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RESUMO 

A L-arginina (L-arg) é o aminoácido precursor de importantes metabólitos com funções 

descritas na reprodução, como o óxido nítrico (NO) e as poliaminas (PAs). Em um primeiro 

estudo, objetivou-se avaliar o efeito dose-resposta da suplementação com diferentes 

concentrações de L-arg na MIV de oócitos bovinos. Em um segundo estudo, objetivou-se 

mensurar a concentração intraoocitária de PAs durante a MIV de oócitos bovinos e associá-la 

à maturação nuclear. Para o primeiro estudo, Oócitos obtidos de ovários de abatedouro foram 

levados à MIV utilizando diferentes concentrações de L-arg (0,625 mMol; 1,25 mMol; 2,5 

mMol; 5,0 mMol; 10 mMol). A taxa de maturação foi avaliada por coloração com orceína 

acética. A integridade de membrana das células do cumulus (IMP) foi avaliada por marcação 

com H33342 e iodeto de propídio. O pH do meio foi mensurado utilizando tiras comerciais. A 

dosagem de nitrito total foi realizada por meio do método colorimétrico de Griess. A atividade 

de junções GAP e potencial de membrana mitocondrial (MMP) foram determinados por 

marcação com calceína e JC-1. As taxas de clivagem, blastocisto e eclosão foram avaliadas nos 

dias 2, 7 e 9 do cultivo, respectivamente. A análise dos transcritos relativos foi avaliada por 

qPCR. A morfometria dos oócitos foi mensurada com auxílio do programa PrimeCam. Para o 

segundo estudo, os oócitos foram divididos em dois tratamentos (GC: grupo controle e; GT: 

meio de maturação suplementado com 2,5 mMol de L-arginina) e maturados em placas de 

quatro poços contendo 30 COCs por poço. Os oócitos foram retirados da MIV nos tempos 0 h 

(imaturo), 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 15 h e 22 h. A avaliação do estádio de maturação foi realizada por 

coloração com orceína acética. PAs livres foram analisadas por dansilação, identificadas e 

quantificadas por HPLC. A análise dos transcritos relativos foi avaliada por qPCR. Para ambos 

os estudos, foi realizada análise de variância das variáveis testando o efeito de grupo, sendo as 

médias comparadas através do teste SNK. A variação na abundância de mRNA foi analisada 

por ANOVA e comparações múltiplas entre grupos foram realizadas pelo teste t de Student 

LSMeans. No primeiro estudo, as concentrações de 5,0 e 10 mMol apresentaram efeitos 

deletérios à MIV e foram retiradas das etapas seguintes (p<0,05). 1,25 mMol e 2,5 mMol de L-

arg apresentaram maior tempo de permanência e atividade de junções GAP (p<0,05). 2,5 mMol 

apresentou maior MMP (p<0,05). 0,625 mMol apresentou menor taxa de clivagem (p<0,05). 

2,5 mMol apresentou maior taxa de blastocisto e eclosão (p<0,05). Não houve transcrição para 

Bcl2 e AREG. BAX e SOD2 apresentaram maior expressão em GC quando comparado à 2,5 

mMol. Não houve diferença para expressão de OCT4. O GC apresentou maior expressão de 

iNOS. A suplementação com 2,5 mMol aumentou o diâmetro e área da vesícula germinativa 

(p<0,05). No segundo estudo, observou-se um retardo na retomada da meiose em oócitos 

tratados com L-arg (p<0,05), não sendo observada diferença no estádio de maturação a partir 

da hora 15 (p≥0,05) entre os grupos. PUT apresentou retardo no pico de concentração no grupo 

L-arg, acompanhando o retardo meiótico (p<0,05). SPM apresentou pico de concentração na 

hora 9 (GC) e 12 (L-arg) (p<0,05). SPD e CAD apresentaram acentuada redução na sua 

concentração após o início da MIV (p<0,05), mantendo-se estáveis durante a mesma. A 

abundância para Histona H2A foi menor em GC na hora 3 de MIV (p<0,05). A expressão de 

TP53BP1 e RAD52 foi menor nas horas 3 e 6 de MIV do GC (p<0,05). BAX apresentou maior 

abundância para GC e menor abundância para L-arg na hora 3 de MIV (p<0,05). XRCC5 

apresentou menor abundância na hora 6 de MIV em L-arg (p<0,05) equanto XRCC6 apresentou 

menor abundância nas horas 3 para GC e 6 para L-arg (p<0,05). Não houve diferença na 

expressão de ATM (p>0,05). Identificamos pela primeira vez a concentração de poliaminas 

intraoocitária em mamíferos. A sincronia entre RVG e picos de PUT sugerem a participação da 

mesma durante a MIV, assim como a suplementação com L-arg pode alterar a concentração de 

SPD. Conclui-se que a suplementação com 2,5 mMol de L-arg melhora a qualidade de oócitos 

bovinos MIV, contribuindo para produção de embriões em maior quantidade e qualidade. Mais 



estudos são necessários para verificar a importância das poliaminas na cinética e qualidade dos 

oócitos maturados in vitro e seu impacto na produção de blastocistos. 

Palavras-chave: óxido nítrico; poliaminas; produção in vitro de embriões. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

L-arginine (L-arg) is the amino acid precursor of important metabolites with functions 

described in reproduction, such as nitric oxide (NO) and polyamines (PAs). In a first study, the 

objective was to evaluate the dose-response effect of supplementation with different 

concentrations of L-arg on the IVM of bovine oocytes. In a second study, the objective was to 

measure the intraoocyte concentration of PAs during IVM of bovine oocytes and associate it 

with nuclear maturation. For the first study, Oocytes obtained from slaughterhouse ovaries were 

taken to IVM using different concentrations of L-arg (0.625 mMol; 1.25 mMol; 2.5 mMol; 5.0 

mMol; 10 mMol). The maturation rate was assessed by staining with orcein acetic acid. 

Cumulus cell membrane integrity (IMP) was assessed by labeling with H33342 and propidium 

iodide. The pH of the medium was measured using commercial strips. Total nitrite was 

measured using the Griess colorimetric method. GAP junction activity and mitochondrial 

membrane potential (MMP) were determined by labeling with calcein and JC-1. Cleavage, 

blastocyst and hatching rates were evaluated on days 2, 7 and 9 of cultivation, respectively. 

Relative transcript analysis was assessed by qPCR. Oocyte morphometry was measured using 

the PrimeCam program. For the second study, oocytes were divided into two treatments (CG: 

control group and; GT: maturation medium supplemented with 2.5 mMol L-arginine) and 

matured in four-well plates containing 30 COCs per well. Oocytes were removed from IVM at 

times 0 h (immature), 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 15 h and 22 h. The evaluation of the maturation stage 

was carried out by staining with orcein acetic acid. Free PAs were analyzed by dansylation, 

identified and quantified by HPLC. Relative transcript analysis was assessed by qPCR. For both 

studies, analysis of variance was performed on the variables testing the group effect, with the 

means compared using the SNK test. Variation in mRNA abundance was analyzed by ANOVA 

and multiple comparisons between groups were performed by Student LSMeans t test. In the 

first study, concentrations of 5.0 and 10 mMol showed deleterious effects on IVM and were 

removed from the following stages (p<0.05). 1.25 mMol and 2.5 mMol of L-arg showed greater 

residence time and GAP junction activity (p<0.05). 2.5 mMol showed higher MMP (p<0.05). 

0.625 mMol showed a lower cleavage rate (p<0.05). 2.5 mMol showed a higher blastocyst and 

hatching rate (p<0.05). There was no transcription for Bcl2 and AREG. BAX and SOD2 

showed higher expression in GC when compared to 2.5 mMol. There was no difference in 

OCT4 expression. The GC showed higher expression of iNOS. Supplementation with 2.5 mMol 

increased the diameter and area of the germinal vesicle (p<0.05). In the second study, a delay 

in the resumption of meiosis was observed in oocytes treated with L-arg (p<0.05), with no 

difference in the maturation stage from hour 15 onwards (p≥0.05) between the groups. PUT 

showed a delay in peak concentration in the L-arg group, following the meiotic delay (p<0.05). 

SPM showed a peak concentration at hours 9 (GC) and 12 (L-arg) (p<0.05). SPD and CAD 

showed a marked reduction in their concentration after the start of IVM (p<0.05), remaining 

stable during it. The abundance for Histone H2A was lower in GC at hour 3 of IVM (p<0.05). 

The expression of TP53BP1 and RAD52 was lower in hours 3 and 6 of IVM in GC (p<0.05). 

BAX showed greater abundance for GC and lower abundance for L-arg at hour 3 of MIV 

(p<0.05). XRCC5 showed lower abundance at hour 6 of MIV in L-arg (p<0.05) while XRCC6 

showed lower abundance at hours 3 for GC and 6 for L-arg (p<0.05). There was no difference 

in ATM expression (p>0.05). We identified for the first time the concentration of intraoocyte 

polyamines in mammals. The synchrony between RVG and PUT peaks suggests its 

participation during IVM, just as supplementation with L-arg can alter the concentration of 

SPD. It is concluded that supplementation with 2.5 mMol of L-arg improves the quality of 

bovine IVM oocytes, contributing to the production of embryos in greater quantity and quality. 

More studies are needed to verify the importance of polyamines in the kinetics and quality of 

oocytes matured in vitro and their impact on blastocyst production. 



