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RESUMO 

O objetivo desse estudo foi verificar o efeito da interleucina 1 beta (IL-1β) e do fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α) durante o crescimento in vitro de oócitos bovinos provenientes de folículos 

antrais  pequenos (1-3 mm). Para tanto, os complexos cumulus oócitos (COCs) recuperados 

foram cultivados em TCM-199 sozinho ou suplementado com IL-1β (10 ng/mL), TNF-α (10 

ng/mL) ou ambos IL-1β e TNF-α. Após 48 horas de cultivo, o diâmetro dos oócitos foi 

mensurado e, em seguida, os COCs foram destinados a um período de pré-maturação (pré-MIV), 

por 20 horas, em meio TCM-199 suplementado com 10 µM de cilostamida. Após período de pré-

maturação, metade dos COCs foi destinada a maturação in vitro (MIV) por 22 horas, enquanto a 

outra metade foi destinada à verificação da progressão meiótica por coloração de Hoechst 33342. 

Além disso, foi avaliada a distribuição mitocondrial de oócitos após a pré-maturação e maturação 

nos diferentes tratamentos, bem como oócitos oriundos de folículos crescidos in vivo (diâmetros 

≤ 3 mm ou > 5 mm). Realizou-se também a análise da expressão de RNAm para GDF-9, c-Mos, 

Ciclina-1β e H1foo após a pré-maturação in vitro. Para análise estatística, o teste t pareado foi 

usado para comparar os diâmetros dos oócitos antes e após o cultivo. ANOVA one way analisou 

o crescimento oocitário, enquanto que o teste Kruskal-Wallis comparou os níveis de RNAs 

mensageiros à expressão gênica. O teste Chi-quadrado foi utilizado para avaliar a progressão 

meiótica dos oócitos. Os resultados demonstraram que após 48 horas, houve um aumento 

significativo do diâmetro oocitário em todos os tratamentos. No entanto, os oócitos cultivados na 

presença de TNF-α ou de IL-1β e TNF-α apresentaram maiores diâmetros quando comparados 

àqueles cultivados no meio controle. Com relação à distribuição mitocondrial, verificou-se uma 

distribuição heterogênea nos oócitos provenientes de folículos crescidos in vivo (> 5 mm), bem 

como após a pré-MIV em TCM-199 sozinho ou suplementado com TNF-α. No entanto, após a 

MIV, as mitocôndrias apresentavam uma distribuição heterogênea apenas no TCM-199. A 

respeito da expressão gênica, TNF-α, IL-1β ou ambos não influenciaram a expressão de GDF-9, 

c-Mos, Ciclina-1β e H1foo. Em conclusão, TNF-α ou ambos TNF-α e IL-1β favoreceram o 

crescimento dos oócitos durante o período que antecede a pré-maturação. No entanto, estas 

substâncias não exercem efeitos durante a maturação de oócitos provenientes de folículos antrais 

pequenos. 

 

Palavras-chave: maturação in vitro, pequenos folículos antrais, TNF-α, IL-1β, citocinas, bovinos 

 



ABSTRACT 

 

The aim of this study was to verify the effect of Interleukin 1 beta (IL-1β) and tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α) during the in vitro growth of bovine oocytes from small antral follicles (1-3 

mm). Therefore, the recovered COCs were cultured in TCM-199 alone or supplemented with IL-

1β (10 ng/ml), TNF-α (10 ng/ml) or both IL-1β and TNF-α. After 48 hours of culture, oocyte 

diameter was measured and the COCs were then pre-matured (pre-MIV) for 20 hours in TCM-

199 medium supplemented with 10 μM cilostamide. After pre-maturation period, half of the 

COCs were submetted to matureted in vitro (IVM) for 22 hours, while the other half was used to 

verify the meiotic progression by staining of Hoechst 33342. In addition, the mitochondrial 

distribution of oocytes was e valuated after culture in the different treatments, as well as oocytes 

from follicles grown in vivo (diameters ≤ 3 mm or > 5 mm). The expression of mRNA for GDF-

9, c-Mos, Cyclin-1β and H1foo was also analyzed after in vitro pre-maturation. For statistical 

analysis, paired t-test was used to compare oocyte diameters before and after culture. ANOVA 

one way analyzed oocyte growth, while the Kruskal-Wallis test compared levels of mesenteric 

RNAs to gene expression. The Chi-square test was used to evaluate the meiotic progression of 

oocytes. The results demonstrated that after 48 hours there was a significant increase in oocyte 

diameter in all treatments. However, oocytes cultured in the presence of TNF-α or IL-1β and 

TNF-α showed larger diameter when compared to those cultured in the control medium. 

Regarding the mitochondrial distribution, a heterogeneous (pericortical) distribution was 

observed in oocytes from follicles grown in vivo (> 5 mm), as well as after pre-IVM in TCM-199 

alone or supplemented with TNF-α. However, after IVM, mitochondria had a heterogeneous 

distribution only in TCM-199. Regarding gene expression, TNF-α, IL-1β or both did not 

influence the expression of GDF-9, c-Mos, Cyclin-1β and H1foo. In conclusion, TNF-α or both 

TNF-α and IL-1β favored oocyte growth during the pre-maturation period. However, these 

substances did not induce effects during maturation of oocytes from small antral follicles 

 

Keywords: in vitro maturation, small antral follicles, TNF-α, IL-1β, cytokines, bovines 
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1.  INTRODUÇÃO 

O Brasil possui um rebanho bovino de aproximadamente 193,4 milhões de animais, 

sendo o maior contigente comercial bovino do mundo (ANUALPEC, 2014). Diante deste 

cenário, o desenvolvimento de biotécnicas reprodutivas, tais como a fecundação in vitro (FIV) e a 

transferência de embriões (TE), têm criado oportunidades extraordinárias para a reprodução 

animal e proporcionado uma grande potencialização na multiplicação de animais de elevado 

valor econômico/zootécnico. Na espécie bovina, merece destaque a técnica de produção in vitro 

de embriões (PIV), associada à coleta de oócitos a partir da punção folicular guiada por ultra-som 

(ovum pick up – OPU), a qual tem sido utilizada como instrumento importante para diminuir o 

intervalo entre gerações e acelerar o melhoramento genético animal (BUENO & BELTRAN, 

2008).  

Apesar dos importantes avanços alcançados a partir da utilização desta biotécnica, a 

produção de embriões a partir de fêmeas de alto valor genético pode ser ainda mais eficiente, 

especialmente quando se considera que, durante a Ovum pick up (OPU), uma grande quantidade 

de oócitos provenientes de folículos ovarianos antrais pequenos (FAPs) são recuperados, mas o 

processo de maturação in vitro (MIV) destes oócitos não ocorre de forma eficiente (LIMA & 

SANTOS, 2010). Adicionalmente, somente cerca de 30% de embriões são capazes de gerar 

prenhez após transferência (PONTES et al., 2009). Desta forma, o desenvolvimento de sistemas 

de cultivo in vitro que possibilitem o crescimento de oócitos provenientes de FAPs, até estarem 

aptos à maturação, pode incrementar a PIV de embriões bovinos. Para isso, é necessário o 

entendimento da fisiologia ovariana, a fim de desenvolver técnicas in vitro que possibilitem o 

máximo aproveitamento das diversas categorias de folículos ovarianos, assim como, substâncias 

que regulem o processo de maturação oocitária.  

Dentre os diversos fatores de crescimento que podem influenciar o desenvolvimento 

oocitário e folicular, podem-se citar as citocinas, que estão envolvidas nos processos de 

foliculogênese e da ovulação. Como exemplo de citocinas, detacam-se o fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-α) por desempenhar papel importante na estimulação de oócitos e na regulação do 

efeito do LH durante a maturação (CRESPO et al., 2012), bem como a interleucina 1 beta (IL-1β) 

que pode desempenhar papel intermediário tanto na ovulação como na função folicular 

(TAKEHARA et al., 1994). Além disso, já se sabe que esses fatores foram identificados 
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recentemente em folículos pré-antrais e antrais bovinos e que isso sugere uma relação direta com 

os processos de maturação oocitária e desenvolvimento folicular (SILVA et al., 2017b; PASSOS 

et al., 2016). 

Como pode ser observado, tanto o TNF-α como a IL-1 têm efeitos importantes durante o 

desenvolvimento folicular. Para um maior esclarecimento da importância deste trabalho, a 

revisão de literatura a seguir aborda aspectos relacionados ao ovário mamífero, foliculogênese e 

caracterização celular, maturação de oócitos bovinos in vivo e in vitro, efeitos do tamanho 

folicular e oocitário no processo de maturação, pré-maturação in vitro no cultivo de oócitos, 

dinâmica e metabolismo mitocondrial e a influência das citocinas na maturação do oócito, com 

destaque para a TNF-α e IL-1β para o processo de maturação. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Ovário bovino 

Os ovários bovinos são geralmente ovais, aplanadados lateralmente, e medem em média 

de 3 à 4,5 cm de comprimento (NASCIMENTO et al., 2003). Os ovários contêm milhares de 

células germinativas que serão utilizadas durante a vida reprodutiva da fêmea, desempenhando 

como uma de suas principais funções gametogênicas, a liberação de oócitos maduros 

potencialmente fertilizáveis (McGEE & HSUEH, 2000). Adicionalmente, o ovário produz uma 

série de substâncias (peptídeos, fatores de crescimento, hormônios, etc) responsáveis pela 

ciclicidade e manutenção de todo o trato reprodutivo (GUIGON & MAGRE, 2006). Além disso, 

estudos na espécie bovina tem mostrado variação da morfologia do ovário em função do estágio 

reprodutivo, ou seja, entre pré-púberes e pós-púberes (NASCIMENTO et al., 2003).  

O ovário dos mamíferos pode ser divido em região medular e região cortical. A região 

medular, na maioria das espécies, é a porção interna constituída por tecido conjuntivo, nervos, 

artérias e veias (SANTOS et al., 2000; LEITÃO et al., 2009). Já o córtex é uma região rica em 

células conjuntivas e folículos em diferentes categorias (Figura 1) (ALMEIDA et al, 2003). Em 

cada folículo ovariano está incluso um oócito que também cresce conforme o aumento do 

diâmetro folicular. O crescimento oocitário em mamíferos é cordenado pela ação de diversas 

substâncias produzidas por oócitos e células somáticas (células da granulosa, células da teca) e 

estroma ovariano com função endócrina, parácrina ou autócrina, ou ainda, por meio de 

comunicações tipo gap junctions em ambas as direções, onde um defeito nessas comunicações 

pode causar infertilidade (KIDDER & VANDERHYDEN, 2010). 
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2.2. Foliculogênese e caracterização folicular 

Após a colonização dos ovários pelas células germinativas primordiais e posterior 

diferenciação das oogônias em oócitos, uma camada de células somáticas planas, conhecidas 

como células da pré-granulosa, circundam os oócitos, formando assim os folículos primordiais 

(JUENGEL et al., 2002) que, em bovinos, ocorre em torno de 90 dias de gestação (MEYES & 

SIRARD, 2002). Nesse estádio, os oócitos irão parar em prófase I meiótica, até seu completo 

desenvolvimento e retomada da meiose. 

Os folículos primordiais constituen o pool de reserva folicular, compreendendo cerca de 

90% de toda população folicular presente nos ovários dos mamíferos (FIGUEIREDO et al., 

2008). Durante a vida reprodutiva das fêmeas, cada folículo primordial tem três possíveis 

destinos: (I) manter-se quiescente ou em repouso durante todo o período reprodutivo; (II) ser 

ativado (sair da quiescência) e fazer parte do pool de folículos em crescimento, podendo sofrer 

atresia ou ovulação em uma fase posterior do desenvolvimento, ou ainda (III) sair da quiescência 

Figura 1. Esquema representativo de um ovário mamífero mostrando a classificação folicular 

e os possíveis destinos oocitários. 



27 

 

 

e sofrer atresia diretamente em qualquer fase do desenvolvimento (McGEE & HSUEH, 2000; 

BROEKMANS et al., 2007). 

