL com 0,4 mL de meio de fertilização e centrifugados 

por mais 3 minutos a 3.000 rpm para lavagem. 

Posteriormente, os espermatozoides viáveis obtidos do sedimento foram submetidos 

à avaliação de motilidade e concentração (câmara de Neubauer) e diluídos em volume suficiente 

de meio de fertilização a fim de estabelecer a concentração final de 1x10
6
 espermatozóides/mL. 

Em seguida, a fertilização dos oócitos foi realizada utilizando 10 µL de sêmen diluído, por gota. 

Os oócitos permaneceram em fertilização por 12-18 h incubados a 38,5°C (5% de CO2 em ar). 

2.2 Desnudamento e cultivo in vitro dos embriões bovinos  

Após a fertilização (Dia 0), os prováveis zigotos foram submetidos ao 

turbilhonamento na própria gota de fertilização por repetidas pipetagens até terem as células do 

cumulus circundantes removidas. Depois de desnudados, os prováveis zigotos foram transferidos 

para gotas de 90 µL meio de cultivo em placas de Petri, onde permaneceram incubados até o 

estágio de blastocisto (Dia 8). 

O meio de cultivo utilizado para o controle foi o SOFaaci (synthetic oviduct fluid; 

Holm, 1999) acrescido de piruvato de sódio (2%) e BSA (5%). Durante todo o cultivo, as placas 

contendo os embriões foram mantidas a 38,5° C em sacos plásticos contendo uma mistura gasosa 

de 5 % de O2, 5 % de CO2 e 90 % de N2. 

As trocas parciais do meio de cultivo foram realizadas 72 horas após a fertilização. 

Nestas trocas parciais, foram retirados 50 µL de meio já presente e acrescentados 50 µL de meio 

de cultivo fresco em cada gota (“feeding”).  

No dia 3 de cultivo foi observada a quantidade de embriões que clivaram e quantos 

deles chegaram ao estágio de oito células. No dia 8 de cultivo embrionário, os embriões foram 

classificados como blastocisto inicial, blastocisto expandido e blastocisto eclodido. 
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Os embriões em estado de blastocisto inicial no dia 8 foram agrupados em pools de 

cinco blastocistos para quantificação relativa dos genes-alvo relacionados à qualidade 

embrionária: COX2, CDX2 e PLAC8. 

 

EXPERIMENTO 3: EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO DE FGF10 NA MATURAÇÃO IN 

VITRO DE EMBRIÕES SOBRE A EXPRESSÃO DOS GENES PLAC8, CDX2 E COX2 

EM EMBRIÕES BOVINOS. 

 

3.1 Extração de RNA total e reação de transcrição reversa 

A extração de RNA total dos pools de blastocistos (5 blastocistos/pool) foi 

realizada segundo o protocolo RNeasy (Qiagen®). Ao final da extração, as amostras de RNA 

total foram solubilizadas em 25µL água destilada e autoclavada e armazendas em freezer -80º 

C até o início das análises de expressão gênica. 

Para a reação de transcrição reversa (RT), as amostras de RNA total foram tratadas 

com DNAse para eliminação de eventual contaminação por DNA genômico, antes de serem 

submetidas ao RT-qPCR (reação de transcrição reversa seguida por reação em cadeia da 

polimerase em tempo real). Conforme as instruções do protocolo DNAse I – Amplification 

Grade (Invitrogen
®

), o volume da solução de RNA total tratado com DNAse foi composto então 

por 8 µL do RNA total para cada pool de blastocistos. A este volume, foi adicionado 1µL de 

tampão DNAse e 1µL de DNAse I (1 unidade/µL). Essa solução permaneceu à temperatura 

ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi acrescida de 1µL de EDTA (25 mM) e incubada 

a 65°C por 10 minutos para inativação da enzima. Após esse procedimento, as amostras foram 

armazenadas em gelo até serem submetidas à reação de transcrição reversa.  