Keywords: nitric oxide; polyamines; in vitro production of embryos. 
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1. INTRODUÇÃO 

A ideia de que a vida dos animais começava em um óvulo foi proposta em 1951, por 

Willian Harvey e, desde então, inúmeras pesquisas foram desenvolvidas em torno desta célula 

(TUKUR et al., 2020). Hoje, acredita-se que o oócito desempenhe um papel central no sucesso 

da reprodução e, ao mesmo tempo, é um grande obstáculo ao avanço das biotécnicas 

reprodutivas (CONTI; FRANCIOSI, 2018). A viabilidade dos oócitos é o principal 

determinante do sucesso da interação espermatozoide-óvulo, tornando-se essencial uma maior 

compreensão e pesquisas mais aprofundadas sobre o seu desenvolvimento e sua regulação 

(CONTI; FRANCIOSI, 2018; TUKUR et al., 2020). 

O processo de maturação dos oócitos é um dos eventos mais impactantes na PIV, sendo 

por meio deste evento que os oócitos tornam-se células fertilizáveis competentes (PAN; LI, 

2019). Ainda durante a vida fetal, os oócitos iniciam a meiose, porém ficam presos no estádio 

de vesícula germinativa (VG) até que recebam estímulos para a retomada da meiose e posterior 

ovulação ou atresia (LONERGAN; FAIR, 2016). Com a retomada da meiose e progressão do 

processo de maturação, estes oócitos alcançam a metáfase II (M II), que é caracterizada pela 

extrusão do primeiro corpúsculo polar, permanecendo nessa fase até a sua fertilização (HOLT; 

JONES, 2009). 

Diversas tentativas para melhorar as condições de maturação in vitro (MIV) de 

oócitos vem sendo estudadas (TUKUR et al., 2020). Substâncias que estão presentes nos 

tecidos reprodutivos e no fluido folicular in vivo e com funções reconhecidas na reprodução 

vem sendo acrescentadas ao meio de MIV para otimizar os resultados (DARMANI; 

ELBETIEHA; BASHIR, 2019). 

O óxido nítrico (NO) é uma substância cujo seus efeitos vem sendo estudados no 

processo de MIV (BU et al., 2003; DARMANI; ELBETIEHA; BASHIR, 2019; DUBEIBE 

et al., 2017; VIANA et al., 2011; VIANA et al., 2007). O NO é produzido principalmente 

pela atividade da enzima óxido nítrico sintase (NOS), que catalisa a reação que converte o 

aminoácido L-arginina (L-arg) em L-citrulina e NO (BASINI; GRASSELLI, 2015; 

HOSSEINI et al., 2022; IGNARRO, 2000; LIND et al., 2017; NATHAN; XIE, 1994). O NO 

está envolvido em vários eventos que afetam a MIV dos oócitos bovinos (MATTA et al., 

2009; TRIPATHI et al., 2009; VIANA et al., 2007). Em concentrações adequadas, o NO 

melhora a integridade da membrana plasmática das células da granulosa (FAES et al., 2009), 
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células do cumulus (MATTA et al., 2009; VIANA et al., 2011) e oócitos (VIANA et al., 

2011), na migração dos grânulos corticais (MATTA et al., 2009), além de participar da 

regulação da atividade esteroidogênica das células foliculares (FAES et al., 2009) e alterar o 

perfil dos nucleotídeos durante a retomada da meiose (TORRES, 2015).  

A L-arg é um aminoácido semi-essencial, precursor de importantes metabólitos, 

como o óxido nítrico e poliaminas, participando da síntese de proteínas, ureia, creatina, 

agmatina e L-ornitina (AURICH et al., 2019). A disponibilidade de L-arg para a síntese de 

NO no meio usado para cultivar células é um dos pontos principais no controle da síntese de 

NO in vitro (IGNARRO, 2000; LEAL et al., 2009).  

A maioria dos estudos utiliza doadores de NO (LANCELLOTTI SCHWARZ et al., 

2014; VIANA et al., 2007). No entanto, a suplementação do meio com L-arg em vez de 

doadores de NO para avaliar seu papel na MIV de oócitos pode ter a vantagem de melhor 

controlar a quantidade de NO sintetizado pelas próprias células em cultura (IGNARRO, 

2000), evitando possíveis efeitos deletérios pelo excesso de NO (BU et al., 2003; VIANA et 

al., 2007). Estudos contendo L-arg em diferentes concentrações no meio de MIV foram 

conduzidos por DUBEIBE et al. (2013, 2017). No entanto, no referido estudo, a L-arg foi 

utilizada na presença de hemissecções da parede folicular, o que ocasionou uma inibição 

parcial da retomada da meiose, o que não ocorre quando COCs são cultivados em sistemas 

convencionais de maturação. 

Além disso, a suplementação com L-arg poderia atuar em outras vias, como a via das 

poliaminas. Apesar de pouco estudadas, as poliaminas regulam mecanismos de funções 

ovarianas durante a foliculogênese, a ovulação e a luteinização de células da teca e da 

granulosa (KWON et al., 2003). Estudos realizados com suplementação de putrescina em 

oócitos de ratos maturados in vitro indicaram efeitos benéficos dessa poliamina durante a 

maturação, uma vez que oócitos tratados apresentaram uma melhora significativa em seu 

potencial de desenvolvimento e expressaram um número menor de genes apoptóticos (LIU 

et al., 2017). 

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar as vias de sinalização 

utilizadas pela L-arg durante a MIV de oócitos bovinos e sua concentração ideal, visando 

proporcionar melhores condições de maturação aos oócitos, otimizando seus resultados na 

PIV de embriões bovinos. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

• Avaliar a participação da L-arg em vias de sinalização durante a MIV de oócitos bovinos 

e determinar sua concentração ideal. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Determinar a(s) melhor(es) concentração(ões) de L-arg no meio de MIV de oócitos 

bovinos; 

 

• Avaliar os efeitos da(s) melhor(es) concentração(ões) de L-arginina durante a MIV na 

produção in vitro de embriões; 

 

• Avaliar a função das vias do óxido nítrico e das poliaminas durante a MIV de oócitos 

bovinos; 

 

• Determinar a concentração intraoocitária de poliaminas durante a MIV, correlacionando 

com a cinética de maturação nuclear; 

 

• Avaliar a participação da L-arginina em vias de reparo de DNA em oócitos bovinos. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Maturação Oocitária 

 A maturação oocitária é a ocorrência simultânea de diversos fatores que resultam em 

um oócito maturado, ou seja, um oócito pronto para ser fertilizado (SIRARD, 2001; TUKUR 

et al., 2020). Esse processo pode ser dividido em três etapas: maturação nuclear, citoplasmática 

e molecular (SIRARD, 2001; VIVEIROS; DE LA FUENTE, 2019).  

 A maturação nuclear compreende as modificações dos cromossomos do estádio de VG 

à M II.  A maturação citoplasmática abrange a redistribuição das organelas, enquanto a 

maturação molecular engloba alterações que promovem a progressão nuclear e citoplasmática 

(SIRARD, 2001).  

 Para que a maturação ocorra de forma ideal, a comunicação entre as células do cumulus 

e o oócito é importante. Uma das principais vias de comunicação são as junções gap, que se 

localizam entre a membrana do oócito e a membrana das projeções tranzonais (LUCIANO et 

al., 2011; MACAULAY et al., 2014; SUTTON, 2003). As junções GAP transportam moléculas 

de baixo peso molecular importantes para o desenvolvimento dos oócitos, como íons, 

nucleotídeos e aminoácidos (LODDE et al., 2013; THOMAS, Rebecca E.; ARMSTRONG; 

GILCHRIST, 2004). 

 

3.1.1. Maturação nuclear 

 A maturação nuclear é a progressão do oócito do estádio do núcleo intacto na prófase I 

à parada da metáfase II (TUKUR et al., 2020). Seu principal objetivo é produzir um gameta 

haploide (n) (HOLT; JONES, 2009). 

 As células germinativas femininas iniciam a meiose I (M I) durante o desenvolvimento 

embrionário e são interrompidas no estágio diplóteno da prófase I (PEI et al., 2023). O 

monofosfato cíclico de adenosina (cGMP) sintetizado pelas células do cumulus é transportado 

para o oócito e inibe a atividade da fosfodiesterase 3A (CONTI et al., 2002), mantendo elevados 

os níveis de monofosfato cíclico de adenosina (cAMP) e impedindo a retomada meiótica 

(MEHLMANN, 2005; PEI et al., 2023). In vivo, após o pico de LH, a concentração de cAMP cai, 

induzindo o oócito a retomar o processo de meiose (CONTI et al., 2002; MEHLMANN, 2005). 
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Antes do início da maturação, o oócito possui uma grande vesícula germinativa (VG) 

com grande nucléolo. Inicialmente, os cromossomos encontram-se descondensados, dispersos 

e transcricionalmente ativos (LUCIANO; SIRARD, 2018). Com o início da maturação, os 

cromossomos iniciam a condensação, o nucléolo se dispersa, a transcrição cessa e ocorre o 

rompimento da VG (MASUI, Yoshio; CLARKE, 1979; PEI et al., 2023). 

 A fase de VG do oócito pode ser dividida em 4 fases. VG0 quando a cromatina está 

descondensada e dispersa por todo nucleoplasma, VG1 quando ocorre o aparecimento de 

poucos focos de condensação, VG2 quando a cromatina encontra-se condensada e compactada 

em agregados e VG3 quando observa-se cromatina compactada em um único agregado, 

ocupando uma área restrita do nucleoplasma (LODDE et al., 2007; LUCIANO; SIRARD, 

2018), sendo que VG1 é relacionada à oócitos em crescimento, VG2 a oócitos em fase plateau 

e VG3 a oócitos atrésicos (LUCIANO; SIRARD, 2018). Oócitos recuperados na fase 2 de VG 

são os mais competentes para realização de MIV (SIRARD, 2019).  