O processo pelo qual o folículo primordial sai do pool de reserva e inicia a fase de 

crescimento é denominada de ativação folicular, caracterizado por diversas mudanças 

morfológicas, que incluem o aumento do diâmetro oocitário, a proliferação das células da pré-

granulosa, bem como a mudança de formato destas células de pavimentosas para cúbicas 

(RUSSE, 1983; EDSON et al., 2009). Após passar pelos estádios de folículos primários (camada 

unilaminar de células cúbicas em torno do oócito) e secundários (duas ou mais camadas de 

células cúbicas circudando o oócito), observa-se a formação de uma cavidade repleta de líquido 

folicular, o que caracteriza a formação dos folículos antrais (BRISTOL-GOULD & 

WOODRUFF, 2006) (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

Dependendo da subespécie bovina, podem acontecer três ou quatro ondas de 

crescimento dos folículos antrais ao longo do ciclo estral para recrutamento do folículo 

dominante (FERREIRA et al., 2004). Após um rápido aumento das concentrações do hormônio 

folículo-estimulante (FSH), os folículos antrais atingem um diâmetro em torno de 2-4 mm, 

quando são então recrutados para prosseguir o crescimento (HYTTEL et al., 1997; GINTHER et 

al., 2000). O gene do receptor de FSH está presente no braço curto do cromossomo 2 e são 

compostos por 10 exons (LATRONICO & SEGALOFF, 1999). O FSH induz o aumento no 

número de células da granulosa e formação do antro folicular (KOHEK & LATRONICO, 2001). 

Após o recrutamento, ocorre a fase de seleção e divergência folicular (Figura 3). Nesse momento, 

um folículo continua a crescer, tornando-se dominante (mais responsivo ao FSH), enquanto os 

Figura 2. Características morfológicas dos folículos pré-antrais e antrais iniciais. 
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demais reduzem suas taxas de crescimento, tornando-se subordinados devido ao efeito inibitório 

do folículo dominante. A divergência folicular é caracterizada por uma diferença na taxa de 

crescimento entre o futuro folículo dominante e seus subordinados e ocorre concomitante com a 

diminuição dos níveis plasmáticos de FSH (GINTHER et al., 1996). Esse fenômeno se dá em 

bovinos quando o maior folículo apresenta em média 8,5 mm (BEG et al., 2002). Após o 

completo estabelecimento da dominância folicular, os folículos crescem rapidamente e em 

poucos dias atingem o diâmetro médio de 10-15 mm nas vacas e, em seguida, ocorre à ovulação 

do complexo cumulus-oócito (COC) em resposta ao pico de LH, propiciando a manutenção da 

fertilidade das fêmeas mamíferas (DRUMMOND, 2006). Além disso, o folículo dominante induz 

a atresia e bloqueio do recrutamento dos folículos subordinados pela secreção de inibina e 

estradiol (GINTHER et al, 1996). No folículo pré-ovulatório, na maioria das espécies domésticas, 

o oócito secundário ovulado aguardará fertilização, retomará a meiose, saindo da fase de prófase 

I e completando seu desenvolvimento com a produção de um oócito maturo, para completar sua 

meiose após a fusão com o espermatozóide e expulsão do segundo corpúsculo polar (ARAÚJO et 

al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Representação esquemática da fase de seleção folicular. 
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2.3. Maturação de oócitos bovinos in vivo e in vitro 

A maturação oocitária é uma etapa determinante para o sucesso da técnica de produção 

in vitro de embriões (PIV), tendo por objetivo obter um oócito apto a ser fecundado, e que tenha 

capacidade para suportar os primeiros estágios de desenvolvimento embrionário, até a ativação 

do seu genoma. Após o início do crescimento, os oócitos armazenam continuamente RNAm, 

proteínas e substratos metabólicos, passando por um processo de reorganização das organelas 

citoplasmáticas (BOTIGELLI et al., 2017). A maturação oocitária envolve duas etapas principais: 

a maturação nuclear, que é marcada pela segregação dos cromossomos e extrusão dos dois 

corpúsculos polares, e a maturação citoplasmática, a qual envolve modificações citoesqueléticas e 

moleculares no oócito (TOSTI, 2006). 

Durante a maturação, os oócitos passam por várias alterações nucleares e 

citoplasmáticas. Os eventos nucleares incluem: quebra da vesícula germinativa (GVBD), 

desaparecimento do nucléolo, condensação da cromatina, extrusão do primeiro corpúsculo polar e 

formação do segundo fuso meiótico (MEINECKE et al., 2001). Os eventos citoplasmáticos 

incluem: síntese de proteínas (SIRARD et al., 1998), modificações moleculares (KUBELKA et 

al., 2000), redistribuição das organelas intracelulares (GOTTARDI e MINGOTI, 2009) e 

desenvolvimento dos mecanismos de liberação do Ca
2+ 

(WANG et al., 2003). As transformações 

estruturais são acompanhadas por uma série de atividades bioquímicas estabelecidas por uma 

complexa cascata de fosforilações e desfosforilações de proteínas envolvidas no reinício e na 

regulação da meiose (DE SOUSA et al., 2004; DEKEL, 2005; DUMONT et al., 2005). 

 Durante a maturação citoplasmática ocorrem vários eventos moleculares que incluem 

um aumento pronunciado na atividade das cinases responsáveis por uma complexa cascata de 

fosforilação e desfosforilação de proteínas específicas. As cinases dependentes de ciclinas 

(CDKs) são uma família de serina/treonina cinases envolvidas na regulação do ciclo celular 

(CDK1, 2, 3, 4, 6 e 7), na transcrição (CDK7, 8 e 9) ou na função neuronal (CDK5) (SCHANG, 

2004; MAPELLI et al., 2005). Além dessas, o fator promotor da maturação (MPF), um 

heterodímero composto de uma subunidade catalítica, p34cdc2 kinase (34KD) e uma subunidade 

reguladora representada pela ciclina B1 (45KD) (GAUTIER et al., 1990; BILODEAU-

GOESEELS, 2012) o qual é responsável pelo início da maturação nuclear do oócito e sua 
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ativação que precede ou ocorre concomitantemente com o rompimento da vesícula germinativa 

(WU et al., 1997; LIU & YANG, 1999). 

2.3.1. Transcritos importantes na maturação oocitária 

Deve-se destacar o papel de outras proteínas durante a maturação gênica oocitária. A 

histona específica do oócito (H1FOO), também envolvida na condensação da cromatina e 

transcrição de genes, tem um maior nível de expressão em oócitos no estágio de vesícula 

germinativa e diminui sua concentração gradualmente no estágio embrionário de oito células 

(McGRAW et al, 2006). Esse transcrito esta presente principalmente no citoplasma dos oócitos 

(SHENG et al., 2015) e estudos sugerem que ele possui um papel fisiológico importante na 

compactação do DNA durante a formação da cromatina (XIAO et al., 2012). O c-MOS tem um 

papel na regulação da montagem do fuso meiótico durante a divisão (ZHAO et al, 1991) e 

desencadeia a cascata da MAPK e a ativação do MPF durante a maturação de oócitos s 

(CASTRO et al., 2001). Já o aumento da expressão do fator de crescimento e diferenciação – 9 

(GDF-9) no oócito durante o crescimento folicular até antes da maturação é importante para o 

desenvolvimento folicular, sendo necessário para expansão das células do cumulus (KONA et al, 

2016), ou seja, são secretados pelo oócito com papel importante no na modulação as células 

circuvizinhas e competência do oócito (BELLI & SHIMASAKI, 2018). Além disso, O GDF-9 

tem papel na manutenção da viabilidade folicular e proliferação das células da granulosa na 

espécie humana (HREINSSON et al., 2002). Desta forma, muitos transcritos de RNA precisam 

ser produzidos e estocados, para que tanto a maturação nuclear quanto a citoplasmática ocorram 

com sucesso. 

A maturação do oócito envolve muitos mecanismos complexos, muitos dos quais não 

estão totalmente compreendidos. Devido a esse fato, a maturação in vitro ainda não é totalmente 

eficiente a ponto de proporcionar um grande número de oócitos competentes que suportem o 

desenvolvimento embrionário completo. Assim, torna-se necessário focar a atenção nos diversos 

fatores de crescimento que são secretados pelo oócito, cujas funções são de controlar aspectos 

fundamentais das atividades das células do cumulus, como também, fatores secretados pelas 

células do cumulus que controlam aspectos fundamentais no oócito (GOTTARDI e MINGOTI, 

2009). Além disso, estudos mostram que as citocinas (IL-β e TNF-α) estão também envolvidas 
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tanto como fatores exógenos como endógenos no desenvolvimento folicular, atresia e maturação 

em mamíferos (SATO, 2015). 

  

2.3.2. Efeito do tamanho folicular e oocitário no processo de maturação 

Em bovinos, a relação entre o tamanho do folículo e a qualidade do oócito  foi claramente 

demonstrada recentemente. Labrecque et al. (2016) estudaram a quantidade e tipos de proteínas 

em foliculos de diversos tamanhos e verificaram poucas diferenças entre o transcriptoma de 

folículos menores  3 mm e de folículos de 3 a 5 mm.  No entanto, folículos maiores que 8 mm 

possuem uma diferença abrupta em comparação aos folículos menores que 5 mm na espécie 

bovina. Adicionalmente, outros estudos em bovinos avaliaram folículos de 3 a 8 mm, tendo sido 

relatado que os níveis de transcritos para os genes MATER e OCT-4 em oócitos em conjunto 

com a concentração de progesterona folicular, podem ser bons indicadores para a competência 

oocitária (URREGO et al, 2015). Nessa espécie, a competência oocitária é adquirida durante o 

crescimento folicular e está diretamente relacionada ao tamanho do oócito e do diâmetro 

folicular. Assim, há forte correlação entre oócitos que possuem em torno de 110-120 μm, 

inclusos em folículos a partir de 2-3 mm de diâmetro, os quais são considerados competentes 

para retomada da meiose (FAIR et al., 1995). É importante ressaltar que os folículos antrais 

pequenos são recrutados e iniciam o crescimento em direção a ovulação após alcaçarem um 

diâmetro médio de 4 mm (GINTHER, et al., 2000). Após esse estágio, o hormônio folículo 

estimulante (FSH) e diversos fatores de crescimento produzidos localmente no ovário são 

responsáveis pelo crescimento folicular (MARTINS et al, 2008). À medida que os oócitos 

crescem, os níveis de metilação em regiões diferencialmente metiladas (DMR) aumenta, 

demonstrando que a metilação é adquirida de acordo com o tamanho dos oócitos em bovinos 

(O’DOHERTY et al, 2012). Porém, há relatos que alelos metilados aberrantemente nos oócitos 

de folículos pequenos (≤ 2 mm) isolados aumentaram em comparação com a categoria de 

folículos médios (3-5 mm) e grandes (≥ 6 mm) quando cultivados in vitro (MATTERN et al, 

2017). Além disso, Luciano et al. (2011) mencionaram que os processos da diferenciação da 

estrutura e função da cromatina no oócito em vesícula germinativa (VG) é controlado pela 

cooperação das células somáticas na manutenção de AMPc apropriado no interior do oócito.  
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As células do cumulus (CCs)  tem grande relevância na manutenção da competência 

oócitária através das junções gaps. Em suínos, Bagg et al. (2009) relataram que COCs de 

folículos de 3 mm mantem comunicação por meio de junções gap por mais tempo que COCs de 

folículos de 5 à 8 mm durante a maturação in vitro (MIV). Porém, a expansão das células do 

cumulus e o acúmulo de AMPc (dentro e fora do oócito) é inferior em folículos de 3 mm quando 

comparados com folículos de 5 à 8 mm. Além disso, outros estudos demonstraram que tanto os 

níveis de AMPc como GMPc, mudam nas primeiras 20 horas de MIV e esses níveis são 

diferentes entre COCs de folículos pequenos (1-3 mm) e médios (3-6 mm) (OKUDAIRA, 2017). 