A reação de RT foi realizada segundo o protocolo Superscript III (Invitrogen®), com 

a adição (no tubo contendo o RNA total tratado com DNAse I), de: 1 µL de oligonucleotídeo 
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iniciador Oligo dt (500 µg/mL), 1 µL de dNTP Mix (10nM). Esta solução foi incubada a 65º C 

por 5 minutos e, em seguida, sofreu incubação em gelo por 1,5 minutos. Após estas etapas, 

foram adicionados à solução, 4 µL de tampão “First Strand” (5X), 1 µL de DTT (0,1M) e 1 µL 

de “RNAse OUT Inhibitor” (40 unidades/µL, Invitrogen®). Na sequência, foi acrescido 1 µL de 

SuperScript III (transcriptase reversa) e iniciou-se a incubação, primeiramente a 50° C por 50 

minutos, depois a 70° C por 15 minutos e, finalmente, 4º C por 2 minutos. Todas as incubações 

foram realizadas no termociclador PTC200 DNA Engine Thermal Cycler (MJ Research, CA, 

EUA). As amostras foram mantidas a -20° C para utilização no qPCR em tempo real. 

3.2 Investigação da expressão gênica por PCR em Tempo real  

A expressão dos genes-alvo CDX2, COX2 e PLAC8 foi investigada por ensaio de 

qPCR em tempo real a partir do mRNA proveniente de pools (n=5/grupo experimental) de 

blastocistos, contendo cada um 5 embriões. Para a amplificação dos genes alvos foi utilizado o 

sistema Power Sybr
®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystem) utilizando o equipamento 

StepONe PLus Real Time PCR Systems
TM 

(Applied Biosystem), juntamente com os 

oligonucleotídeos iniciadores bovino-específicos correspondentes (Tabela 1). Para a 

amplificação dos genes constitutivos, foram utilizadas as sequências dos oligonucleotídeos 

iniciadores descritas por Machado et al., 2009. 
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Tabela 1: Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores (S: oligonucleotídeo iniciador “sense” A: 

oligonucleotídeo iniciador “antisense”). 

 
Genes Sequência Temperatura de 

Anelamento (ºC) 

Tamanho (pares 

de base) 

COX-2 S: 5’ AAGCCTAGCACTTTCGGTGGAGAA 3’ 

A: 5’ TCCAGAGTGGGAAGAGCTTGCATT 3’ 

60 168 

CDX-2   S: 5´ TGGAGCTGGAGAAGGAGTTTCACT 3’ 

  A: 5´ TCCTTCGCTCTGCGGTTCTGAAAT 3’ 

56 133 

PLAC8   S: 5’ GAC TGG CAG ACT GGC ATC TT 3’ 

  A: 5’ CTC ATG GCG ACA CTT GAT CC 3’ 

60 140 

 

3.3 Análise dos dados de PCR em tempo real  

A análise dos dados foi feita pela estimativa da eficiência de amplificação de cada 

amostra utilizando o software “LinRegPCR” que considera a eficiência com base na curva de 

amplificação individual de cada tubo. A eficiência de cada gene foi calculada pela média das 

eficiências individuais de cada tubo analisado. 

Diferenças na taxa de expressão dos genes foram normalizadas pela frequência de 

expressão daquele que foi considerado o melhor controle endógeno (GAPDH, Histona H2A ou 

Ciclofilina A; CYC-A). Para selecionar o gene endógeno mais estável, os três genes supracitados 

tiveram seu padrão de expressão comparados usando o software geNorm para Microsoft Excel 

(medgen.ungent.be/genorm; Ramakers et al., 2003), o qual apontou a CYC-A como o  gene 

constitutivo  mais estável. 

Os valores de expressão dos genes-alvo foram normalizados pela expressão da CYC-

A e quantificadas pela equação Pfaffl et al. (2001; Figura 2). 
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Figura 2. Modelo matemático para cálculo da expressão relativa derivada de dados obtidos por qPCR em 

tempo real. A razão de um gene alvo é expressa em relação ao gene constitutivo e normalizada em relação 

à amostra controle. Ealvo é a eficiência do transcrito do gene alvo; Eref é a eficiência do transcrito gene 

referência; ΔCPalvo é desvio de CP do controle – amostra do gene alvo transcrito; ΔCPref é desvio de CP 

do controle – amostra do gene referência transcrito. 