 Após o reinício da meiose, a vesícula germinativa é rompida, formando então a placa 

metafásica no estádio de metáfase I (M I), até completar a primeira fase da divisão meiótica, 

com a segregação dos cromossomos homólogos entre o oócito e o primeiro corpúsculo polar na 

telófase I (HOLT; JONES, 2009; MADDOX; AZOURY; DUMONT, 2012; ROELES; 

TSIAVALIARIS, 2019; VIVEIROS; DE LA FUENTE, 2019). No final do processo de 

maturação nuclear, inicia-se a segunda fase da meiose com formação do segundo fuso até 

atingir a metáfase II (M II), período em que ocorre uma nova parada, já que a segunda meiose 

só irá completar-se após a fertilização (HOLT; JONES, 2009; TUKUR et al., 2020). 

 

3.1.2. Maturação citoplasmática 

 A maturação citoplasmática se dá pela redistribuição das organelas no citoplasma 

(FERREIRA et al., 2009). Não baseada em cromatina como a maturação nuclear, a maturação 

citoplasmática prepara o oócito para recepção, ativação e desenvolvimento pré-implantacional 

de espermatozoides, englobando as mudanças estruturais brutas no oócito, incluindo rearranjo 

de organelas celulares (mitocôndrias, ribossomo, retículo endoplasmático, grânulos corticais), 

modulação do nível de energia e acúmulo de mRNA, proteína e substratos para apoiar a 

fertilização e o desenvolvimento pré-embrionário antes da ativação do genoma embrionário 

(MAO et al., 2014; WATSON, 2007). 
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 Apesar de serem processos diferentes, a maturação nuclear e citoplasmática ocorrem 

simultaneamente, são conectados e dependentes um do outro. Os eventos durante a maturação 

citoplasmática dos oócitos contribuem para a conclusão bem-sucedida da maturação nuclear 

dos oócitos, aumentando sua capacidade de fertilizar e dão suporte ao desenvolvimento 

embrionário inicial (TUKUR et al., 2020; YAMADA; ISAJI, 2011). 

 As mitocôndrias, os ribossomos, o retículo endoplasmático, os grânulos corticais e o 

aparato de Golgi foram reconhecidos por desempenharem papéis significativos na maturação 

citoplasmática (ELAHI et al., 2017).  

 O número de mitocôndrias, a distribuição e a atividade dessas organelas têm efeito 

profundo no desenvolvimento de oócitos e embriões (COTTERILL et al., 2013; HARVEY, 2019). 

Estas organelas são responsáveis por fornecer toda a energia necessária para a síntese de 

proteínas que suportam o processo de maturação e o desenvolvimento inicial do embrião 

(TARAZONA et al., 2006). As mitocôndrias são dinâmicas em sua distribuição. Oócitos imaturos 

dos folículos antrais iniciais têm suas mitocôndrias principalmente no córtex, enquanto nos 

oócitos em M II, as mitocôndrias se localizam de forma difusa no citoplasma (TARAZONA et 

al., 2006; TUKUR et al., 2020). 

O retículo endoplasmático é o principal reservatório de íon cálcio, necessário para a 

retomada e conclusão da segunda divisão meiótica, prevenção da polissemia e recrutamento de 

mRNAs maternos necessários para a ativação do genoma embrionário (AJDUK; 

MAŁAGOCKI; MALESZEWSKI, 2008). Durante a maturação do oócito, esta organela sofre 

uma reorganização dinâmica, passando de um acúmulo na região central do citoplasma em 

estádio de VG, para um característico agrupamento na região cortical em oócitos em M II 

(YAMADA; ISAJI, 2011). 

O aparato de Golgi é responsável pelo transporte intracelular de proteínas. Eles estão 

espalhados por todo o ooplasma, mas são mais localizados na região interior do que no córtex. 

No entanto, à medida que a maturação dos oócitos progride, o aparato de Golgi, o ribossomo e 

os lisossomos vão desaparecendo, tornando-se raros em oócitos totalmente maduros (TUKUR 

et al., 2020). 

Os grânulos corticais são organelas formadas a partir do aparato de Golgi e são 

exclusivas de oócitos. Estas organelas são formadas no oócito em crescimento e sofrem 

redistribuição durante o período de maturação, sendo que sua principal função é o bloqueio à 

polispermia (HOSOE; SHIOYA, 1997; HYTTEL et al., 1997). Inicialmente, os grânulos corticais 
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podem ser identificados em pequenos grupos no citoplasma dos oócitos em estádio de VG. Sua 

migração para a periferia do oócito ocorre durante o avanço da maturação, podendo ser 

encontrados próximos à membrana plasmática em oócitos completamente maduros 

(GOTTARDI; MINGOTI, 2009; LIU 2011). 

 

3.1.3. Maturação molecular 

 A maturação molecular poderia ser considerada como uma subdivisão da maturação 

citoplasmática, relacionada à síntese de mRNA específicos e proteínas. Essas proteínas estarão 

envolvidas na maturação do oócito, extrusão do 1º corpúsculo polar e em processos futuros, tais 

como a extrusão do 2º corpúsculo polar, fertilização e fase inicial do desenvolvimento 

embrionário (SIRARD, 2001; SIRARD et al., 2006).  

 Sabe-se que a síntese de novas proteínas é necessária para que ocorra o evento de 

retomada da meiose e a maioria é sintetizada logo nas primeiras horas de maturação, sendo o 

MPF (fatores promotores da meiose) o responsável pela retomada (TREMBLAY et al., 2005).  

 A proteína MOS (Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase) é codificada pelo 

mRNA materno que se mantém armazenado durante o período de crescimento do oócito. 

Quando se inicia a maturação esse mRNA é traduzido e sofre degradação nas fases mais 

avançadas do desenvolvimento. Sua função é ativar a cascata MAPK (Mitogen Activated 

Protein Kinases) que, por sua vez, modula o MPF e promove a transição da fase G2 à meiose 

(BREVINI GANDOLFI; GANDOLFI, 2001). Nos oócitos bovinos, a poliadenilação de 

RNAms que codificam as proteínas necessárias para a ativação de MPF e MAPK, ocorre entre 

9 e 12 horas de maturação (KRISCHEK; MEINECKE, 2002; RODRIGUEZ; FARIN, 2004). 

 

3.2. L-Arginina 

A arginina é um aminoácido condicionalmente essencial para mamíferos (WU et al., 

2009). Além de sua principal função na deposição de proteínas, participa de vários eventos 

fisiológicos importantes, como síntese e secreção de hormônios (DAVENPORT; BOLING; 

SCHILLO, 1995), síntese e oxidação de energia celular de outros aminoácidos e uréia, eventos 

reprodutivos e atua no sistema imunológico (BÖGER; BODE-BÖGER, 2001; WU; 

MEININGER, 2002). Além disso, auxilia na vasodilatação, regulação da pressão arterial (WU; 

MEININGER, 2002) e, como aminoácido funcional, atua como substrato para a síntese de 
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moléculas biológicas, incluindo ornitina, poliaminas (putrescina, espermina e espermidina), 

prolina, glutamina, creatina, agamatina e NO (BÖGER; BODE-BÖGER, 2001; HSU; TAIN, 2019; 

WECKMAN et al., 2019; WU; MORRIS, 1998). 

 

Figura 1: Metabolismo da L-arginina em mamíferos (POPOLO et al., 2014). 

  

A arginina é o principal precursor da síntese do NO, sendo extremamente necessária 

para manter a concentração de NO tanto in vivo quanto in vitro (IGNARRO, 2000; LEAL et al., 

2009). Estudos anteriores demonstram que apenas 1,5% da arginina entra na via NOS 

(CASTILLO et al., 1996) e, apesar de existirem consideráveis estoques intracelulares de arginina, 

a arginina extracelular é quem limita a taxa de produção de NO (CHIN-DUSTING; WILLEMS; 

KAYE, 2007; HSU; TAIN, 2019). A L-arginina (L-arg) é o isômero fisiologicamente ativo da 

arginina, sendo, portanto, utilizado para suplementação (WECKMAN et al., 2019). 

 Diversos estudos vêm demonstrando que a arginina desempenha um papel crucial na 

reprodução (WU et al., 2013), desenvolvimento fetal (CHE et al., 2019; RODRIGUES-

KRAUSE et al., 2018; WU et al., 2013), cicatrização de feridas, manutenção da integridade do 

tecido e função imunológica (MCKNIGHT et al., 2010), bem como no tratamento de doenças na 
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gravidez (WU et al., 2009). Em várias espécies de mamíferos, foram documentados efeitos 

positivos relacionados à suplementação com L-arg no desenvolvimento embrionário, na 

placentação e no crescimento fetal (AURICH et al., 2019). 

 Em suínos, o desenvolvimento embrionário e fetal demonstrou melhorar após a 

suplementação com L-arg na dieta (GAO et al., 2012; MATEO et al., 2007). Utilizada no terço 

final da gestação, a L-arg aumentou o número de leitões nascidos vivos e o peso da leitegada 

(BÉRARD; BEE, 2010; LI et al., 2010, 2014; WU et al., 2012).  

Em ratos, a suplementação com L-arg durante os primeiros sete dias de gestação 

aumenta o número de locais de implantação e o tamanho da ninhada (ZENG et al., 2008). Em 

equinos, a suplementação com L-arg durante o estro e terço inicial da gestação aumentou o 

diâmetro da vesícula embrionária, o comprimento e o diâmetro fetal entre os dias 25 e 45 de 

gestação (AURICH et al., 2019). 