Um estudo sobre o efeito do desnudamento de oócitos suínos na maturação relata que, 

independentemente do tamanho do folículo, a desnudação de oócitos após 20 horas de MIV 

promove a progressão meiótica em metafase (MII), embora a morfologia normal dos oócitos 

maturados possa ser em decorrência da comunicação das CCs durante as 44 horas de MIV 

(FERRÉ et al, 2016). Durante o cultivo in vitro de oócitos, de pequenos folículos antrais suínos 

(1,2-1,5 mm), em meio suplementado com dibutiril adenosina monofosfato cíclico (dbcAMP) e 

FSH durante cinco dias, a interrupção da meiose foi devido a preseça de junções comunicantes 

entre as CCs e os oócitos (CAYO-COLCA et al, 2011). Porém, Topfer et al. (2016) 

comprovaram que, por mais  que os oócitos suínos de folículos grandes (> 4 mm)  apresentassem 

maior capacidade de maturação nuclear e citoplasmática, as diferenças não parecem ser mediadas 

pelo AMPc.  

Alguns fatores de crescimento têm sido amplamente estudados nas diversas categorias 

foliculares. De acordo com Oberlender et al. (2013), o fator de crescimento semelhante à insulina 

tipo I (IGF-I) favorece a maturação de folículos de suínos entre 2-5 mm de diâmetro em 

comparação aos folículos de 6-10 mm de diâmetro, o que tem impactos na melhoria dos 

resultados da eficiência da FIV. No entanto, o IGF-I não apresenta efeito sobre a MIV ou FIV de 

oócitos oriundos de folículos de 6-10 mm. Já a inibina β (INHβ) pertencente à superfamília do 

fator de crescimento transformante beta (TGF-β) pode ser considerada um marcador de 

maturação de folículos e oócitos suínos. Estudos demonstram que a expressão da inibina β A é 

maior em oócitos de folículos grandes (> 5 mm) e médios (3-5 mm) quando comparados com 

oócitos de folículos pequenos (< 3 mm), enquanto que a expressão da inibina β B é maior em 

oócitos de folículos grandes do que em oócitos de folículos pequenos, de modo que sua expressão 

está associada ao crescimento e o desenvolvimento folícular (KEMPISTY et al, 2015). Em 
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suínos, foi reportado que os fatores de crescimento transformante beta 1 (TGFβ1) e beta 2 

(TGFβ2) apresentaram aumentos em folículos maiores que 5 mm quando comparados com 

folículos médios (3-5 mm) e pequenos (< 3 mm), levando assim a supor que a expressão dos 

genes TGFβ1 e TGFβ2 está associada ao estágio de maturação de oócitos e ao tamanho folicular 

(JACKOWSKA et al, 2013). Desta forma, folículos menores possuem limitações no 

desenvolvimento durante a MIV pela quantidade insuficiente de transcritos. Bui et al. (2016) 

relataram em suínos que o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) melhora a  habilidade 

meiótica in vitro de oócitos oriundos de folículos com diâmetro entre 0,5-3 mm durante as 

primeiras 20 h da MIV. Além disso, estudos em suínos mostraram maior síntese de estradiol (E2) 

e menor síntese de progesterona (P4) em oócitos de folículos grandes (> 4,0 mm) nas primeiras 

28 h de MIV. Neste estudo, observou-se que ocorreu uma maior taxa de maturação nuclear e 

citoplasmática em decorrência da capacidade desses folículos (> 4,0 mm) em sintetizar E2 e 

suprimir os níveis de P4 em comparação com os folículos de 2,5-4,0 mm de diâmetro (TOPFER 

et al, 2016). No entanto, em primatas, mesmo com baixo nível de transcritos intracelulares, 

verifica-se que os oócitos de folículos pequenos (≥ 0,5 mm) podem retomar a meiose na ausência 

de gonadotropina coriônica humana (hCG) associando-se a redução dos níveis de  E2, P4 e 

hormônio antimulleriano (AMH). No entanto, a taxa de maturação nuclear aumenta na presença 

do hCG, que eleva os níveis de P4 (PELUFFO et al, 2013). 

Em humanos, a expressão gênica nas CCs de folículos < 6 mm capazes de atingir MII 

após a MIV é semelhante a observada após a maturação in vivo.  A expressão de genes que 

codificam receptores envolvidos na retomada da meiose são expressos em folículos antrais 

pequenos humanos, mas outros genes (ADAMTS1, AREG, PTGS2 e HAS2) envolvidos  na 

competência do oócito, foram significamente alterados em  comparação  com os genes expressos 

durante a maturação in vivo (GUZMAN et al, 2013).  Em caprinos, a expressão dos genes  

associados ao desenvolvimento embrionário e fetal (MATER, IGF2R e GRB10) apresentou 

maiores níveis em oócitos em metafase II de folículos ≥ 3 mm quando comparados com os 

folículos menores que  3 mm de diâmetro (YANG et al, 2016). Em caprinos pré-puberes, COCs 

provindos de pequenos folículos (<3 mm) em co-cultivo com oócitos desnudos  (DOs) de 

folículos pequenos e grandes apresentaram  melhor capacidade de desenvolvimento embrionário 

(ROMAGUERA et al, 2010). Isso mostra que além da comunicação entre as células do cumulus 

e o oócito, existem metabólitos secretados pelo oócito que favorecem o desenvolvimento 
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embrionário de folículos pequenos. Além disso, já foi reportado que a suplementação de meio de 

cultivo de folículos pequenos (0,5-2 mm) com 10 ng/ml de anfiregulina (AREG) aumenta as 

taxas de maturação nuclear de oócitos recrutados de macacos rhesus (PELUFFO et al, 2012). Em 

conjunto, estes resultados podem ser observados na tabela a seguir (Tabela 1). 

Tabela 1. Avaliação de níveis de RNAm e/ou efeitos de sustâncias em oócitos de folículos de 

tamanhos diferentes em várias espécies. 

Espécie Tamanho folicular  Efeitos nos oócitos 

Caprina 

(oócito em 

MII) 

≥ 3 mm 
Apresentou maior nível de expressão MATER, 

IGF2R e GRB10 

< 3 mm 
Menor nível de expresão de MATER, IGF2R e 

GRB10. 

Suina 
2 – 5 mm Adição de IGF-I na MIV favoreceu a maturação. 

6 – 10 mm Adição na MIV não influenciou a maturação. 

Suina 
3 – 5 mm e > 5 mm 

Maior nível de expressão de Inibina β (INHβ), 

assim, pode ser considerado um marcador de 

maturação. 

< 3 mm Menor nível de expressão de INHβ. 

Suina 
> 5 mm 

Apresenta aumento de TGF β1 e β2 (Esta associado 

ao estágio de maturação oocitaria e ao tamanho 

folicular). 

3 – 5 mm e > 3 mm Não aumentou. 

Suina 0,5 – 3 mm O VEGF melhora a habilidade meiótica in vitro. 

Suina 1,2 – 1,5 mm  

O dibutiril AMPc e FSH mantem a parada meiótica 

e projeções transzonais de CCs para o oócito, 

respectivamente. 

Macaco 

rhesus 
0,5 – 2 mm 

Anfiregulina (AREG) aumenta as taxas de 

maturação nuclear. 

 

 

2.3.3. Pré-maturação in vitro no cultivo de oócitos 

A pré-maturação de oócitos, que basicamente consiste na inibição da retomada da meiose, 

tem sido sugerida como uma estratégia para que os oócitos adquiram um tempo adicional para 

acúmulo de moléculas, necessárias para aquisição de competência para fertilização e para 

assegurar o desenvolvimento embrionário inicial (LONERGAN et al., 2000; BILODEAU-

GOESSELS, 2012). Dentre os benefícios da pré-maturação, podemos citar a possibilidade de 

utilização de oócitos bovinos de pequenos folículos antrais que seriam descartados (De BEM et 
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al., 2011).  Durante a pré-maturação, vários protocolos utilizam moléculas como o peptídeo 

natriurético C ou fármacos, para bloqueio da meiose durante o período do cultivo in vitro 

(FARGHALY et al., 2015; GUEMRA et al., 2014; ROMERO et al., 2016). Entre os diversos 

fármacos, podemos destacar a cilostamida e a isobutil-metilxantina (inibidoras da fosfodiesterase-

3A), a forscolina (ativadora da adenilato ciclase), a roscovitina (inibidora do fator promotor da 

maturação – MPF) e a butirolactone I (um inibidor seletivo de cinases dependentes de ciclina – 

cdk2 e cdc2), já explicado anteriormente (FARGHALY et al., 2015; GUEMRA et al., 2014). 

Vários fatores são responsáveis pelo bloqueio da meiose no oócito (Figura 4). Estudos 

mostram que a manutenção da concentração do AMPc mantem o oócito mantem em vesícula 

germinativa (LI et al., 2016), estimulando a atividade inibitória do PKA que mantém fosforilado 

os resíduos de tirosina 14 e treonina 15 da subunidade Cdk1 do MPF (TRIPHATI, KUMAR & 

CHAUBE, 2010). Para isso, existem várias vias de sinalização parácrinas e autócrinas que 

mantém a concentração adequada de AMPc intraoocitário. As células da granulosa produzem 

moléculas de AMPc que são transportados para dentro do oócito através das junções gap 

(CHAUBE, 2002). A adenil ciclase (AC) está envolvida na síntese de AMPc no oócito (CONTI 

et al., 2002) e assim, ajuda a manter as concentrações de AMPc pela ativação dos receptores de 

proteína G estimulatória (GPCRs) na membrana e transformando ATP em AMPc (TRIPATHI, 

KUMAR & CHAUBE, 2010). No entanto, existem moléculas como a fosfodiesterase 3 (PDE3), 

que estão envolvidas na hidrolise desses AMPc intraoocitário (CONTI et al., 2002). Vale 

ressaltar que a guanosina monofosfato cíclica (GMPc), transportada das  células da granulosa e 

da teca para o oócito, inibe a PDE 3 (BILODEAU-GOESEELS, 2011). 

Na espécie bovina, a pré-maturação na presença de cilostamida (10 µM) por 72 h foi 

suficiente para melhoria da competência de oócitos bovinos de foliculos antrais de 2 – 6 mm de 

diâmetro (FARGHALY et al., 2015), bem como, contribuiu para melhoria da qualidade de 

embriões de oócitos bovinos de folículos de 3 – 8 mm pré-maturados nessa mesma condição 

(DIÓGENES et al., 2017). Além da cilostamida, estudos mostraram que a pré-maturação de 

COCs bovinos de folículos de 2 a 8 mm com 100 µM de butirolactona I (BLI) bloqueia 

reversivelmente a meiose, sem danificar o fuso meiótico ou a distribuição cromossômica do 

oócito (FERREIRA et al., 2009). Dessa forma, o bloqueio da meiose durante a pré-maturação 

utilizando a BLI é uma estratégia para o transporte de oócitos destinados a PIV de embriões 
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(GUEMRA et al., 2014). Nessa mesma espécie, utilizando oócitos de folículos pequenos, estudos 

têm demonstrado que o crescimento in vitro por 12 dias seguidos de pré-maturação foi 

considerado um sistema ótimo de processamento de oócitos bovinos derivados de folículos 

antrais com 0,5 a 1 mm de diâmetro, considerando a viabilidade, o diâmetro, a maturação e o 

desenvolvimento do oócito (HUANG et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em outras espécies, a pré-maturação tem apresentado excelentes resultados. Estudos 

realizados com camundongos mostraram que a pré-maturação de oócitos na presença de 

forscolina e FSH influencia positivamente a competência do oócito, sugerindo um efeito na 

produção de AMPc (ZENG et al., 2014).  Na espécie ovina, 1 µM  de cilostamida e / ou 50 µM 

de forscolina manteve a parada meiótica em oócitos de folículos antrais (2 – 6 mm) (AZARI-

Figura 4. Esquema representativo do mecanismo de retenção da meiose em 

oócitos. O AMPc é responsável pela ativação do PKA que, por sua vez, 

fosforila resíduos de serina 14 e treonina 15 da subunidade CDK1 do MPF 

mantendo-o inativo. O AMPc tanto é produzido no oócito, pela atividade da 

adenil ciclase, como é produzido nas células do cumulus e da granulosa e são 

transferidos para o oócito via junções gap. O GMPc contribui para a retenção da 

meiose pois inibe enzimas que hidrolizam o AMPc (fosfodiesterase 3). Essas 

vias de sinalizações contribuiem para manter o oócito em VG (Adaptado de 

TRIPATHI, KUMAR & CHAUBE, 2010). 
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DOLATABAD et al., 2016). Em outro estudo com oócitos ovinos de folículos antrais de 2 a 6 

mm, a cilostamida foi eficiente para realizar bloqueio da meiose na pré-maturação, sendo os seus 

efeitos reversíveis (GHARIBI et al., 2013). Em suínos, a utilização de cilostamida a 1 µM em 

COCs de folículos de 3 – 6 mm de diâmetro retardou a meiose durante a pré-maturação e 

manteve as junções gap durante o período de maturação por 24 h (DIECI et al. 2013). Na espécie 

humana, estudos sugerem que o peptídeo natriurético C (NPC) e a anfirregulina (AREG) durante 

a pré-maturação podem melhorar o caminho eficientemente entre MIV e FIV de oócitos humanos 

de folículos (2-8 mm) de ovário policísticos (SÁNCHEZ et al., 2017).   