 

RESULTADOS 

EXPERIMENTO 1: EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE FGF10 NA 

MATURAÇÃO E NA PORCENTAGEM DE APOPTOSE DE OÓCITOS BOVINOS 

MATURADOS IN VITRO 

  

Após as 22 h de maturação, a maioria dos oócitos, nos grupos tratados com FGF10 e 

no grupo controle, encontrava-se em estágio de metáfase 2 (MII), sem extrusão do primeiro 

corpúsculo polar. A porcentagem de oócitos em metáfase 1 (MI) não diferiu entre os grupos 

experimentais. A concentração 2,5 ng/mL FGF10 apresentou a menor quantidade de oócitos em 

MII quando comparada ao grupo controle e demais concentrações. Porém, esta mesma 

concentração, originou maior porcentagem de oócitos com extrusão do corpúsculo polar (Figura 

3). Foram realizadas cinco réplicas (54- 99 oócitos por réplica), totalizando 394 oócitos. 

A adição de FGF10 ao meio de maturação diminuiu significativamente a ocorrência 

de apoptose nos oócitos maturados por 22 h e esta diminuição foi mais acentuada nas 

concentrações de 10 ng/mL e 50 ng/mL (Figura 4). 

 

Razão =

(E alvo)

∆CP alvo (controle – amostra)

(E ref)
∆CP ref (controle – amostra)

Razão =

(E alvo)

∆CP alvo (controle – amostra)

(E ref)
∆CP ref (controle – amostra)
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Figura 3. Efeitos de diferentes concentrações de FGF10 (0; 2,5; 10; 50 ng/mL) na porcentagem de oócitos 

em metáfase I; metáfase II; metáfase II com extrusão do primeiro corpúsculo polar (Cp) corados com 

Hoechst- 33342  após 22 h de maturação. Os valores são representados como LSMEAN ± EPM. Foram 

realizadas cinco réplicas (54-99 oócitos por réplica), totalizando 394 oócitos. Letras diferentes indicam 

diferença entre os grupos (p< 0,05).  
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Figura 4. Efeitos de diferentes concentrações (0; 2,5; 10; 50 ng/mL) de FGF10 na porcentagem de oócitos 

TUNEL positivos após 22 h de maturação. A proporção de oócitos marcados com túnel positivo foi 

afetada pelo FGF10 em todas as concentrações. Os valores estão representados como LSMEAN ± EPM. 

Foram realizadas cinco réplicas (54-99 oócitos por réplica), totalizando 394 oócitos. Letras diferentes 

indicam diferença entre os grupos (p< 0,05). 
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EXPERIMENTO 2: EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE FGF10 NA  

PRODUÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES BOVINOS 
 

Foram utilizados 946 oócitos obtidos de fêmeas aneloradas (Bos indicus) para 

determinar a taxa de produção de blastocistos. Destes oócitos, 490 foram utilizados para análise 

de clivagem e mórula. Não houve diferença significativa entre os grupos com relação às taxas de 

desenvolvimento embrionário (Tabela 2). 

Tabela 2. Taxas de clivagem, mórula e blastocisto (LSMEAN ± EPM ; n= 5 réplicas). As taxas de 

clivagem, mórula e blastocisto foram calculadas em relação número de oócitos. Foram utilizados 946 

(161-175 oócitos por experimento) e 490 oócitos (93- 97 oócitos por experimento) para determinação das 

porcentagens de blastocisto e clivagem/mórula, respectivamente. 
 

FGF10 

 (ng/mL) 

CLIVAGEM (%) MÓRULA (%) BLASTOCISTO (%) 

2,5 71,94 ± 4,99 30,05 ± 7,44
 

17,75 ± 3,81
 

10 71,29 ± 3,72 23,23 ± 5,54
 

10,76 ± 3,29
 

50 60,93 ± 3,72 19,40 ± 5,54
 

13,71 ± 3,29
 

Controle 70,36 ± 3,72 20,63 ± 5,54
 

13,34 ± 3,29
 

 

EXPERIMENTO 3: EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO DE FGF10 NA MATURAÇÃO IN 

VITRO DE EMBRIÕES SOBRE A EXPRESSÃO DOS GENES PLAC8, CDX2 e COX2 EM 

EMBRIÕES BOVINOS 

  

A adição de FGF10 ao meio de maturação tendeu a aumentar (p<0,10) a expressão 

dos genes COX2 (50 ng/mL; Figura 5), CDX2 (10 ng/mL; Figura 6) e PLAC8 (50 ng/mL; Figura 

7).  