Em ruminantes, poucas informações sobre os efeitos da suplementação de L-arg na 

função reprodutiva estão disponíveis (RUIZ DE CHÁVEZ et al., 2015). Em ovelhas, estudos 

relatam um efeito positivo da L-arg nas taxas de ovulação (BULBARELA-GARCÍA et al., 2009) 

e a suplementação de L-arginina durante a gestação tardia aumentou o número total de cordeiros 

nascidos vivos (LASSALA et al., 2011). 

Estudos in vitro mostraram que a adição de L-arg ao meio de fertilização está associada 

a um aumento na produção de NO, que se correlaciona com uma melhoria nos parâmetros de 

capacitação espermática, bem como na capacidade de fertilização in vitro em várias espécies, 

incluindo camundongos (HERRERO et al., 1996), suínos (AQUILA et al., 2011), humanos (WANG 

et al., 2014), búfalos (ROY; ATREJA, 2008) e bovinos (AGUIAR et al., 2019; LEAL et al., 

2009; OFLAHERTY; RODRIGUEZ; SRIVASTAVA, 2004; RODRIGUEZ et al., 2005; 

SANTANA et al., 2016), bem como altera o perfil proteômico de espermatozoides bovinos 

(MACIEL JR et al., 2018). 

De forma semelhante, a atuação do NO na maturação de oócitos bovinos foi 

demonstrada pela presença de diferentes isoformas da NOS, especialmente endotelial (eNOS) 

e NOS induzível (iNOS), em oócitos e em células somáticas do ovário (PIRES et al., 2009; 

TESFAYE et al., 2006). Da mesma forma, alterações na concentração de NO no meio de 

maturação in vitro devido à suplementação com doador de NO (SCHWARZ et al., 2010; 

VIANA et al., 2011; VIANA et al., 2007) ou inibidor da atividade da NOS (MATTA et al., 2009; 
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SCHWARZ et al., 2010) afetaram a retomada e a progressão da meiose (DUBEIBE et al., 2013). 

Além disso, oócitos maturados em meio de maturação in vitro suplementados com L-arg 

apresentam maior integridade das células do cumulus e melhores índices de maturação na 

presença de hemissecções da parede folicular (DUBEIBE et al., 2017). 

 

3.3. Óxido Nítrico 

 O óxido nítrico (NO) é um radical livre diatômico, possuindo em sua estrutura química 

um elétron livre, sendo, dessa forma, uma espécie instável que pode reagir facilmente com 

outros radicais, e consequentemente, tem uma meia-vida biológica bastante curta (3-5 

segundos) (IGNARRO, 2000). Essa molécula é solúvel em água e em lipídios, podendo 

difundir-se facilmente através das membranas biológicas para atuar como um importante agente 

nos processos de sinalização inter e intracelular (FUJII; IUCHI; OKADA, 2005; IGNARRO, 

2000). O NO é gerado a partir de oxigênio molecular e L-arginina pela enzima óxido nítrico 

sintase (NOS) (IGNARRO, 2000; KWON et al., 1990; LAMAS et al., 1992; MONCADA; 

PALMER; HIGGS, 1991; MUNGRUE et al., 2003; NATHAN; XIE, 1994). 

 Por mais de três décadas, o NO foi apenas um poluente que induziu a chuva ácida e a 

depleção da camada de ozônio. Hoje, o NO é considerado um dos principais mediadores 

parácrinos de diversos papéis biológicos na imunidade, bem como nos sistemas circulatório e 

nervoso (KESHET; EREZ, 2018; SCHMIDT; WALTER, 1994).  

 Ao contrário de muitas outras moléculas cujos mecanismos de sinalização e efeitos 

biológicos foram estudados por muitos anos, os processos de sinalização do NO apenas 

recentemente começaram a ser estudados (ROMERO-AGUIRREGOMEZCORTA et al., 2014). 

Apesar de sua simplicidade molecular, o NO atua como um sinal biológico de várias maneiras 

(FRANCIS; BUSCH; CORBIN, 2010).  

 Nas últimas décadas, tornou-se claro que o NO é importante no controle de várias 

funções na reprodução feminina (TIAN et al., 2018). NOS estão presentes no tecido endometrial 

de diferentes animais atuando como mediadores-chave na função endometrial (KHAN et al., 

2018), além de terem sido encontradas nas células da granulosa (GRASSELLI et al., 2001; 

MITCHELL, 2004; TAO et al., 2005), nas células do cumulus (MITCHELL, 2004; VAN VOORHIS 

et al., 1995), e em oócitos de suínos (TAKESUE et al., 2003), ratas (MITCHELL, 2004; VAN 

VOORHIS et al., 1995), camundongos (JABLONKA-SHARIFF; OLSON, 2000) e bovinos 

(PIRES et al., 2009; TESFAYE et al., 2006). Além disto, a expressão de mRNA para as isoformas 
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da NOS foi registrada em oócitos bovinos (PIRES et al., 2009; TESFAYE et al., 2006) e de búfalo 

(DUBEY et al., 2012).  

 O NO desempenha um papel duplo na reprodução, dependendo de sua concentração 

(ROMERO-AGUIRREGOMEZCORTA et al., 2014). Quando presente em baixas concentrações, 

o NO melhora os eventos reprodutivos precoces, mas tanto o excesso quanto a falta de NO têm 

consequências negativas (BARROSO, 1998; LEE et al., 2013). Em oócitos de mamíferos, em 

condições in vitro, verificou-se que altas concentrações de NO inibem a maturação meiótica, 

produzem estresse oxidativo e apoptose (BARROSO, 1998; JABLONKA-SHARIFF; OLSON, 

2000; JABLONKA-SHARIFF; OLSON, 1998), enquanto baixas concentrações protegem 

contra o estresse oxidativo, estimulam a maturação meiótica (BU et al., 2003; KUO et al., 2000; 

TAO et al., 2005, 2004) e aumentam o tempo ótimo para a fertilização e o desenvolvimento ideais 

(GOUD et al., 2008). 

 Envolvido em vários eventos que afetam a MIV dos oócitos bovinos, o NO auxilia na 

regulação da integridade, viabilidade e atividade das células foliculares (TRIPATHI et al., 2009). 

O NO pode reduzir os índices de apoptose (BASINI et al., 1998; ZAMBERLAM et al., 2011) 

e, em concentrações adequadas, o NO pode contribuir para uma melhora na integridade da 

membrana plasmática das células da granulosa (FAES et al., 2009), células do cumulus (MATTA 

et al., 2009; VIANA et al., 2011) e na qualidade dos oócitos (DUBEIBE et al., 2017; VIANA 

et al., 2011). Há evidências ainda de que o NO participa da regulação da atividade 

esteroidogênica das células foliculares (BASINI et al., 1998; FAES et al., 2009) e, de acordo 

com a concentração no meio de cultura, pode promover ou inibir a síntese de progesterona e 

17β-estradiol pelas células da granulosa (DUBEY et al., 2012; FAES et al., 2009), estando estas 

envolvidas na MIV (ALI; SIRARD, 2002; FAIR; LONERGAN, 2012). 

 Quanto à retomada meiótica, estudos demonstram que o NO atua principalmente na 

ativação da guanilato ciclase solúvel (sGC), enzima responsável pela síntese de cGMP 

(BOTIGELLI et al., 2017). 
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Figura 2: Representação esquemática da participação da via L-arg/NO na retomada da meiose 

de oócitos bovinos. A óxido nítrico sintase (NOS) metaboliza a L-arg em L-citrulina e óxido 

nítrico (NO). O NO estimula a enzima guanilato ciclase soluvel (GCs) que catalisa a conversão 

de 5P guanosina-trifosfato (GTP) em guanosina cíclico 3P,5P guanosina-trifosfato (GMPc). O 

GMPc atua estimulando a Fosfodiesterase 3A (PDE3A), que promove a hidrólise de AMPc, o 

que contribui com a retomada da meiose. Uma via alternativa para a produção de NO seria 

através de nitrato/nitrito (NO3
-/NO2

-). O 2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil 3-óxido 

(PTIO) é um quelante do NO, enquanto o 1H- [1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-ona 

(ODQ) é um inibidor da enzima GCs. Autoria própria. 

 

3.4. Poliaminas 

 As poliaminas são compostos alifáticos de baixo peso molecular composto por cadeias 

de carbono de comprimento variável com dois ou mais grupos de aminoácidos primários 

(LENIS et al., 2017; TABOR; TABOR, 1964) e estão presentes em todas as células eucarióticas e 

procarióticas (COFFINO, 2001; TIBURCIO et al., 2014). Os grupos de aminoácidos presentes nas 

poliaminas são críticos para os seus efeitos biológicos, uma vez que permitem que elas 
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interajam com componentes celulares como o ácido desoxirribonucleico (DNA), o ácido 

ribonucleico (RNA), a adenosina trifosfato (ATP) e fosfolípidos que têm uma carga negativa 

(WANG et al., 2014). As poliaminas estão presentes em todos os tipos celulares, sendo que, em 

mamíferos, as quatro principais poliaminas de interesse científico são espermina, espermidina, 

putrescina, e cadaverina (KUSANO et al., 2008a; LENIS et al., 2017; TABOR; TABOR, 1964).  

 As poliaminas podem provir de diferentes fontes para os mamíferos, podendo ser 

obtidas diretamente da dieta (BARDOCZ, 1993; LARQUÉ; SABATER-MOLINA; ZAMORA, 

2007), produzidas pela microflora intestinal (HESSELS et al., 1989) ou sintetizadas a partir de 

aminoácidos como a arginina, prolina e metionina (TABOR; TABOR, 1964; WU, G. et al., 2008). 