 

2.3.4. Dinâmica e metabolismo mitocondrial 

A mitocôndria é a organela mais importante para determinar a sobrevivência e morte 

celular (CAMARA, LESNEFSKY & STOWE, 2010). No folículo, existe um aumento gradual de 

cópias de mtDNA ao longo da oogênese, desde folículo primordial até folículo de Graaf, sendo 

essencial para produzir ATP suficiente para a reorganização citoesquelética e desenvolvimento 

citoplasmático de oócitos em preparação para competência e retomada da meiose (COTTERILL 

et al., 2013). Além disso, o volume citoplasmático e a quantidade de mitocôndrias são maiores 

em oócitos de mamíferos quando comparados às células somáticas (COTTERILL et al., 2013). 

No entanto, estudos mostram que cópias de mtDNA, taxas de fertilização e quantidade de ATP 

entre vacas jovens (21-89 meses) e velhas (mais de 89 meses) são afetadas com a idade do animal 

(IWATA et al., 2011). Em vacas com mais de 180 meses de idade, há consequências negativas na 

capacidade de clivagem dos oócitos e o número de cópias de mtDNA nos oócitos tende a 

diminuir (TAKEO et al., 2013). A disfunção das mitocôndrias e do sistema ubiquitina-

proteossoma (UPS) aumentam com a idade e correlacionam-se com muitas doenças relacionadas 

com a idade, como câncer e neurodegeneração (GUMENI & TROUGAKOS, 2016). 

No processo de maturação citoplasmática do oócito, ocorre a redistribuição das 

organelas celulares, com migração das mitocôndrias para a região perinuclear, pois segundo 

Picton, Briggs & Gosden (1998), as mitocôndrias estão localizadas perifericamente em oócitos 

imaturos e mais centrais em oócitos maturos, e a agregação de grânulos na extensão do oolema. 

Estudos têm mostrado que existe formação de redes mitocondriais ligadas entre si por túbulos 



38 

 

 

mediados pela cinesina-1 (KIF5B) na região periférica, que é importante para a integridade do 

DNA mitocondrial e o intercâmbio de material mitocondrial (WANG et al., 2015). Além disso, 

estudos mostram a necessidade da dineína para o movimento interno dos centros organizadores 

de microtúbulos (MTOC) (COURTOIS et al., 2012). Yamochi et al. (2015) sugere que o 

citoesqueleto e as proteínas motoras possuem papel importante na localização das mitocôndrias 

em locais que necessitem de energia. Dalton e Carroll (2013) sugerem que o balanço entre as 

atividades das proteínas motoras dineína e cinesina-1 garantem o máximo da herança 

mitocondrial ao oócito após a divisão meiótica assimétrica, onde a proteína motora dineína está 

envolvida na distribuição mitocondrial em direção ao fuso meiótico e a cinesina-1 envolvida na 

distribuição em sentido oposto ao fuso meiótico (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Movimento mitocondrial. a) Esquema representativo da 

movimentação mitocondrial em oócitos de camundongos orquestrada pelas 

proteínas motoras dineína e cinesina-1. b) 1 – Tubulinas formando os 

centros organizadores de microtúbulos (MTOC) (vermelho); 2 - 

mitocôndrias (verde); e 3 – sobreposição de 1 e 2. c) Oócito fixado no 

momento da primeira extrusão do corpúsculo polar; 4 – Mitocondrias 

coradas de verde e DNA de azul e 5 – oócito sem coloração (Adaptado de 

Dalton & Carroll 2013). 
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A mitocôndria é fundamental tanto para o metabolismo energético como para a 

homeostase de cálcio e apoptose no oócito (SUGIYAMA et al., 2015). No interior da 

mitocôndria, o ATP é obtido em uma reação com a redução de O2 para formar H2O mediado pela 

cadeia transportadora de elétrons na membrana mitocondrial interna, que transfere os elétrons dos 

cofatores reduzidos (NADH e FADH2) para o receptor de O2 (APOSTOLOVA & VICTOR, 

2015). Estudos têm mostrado que o pico de atividade mitocondrial chegou a seu ápice em 10h 

durante pré-maturação de 20h e está envolvida na maturação nuclear e na competência do 

desenvolvimento do oócito, durante o crescimento in vitro de oócitos bovinos de folículos de 2 – 

8 mm (HUANG et al., 2014). Em outro estudo, durante a progressão da meiose em 

camundongos, tem-se observado a ação da ELMOD2, que é uma proteína ativadora de GTPase 

(GAP) essencial na interação com a ARL2, uma GTPase envolvida na manutenção da dinâmica 

mitocondrial e níveis de ATP no oócito (ZHOU et al., 2017). O ARL2 também esta envolvida na 

morfologia e motilidade mitocondrial (NEWMAN et al., 2014). Além disso, evidências sugerem 

que aberturas de poros de transição de permeabilidade mitocondrial (mPTP) desempenham um 

importante papel fisiológico na regulação do Ca
2+

 intramitocondrial mantendo a homeostase 

saudável das mitocôndrias (ZOROV, JUHASZOVA & SOLLOTT, 2014). Parece que as ROS e o 

aumento de cálcio intracelular participam da ativação do NF-kβ (GLEZER et al., 2000). Assim, 

estudos sugerem que existe um relacionamento bidirecional que liga a morfologia, a sensibilidade 

ao mPTP, a respiração e a produção de ROS onde esses aspectos regulam a sinalização 

intracelular (PICARD et al., 2013). Como exemplo, a melatonina produzida pela mitocôndria 

melhora a homeostase das mitocôndrias pela eliminação de ROS inibindo o mPTP e ativando 

proteínas de desacoplamento (UCPs) (TAN et al., 2016). A fissão e a fusão mitocondrial estão 

envolvidas na morfologia mitocondrial e podem ser influenciadas por propriedades das 

membranas mitocondriais (WESTRATE et al., 2014). As ROS produzidas pelas mitocôndrias 

melhora a expressão de p38 MAPK e JNK, bem como a sua fosforilação, após a translocação 

nuclear NF-kβ ativada em macrófagos que é inibida por inibidores ROS dependente de 

mitocôndria (GAN et al., 2016).  

Os membros da família MAPK são subdivididos nas subfamílias p38, JNK (c-Jun 

amino-terminal kinase) e ERK (extracellular-signal-regulated kinase) (HANKS & HUNTER, 

1995). Estudos mostram que as p38 MAPK pode ser fosforilada induzindo cascatas de moléculas 

efetoras e/ou ativadoras através de fatores de crescimento, citocinas inflamatórias (IL-1 e TNF-α) 
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e ROS onde a translocação de p38 para núcleo controla a expressão de enzimas envolvidas em 

rotas antioxidantes na proliferação, diferenciação, inflamação e apoptose (NEGREDA & 

PORRAS, 2000). Além disso, a transdução de sinal através da JNK induz mecanismos de defesa 

contra estresses oxidativos e xenobióticos agudos, como também em eventos moleculares 

envolvidos na regulação da autofagia (ZHOU et al., 2015; SUI et al., 2014). 

Técnicas como a vitrificação são utilizadas para prolongar a vida útil de oócitos. Estudos 

mostram que no processo de vitrificação a competência de desenvolvimento e o conteúdo de ATP 

em oócitos de camundongos não são afetados, mas ocorrem algumas alterações na distribuição 

mitocondrial nos oócitos maturados em comparação aos grupos não vitrificados (NAZMARA, 

SALEHNIA & HOSSEIN-KHANI, 2014). No entanto, a MIV pode causar efeitos negativos nas 

taxas de desenvolvimento de oócitos, pela alteração da dinâmica mitocondrial e o aumento de 

gotas lipídicas (COLLADO et al., 2016). Em camundongos, onde COCs foram tratados com 

AMPc durante a pré-maturação e FSH durante a maturação, houve influência positiva na 

competência do oócito, na estabilidade meiótica, no aumento do metabolismo oxidativo e na 

produção de ATP. No entanto, o FSH aumentou a produção de ROS em comparação com a 

maturação in vivo (ZENG et al, 2014). Estudos mostram que existem mudanças óbvias na 

distribuição mitocondrial (de periférica para homogênea) em oócitos humanos, antes e depois da 

maturação in vitro respectivamente (LIU et al., 2010). Em oócitos humanos, a distribuição 

mitocondrial durante o estádio de vesícula germinativa é agregado na região pericortical e após a 

quebra da vesícula germinativa, as mitocôndrias passam rapidamente para toda a parte do oócito, 

demonstrando uma distribuição homogênea (TAKAHASHI et al., 2017). No entanto, o cultivo de 

oócitos bovinos de folículos antrais pequenos (0,4 a 0,8 mm) mostraram uma mudança em sua 

distribuição mitocondrial predominante homogênea no início do cultivo em VG, para uma 

distribuição heterogênea, mas sem nenhum oócito maturado após 14 dias de CIV (KATSKA-

KSIAZKIEWICZ et al., 2011). É possível prolongar o tempo de cultivo de complexos cumulus 

oócitos a um período superior a sete dias, mas é necessário diminuir o metabolismo energético, 

pois estudos mostram que o cultivo acima de sete dias (até 14 dias) proporciona degeneração de 

oócitos bovinos de folículos antrais pequenos (KATSKA-KSIAZKIEWICZ et al., 2011). 
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2.4. Influência das citocinas na maturação do oócito 

As citocinas são proteínas de baixo peso molecular, extremamente potentes, que irão se 

ligar em seus receptores específicos, provocando alteração de síntese do RNA e de proteínas de 

diferentes tipos de células do oganismo (KRAYCHETE, CALASANS e VALENTE, 2006). As 

citocinas pro-inflamatórias são produzidas por macrófagos ativados e estão envolvidas na 

regulação de reações inflamatórias (ZHANG, 2007). Elas estão correlacionadas com a 

estimulação ou inibição do crescimento, diferenciação, quimiotaxia e modulação da expressão 

gênica nas células, e podem ser sintetizadas por vários tipos celulares como macrófagos, 

monócitos, células endoteliais, linfócitos entre outras (OLIVEIRA et al., 2011; GARCIA, ISSY e 

SAKATA, 2002). As citocinas e as células que fazem parte do sistema imunológico têm uma 

relação bem íntima com os processos da produção de gametas femininos e masculinos e com o 

crescimento embrionário (INGMAN & JONES, 2008). Além disso, as citocinas interagem de 

forma sistêmica e complexa, influenciando o desenvolvimento, a função e a produção de 

hormônios nos ovários (BORNSTEIN, RUTKOWSKI e VREZAS, 2004). 