38 
 

FGF10 (ng/ml)

P=0,07

Expressão de COX 2

controle

 

Figura 5. Efeito da adição de FGF10 recombinante durante a maturação in vitro sobre a expressão do 

mRNA do gene COX2 nos pools de blastocistos bovinos produzidos in vitro (n= 5 pool; 5 blastocistos/ 

pool). Os valores médios dos grupos são apresentados como média ± EPM e foram obtidos pela 

quantificação do gene alvo em relação ao gene constitutivo CYC-A pelo método ∆∆Ct corrigidos pela 

eficiência da amplificação.  
 

FGF10 (ng/ml)

P=0,08

Expressão de CDX 2

controle

 
Figura 6. Efeito da adição de FGF10 recombinante durante a maturação in vitro sobre a expressão do 

mRNA do gene CDX2 nos pools de blastocistos bovinos produzidos in vitro (n= 5 pool; 5 blastocistos/ 

pool). Os valores médios dos grupos são apresentados como média ± EPM e foram obtidos pela 

quantificação do gene alvo em relação ao gene constitutivo CYC-A pelo método ∆∆Ct corrigidos pela 

eficiência da amplificação.  
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Figura 7. Efeito da adição de FGF10 recombinante durante a maturação in vitro sobre a expressão do 

mRNA do gene PLAC8 nos pools de blastocistos bovinos produzidos in vitro (n= 5 pool; 5 blastocistos/ 

pool). Os valores médios dos grupos são apresentados como média ± EPM e foram obtidos pela 

quantificação do gene alvo em relação ao gene constitutivo CYC-A pelo método ∆∆Ct corrigidos pela 

eficiência da amplificação.  

 

DISCUSSÃO 

O FGF10, quando adicionado ao meio de maturação, influenciou os estágios de 

desenvolvimento oocitário, diminuiu a taxa de apoptose e tendeu a aumentar a expressão dos 

genes COX2, CDX2 e PLAC8. Apesar deste efeito benéfico, o FGF10 não aumentou a produção 

in vitro de blastocistos. 

Com relação ao desenvolvimento oocitário, observou-se que a adição de 2,5 ng/mL 

de FGF10 ao meio de maturação promoveu aumento no número de oócitos que apresentaram 

extrusão do primeiro corpúsculo polar, corroborando os de resultados de Zhang et al. (2010) que 

observaram o mesmo efeito nas doses 0,5 ng/mL e 50 ng/mL de FGF10.  

A avaliação da ativação de diversas proteínas durante a transição do oócito de VG 

até MII revelou que muitas kinases estão presentes durante a maturação oocitária, mas nem todas 

encontram-se em seu estado ativo (Nebreda e Hunt, 1993; Shibuya e Ruderman, 1993). Uma das 
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kinases envolvidas na maturação é a proteína ativadora da mitose (MAPK), que encontra-se em 

seu estado inativo apenas no estágio de VG. Quando a MAPK é mantida inativa os oócitos não 

são capazes de romper a vesícula germinativa (Li et al., 2008). Fostatidil Inositol trifosfato 

(PI3K) também participa da maturação atuando após o estágio MI de maturação (Anas et al., 

1998; 2000). Em suínos foi demonstrado que a PI3K atua nas células do cumulus, no fechamento 

das junções GAP, desencadeando a ativação da p34cdc2 kinase resultando no processo de 

maturação, após estágio de MI até MII (Shiimada et al., 2001). Outro exemplo é a 

serina/treonina kinase, também conhecida como proteína kinase B (Akt; PKB) que, quando 

inibida, mantém a maioria dos oócitos em MI (Tomek e Smiljakovic, 2005). Além de participar 

da maturação, a Akt também está envolvida na inativação de proteínas pró-apoptóticas 

envolvidas no processo de apoptose, incluindo a caspase 9  (Okumura et al., 2002).   