A habilidade das poliaminas interagirem com anions celulares depende principalmente do 

número de cargas positivas associadas com cada poliamina, A espermina é a poliamina mais 

ativa em gerar interação com anions e a putrescina é a menos ativa, pois tem um menor número 

de cargas positivas (MOINARD; CYNOBER; DEBANDT, 2005). 

Nos mamíferos, a síntese de poliaminas ocorre por meio das ações da arginase e da 

ornitina dexcarboxilase1 (ODC1). A arginase é uma metaloenzima com três subunidades que 

hidrolisam a arginina para produzir dois produtos importantes: ornitina e ureia (GRILLO; 

COLOMBATTO, 2004; WANG et al., 2014). Uma vez gerada a ornitina, esta é descarboxilada 

pela ODC1 para produzir putrescina que, por sua vez, é o substrato da espermidina sintase (ES) 

para gerar espermidina. Esta última torna-se espermina por ação da espermina sintase (ESPS) 

(LEFÈVRE; PALIN; MURPHY, 2011; LENIS et al., 2017; VUJCIC et al., 2003). 
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Figura 3. Representação esquemática da via de produção de poliaminas pela célula. DFMO = 

Difluorometilornitina; atua como inibidor da Arginase. ODC1 = ornitina dexcarboxilase 1; ES 

= espermidina sintase; ESPS = espermina sintase. Autoria própria. 

  

As poliaminas desempenham diversos papéis a nível celular. Por meio de interações 

moleculares, as poliaminas atuam estabilizando a estrutura do DNA, induzindo a remodelação 

da cromatina, e, desta forma, regulam a expressão gênica (IGARASHI; KASHIWAGI, 2010; 

LEE et al., 2019; WALLACE; FRASER; HUGHES, 2003). Além disto, essas moléculas 

parecem desempenhar papéis essenciais na proliferação celular (ALM; OREDSSON, 2009), 

morte celular programada (SEILER; RAUL, 2005) e em modificações da cromatina (BISTULFI 

et al., 2009; HUANG et al., 2009). Estas modificações múltiplas e papéis variados indicam que 

uma regulação precisa da homeostase intracelular de poliaminas é essencial para a 

sobrevivência celular (LEFÈVRE; PALIN; MURPHY, 2011). 

 As poliaminas têm efeitos sobre o sistema reprodutivo tanto dos machos (LEFÈVRE; 

PALIN; MURPHY, 2011; RODRÍGUEZ-PÁEZ et al., 2021, 2023; WANG et al., 2014), como de 

fêmeas. Nos machos, as células de Sértoli e Leydig sintetizam e armazenam poliaminas que 

regulam a diferenciação das espermatogônias durante a espermatogênese, sendo que a 

espermina é considerada uma poliamina vital para a fertilidade de machos, sendo encontrada 

em maior concentração no plasma seminal do que em qualquer outro fluido corporal 

(LEFÈVRE; PALIN; MURPHY, 2011).  
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Nas fêmeas, as poliaminas regulam mecanismos de funções ovarianas durante a 

foliculogênese, a ovulação e a luteinização de células teca e granulosa, além de melhorar a 

maturação dos oócitos (KWON et al., 2003; LEFÈVRE; PALIN; MURPHY, 2011).  

Apesar de seus inúmeros efeitos, ainda se tem pouca informação sobre o papel das 

poliaminas na oogênese dos mamíferos. Estudos realizados com oócitos de Xenopus laevis, 

revelaram que a maturação é simultaneamente precedida e acompanhada por aumentos da 

atividade da ODC1 nos oócitos (ZHOU et al., 2009), sugerindo que a atividade do ODC1 e a 

biossíntese da poliamina atuam sobre células foliculares de apoio à maturação meiótica. Além 

disso, as alterações em Ca2+ transientes associados ao recomeço da maturação meiótica em 

oócitos (TOSTI; BONI; CUOMO, 2000) são consistentes com os efeitos das poliaminas nos 

canais iónicos (COBURN, 2009), o que leva a crer que existe um mecanismo para regulação 

direta da meiose no oócito por poliaminas (LEFÈVRE; PALIN; MURPHY, 2011). 

Recentemente, estudos relatam que as poliaminas melhoram a qualidade de oócitos e 

embriões de roedores (LIU et al., 2017; TAO et al., 2015) e suínos (JIN, J. X. et al., 2016), 

melhoram o desenvolvimento folicular, a maturação oocitária e o desenvolvimento embrionário 

inicial (SHI et al., 2022ab; ZHANG et al., 2023), além de aumentar a mitofagia (ZHANG et al., 

2023), o potencial de membrana mitocondrial (SHI et al., 2022a; ZHANG et al., 2022b), reduzir 

a aneuploidia e produção de espécies reativas de oxigênio (SHI et al., 2022a). 
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5. Artigo 1: Artigo original assegurando as normas da revista Theriogenology, ISSN: 0093-

691, qualificada como A1 pelo QUALIS – CAPES. 

A L-arginina aumenta a atividade das junções GAP e potencial de membrana 

mitocondrial de oócitos bovinos maturados in vitro em meio de cultivo convencional e 

melhora a produção e qualidade de blastocistos bovinos 

Resumo  

A L-arginina (L-arg) é o aminoácido precursor de óxido nítrico (NO), radical livre com 

importantes funções descritas na reprodução. Objetivou-se avaliar o efeito dose-resposta da 

suplementação com diferentes concentrações de L-arg (0,625; 1,25; 2,5; 5,0 e 10 mMol) na 

MIV de complexos cumulus-oócitos (CCOs) de bovinos obtidos de abatedouro. A taxa de 

maturação foi avaliada por coloração com orceína acética. A integridade de membrana das 

células do cumulus (IMP) foi avaliada por marcação com H33342 e iodeto de propídio. O pH 

do meio foi mensurado utilizando tiras comerciais. A dosagem de nitrito total foi realizada por 

meio do método colorimétrico de Griess. A atividade de junções GAP e potencial de membrana 

mitocondrial (MMP) foram determinados por marcação com calceína e JC-1, respectivamente. 

As taxas de clivagem, blastocisto e eclosão foram avaliadas nos dias 2, 7 e 9 do cultivo, 

respectivamente. A análise dos transcritos relativos (BAX, Bcl2, AREG, OCT4, SOD2 E iNOS) 

foram avaliadas por qPCR. A morfometria dos oócitos foi mensurada com auxílio do programa 

PrimeCam. Concentrações de 5,0 e 10 mMol apresentaram efeitos deletérios à MIV e foram 

retiradas das etapas seguintes (p<0,05). Concentrações de 1,25 mMol e 2,5 mMol de L-arg 

apresentarou maior tempo de permanência de junções GAP (p<0,05). 2,5 mMol apresentou 

maior MMP (p<0,05). 0,625 mMol apresentou menor taxa de clivagem (p<0,05). 2,5 mMol 

apresentou maior taxa de blastocisto e eclosão (p<0,05). Não houve transcrição para Bcl2 e 

AREG. BAX e SOD2 apresentaram maior expressão em GC quando comparado à 2,5 mMol. 

Não houve diferença para expressão de OCT4. O GC apresentou maior expressão de iNOS. A 

suplementação com 2,5 mMol aumentou o diâmetro e área da vesícula germinativa (p<0,05). 

Conclui-se que a suplementação com 2,5 mMol de L-arg melhora a qualidade de oócitos 

bovinos MIV, contribuindo para produção de embriões em maior quantidade e qualidade. 

Palavras-chave: óxido nítrico; produção in vitro de embriões; maturação citoplasmática. 

 

1. Introdução 

O processo de maturação dos oócitos é um dos eventos mais impactantes na produção 

in vitro de embriões (PIVE), sendo por meio deste evento que os oócitos tornam-se células 

competentes para serem fecundadas (PAN; LI, 2019). Ainda durante a vida fetal, os oócitos 

iniciam a meiose, porém ficam presos no estádio de vesícula germinativa (VG) até que recebam 

estímulos para a retomada da meiose e posterior ovulação ou atresia (LONERGAN; FAIR, 

2016). Com a retomada da meiose e progressão do processo de maturação, estes oócitos 
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alcançam a metáfase II (M II), que é caracterizada pela extrusão do primeiro corpúsculo polar, 

permanecendo nessa fase até a sua fertilização (HOLT; JONES, 2009). 

Diversas tentativas para melhorar as condições de maturação in vitro (MIV) de oócitos 

vem sendo estudadas (TUKUR et al., 2020). Substâncias que estão presentes nos tecidos 

reprodutivos e no fluido folicular in vivo e com funções reconhecidas na reprodução vem sendo 

acrescentadas ao meio de MIV para otimizar os resultados (DARMANI; ELBETIEHA; 

BASHIR, 2019). 

Os efeitos do óxido nítrico (NO) vêm sendo estudados no processo de MIV (BU et al., 

2003; DARMANI; ELBETIEHA; BASHIR, 2019; DUBEIBE et al., 2013, 2017; VIANA, Kelen 

Salaroli et al., 2011; VIANA, K.S. et al., 2007). O NO é produzido principalmente pela atividade 

da enzima óxido nítrico sintase (NOS), que catalisa a reação que converte o aminoácido L-

arginina (L-arg) em L-citrulina e NO (IGNARRO, 2000; NATHAN; XIE, 1994), estando 

envolvido em vários eventos que afetam a MIV dos oócitos bovinos (MATTA et al., 2009; 

TRIPATHI et al., 2009; VIANA, K.S. et al., 2007). Em concentrações adequadas, o NO melhora a 

integridade da membrana plasmática das células da granulosa (FAES et al., 2009), células do 

cumulus (MATTA et al., 2009; VIANA, Kelen Salaroli et al., 2011) e oócitos (VIANA, Kelen Salaroli 

et al., 2011), na migração dos grânulos corticais (MATTA et al., 2009), além de participar da 

regulação da atividade esteroidogênica das células foliculares (FAES et al., 2009) e alterar o 

perfil dos nucleotídeos durante a retomada da meiose (TORRES, 2015).  