Em bovinos, o TNF-α é sintetizado pelo oócito e pelas células da granulosa de folículos 

ovarianos em vários estágios de desenvolvimento (Silva et al., 2017b), e já foi identificado que 

esta proteína, com uma massa de 17,3 kDa, está presente nos ovários de vários animais, incluindo 

coelhas (BAGAVANDOSS et al., 1990), vacas ( ROBY et al., 1989) e seres humanos (ROBY et 

al., 1990b), inclusive nas células da teca, granulosa, oócitos e no corpo lúteo (SOUZA & 

VELÁSQUEZ, 2008). Além disso, o sistema TNF-α está presente nos folículos pré-antrais e 

antrais (SILVA et al, 2017a) e atua na indução da proliferação celular de folículos suínos 

(PRANGE-KIEL et al, 2001) e folículos secundários de bovinos (PAULINO et al, 2017). O 

TNF-α age ligando-se a um de seus dois receptores subtipo distintos: receptor do tipo I (TNFR1), 

que é de aproximadamente 60 kDa e o receptor do tipo II (TNFR2). Os receptores são proteínas 

transmembranares com porções citoplasmáticas que iniciam a transdução de sinal a partir da 

ligação ao TNF-α (Figura 6). Relatos prévios confirmam que o TNFR1 é expresso no ovário, 

pelos efeitos do TNF sobre o desenvolvimento e diferenciação celular, bem como indução da 

morte celular programada durante a formação do corpo lúteo, afetando principalmente as células 

endoteliais (FRIEDMAN et al., 2000; SAKUMOTO & OKUDA, 2004; SOUZA & 

VELÁSQUEZ, 2008). Além disso, estudos mostram que o TNFR1 pode promover tanto apoptose 
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quanto a sobrevivência celular e o TNFR2, além de promover a sobrevivência, pode induzir tanto 

apoptose quanto a proliferação celular (FAUSTMAN & DAVIS, 2013). 

Após ativação do TNFR1, a sinalização inicia com o recrutamento de várias proteínas 

adaptadoras para formar o complexo I, (complexo I – TNF-R associado ao domínio de morte 

(TRADD), fator 2 associado ao TNF (TRAF2) e a RIP1 – proteína que interage o receptor), que é 

liberado do TNFR1 para formar o complexo II (complexo II – complexo 1 mais o domínio de 

morte associado a Fas (FADD) e a pró-caspase 8/10) responsável pela apoptose (MICHEAU & 

TSCHOPP, 2003; WULLAERT et al., 2007). No entanto, a proteína TRADD, de 34 kDa que 

interage com o dominio intracelular de TNFR1 pode ser suprimida pelo gene crmA (HSU, 

XIONG & GOEDDEL, 1995). Além disso, o receptor TNFR1 também pode ativar o fator de 

transcrição NF-kβ e promover a sobrevivência pela permanência do inibidor da caspase-8 (FLIP) 

(MICHEAU & TSCHOPP, 2003). Os membros p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 e p52/p100 

da família NF-kβ aparecem nas células como homo ou heterodímeros ligados a proteínas IkB 

(HAYDEN & GHOSH, 2004). O fator NF-kβ, quando não estimulado, encontra-se ligado ao IkB 

(uma das proteínas inibitória do NF-kβ) onde a fosforilação e a degradação do IkB é necessária 

para que ocorra a translocação do NF-kβ (p65 e p50) para o núcleo (BAEUERLE & 

BALTIMORE, 1996). A estimulação do IKK [composto pelo complexo NEMO (subunidade 

IKKγ), IKKα e IKKβ] promove a via clássica da translocação do NF-kβ para o núcleo (RAUERT 

et al., 2010). A via clássica pode ser ativada tanto pelo TNFR1 quanto TNFR2. O modificador 

essencial de NF-kβ (NEMO) sinaliza ativação da subunidade beta do complexo IkB quinase 

(IKKβ) que depois, fosforila a proteína IkB em dois resíduos de serina no N-terminal que torna 

reconhecido pela ubiquitina-ligase, levando à sua poliubiquitinação e posterior degradação pelo 

proteossoma (Figura 6) (HAYDEN & GHOSH, 2004).  
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No entanto, a via alternativa do NF-kβ através da fosforilação do complexo IKKα 

(composto por p100 e RelB) é independente da estimulação do NEMO (SUN & LEY, 2008). 

Primeiramente, o TNFR2 sinaliza o TRAF2 que se liga ao fator 1 associado ao TNF (TRAF1), 

fator 3 associado ao TNF (TRAF3) e proteína inibidora de apoptose (cIAP) (ROTHE et al., 

1995). Esse complexo ativa a quinase indutora NF-kβ (NIK), responsável pela fosforilação e 

ativação do homodímero IKKα (XIÃO et al., 2001; SENFTLEBEN et al., 2001). Essa 

Figura 6. Mostra a via apoptótica, clássica e alternativa do sistema TNF-α com seus 

receptores (TNFR1 ou TNFR2) capazes de promover transdução de sinal. A via clássica 

acontece através da ativação do NEMO e a via alternativa através da ativação da NIK. O 

TNFR1 pode desencadear apoptose pela da formação do complexo II, com a ligação do 

FADD e procaspase – 8/10, e sobrevivência celular através da via clássica com a 

ativação da FLIP (inibidor da pro-caspase – 8/10). Contudo, o TNFR2 pode 

desencadeiar sobrevivência pela via clássica e alternativa (HAYDEN & GHOSH, 2004; 

RAUERT et al., 2010; BAEUERLE & BALTIMORE, 1996; MICHEAU & TSCHOPP, 

2003; WULLAERT et al., 2007).   
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sinalização desencadeia o processamento da p100 (RAUERT et al., 2010) onde será fosforilado 

dois C-terminais do IKKα para degradação proteossomica, gerando p52 que é translocado para o 

núcleo (Figura 6) (RAUERT et al., 2010). Estudos sugerem que a via clássica e alternativa do 

NF-kβ possuem funções regulatórias distintas (BONIZZI & KARIN, 2004). 

Os oócitos e as células do cumulus de humanos expressam tanto o RNAm quanto a 

proteína para TNF-α e seu TNFRII (NAZ et al., 1997). O TNFRII pode induzir a transcrição de 

genes para sobrevivência, crescimento e diferenciação celular (SAKUMOTO & OKUDA, 2004). 

A expressão de receptores para TNF-α também foi determinada nas células da granulosa em 

bovinos (SPICER et al., 2001) como também, o TNF-α e seus receptores estão presentes nas 

células foliculares ou no corpo lúteo de muitas espécies (Tabela 2), incluindo os bovinos 

(SAKUMOTO & OKUDA, 2004). Em ovários de ratas, os sítios de localização do TNF-α 

incluem oócitos (MARCINKIEWICZ et al., 1994), células da granulosa (ROBY et al., 1989), 

células do corpo lúteo e macrófagos (SANCHO-TELLO et al., 1993). Portanto, é provável que o 

TNF-α produzido localmente no ovário desempenhe um papel importante na regulação do 

desenvolvimento folicular ovariano em várias espécies (SAKUMOTO & OKUDA, 2004). 

Tabela 2. Espressão de TNF-α e receptores de TNF-α (tipo I e tipo II) em ovários de várias 

espécies (Adaptado de SAKUMOTO & OKUDA, 2004). 

CT: células da teca, CL: corpo lúteo, CE: células endoteliais, CG: células da granulosa, CLP: 

células luteais pequenas, CLG: células luteais grandes, CC: células do cumulus.  

*Retirado de Silva et al., (2017b). 

 

 

ESPÉCIES 
Local de expressão do 

TNF-α 

Locais de expressão de Receptor 

tipo I e tipo II de TNF-α 

Bovina CT, CL, CG*, CC* CG, CT, CL, CE e CC*. 

Suina CL, macrófagos e CE. CG, CLP e CLG. 

Humana CG, CT, CL. Células ovarianas 

Ovino CE, CT e CL. - 

Roedor (rato) CG - 

Roedor (camundongo) CG, CT e CL. - 
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O TNF-α tem uma variedade de efeitos sobre a foliculogênese em mamíferos. Estes 

efeitos incluem: (1) modulação da esteroidogênese pelas células da granulosa, teca e luteais, (2) 

envolvimento na regressão luteal, (3) envolvimento na ruptura do folículo ovariano, e (4) 

envolvimento na apoptose ovariana (CHUN et al, 1998). Além de seus efeitos sobre a 

esteroidogênese, foi demonstrado que o TNF-α induz tanto a proliferação celular quanto a morte 

celular em cultivo de células da granulosa de grandes folículos antrais suínos (PRANGE-KIEL et 

al, 2001). Adicionalmente, estudos apontam que o TNF-α, em associação a P4, pode interagir na 

regulação do crescimento de folículos primordiais (NILSSON et al, 2006). Por outro lado, a 

adição de 10 ng/mL de TNF-α em meio de cultivo de folículos pré-antrais bovinos aumentou o 

número de células apoptóticas no tecido ovariano, e reduziu a sobrevivência folicular (SILVA et 

al, 2017b). Além disso, Ma et al. (2010) observaram que a exposição de oócitos suínos a TNF-α 

(200 ng/mL) causa uma redução na maturação oocitária e anormalidades no alinhamento 

cromossômico. Yamamoto et al. (2015) mencionam que o TNF-α regula a ovulação através da 

diminuição do número de folículos liberados, induzindo a morte das células da granulosa via 

apoptose e autofagia. Além do mais, estudos mostram que o TNF-α inibe a secreção de estradiol, 

bem como a secreção de P4 em células da granulosa de ratos, suínos, bovinos e humanos 

(SPICER, 1998; VELDHUIS et al., 1991; RICE et al., 1996), o que evidência a divergência 

quanto seu efeito benéfico sobre a foliculogênese. Na tabela 3, Silva et al., (2017b) relataram a 

intensidade da expressão de TNF-α  e seus receptores em folículos ovarianos em bovinos. Em 

folículos primordiais, primários, secundários e antrais pequenos, existem evidências de efeitos 

autócrinos e parácrinos de TNF-α durante o desenvolvimento folicular, com redução da 

sobrevivência folicular e aumento de células apoptóticas no tecido ovariano em bovinos (SILVA 

et al., 2017b).  
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Tabela 3. Intensidade relativa da coloração imuno-histoquímica para as proteínas TNF-α; TNFR-

1 e proteína TNFR-2 em folículos ovarianos bovinos (Adaptado de Silva et al., 2017b). 

Estrutura TNF-α TNF-R1 TNF-R2 

Primordial 
Oócito  +++ +++ ++ 

Celulas da granulosa - - - 

Primário 
Oócito  +++ +++ ++ 

Celulas da granulosa - - - 

Secundário 
Oócito  ++ +++ +++ 

Celulas da granulosa ++ ++ +++ 

Células da teca - - ++ 

Antrais pequenos < 3 mm 
Oócito  +++ +++ ++ 

Cumulus ++ ++ ++ 

Granulosa mural +++ +++ ++ 

Células da teca ++ ++ ++ 

Antrais grandes > 3 – 6 mm 
Oócito  ++ ++ ++ 

Cumulus ++ +++ ++ 

Granulosa mural ++ +++ ++ 

Células da teca ++ +++ ++ 

(-) ausente; (+) fraco; (++) moderado; (+++) forte imunorreação. 

 Outra importante citocina pró-inflamatória é a IL-1β, que pode estimular a proliferação 

de células T e, consequentemente, aumentar a produção de anticorpos (KOOL; FIERENS; and 

LAMBRECHT, 2012). A síntese de IL-1β acontece principalmente pelos macrófagos e 

monócitos quando estimulados, mas podem ser sintetizados em menores quantidades em outros 

tipos de células como linfócitos, neutrófilos, fibroblastos e células endoteliais (GABAY; 

LAMACCHIA; and PALMER, 2010). Em bovinos, Passos et al., (2017) relataram que a IL-1β  e 

seus receptores, são expressos em folículos em vários estágios de desenvolvimento (Tabela 4).  
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Tabela 4. Intensidade relativa da coloração imuno-histoquímica para IL-1β, IL-1RA, IL-1RI e 

IL-1RII e localização de mRNA para IL-1β, IL-1RA, IL-1RI e IL- 1RII em ovários de vacas 

(Adaptado de Passos et al., 2017). 

Estrutura IL-1β IL-1RA IL-1RI IL-1RII 

 Proteína RNAm Proteína RNAm Proteína RNAm Proteína RNAm 

Primordial 
Oócito +  -  +  + 

Granulosa +  +/-  +  +/-  

Primário 
Oócito +  -  +  + 

Granulosa ++  +/-  +  ++  

Secundário 
Oócito ++  +/+  +/+  + 

Granulosa +++ +* ++ +* +/+ +* + +* 

Teca -  -  -  -  

Antrais pequenos < 3 mm 
Oócito ++ + +/+ + ++ + + + 

Cumulus +++ + +++ + ++ + +++ + 

Granulosa 

mural 

+++  +++  ++  +++ + 

Teca ++  ++  ++  ++  

Parede 

folicular 

 +  +  +  + 

Antrais grandes > 3 – 6 mm 
Oócito ++ + +/+ + + + + + 

Cumulus ++ + ++ + ++ + ++ + 

Granulosa 

mural 

+++  +++  +++  +++  

Teca ++  ++  ++  ++  

Parede 

folicular 

 +  +  +  + 

*Folículos inteiros. 