Em bovinos, a não ativação da via MAPK mantém a maioria dos oócitos in vitro em 

estágio de VG (Kubelka et al., 2000; Lonergan et al., 2003). Por outro lado, quando não há a 

ativação do PI3K e do Akt os oócitos passam pela quebra da vesícula, mas ficam, em sua 

maioria, estacionados em MI, o que sugere a participação da via PI3K/Akt não na retomada da 

meiose, mas sim após o estágio MI de maturação. Além disso, Hoshino e Sato (2008) 

demonstraram que a inativação da Akt prejudica a extrusão do primeiro corpúsculo polar em 

camundongos (Hoshino e Sato, 2008; Anas et al., 1998; Tomek e Smiljakovic, 2005). Sendo 

assim, pode-se especular que o FGF10 estaria possivelmente atuando na ativação da via 

PI3K/Akt, já que a suplementação do meio com FGF10 não alterou as taxas de oócitos em 

estágio MI, porém proporcionou maior desenvolvimento após esse estágio, até a extrusão do 

primeiro corpúsculo polar. A ativação da via PI3K/Akt pelo FGF10 também explicaria sua ação 
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antiapoptótica, através da regulação de genes da família BCL2, como ocorre com o fator de 

crescimento semelhante à insulina 1 (IGF1). 

Outros efeitos positivos decorrentes da adição do FGF10 durante a maturação foram 

demonstrados em oócitos bovinos por Zhang et al. (2010) e Caixeta (2012). Nos dois estudos, o 

fator aumentou consideravelmente a expansão das células do cumulus, evento considerado 

determinante para a melhora da capacidade oocitária e posterior desenvolvimento embrionário 

(Furnus et al., 1998). Além disso, Caixeta (2012) apresentou resultados positivos relacionados à 

expressão de genes membros da família de fatores de crescimento epidermal (EGF)-like, 

responsáveis pela expansão das células do cumulus (ampiregulina, AREG e epiregulina, EREG), 

adicionando 10 ng/mL de FGF10 ao meio de maturação (22h). Na presença do FGF10, a 

betacelulina, geralmente inibida pela ação do FSH, teve sua expressão diminuída enquanto genes 

ativos na presença de FSH (AREG e EREG) tiveram maior expressão (Caixeta, 2012). 

No presente trabalho, além de interferir no estágio de maturação, todas as 

concentrações de FGF10 testadas reduziram a apoptose de oócitos maturados por 22 h, quando 

comparados ao controle. Já foi demonstrado que os FGFs 1, 2, 6 e 8 podem inibir a morte celular 

em diversos tecidos através da prevenção da indução de danos causados por espécies oxidativas 

(Kwabi-Addo et al., 2004). O efeito antiapoptótico do FGF10, especificamente, foi relatado por 

Upadhyay et al. (2004; 2005), que observaram a influência da adição de FGF10 em culturas de 

células epiteliais do pulmão, onde os danos celulares causados por asbestos foram minimizados 

pela adição de FGF10 (1, 10 e 100 ng/mL) através da ativação da via MAPK/ERK.  O mesmo 

grupo descreveu a ação atenuante do FGF10 sobre danos no DNA de células epiteliais do 

pulmão, causados por estresse oxidativo e pela própria ação mecânica pulmonar, também 

utilizando a via MAPK/ERK. Em células do cumulus, Salhab et al. (2011), demonstraram que 
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Akts diminuem a frequência de apoptose enquanto as ERKs não estão envolvidas no processo de 

apoptose. Em embriões, a via MAPK/ERK também não é utilizada para fins antiapoptóticos, mas 

pode ser utilizada como meio para sinalização da proliferação celular pelo IGF1 (Jousan e 

Hansen, 2007). 