A L-arg é um aminoácido semi-essencial, precursor de importantes metabólitos, como 

o óxido nítrico e poliaminas, participando da síntese de proteínas, ureia, creatina, agmatina e L-

ornitina (AURICH et al., 2019). A disponibilidade de L-arg para a síntese de NO no meio usado 

para cultivar células é um dos pontos principais no controle da síntese de NO in vitro 

(IGNARRO, 2000; LEAL et al., 2009).  

A maioria dos estudos utiliza doadores de NO (SCHWARZ et al., 2010; VIANA, K.S. et 

al., 2007) para avaliar seu papel na MIV. No entanto, a suplementação do meio com L-arg em 

vez de doadores de NO pode ter a vantagem de melhor controlar a quantidade de NO sintetizado 

pelas células em cultura (IGNARRO, 2000). Estudos contendo L-arg em diferentes 

concentrações no meio de MIV foram conduzidos por Dubeibe et al. (2013) (DUBEIBE et al., 

2013). No entanto, no referido estudo, a L-arg foi utilizada na presença de hemissecções da 

parede folicular, o que ocasionou uma inibição parcial da retomada da meiose, o que não ocorre 

quando CCOs são cultivados em sistemas convencionais de maturação. Além disso, a 
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suplementação com L-arg pode estar atuando em outras vias, como a via das poliaminas, via da 

uréia ou, até mesmo, como aminoácido estrutural (IGNARRO, 2000). 

Assim, a manutenção das concentrações de NO numa determinada faixa de 

concentração, garante tanto ao oócito (MATTA et al., 2009) e as células da granulosa (FAES et 

al., 2009) a manutenção de sua viabilidade.  

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o papel da L-arg na MIV de 

complexos cumulus-oócitos (CCOs) bovinos, visando proporcionar melhores condições de 

maturação aos oócitos, otimizando os resultados na PIVE bovina. 

2. Material e Métodos 

2.1. Delineamento experimental: 

2.1.1 Experimento I: Efeito dose-resposta da L-arg na maturação in vitro de oócitos bovinos 

 A fim de avaliar o efeito dose-resposta da L-arg durante a MIV e determinar a(s) 

concentração(ões), diferentes concentrações de L-arg (0,625; 1,25; 2,5; 5,0 e 10,0 mMol) foram 

adicionadas ao meio verificando sua ação sob a taxa de maturação, integridade de membrana 

das células do cumulus e pH do meio. O experimento foi composto por 6 grupos (um grupo 

para cada concentração de L-arg, mais um grupo controle), sendo que cada grupo foi composto 

por 30 COCs distribuídos aleatoriamente, em seis repetições (n=360). 

 Após transcorridas 22 hrs de MIV, o meio utilizado na realização dos testes descritos 

acima foi utilizado para dosagem de nitrito total como indicador indireto da concentração de 

NO. 

2.1.2 Experimento II: Efeito da L-arg na maturação citoplasmática de oócitos bovinos e 

produção de embriões in vitro 

 Ao final do experimento I, as concentrações de 5,0 e 10 mMol de L-arg apresentaram 

efeitos deletérios sob a MIV, sendo retiradas das etapas seguintes.  

Nesta etapa foi realizada a avaliação da atividade das junções GAP através da marcação 

com calceína-AM e do potencial de membrana mitocondrial, através da marcação por JC-1. Os 

grupos foram compostos por 30 CCOs distribuídos aleatoriamente, em 6 repetições (n=300). 

Além dos grupos GC, 0,625; 1,25 e 2,5 mMol, nesta etapa contou-se ainda com um grupo 

controle negativo (GC-), composto por oócitos cultivados na presença de carbenoloxona e por 
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oócitos imaturos, respectivamente. Com o intuito de avaliar os efeitos da L-arg na produção in 

vitro de embriões, foi realizada fertilização in vitro e cultivo in vitro de oócitos maturados em 

diferentes concentrações de L-arg (0,625; 1,25 e 2,5 mMol), além do GC. Cada grupo foi 

composto por 30 CCOs em 6 repetições (n=240).  

A fim de avaliar a participação da L-arg na expressão de genes relacionados à qualidade 

embrionária, a análise de transcritos para BAX, Bcl2, OCT4, AREG, SOD2 e iNOS foram 

avaliadas em embriões em estádio de blastocisto expandido, sendo que cada amostra foi 

composta por 3 embriões e as análises foram feitas em triplicatas (n=36). 

2.2. Coleta e seleção dos complexos cumulus-oócito  

 Os ovários foram coletados em abatedouros frigoríficos locais e, imediatamente, 

transportados para o laboratório em containers com solução salina a 0.9%, estéril, a 38 ºC e 

suplementada com 100 µL de antibiótico (Agrovet® 5.000.000, Elanco, São Paulo, SP, Brasil). 

No laboratório, foram retirados os tecidos adjacentes aos ovários. Posteriormente, estes foram 

lavados com solução salina a 0.9% e transferidos para um becker com solução salina a 0.9%, 

estéril, a 38 ºC e suplementada com 100 µL de antibiótico, mantidos a temperatura de 38 ºC em 

banho-maria até o momento da punção. 

Para a punção dos folículos ovarianos, foi utilizada uma seringa de 10 mL equipada com 

agulha 40 × 12. Os CCOs em fluido folicular foram recolhidos em tubo cônico para centrífuga 

de 50 mL, contendo de 3 a 5 mL de meio de lavagem [meio de cultivo de tecidos (TCM) 199 

com Hepes] a 35 ºC. Após a decantação dos CCOs, foi feita a seleção e triagem dos mesmos 

em placa de Petri de 100 mm × 20 mm, quadriculada, sob capela de fluxo laminar horizontal. 

Os CCOs selecionados [graus I e II, segundo De Loos et al. (1989) (DE LOOS et al., 1989a)] 

foram transferidos para placa de Petri 35 mm x 10 mm com aproximadamente 2 mL de meio 

de lavagem. Posteriormente, foi feita a lavagem dos oócitos em placa de Petri de 100 mm × 20 

mm com 4 a 5 gotas de 150 µL cada com meio de lavagem, sendo a última gota de meio de 

maturação [TCM 199 sem Hepes suplementado com soro fetal bovino [SFB (Cultilab®, 

Campinas, SP, Brasil)], hormônio folículo estimulante [FSH (Gonal-F 300 UI®, Merck S.A., 

Rio de Janeiro, RJ, Brasil)], antibiótico conjugado com antimicótico, piruvato e glutamina]. 

 2.3 Avaliação da maturação nuclear 

Após transcorridas 22h de MIV, os oócitos incubados foram retirados da estufa e 

desnudados por meio de sucessivas pipetagens em solução PP a 1% [solução salina tamponada 
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de fosfato (PBS) livre de Ca+2 e Mg+2 + 0,1% de álcool polivinílico (PVA)], colocados entre 

lâmina e lamínula e fixados em solução etanol-ácido acético (3:1) durante 48 horas para, então, 

serem corados com orceína acética a 2%. Foi feita a avaliação do estádio de maturação nuclear 

com auxílio de microscopia ótica (Nikon – Eclipse E200, Melville, NY, USA), sendo os oócitos 

classificados: em vesícula germinativa (VG), metáfase I (MI) e metáfase II (MII) (BRUNET; 

MARO, 2005). Após a classificação, foi calculada a taxa de maturação utilizando o número de 

oócitos em MII em relação ao total de oócitos corados (n=980, sendo controle: n= 180; 0,65 

mMol: n=165; 1,25 mMol: n=178; 2,5 mMol: n=158; 5,0 mMol: n=179; 10,0 mMol: n=120). 

2.4. Avaliação da integridade da membrana plasmática 

 Após o desnudamento dos oócitos, o restante da solução foi centrifugada (2.700 × g) 

por 10 min. O sobrenadante foi retirado e o sedimento (pellet) resultante foi ressuspenso em 

uma solução com os marcadores fluorescentes: hoechst 33342 (10 μg/mL) e iodeto de propídeo 

(IP) (10 μg/mL). As células foram colocadas entre lâmina e lamínula, e levadas ao microscópio 

de epifluorescência (400x, NIKON – Eclipse TE300, Melville, USA) para contagem (200-250 

células de cada tratamento). As células foram classificadas em dois grupos: 1) com membrana 

plasmática íntegra, emitindo fluorescência azul (marcados com Hoechst) e 2) com membrana 

plasmática lesada, emitindo fluorescência vermelha (marcados com IP). 

 O IP se liga ao DNA de células com dano na membrana plasmática e cora o núcleo de 

vermelho (GRAHAM; KUNZE; HAMMERSTEDT, 1990). O H 33342 consegue atravessar a 

membrana íntegra das células e cora o DNA de azul (CASEY et al., 1993). 

2.5. Mensuração do pH do meio de maturação 

 O pH do meio foi determinado após transcorridas 22 horas de MIV, imediatamente após 

a retirada dos oócitos, com o auxílio de tiras comerciais (Merck S.A.®, Rio de Janeiro, RJ, 

Brasil) específicas para este fim. 