(-) ausente; (+/-) ocasionalmente encontrado; (+) fraco; (++) moderado; (+++) forte imunorreação 

 

Para sintetizar o IL-1β primeiramente seu precursor pro IL-1β inativo é clivado no 

citoplasma em mIL-1β ativo e NTP (peptídeo IL-1β N-terminal) pela caspase 1 (enzima 

conversora da IL-1β). A proteína acessória de receptor (IL-1RAcP) funciona como co-fator  para 

haver a transdução de sinal no complexo. Vale ressaltar que o co-fator também é necessário para 

ativação pelo caminho da IL-18 e IL-33 (WEBER, 2010). Existem inibidores da IL-1β como o 

antagonista do receptor da IL-1 (IL-1Ra) e o receptor do tipo II (IL-1RII) (DINARELLO, 2010). 

Alem disso, é bastante provável que a IL-1β esteja envolvida na regulação da meiose em COCs 
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equinos (MARTORIATI et al., 2003). Em humanos, o sistema IL-1 possui dois tipos de 

receptores (Figura 7), um repeptor do tipo I (IL-1RI) com um domínio de 213 aminoácidos na 

região intracitoplasmática e um receptor do tipo II (IL-1RII) com apenas um domínio de 29 

resíduos (ADASHI, 1998). O IL-1RII e o antogonista de IL-1R (IL-1Ra) são inibidores naturais 

que evitam respostas inflamatórias excessivas causadas pelo sistema IL-1 (GABAY, 

LAMACCHIA E PALMER, 2010). O receptor de IL-1β é um complexo formado pelo receptor 

do tipo I e uma proteína acessória do receptor (IL-1RAcP) que formam um heterodímero de IL-1 

(BORASCHI, 2013). O MyD88 atua como um adaptador ou regulador de maneira transitória no 

complexo de sinalização IL-1R (MUZIO et al., 1997) e é capaz de recrutar a quinase do tipo 1 

associada ao receptor de interleucina (IRAK1) e IRAK2 (WESCHE et al., 1997). Além disso, o 

fator 6 associado ao receptor (TRAF6) é recrutado pelo IL-1R e requerido pela MyD88 para 

ativar NF-kβ (WU & ARRON, 2003). A via clássica do NF-kβ ocorre com a fosforilação de dois 

resíduos de serina (ser32 e ser36) da proteína IkB pela atividade da quinase IkB (IKK), a 

poliubiquitinalização do IKKβ e depois degradação pelo proteossoma 26S, liberando dímeros do 

NF-kβ (p65 e p50) (NISHIKORI, 2005; KARIN & BEM-NERIAH, 2000). A ativação do NF-kβ 

dependente de IKKβ e possui um papel importante no controle transcricional da inflamação 

aguda e crônica (BONIZZI & KARIN, 2004). No entanto, estudos mostram que o NEMO e a 

IKKα induzida pela IL-1, mas não pelo TNF-α, é suficiente para ativação do NF-kβ sem 

necessitar do dímero IKKβ (SOLT et al., 2007). Assim, a IL-1 pode induzir tanto a via clássica 

através do IKKβ quanto o IKKα através do NEMO (SOLT et al., 2007; BONIZZI & KARIN, 

2004; NISHIKORI, 2005). Seguindo a ativação pelo complexo IKKα, há a traslocação do p52 e 

RelB para o núcleo (RAUERT et al., 2010) e pelo complexo IKKβ, a translocação do p65 e p50 

(Figura 7) (BAEUERLE & BALTIMORE, 1996). 

No que tange ao papel da IL-1β sobre a foliculogênese, Passos et al., 2016 

demonstraram que a suplementação do meio de cultivo nas concentrações de 10 e 50 ng/mL de 

IL-1β promoveu o desenvolvimento e ativação de folículos primordiais bovinos. Além disso, a 

IL-1β desempenha um papel no processo ovulatório e na maturação de oócitos equinos, sendo, no 

entanto, fatores adicionais necessários para completar a maturação citoplasmática (CAILLAUD 

et al, 2005). Já se sabe que tanto a IL-1β quanto o TNF-α induzem a ovulação em ratos e coelhos 

(MACHELON e EMILIE, 1997). Recentemente, foi observado que a concentração de 10 ng/mL 

de IL-1β não afeta o período de maturação oocitária em suínos (WASIELAK et al, 2017) e  a 
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associação do TNF-α  com a IL-4 favorecem o estabelecimento da população das células 

germinativas do ovário de mamíferos (VAN DEN HURK, 2005). Desta forma, o estudo da 

influência do TNF-α e da IL-1β na maturação de oócitos bovinos provenientes de folículos 

antrais pequenos é de grande relevância. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Vias de sinalização do sistema IL-1β – (a) complexo de heterodímero do 

sistema IL-1β capaz de promover transdução de sinal (via clássica pela estimulação do 

NEMO); (b) antagonista natural da IL-1β (IL-1Ra) promovendo o bloqueio da 

transdução de sinal; (c) receptor tipo II (IL-1RII) inibindo a transdução de sinais pela 

pequena cadeia peptídica que não atravessa a membrana completamente. 
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3. JUSTIFICATIVA 

Estudos prévios demonstraram que, oócitos bovinos com diâmetro inferior a 110 µm 

possuem um aumento de distúrbios citogenéticos na progressão meiótica (LECHNIACK, 2002), 

dificultando o alcance da completa maturação. Assim, é necessário compreender a regulação do 

desenvolvimento folicular e consequentemente do oócito, a fim de melhorar a eficiência da 

maturação oocitária em bovinos. Já foi relatado que o oócito de folículos pequenos in vitro 

precisa passar um período prévio de desenvolvimento na presença de fatores de crescimento, e 

também, de substâncias inibidoras da maturação nuclear, como a cilostamida, afim de bloqueiar a 

meiose e aumentar assim, o tempo para capacitação do oócito (GOTTARDI et al, 2009). Além 

disso, preconiza-se que os oócitos bovinos precisam crescer até atingir tamanho superior a 120 

µm para adquirir capacidade de desenvolvimento embrionário (PAVLOK et al, 1992). Assim, o 

período de crescimento para oócitos bovinos de folículos antrais precoces antes da maturação é 

ideal para melhorar viabilidade, diâmetro, maturação e desenvolvimento do oócito (HUANG et 

al., 2013). Após o crescimento, o oócito deve estar apto para passar pelas etapas de maturação 

nuclear, citoplasmática e molecular (CAMPOS, 2011; GONÇALVES, 2007).   

Neste contexto, as citocinas possuem papel fundamental na modificação dos gametas 

femininos, e estão envolvidas nos processos desde a foliculogênese até a ovulação, destacando-se 

o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a interleucina 1 beta (IL-1β) que desempenham 

importante papel tanto na ovulação como na função folicular (CRESPO et al, 2012; 

TAKEHARA et al, 1994). Tanto essas citocinas como seus respectivos receptores, são expressos 

no oócito, células do cumulus, células da granulosa e células da teca em diferentes categorias 

foliculares (SILVA et al., 2017b; PASSOS et al., 2016), sendo provável sua contribuição para o 

desenvolvimento folicular desde a ativação folicular até a ovulação. No entanto, os efeitos destas 

substâncias em oócitos de folículos antrais pequenos ainda não são conhecidos, sendo necessário 

estudar o potencial do TNF-α e da IL-1β de promover o crescimento in vitro de oócitos menores 

que 110 µm, afim de melhorar as taxas de maturação in vitro obtidas atualmente, com 

concomitante melhoria da qualidade do oócito maturado in vitro.  
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4. HIPÓTESE 

1. As citocinas (IL-1β e o TNF-α) promovem o crescimento e o aumento da taxa de 

maturação in vitro de oócitos derivados de folículos antrais pequenos (1-3 mm de 

diâmetro). 

3. As citocinas (IL-1β e TNF-α), quando adicionadas durante os períodos de pré-

maturação e maturação de oócitos oriundos de folículos antrais pequenos, influenciam a 

distribuição mitocondrial. 

4. As citocinas (IL-1β e TNF-α) aumentam os níveis de expressão dos genes GDF9, 

H1FOO, cMOS e ciclina B1 em oócitos cultivados in vitro. 
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5. OBJETIVOS 

5.1. OBJETIVO GERAL 

 Investigar os efeitos das citocinas (IL-1β e TNF-α) durante o crescimento de 

oócitos provenientes de folículos antrais pequenos bovinos. 

 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar os efeitos da IL-1β e TNF-α isoladamente ou em associação, sobre o 

diâmetro dos oócitos cultivados in vitro por 48 horas; 

 Avaliar os efeitos da IL-1β e TNF-α isoladamente ou em associação, sobre os 

estágios da cromatina dos oócitos após os períodos de pré-maturação e maturação; 

  Avaliar os efeitos da IL-1β e TNF-α isoladamente ou em associação, sobre a 

distribuição mitocondrial nos oócitos cultivados in vitro; 

 Avaliar os efeitos da IL-1β e TNF-α isoladamente ou em associação, sobre a 

expressão relativa de RNA mensageiro para os genes GDF-9, c-MOS, ciclina B1 e 

H1foo, nos oócitos após a pré-maturação e maturação. 
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Abstract 

This study aims to investigate the effects of IL1β and TNFα on growth and maturation 

of oocytes from small follicles (1-3mm) during in-vitro culture. To this end, COCs with 

diameter of ~110µm were cultured in TCM-199 alone or supplemented with IL1β 

(10ng/mL), TNFα (10ng/mL) or both for 48 h. The oocytes were measured at the 

beginning and at the end of culture period. COCs were cultured for 20h in pre-

maturation medium and then, half of the COCs of each group was destined for in-vitro 

maturation and the remaining COCs were used to evaluate meiotic progression, 

mitochondrial distribution and the expression of mRNAs for GDF-9, c-Mos, Cyclin-B1 
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and H1foo. The results showed that COCs cultured with TNFα alone or together with 

IL1β had higher diameters than those cultured in control medium alone or supplemented 

with IL1β. Control oocytes isolated from large antral follicles (> 5mm) had 

heterogeneous distribution of mitochondria. Oocytes isolated from small antral follicles, 

that had been grown in vitro in TCM-199 alone or supplemented with TNFα had similar 

heterogeneous mitochondrial distribution prior to IVM. After IVM, mitochondria were 

heterogeneously distribution, when cultured in TCM-199. However, when cultured in 

TNFα and/or IL1β, mitochondria were homogeneously distributed. Presence of TNFα 

and/or IL1β in TCM-199 culture medium did not influence the expression of mRNAs 

for GDF-9, c-Mos, Cyclin-B1 and H1foo. In conclusion, TNFα and a mixture of TNFα 

and IL1β both stimulate growth of bovine oocytes during their in-vitro culture, but do 

not influence gene expression in grown oocytes.  

 

Keywords: cytokines, TNFα, IL1β, maturation, antral follicle, bovine 

 

Introduction 

 

It is known that oocytes from small antral follicles (<3.0 mm) have low 

competence to be matured in vitro and to assure early embryo development. Recently, 

Labrecque et al. (2016) reported that the transcriptome of bovine oocytes from small 

follicles is very different from oocytes from large follicles (5-8 mm). As a consequence, 

only fully grown oocytes are efficiently matured in vitro, whereas oocytes from small 

antral follicles are discarded because of their limitations to be successfully matured in 

vitro (Dang-Nguyen et al., 2017). Thus, in-vitro culture of these oocytes, prior to in-

vitro maturation, could allow the synthesis and storage of transcripts and proteins that 

are involved with resumption of meiosis. To avoid meiosis resumption during this pre-
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maturation period, Bezerra et al. (2016) reported that most of the oocytes, from bovine 

antral follicles of 3 to 8 mm, cultured in presence of cilostamide remained at germinal 

vesicle (GV) stage. In addition, swine oocytes from antral follicles <3 mm increased 

their diameter and reach around 120µm after culture in presence of cilostamide (Lee et 

al., 2017). Thus, it has been hypothesized that inhibition or delay of spontaneous 

nuclear maturation in vitro would allow more time for oocyte accumulation of 

molecules that are important for early embryo development, which could potentially 

improve the efficiency of in-vitro embryo production (Bilodeau-Goeseels, 2012).  