Hansen e Fear (2011) demonstraram que embriões de duas células são resistentes a 

apoptose por possuírem a mitocôndria resistente a despolarização em resposta a sinais pró e 

antiapoptóticos. A inibição da despolarização deve-se a combinação de baixa quantidade de 

proteínas pró-apoptóticas, como BAX, e ao aumento na concentração da proteína anti-apoptótica 

BCL2 (Hansen e Fear, 2011). Sabe-se que uma das vias responsáveis pela transcrição dos genes 

BAX e BCL2 é a via PI3K/Akt. Efeitos antiapoptóticos causados pelo tratamento com IGF1, 

adicionado ao meio de maturação, são dependentes dessa mesma via, PI3K/Akt, que quando 

inibida, tanto por inibidores de PI3K e/ou Akt, aumenta consideravelmente a quantidade de 

células túnel positivas embrionárias (Jousan et al., 2008). Como visto anteriormente, uma 

provável via pela qual o FGF10 atua durante maturação é a PI3K/Akt. A ativação dessa via pelo 

FGF10, então, poderia não só estar favorecendo a maturação como também a ação antiapoptótica 

do FGF10, que atuaria na expressão de fatores pró e antiapoptóticos, como ocorre com IGF1. 

Apesar de melhorar a maturação oocitária, neste trabalho, o FGF10 não aumentou a 

porcentagem de oócitos que alcançaram o estágio de blastocisto. Esse resultado, difere daquele 

relatado por Zhang et al. (2010) onde a adição de 0,5 ng/mL ao meio de maturação aumentou as 

taxas de embriões bovinos produzidos in vitro. A discrepância entre os estudos pode estar 

relacionada a diversos fatores. O primeiro seria o meio base de maturação utilizado pelo referido 

grupo, que não foi o mesmo utilizado em nosso experimento. A quantidade de FSH adicionada 

ao meio foi maior no experimento realizado pelo grupo de Zhang (25 ng/mL) do que em nosso 
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experimento (1 ng/mL). A diferença na quantidade de FSH no meio pode ter influenciado os 

efeitos do FGF10, visto que foi demonstrado que o FSH induz a expressão dos receptores de 

FGF10 nas células da granulosa (Buratini et al., 2007). 

Outra diferença relacionada aos meios de maturação utilizados pelos grupos é a 

presença ou não de BSA. No presente experimento o meio de maturação TCM199 foi 

suplementado, entre outros fatores, com 4 mg/mL de BSA enquanto que  Zhang utilizou o meio 

TCM199 suplementado com 1 mg/mL de álcool polivinil (PVA). O PVA é um polímero de 

composição definida ao passo que o BSA é um meio semidefinido composto de vários 

aminoácidos, fatores de crescimento, vitaminas e outros fatores ainda desconhecidos, essenciais 

ao desenvolvimento do oócito (Stein e Moore, 1949; Gordon, 2003). Embora tenha sido 

demonstrado que a cinética da maturação (6 h, 18 h e 24 h) não é afetada pelo meio 

suplementado com BSA ou PVA (Mingoti et al., 2009) e esses oócitos tenham a capacidade de 

atingir o estágio de MII e serem fertilizados, Senbon et al. (2004) demonstraram que oócitos 

maturados na ausência de soro apresentam desenvolvimento deficiente e não alcançam estágio de 

blastocisto (Senbon et al., 2004). Outros trabalhos evidenciaram que a falta de proteínas no meio 

de maturação retarda a extrusão do primeiro corpúsculo polar, indicando que aminoácidos são 

necessários para a regulação da fertilização in vitro (Eckert e Niemann, 1995; Lim et al., 1999) 

A baixa qualidade do meio de maturação do estudo acima citado, sem presença de 

BSA provavelmente tornou mais evidente a ação do FGF10 nos grupos tratados, já que estes, 

mesmo com pequenas doses do fator de crescimento (0,5 ng/mL) já estariam minimizando os 

efeitos negativos na aquisição da competência oocitária, ocasionados não só pela falta de FGF10 

como também pela falta de outros fatores fundamentais.  
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O efeito da suplementação de FGF10 na maturação in vitro de embriões foi 

observado também através da quantificação de mRNA COX2, CDX2 e PLAC8 em blastocistos. 