2.6. Mensuração da concentração de nitrito total como indicador da presença de NO 

 Com o objetivo de avaliar se a adição de L-arginina afeta a produção de NO das células 

em cultivo, foi realizada a mensuração da concentração de nitrito total como indicador indireto 

da concentração de NO no meio. O nitrito total corresponde a concentração de nitrato e nitrito, 

metabólitos estáveis do NO. 
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Após a aferição do pH, o meio de maturação foi colocado em tubos de microcentrífuga 

de 1,5 mL e centrifugados a 700 g por 8 min. Após a centrifugação, o sobrenandante foi 

armazenado a -16 ºC até o momento das avaliações.  

A concentração de nitrito total no meio de cultivo foi determinada pelo método baseado 

na reação colorimétrica de Griess, utilizando-se kits comerciais. A curva padrão de NaNO3 foi 

diluída em meio de cultivo de tecidos (TCM) 199, variando de 0.5 a 100 μM. A leitura foi feita 

em espectrofotômetro (leitor de ELISA, Boitek®, Winooski, EUA) a 540 nm. Foi 

confeccionado um gráfico de dispersão com os valores da absorbância, sendo os resultados 

expressos em μM/L. 

2.7. Avaliação da funcionalidade das junções GAP 

 Após 4 h de maturação, os CCOs foram transferidos para uma solução de 1 mM de 

Calceína-AM [Molecular Probes®, Invitrogen, Eugene, OR, EUA, 50 µg diluído em 5 mM de 

dimetilsulfóxido (DMSO)] + 0,3 mg/mL de PVA por 15 minutos. Após esse período, os CCOs 

foram transferidos para meio PP a 1% por 25 min. As estruturas foram desnudadas 

mecanicamente, colocadas em lâmina e avaliadas em microscópio de fluorescência (Nikon – 

Eclipse 80i, Melville, NY, USA). 

A calceína-AM é capaz de chegar ao oócito através das junções GAP (THOMAS, 

Rebecca E.; ARMSTRONG; GILCHRIST, 2004). No interior do oócito, as esterases removem 

o radical (AM) da calceína, tornando-a polar e carregada negativamente, impossibilitando a sua 

passagem de volta para o meio extracelular (NERI et al., 2001). 

Os oócitos do GC- foram incubados sob as mesmas condições dos demais grupos, com 

acréscimo de carbenoxolona (CBX®, bloqueador irreversível das junções GAP) ao meio de 

MIV na concentração de 243 µM (THOMAS, Rebecca E.; ARMSTRONG; GILCHRIST, 

2004). 

A atividade das junções GAP foi mensurada com auxílio do programa ImageJ®, 

quantificando a fluorescência emitida pela calceína presente no citoplasma dos oócitos, onde, 

quanto maior a presença de calceína, maior a fluorescência emitida. 

2.8. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (MMP) 
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 A avaliação do MMP foi realizado conforme descrito por Fujii e Funahashi (2009) 

(FUJII; FUNAHASHI, 2009), com algumas modificações. Após 22 h de MIV, os oócitos foram 

desnudados por meio de seguidas pipetagens em meio contendo PP a 1% e diretamente 

colocados em gotas de 100 µL da solução de JC-1® (Molecular Probes®, Invitrogen, Eugene, 

OR, EUA) [0,5 µM diluído em dimetilsulfóxido (DMSO)] por 30 min a 37 ºC, no escuro. Os 

oócitos foram lavados em gotas de PBS livre de Ca+2 e Mg+2, colocados em lâmina e levados 

ao microscópio de epifluorescência (Nikon – Eclipse 80i, Melville, NY, USA). O GC- foi 

composto por oócitos imaturos, sendo avaliados logo após a punção dos folículos ovarianos. 

 A fluorescência emitida pelas mitocôndrias ativas no citoplasma foi mensurada com o 

auxílio do programa ImageJ®, sendo realizado uma contagem de pixels da fluorescência 

emitida pelo oócito, podendo mensurar a intensidade de MMP por meio da fluorescência 

emitida pelas mesmas, onde, quanto maior a quantidade de pixels detectada, maior a atividade 

mitocondrial. 

2.9. Produção in vitro de embriões bovinos  

A maturação in vitro foi realizada conforme descrito no item 2.4, utilizando-se dos 

mesmos grupos descritos no item 2.5. O dia da FIV foi considerado o dia 0 (D0) da avaliação 

dos embriões. Após 22 h de MIV, oócitos maturados foram lavados em 3 gotas de 150 L de 

meio Talp-sp [Talp-sp estoque suplementado com BSA (albumina sérica bovina) fração V, 

piruvato de sódio e antibiótico conjugado com antimicótico] e, depois, em 2 gotas de 150 L 

de meio FIV-final (Talp-fec estoque suplementado com BSA livre de ácidos graxos, piruvato 

de sódio e antibiótico conjugado com antimicótico). Em seguida, foram transferidos para gotas 

de 75 μL de meio FIV-final sob óleo mineral em placa de Petri 35 mm x 10 mm.  

Para inseminação das gotas foi utilizando semên comercial criopreservado (Semex do 

Brasil®, Bulmenau, Brasil), sendo mantido o mesmo touro durante todo o experimento. O 

sêmen foi descongelado a 37 ºC por 30 seg e submetido ao gradiente de miniPercoll (Percoll 

90%/45%) mediante centrifugação a 700 x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado, o pellet 

ressuspendido com 600 μL de FIV-final e, novamente, centrifugado a 300 × g por 1,5 min 

(AGUIAR et al., 2019). A dose inseminante utilizada foi referente a 2 x 106 espermatozóides/mL. 

Os espermatozoides foram colocados na gota de FIV juntamente com os CCOs e co-incubados 

em estufa a 38,5 °C, em atmosfera de 5% de CO2 por 18 h. 

Os prováveis zigotos foram retirados da gota de FIV e lavados em 5 gotas de 150 L 

cada de meio SOF [fluido sintético de oviduto (SOF estoque suplementado com SFB, Tri-citrato 
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de sódio, Myo-inositol, BME essential AA, MEM non-essential, penicilina/estreptomicina, 

piruvato de sódio e glutamina)] para a retirada de células do cumulus e espermatozoides. Em 

seguida, os prováveis zigotos foram transferidos para placas de Petri 35 mm x 10 mm com gotas 

de 150 l de meio SOF, cobertas com óleo mineral. A incubação foi feita por 7 dias em estufa 

a 38,5°C, em atmosfera de 5% de CO2, 5% de O2 e 90% de N2. Foi realizada no dia 2 de cultivo 

a avaliação da taxa de clivagem, no dia 7 da taxa de blastocisto e no dia 9 a taxa de eclosão. 

2.10 Análise dos transcritos relativos 

2.10.1 Extração de RNA 

 As amostras de RNA das amostras de embriões foram extraídas com o RNA MiniPrep 

Kit (Zymo Research), de acordo com o protocolo do fabricante, sendo que cada amostra foi 

composta por 3 embriões em estádio de blastocisto eclodido. 

2.10.2 Transcrição reversa e PCR quantitativo (RT-qPCR) 

 O RNA total extraído foi submetido a ensaio de digestão com DNase I (1U) por 10 

minutos a 37°C para eliminação de qualquer resquício de DNA genômico nas amostras. Logo 

em seguida, foi adicionado EDTA (25mM) por 15 minutos a 75°C para a inativação da DNase 

I. Por fim, foi adicionado 1 µl de OligoDT por 10 minutos a 65°C. A transcrição reversa foi 

realizada utilizando High Capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems®) 

conforme instruções do fabricante. As condições de ciclagem para a transcrição reversa foram: 

25°C por 10 minutos, 37°C por 2 horas e 85°C por 5 segundos. 

2.10.3 Reação de Cadeia de Polimerase – PCR 

Logo após a transcrição reversa foi feito uma PCR para comprovação de que houve a 

completa conversão de RNA para cDNA, utilizando o gene housekeeping β-actina. As amostras 

de cDNA foram diluídas na proporção 1:15 (v:v) em ddH2O, sendo utilizados 2 μL de cDNA 

por reação. A PCR foi realizada em um volume final de 10 μL [5,85 μL ddH 2 O; 1,0 μL 10 x 

RT-Buffer; 150 mM de cada primer (sense e antisense); 100 mM dNTP (25 mM cada); 1.5 mM 

de MgCl2 0,05μL AmpliTaq DNA Polimerase Uniscience]; 2,0 μL de cDNA). As condições de 

ciclagem foram: 94 ºC por 10 min, 40 ciclos de 94 ºC por 30 seg, 54 °C por 30 seg e 72 °C por 

30 seg, com extensão final de 72 °C por 10 minutos. 

2.10.4 Real Time PCR – Quantitative PCR (qPCR) 
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 Para a análise da abundância relativa de das amostras de embriões, foi realizado o ensaio 

de PCR em tempo real, sendo os valores de cada análise calculados segundo a fórmula 2-(ΔΔCt). 

Os genes analisados foram: BAX, BCL2, OCT4, SOD2, AREG e iNOS (Tabela 1). Os ensaios 

de qPCR foram realizados em um volume final de 10 µL [5,0 µL PCR SybrGreen-Mastermix, 

(AppliedBiosystem); 0,7 µL água; 0,15 µL – 150 mM de cada primer (sense e antisense); 4,0 

µL de cada amostra]. As condições de ciclagem foram: 95 ºC por 10 min, 40 ciclos de 95 ºC 

por 30 segundos e 60 ºC por 1 min. Toda distribuição das alíquotas de mix de qPCR foi realizada 

utilizando um micropitetador eletrônico monocanal da marca Gilson®. Como amostra 

calibradora foi utilizada uma amostra contendo cDNA de todas as amostras utilizadas. O gene 

utilizado como housekeeping foi o da β-actina bovino. 

Tabela 1: Lista de primers utilizados nas análises qPCR de embriões bovinos. 