Previous studies have shown that transcripts, such as GDF9, H1foo, Cyclin B1 

and cMos, are stored in the oocyte and have important roles during oocyte maturation 

and early embryo development. It has been reported that GDF9 appears to be a key 

regulator involved in the development of oocytes at all stages and at ovulation (Castro, 

Cruz and Leal, 2016). In cattle, the overexpression of oocyte-specific linker histone 

(H1foo) stimulates the maturation process, showing its essentialness for oocyte 

maturation (Yun et al. 2014). Reduction of Cyclin B levels might cause maturation 

promoting factor (MPF) destabilization (Tiwari and Chaube, 2017). The c-Mos has a 

role in regulating the assembly of the spindle during meiotic oocyte division in murine 

species (Zhao et al., 1991). Thus, evaluation of the levels of these transcripts after pre-

maturation may be an indicator of oocyte competence in the bovine species. Moreover, 

there is a progressive increase of mitochondria during oogenesis, which is essential for 

the production of ATP to assure cytoskeletal and cytoplasmic organization during 

resumption of meiosis and oocyte competence (Cotterill et al., 2013). Furthermore, a 

slight change in homogeneous mitochondrial distribution in germinal vesicle (GV) to an 

aggregate of mitochondria in MII was reported in mice oocytes that had been matured in 
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vitro (Nazmara et al., 2014). This indicates that a chosen culture environment might 

have an influence on the location of mitochondria. 

Various substances, like IL1β and TNFα, can influence oocyte growth and 

transcript storage in vitro. It is known that IL-1 and its receptors are expressed in 

different compartments within the oocyte and granulosa cells of bovine antral follicles 

and that 10 ng/mL IL1β stimulates activation of primordial follicles during in-vitro 

culture (Passos et al., 2016). IL1β also modulates the in-vitro proliferation of granulosa 

cells from antral follicles (murine: Karakji and Tsang, 1995, bovine: Baratta et al., 

1996). Furthermore, Martoriati et al. (2003) reported that IL1β is probably involved in 

the regulation of equine oocyte meiotic resumption. TNFα and its receptors are also 

expressed in bovine antral follicles and TNFα maintained the ultrastructure of cumulus 

cells during in vitro culture of bovine cumulus-oocyte complexes (COCs) (Silva et al., 

2017a). In human, TNFα and its type II receptor are both transcribed and translated in 

the oocyte and cumulus cells (Naz et al., 1997). Yan et al. (1993) reported that 10ng/mL 

TNFα stimulates human granulosa cell proliferation and steroidogenesis. TNFα and 

IL1β bind to different cell membrane receptors, but they have a great number of 

activities in common, especially during remodeling of bone and cartilage and in the 

regulation of fever, inflammation, fibroplasia, and angiogenesis (reviewed by 

Oppenheim et al., 1989). These authors have reported that TNFα and IL1β have 

synergistic in vivo radioprotective effects and in vitro terminal differentiative effects 

on tumor cell lines. However, it is still unknown if IL1β, TNFα or both interact and 

influence oocyte growth and gene expression during the culture of bovine oocytes from 

small antral follicles. Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of IL1β 

and TNFα on growth, maturation, gene expression and mitochondrial distribution in 

cultured bovine oocytes, isolated from small bovine antral follicles. 
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Materials and Methods 

 

Collection and transport of bovine ovaries 

Bovine ovaries (n = 160) were obtained from a slaughterhouse and transported 

to the laboratory in saline solution (0.9 % NaCl) containing antibiotics (100 IU / mL 

penicillin and 50 μg / mL streptomycin sulfate) at 30 ° C, within a maximum period of 1 

h.  

 

Oocyte collection 

In the laboratory, the ovaries were washed in saline solution and COCs were 

aspirated from small antral follicles (1–3 mm in diameter) using a 21 gauge needle 

connected to a sterile syringe. Under a stereomicroscope, COCs were recovered and 

selected according to Leibfried and First (1980). After morphological evaluation, grade 

1 and 2 COCs with a visible compact and intact cumulus and a dark cytoplasm were 

selected for culture.  

 

Growth, pre-maturation and maturation of oocytes in vitro 

For in vitro culture, the control medium was TCM-199 supplemented with 4 % 

polyvinylpyrrolidone (PVP), 1µg/mL estradiol, 4 mM hypoxanthine, 0.2 mM pyruvic 

acid, 2.2 mg / mL sodium bicarbonate, 5.0 mg / mL LH (Lutropin
®

-V, Bioniche, 

Belleville, ON, Canada), 0.5 mg / mL FSH (Folltropin
®
-V, Bioniche, Belleville, ON, 

Canada), 5 % fetal bovine serum and 100 IU / mL penicillin and 50 mg / mL 

streptomycin sulfate. The growth medium composition was according to a protocol 

described previously by Huang (2013), with modifications. The COCs were cultured 

individually in 96-well plates with 150 µL in each well for 48 h in control medium 
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alone or supplemented with 10 ng / mL IL1β (Passos et al., 2016), 100 ng / mL TNFα 

(Silva et al., 2017) or both. In each treatment, 109 to 115 oocytes were cultured in vitro. 

After the growth period, two perpendicular measurements were performed in the 

oocytes using an inverted microscope with NIS Elements 4.2 software (Nikon, Nikon 

Instruments Inc., Japan). Then, morphologically normal COCs from each treatment 

were destined to in-vitro pre-maturation. 

The in-vitro pre-maturation medium (pre-IVM) was TCM-199 containing Earle's 

salts and L-glutamine (Sigma) supplemented with 0.2 mM pyruvic acid, 5.0 µg / mL LH 

(Lutropin
®
-V, Bioniche, Belleville, ON, Canada), 0.5 µg/mL FSH (Folltropin

®
-V, 

Bioniche, Belleville, ON, Canada), 0.4 % BSA, 10 μM of cilostamide and 100 IU / mL 

penicillin and 50 μg / mL streptomycin sulfate (Bezerra et al., 2016). The COCs were 

cultured individually in 96-well plates for 20 h d at 38.5°C, with 5% CO2 in air and 

then, the COCs were destined for in-vitro maturation or for the evaluation of meiotic 

progression, as described previously by (Bezerra et al. (2016) and Hirao et al. (2004).  

The maturation medium for the treatments was the same medium that was used 

during pre-maturation without cilostamide. The COCs were cultured individually for 22 

h (Bezerra et al., 2016; Hirao et al., 2004), and all were intended for evaluation of 

meiotic progression.  

 

Evaluation of meiotic progression and mitochondrial distribution 

To evaluate meiotic progression after culture, the cumulus cells were removed 

by vortexing and the oocytes were fixed in 4 % paraformaldehyde for 15 min and 

transferred to 0.1 % Triton X-100. The chromatin configuration was observed after 

addition of 10 µg / mL Hoechst 33342 under an epifluorescent inverted microscope 
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(Leica, DMI4000B). Oocytes were classified according to the nuclear maturation stage 

as germinal vesicle (GV) or germinal vesicle break-down (GVBD). 

For analysis of the mitochondrial distribution before and after maturation, 20 

oocytes per treatment were stripped and incubated in a solution containing 100 nM Mito 

Tracker Red (SIGMA) for 45 min at 38 °C in a saturated humidity atmosphere 

containing 5 % CO2 and 95 % air. Thereafter, the oocytes were analyzed under an 

epifluorescent inverted microscope (Leica, DMI4000B). Oocytes collected from large 

antral follicles (> 5 mm in diameter) were used as fresh control. The mitochondrial 

distribution pattern in each oocyte was classified as (i) heterogeneous – mitochondria 

distributed unevenly within the oocyte cytoplasm, (ii) homogeneous – mitochondria 

distributed throughout the entire oocyte and (iii) peripheral – mitochondria distributed 

only in the periphery of the oocyte. 

 

RNA extraction, reverse transcription and real time PCR 

A total of 240 oocytes (n=60 per treatment) were used for real-time PCR. Total 

RNA was extracted from pools of oocytes by using the TRIzol reagent (Invitrogen, São 

Paulo, Brazil), according to manufacturer's instruction. Before the reverse transcription 

reaction, samples of RNA were incubated for 5 min at 70 °C and then cooled in ice. The 

reverse transcription was performed in a total volume of 20 mL composed of 10 mL of 

sample RNA, 4 mL reverse transcriptase buffer (Invitrogen), 8 units RNAsin, 150 units 

of reverse transcriptase SuperscriptIII, 0.036 U random primers, 10 mM DTT and 0.5 

mM of each dNTP (Invitrogen). The mixture was incubated at 42 °C for 1 h, 

subsequently at 80 °C for 5 min and finally stored at 20 °C. The negative control was 

prepared under the same conditions, but without addition of reverse transcriptase. 
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To quantify the levels of mRNA for GDF-9, Cyclin-B1, cMos and H1foo, each 

reaction in real time (20 μL) containing 10 μL of SYBR Green Master Mixs (Applied  

Biosystems, Warrington, UK), 7.3 μL of ultra pure water, 1 μL of cDNA and 5 mM of 

each primer. Real-time PCR was performed in a thermocycler (Applied Biosystems, 

Warrington, UK). The primers designed to perform amplification of mRNA for GDF-9, 

Cyclin-B1, cMos and H1foo are shown in Table 1. Glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) was used as endogenous controls for normalization of 

messenger RNA expression. GAPDH was successfully used as housekeeping gene in 

bovine oocytes (Silva et al., 2017a). 

Table 1. Primer pairs used to real-time PCR. 

Target gene Primer sequence (5´- 3´) Sense (s), anti-

sense (As) 

GenBank accession 

no. 

GAPDH ACCCAGAAGACTGTGGATGG 

ACGCCTGCTTCACCACCTTC 

S 

As 

BC102589.1 

GDF9 ACAACACTGTTCGGCTCTTCACCC 

CCACAACAGTAACACGATCCAGGTT 

S 

As 

GI:51702523 

C-Mos CTGCAAGATCGGGGACTTCG 

CTCGGTGAGTGTAGGTGCCA 

S 

As 

AY:168496.1 

H1Foo CCCAAGAAGCCGAGTGAGTC 

CTTGGTATCTGCTTGGCGGC 

S 

As 

NM: 001035372.1 

Cyclin-B1 CTCCAGTGCTCTCCTCCTCACT 

CTAATCTTCGTGTTCCTGGTGATCC 

S 

As 

NM:001045872.1 

 

The specificity of each primer pair was confirmed by melting curve analysis of 

PCR products. The thermal cycling profile for the first round of PCR was: initial 

denaturation and activation of the polymerase for 10 min at 95 °C, followed by 40 

cycles of 15 seconds at 95 °C, 30 seconds at 58 °C, and 30 seconds at 72 °C. The final 

extension was for 10 seconds at 72 °C. Primer efficiency was determined using serial 

dilutions of the target cDNA. All reactions were performed in triplicate. The negative 

control was prepared under the same conditions but without addition of cDNA. The 
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delta-delta-CT method was used to transform CT values into normalized relative 

messenger RNA expression levels (Livak and Schmittgen, 2001). 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using Graph Pad Prism 6 software. Paired T-

test was used to compare oocyte diameters before and after culture.  ANOVA with 

Kruskal-Wallis test were used to compare the average oocyte growth, and the levels of 

mRNA in oocytes cultured in the different treatments. The percentages of oocytes at GV 

or GVBD after pre-maturation and maturation in each treatment were compared by Chi-

Square. Differences were considered significant when p < 0.05. 

 

Results 

 

Effects of IL1β and TNFα on oocyte growth during the culture of COCs 

After culturing COCs for 48 h in TCM-199 alone (n = 114) or supplemented 

with IL1β (n = 113), TNFα (n = 110) or both cytokines (n = 108), a significant increase 

in diameter of oocytes was observed when compared to time zero (Figure 1, p < 0.05). 