O gene COX2 é necessário ao processo de alongamento embrionário, resultante da intensa 

proliferação das células trofoblásticas e subsequente implantação. A alta expressão de COX2 no 

período de implantação embrionária sugere um importante papel das prostaglandinas liberadas 

pelo embrião em mediar interações com o útero (Charpigny et al., 1997; Wang et al., 2002). 

Blastocistos que resultaram em prenhêz apresentaram maior expressão do gene COX2 quando 

comparados a embriões reabsorvidos depois de serem transferidos (El- Sayed et al., 2006). A 

expressão de COX2 em embriões maturados em meio suplementado com FGF ainda não foi 

descrita, no entanto, Caixeta (2012) observou em células do cumulus de CCOs maturados por 

22h em meio acrescido de 10 ng/mL de FGF10, o aumento na expressão de COX2, considerado 

gene alvo da família dos fatores EGF-like e um dos responsáveis pela expansão das células do 

cumulus (Fru et al., 2007; Portela et al., 2011).  

Outro gene analisado, CDX2, é um fator de transcrição expresso pela trofoectoderma, 

necessário a implantação e essencial ao desenvolvimento da placenta, motivo pelo qual 

anomalias embrionárias podem resultar em problemas placentários ou de implantação (Hall et 

al., 2005). PLAC8 é um gene de invasão que, assim como CDX2, é expresso na trofoectoderma e 

está relacionado ao desenvolvimento da placenta. Ambos apresentaram maior expressão em 

embriões que obtiveram sucesso ao serem implantados, quando comparados aos que sofreram 

reabsorção (El- Sayed et al., 2006). Embriões CDX2 nulos falharam ao implantar, devido a perda 

da integridade das células epiteliais trofoblásticas e/ou ao aumento de apoptose na trofectoderma 

(Rossant, 2001; Chawengsaksophak et al., 1997). PLAC8, também foi mais expresso no 

endométrio de vacas prenhas comparado a vacas não prenhas, o que sugere um importante papel 
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na interface materno fetal (Galaviz- Hernandes et al., 2003; Klein et al., 2006). Ghanem et al., 

(2011) observaram superexpressão de PLAC8 em biópsia de embriões que se tornaram bezerros.  

Não foram encontrados relatos sobre a expressão desses genes em embriões 

maturados com adição de FGF10. Porém, Yang (2010), usando duas linhagens de células 

trofoblásticas de bovinos e ovinos, demonstrou que os FGF2 e 10 induzem a proliferação e 

migração das células do trofectoderma, o que contribui para o desenvolvimento e alongamento 

do concepto. Os FGFs 2 e 10, produzidos pelo endométrio uterino ou pelo próprio embrião 

parecem ser responsáveis pela indução de vários sistemas MAPK que devem ser ativados para 

promover essa migração e regular o desenvolvimento embrionário, entre eles: ERK1/2, 

p38MAPK e Stress Activated Protein Kinase/ Jun N-terminal kinase (SAPK/JNK). No entanto o 

mecanismo exato pelo qual os FGFs 2 e 10 desencadeiam esses eventos celulares ainda não 

foram observados. 

No presente trabalho houve tendência de aumento em todos os genes testados. A 

dose de 10ng/mL de FGF10 aumentou a expressão de CDX2, enquanto a dose de 50 ng/mL 

influenciou os genes COX2 e PLAC8. Tais evidências sugerem que, mesmo sem interferir 

diretamente na taxa de produção in vitro de embriões, o FGF10 estaria atuando na qualidade 

embrionária, visto que a maturação e a aquisição da competência oocitária influenciam 

diretamente o final do processo de PIV (Sirard e Blondin, 1996; Eppig et al., 2009).  

Conclui-se que a adição do FGF10 ao meio de maturação de oócitos melhora o 

desenvolvimento oocitário in vitro, diminui a porcentagem de oócitos apoptóticos e tende a 

aumentar a expressão dos genes COX2, CDX2 e PLAC8. Entretanto, o uso de FGF10 durante a 

maturação não aumentou a produção de blastocistos.   
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