Additionally, oocytes from COCs cultured in medium supplemented with TNFα alone 

or both TNFα and IL1β had larger average growth than those cultured in control 

medium alone or supplemented with IL1β (Figure 2). A positive interaction between 

TNFα and IL1β was observed, since oocytes cultured in the presence of both substances 

had larger average growth than those cultured either with TNFα or IL1β (Figure 2).    
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Figure 1. Mean diameter of oocytes cultured in TCM-199 alone or supplemented with IL1β, 

TNFα and both IL1β and TNFα for 0 and 48 hours. 

ab – Significant difference between 0 and 48 h within the same treatment (P<0.05). 

Figure 2. Average growth of oocytes cultured in TCM-199 alone or 

supplemented with IL1β, TNFα and both IL1β and TNFα for 48 hours. 

abc – Significant difference among treatments (P<0.05). 
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Pre-maturation and maturation of in-vitro grown oocytes  

After the growth period of oocytes, COCs were pre-matured for 20 h in medium 

supplemented with cilostamide. As shown in Table 2, after pre-maturation, the 

percentage of oocytes at GV stage varied from 47.0 to 65.0 %, while no significant 

effect of TNFα, IL1β or both TNFα and IL1β treatments on meiosis resumption was 

observed. After the in vitro maturation period, a significant reduction in the percentages 

of oocytes at GV was observed, which was accompanied by a significant increase in the 

percentages of oocytes showing meiosis resumption, but no significant differences 

among treatments were seen (Table 2). 

ab – Significant difference between the percentages of oocytes at GV or GVBD after 

pre-maturation and maturation (P < 0.05). 

cd – Significant difference between the percentages of oocytes at GVBD after pre-

maturation and maturation (P < 0.05). 

 

Expression of mRNA for GDF-9, cMos, H1foo and Cyclin-B1  

Figure 3 shows that TNFα, IL1β and both TNFα and IL1β did not influence the 

mRNA expression for GDF-9, Cyclin-B1, cMos and H1foo after culture of COCs. 

Table 2. Percentage of oocytes in germinal vesicle (GV) and resumption of meiosis after 

pre-maturation and in-vitro maturation (IVM). 

In vitro 

growth 

medium 

Pre-maturation IVM 

 GV (%) GVBD (%) GV (%) GVBD (%) 

TCM-199 64.7 (22/34)
a 

35.3 (12/34)
c
 20.0 (6/30)

b
 80.0 (24/30)

d
 

IL1β 50.0 (16/32)
a
 50.0 (16/32)

c
 22.5 (7/31)

b
 77.4 (24/31)

d
 

TNFα 47.2 (17/36)
a
 52.7 (19/36)

c
 12.5 (4/32)

b
 87.5 (28/32)

d
 

IL1β + TNFα 59.3 (19/32)
a
 40.6 (13/32)

c
 16.1 (5/31)

b
 83.8 (26/31)

d
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Mitochondrial distribution in oocytes before and after pre-maturation and IVM 

Control oocytes from large antral follicles (> 5 mm) had a heterogeneous pattern 

of mitochondrial distribution (Figure 4a). However, in control oocytes from small antral 

follicles (1-3 mm), mitochondria were homogeneously distributed (Figure 4a). After 

pre-maturation of COCs in control medium alone or supplemented with TNFα, 

mitochondria were heterogeneously distributed throughout oocytes.  After maturation, 

mitochondria were homogeneously distributed in oocytes, except for those grown in 

control medium, in which the mitochondria were heterogeneously distributed. Table 3 

Figure 3. Expression of mRNA for (A) GDF-9; (B) c-Mos; (C) H1FOO; (D) Cyclin-B1  in 

bovine oocytes that had been gown in TCM-199 alone or supplemented with IL-1β, TNFα and 

both IL-1β and TNFα for 48 hours and pre-matured for 20 hours. 
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shows the mitochondrial distribution in the control oocytes or in those that underwent 

pre-maturation or in-vitro maturation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussion 

This study shows for the first time that TNFα and both TNFα and IL1β 

promote oocyte growth in vitro. Recently, Silva et al. (2017a) has shown that, in cattle, 

TNFα and its receptors (TNFR1 and TNFR2) are expressed in bovine oocytes. In 

humans, TNFα expression increases gradually during follicular phases (Zolti, et al., 

1992). Although IL1β did not promote significant bovine oocyte growth in our study, 

Takehara et al. (1994) reported that this substance is involved in the regulation of rabbit 

oocyte meiotic resumption. In addition, IL1β is known to act as a paracrine factor, 

which is involved in the cascade of events that lead to ovulation (Bem-Shlomo et al., 

1994). Moreover, oocytes and granulosa cells from bovine follicles express the proteins 

for IL1β, IL-1 receptor antagonist (IL-1RA) and the IL-1 receptors IL-1RI and IL-1RII 

(Passos et al., 2016).  

Figure 4. Oocytes with different types of mitochondrial distribution. A) Oocytes from large 

antral follicles with heterogeneously distributed mitochondria. B) Oocytes from small antral 

follicles with homogeneously distributed mitochondria. Original magnification 400x. 
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Table 3. Mitochondrial distribution of fresh oocytes at time zero and after pre-

maturation and maturation in vitro of oocytes that had been previously grown in TCM-

199 alone or supplemented with IL-1β, TNFα and both IL-1β and TNFα for 48 hours. 

Control oocytes –time zero Homogeneous Heterogeneous 

Oocytes from large follicles (> 5mm)  X 

Oocytes from small follicles (< 3 mm) X  

In-vitro growth medium After in-vitro pre-maturation 

TCM-199  X 

TCM-199 + IL-1β X 

TCM-199 + TNFα  X 

TCM-199 + IL-1β + TNFα X  

In-vitro growth medium After in-vitro maturation 

TCM-199   X 

TCM-199 + IL-1β  X  

TCM-199 + TNFα  X  

TCM-199 + IL-1β + TNFα  X  

 

During pre-maturation, high percentages (47-65 %) of oocytes were kept at the 

GV stage. A previous study, using this same medium composition and bovine oocytes 

from large bovine antral follicles (3-8 mm in diameter), had shown that 36 % oocytes 

remained at the GV stage after 12 hours of culture (Bezerra et al., 2016). The findings 

show that blockade of meiosis resumption with cilostamide is more efficient in COCs of 

small antral follicles. Maintenance of oocytes at GV is very important, since it is during 

meiotic arrest that the oocytes undergo structural and molecular modifications, 

including redistribution of organelles, storage of RNAs and messenger proteins 

(Crocomo et al., 2015). 

After maturation of COCs that had been grown and pre-maturated in vitro, the 

GVBD rate ranged from 78.0 to 88.0 % (Table 2). Supplementation of culture medium 
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with TNFα, IL1β or both did not significantly influence the rate of GVBD. Regarding to 

oocytes of large follicles, previous studies have shown that IL1β induces GVBD in 

rabbit oocytes (Takehara et al., 1994). In equine species, in vivo intrafollicular injection 

of IL1β induced ovulation, but this substance was unable to induce cortical granules 

migration and remodelling of mitochondria, that commonly occurs during oocyte 

maturation (Caillaud et al., 2005). In addition, in vitro studies have shown that IL1β had 

not positive effect on equine oocyte nuclear maturation (Martoriati et al., 2003). Studies 

have also suggested that TNFα may stimulate oocyte maturation and may represent an 

intraovarian mediator of the effects of LH on the maturation of fish oocytes (Crespo et 

al., 2012). On the other hand, exposure of porcine oocytes to TNFα caused a reduction 

in their maturation from GV stage to MII stage and increased the proportion of oocytes 

with abnormal chromosome alignment and cytoskeleton structure (Ma et al., 2010). In 

bovine species, TNFα had an inhibitory effect on both in vitro oocyte maturation and 

embryo development (Jackson et al., 2012). These data shows that the effects of TNFα 

and IL1β depends on species and the stage of oocyte development. 

Our results furthermore showed that TNFα, IL1β or both did not influence the 

mRNA levels for GDF9, c-Mos, H1foo and Cyclin-B1 in cultured oocytes. This might 

explain the absence of a positive effect of TNFα, IL1β or both on the rates of GVBD. 

For, previous studies have shown that GDF-9 plays an important role during the 

development of follicular cells (Hussein et al., 2006), whereas c-Mos is important for 

the regulation of meiotic spindle assembly (Zhao et al., 1991). Moreover, H1foo is 

expressed during the GV stage especially and its presence is essential for oocyte 

maturation (Kunitomi et al., 2016). Finally, Cyclin-B1 is a subunit that forms the 

meiosis promoter factor (MPF), responsible for the onset of nuclear maturation 

(Bilodeau-Goeseels, 2012).  
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Control oocytes from large antral follicles (> 5 mm) have a predominant 

heterogeneous mitochondrial distribution. This distribution was also seen in pre-

matured oocytes that had been grown in vitro in TCM-199 alone or supplemented with 

TNFα. After IVM, mitochondrial distribution remained heterogeneous only in oocytes 

that were cultured in TCM-199 medium lacking cytokines. Previous studies have 

recently shown that mitochondria in human oocytes at GV stage have heterogeneous 

distribution, but after GVBD, this configuration changed rapidly to a homogeneous 

distribution (Takahashi et al., 2016). In contrast, cat oocytes either in GV or MII 

predominantly have mitochondria distributed in the peripheral region (Sowińska et al., 

2017). In sheep, migration of mitochondria to the periphery of the oocyte was observed 

after 6 h of IVM in COCs from follicles with a diameter of approximately 2 mm 

(Máximo et al., 2012). In general, in mammalian oocytes at the GV stage, mitochondria 

are found predominantly in the periphery of the cytoplasm, and with small groups 

scattered more to the center of the oocyte (Hyttel et al., 1997; Sun et al., 2001). In 

oocytes at the MII stage, the mitochondria occupy a more centralized position in the 

cytoplasm (Hyttel et al., 1997; Sun et al., 2001; Adona et al., 2008). Our results point to 

a homogeneous distribution after IVM of bovine oocytes treated with IL1β, TNFα or 

both cytokines, suggesting an important role of these compounds in the regulation of 

cytoplasmic maturation, and in the distribution of mitochondria especially. 

In conclusion, TNFα and both TNFα and IL1β promote the in-vitro oocyte 

growth during a 48 h culture period, but this growth had no positive effect on the 

maturation of oocytes from small follicles. In addition, these cytokines do not influence 

expression of mRNAs for GDF-9, c-Mos, cyclin B1 and H1foo in the oocyte. TNFα has, 

however, an effect on the distribution of mitochondria in pre-matured oocytes.  
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7. CONCLUSÕES GERAIS 

 O TNF-α sozinho e com IL-1β promoveu o crescimento de oócitos in vitro durante 

um período de cultura de 48 h, mas esse crescimento não teve efeito positivo na 

maturação de oócitos de folículos antrais pequenos.  

 Essas citocinas não influenciou a expressão de mRNAs para GDF-9, c-Mos, ciclina 

B1 e H1foo no oócito.  

 O TNF-α teve, no entanto, um efeito na distribuição das mitocôndrias em oócitos pré-

maturados. 
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8. PERSPECTIVAS 

Esse trabalho contribuiu para aprofundar os conhecimentos sobre a suplementação do 

meio de maturação in vitro (MIV), visando o melhoramento de protocolos que utilizam oócitos 

oriundos de folículos antrais pequenos (1 – 3 mm). Além disso, esse estudo produziu informações 

relevantes que servirão de base para elaboração de novos projetos de pesquisa, os quais buscarão 

elucidar o papel dessas citocinas (IL-1β e TNF-α), isoladamente ou em associação, com outras 

substâncias (hormônios, fatores de crescimento e outras citocinas), afim de potencializar os seus 

efeitos positivos durante o crescimento e pré-maturação de oócitos provenientes de folículos 

antrais pequenos. Doravante, novos protocolos aprimorados, capazes de maximizar a 

produtividade de rebanhos bovinos ou de outras espécies através da MIV poderão ser 

desenvolvidos.  
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