Genes Primer sequence Amplicon 

(pb) 

RefSeq 

BAX 

F 5'-

TGTTTTCTGACGGCAACTTCA-3' 

R 5'-

CGAAGGAAGTCCAATGTCCAG-3' 

139 

NM_173894.1 

(chr18:55308684-

55312694) 

BCL2 

F: 5'-CAACGGAGGCTGGGACG-3’ 

R: 5’-

GAGCAGTGCCTTCAGAGACA -3' 

91 

NM_001166486.1 

(chr24:63544388-

63749849) 

SOD2 

F 5'-

AGCACGAGCAGGAGACTGGT-3' 

R 5'-

GACGTTGAGGTTGTTCACGTAG-3 

171 

NM_201527.2 

(chr9:100184538-

100194450) 

AREG 

F: 5’- 

AGGTGTCGCTGAAGAACGAA-3’ 

R: 5’-

CCGATCTGATACCCTGCAAT-3’ 

95 

NM_001099092.1 

(chr6:89379645-

89391802) 

OCT4 

F: 5’-AAGACGTGGTCCGAGTGT-3’ 

R: 5’-CGGGTCCCCCTGTGAAAG-

3’ 

117 

NM_174580.3 

(chr23:26884609-

26889108) 

iNOS 

F: 5’-

CTATGTCTGTGGGGATGTGC-3’ 

R: 5’-

AAGATGTCTTCATGATAGCGC-3’ 

147 

NM_001076799.1 

(chr19:19134270-

19175089) 

 

2.11 Efeito da suplementação com L-arg na morfometria oocitária 

 Para essa etapa, utilizou-se dois grupos (GC e 2,5 mMol de L-arg) em seis repetições. 

Os oócitos foram selecionados conforme descrito no item 2.3 e incubados conforme descrito 
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no item 2.4. Após transcorridas 3 h de MIV, os oócitos foram preparados conforme descrito no 

item 2.4.1 e avaliados em microscopia óptica (Nikon – Eclipse E200, Melville, NY, USA) e 

fotografados com auxílio de câmera digital de alta resolução (PrimeCam Pro, BioLab Brasil®, 

São Paulo, Brasil). Posteriormente, foi mensurado o diâmetro do oócito (DO), a área do oócito 

(AO), diâmetro da VG (DVG), área da VG (AVG) e espessura da zona pelúcida (EZP) 

(SALIMOV et al., 2023), conforme descrito na Figura 1. 

 

Figura 1.: Análise da morfometria de oócitos bovinos maturados in vitro suplementados com 

L-arg onde: AO: área do oócito; AVG: área da vesícula germinativa; DO: diâmetro do oócito; 

DVG: diâmetro da vesícula germinativa; EZP: espessura da zona pelúcida. 

2.13. Análise estatística 

 Foi realizada análise de variância testando o efeito de grupo, sendo as médias 

comparadas com o uso do teste SNK a nível de 5% de probabilidade utilizando o software SAS, 

versão 9.4. A variação na abundância de mRNA foi analisada por ANOVA e comparações 

múltiplas entre grupos foram realizadas pelo teste t de Student LSMeans usando o software 

JMP (JMP® 7.0, SAS Institute, Inc., Cary, NC, EUA). 
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3. Resultados 

 A suplementação com L-arg nas concentrações 5,0 mMol e 10 mMol apresentaram 

redução na taxa de maturação enquanto concentrações de 2,5 mMol de L-arg ou menor não 

influenciaram. A concentração de 10 mMol de L-arg também reduziu IMP. 

 

Figura 2: Taxa de maturação (painel A) e integridade de membrana plasmática (IMP – painel 

B) de células do cumulus de oócitos bovinos maturados in vitro suplementados com diferentes 

concentrações de L-arginina. GC: grupo controle. 

As concentrações de 1,25 mMol e 2,5 mMol não influenciaram a expansão das células 

do cumulus (p<0,05) (Tabela 2). 
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Tabela 2: Grau de expansão de células do cumulus de oócitos bovinos maturados in vitro 

suplementados com diferentes concentrações de L-arginina. 

 Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 

GC 0±0b 0±0b 0±0b 16,66±8,16ª 83,33±8,16ª 

0,625 mMol 0±0b 0±0b 4,66±4,54b 30,16±17,03ª 65,16±21,28ª 

1,25 mMol 0±0b 0±0b 1,0±2,44b 30,0±34,64ª 82,33±4,08ª 

2,5 mMol 0±0b 0±0b 5,0±7,07b 26,0±17,81ª 70,4±21,52ª 

5,0 mMol 0±0b 9,66±6,62b 45,0±24,49ª 33,5±21,82ª 11,83±24,41b 

10 mMol 21,33±10,33ª 55,5±21,97ª 14,83±20,98b 8,33±16,02ª 0±0b 

Médias seguidas pela mesma letra não se diferem a 5% de probabilidade dentro da mesma linha. 

Grau 0: sem expansão de células do cumulus; Grau 1: somente a camada de células mais externa 

apresentam expansão; Grau 2: expansão das camadas externas; Grau 3: somente células da 

corona radiata não apresentam expansão; Grau 4: todas as camadas de células do cumulus 

encontram-se expandidas; GC: grupo controle. 

 

As concentrações 5,0 mMol e 10 mMol aumentaram o pH do meio (p<0,05). A 

concentração de nitrito foi maior na concentração de 10 mMol (23.91±2.29 µM/L) se 

diferenciou de todos os grupos (p<0,05) (Tabela 3). 

As concentrações de 1,25 mMol e 2,5 mMol de L-arg apresentaram maior potencial de 

membrana mitocondrial (p<0,05) enquanto a concentração de 2,5 mMol de L-arg apresentou 

maior potencial de membrana mitocondrial (p<0,05) (Figura 3). 
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Tabela 3: Mensuração do pH e da concentração de nitrito total no meio de maturação in vitro 

de oócitos bovinos suplementado com diferentes concentrações de L-arginina. 

 pH Nitrito (µM/L) 

GC 7,1±0,36b 16,84±2,79b 

0,625 mMol 6,83±0,29b -- 

1,25 mMol 7,33±0,28b 13,91±0,51c 

2,5 mMol 7,5±0,0b 13,93±0,66c 

5,0 mMol 8,33±0,57ª 14,81±1,01ab 

10 mMol 9,0±0,0a 23,91±2,29ª 

Médias seguidas pela mesma letra não se diferem a 5% de probabilidade. GC: grupo controle. 

A taxa de clivagem foi menor na concentração de 0,625 mMol de L-arg (p<0,05). A 

suplementação com 2,5 mMol de L-arg apresentou maior taxa de blastocisto e eclosão (p<0,05) 

(Figura 4). 
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Figura 3.: Contagem de pixels de emissão de epifluorescência de funcionalidade de junções 

GAP e potencial de membrana mitocondrial de oócitos bovinos maturados in vitro 

suplementados com L-arginina. GC+: grupo controle positivo; GC-: grupo controle negativo. 
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Figura 4.: Taxa de clivagem (painel A), taxa de blastocisto (painel B) e taxa de eclosão (painel 

C) de embriões bovinos produzidos in vitro utilizando oócitos suplementados com diferentes 

concentrações de L-arginina durante a MIV. 

Na análise de transcritos dos embriões, não houve expressão para BCL2 e AREG. Não houve 

variação significativa na abundância de mRNA para OCT4 (p≥0,05). Os grupos GC e 0,625 

mMol de L-arg apresentaram maior abundância de mRNA para BAX e SOD2 do que 2,5 mMol 
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de L-arg (p<0,05). Para iNOS, observa-se maior abundância de mRNA em GC quando 

comparado aos grupos suplementados com L-arg (p<0,05) (Figura 5). 

 

Figura 5.: Análise de abundância relativa de mRNA de BAX, SOD 2, OCT4 e iNOS em 

embriões bovinos em estádio de blastocisto eclodido aos 9 dias de cultivo in vitro advindos de 

oócitos suplementados com L-arginina durante a MIV. 

Na avaliação morfométrica, a suplementação com L-arg aumentou DVG e AVG  (p<0,05). Para 

DO, AO e EZP não foram observadas variações significativas (p≥0,05) (Tabela 4). 
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Figura 6: Oócitos bovinos do grupo controle (painel A) e suplementados com 2,5 mMol de L-

arg (painel B) após 3 horas de maturação in vitro corados com orceína acética 2% para 

realização de morfometria indicando a vesícula germinativa (seta preta). 

Tabela 4: Morfometria de oócitos bovinos após 3 horas de maturação in vitro suplementados 

com L-arginina. 

Parâmetro GC 2,5 mMol 

DO (µm) 114.33±1.49a 116.51±1.69a 

AO (µm2) 9852.2±299.2a 10175.86±255.15a 

DVG (µm) 28.84±1.06b 31.55±0.98a 

AVG (µm2) 737.32±77.38b 897.0±36.57a 

EZP (µm) 14.0±1.38a 13.7±1.43a 

Médias seguidas pela mesma letra não se diferem a 5% de probabilidade. GC: grupo controle; 

2,5 mMol: oócitos suplementados com 2.5 mMol de L-arginina. DO: diâmetro do oócito; AO: 

área do oócito; DVG: diâmetro da vesícula germinativa; AVG: área da vesícula germinativa; 

EZP: espessura da zona pelúcida. 

4. Discussão 

 O presente estudo é o primeiro a descrever os efeitos da suplementação com L-arg em 

sistema convencional de MIV de oócitos. Dubeibe et al. (2013) (DUBEIBE et al., 2013) utilizou 

diferentes concentrações de L-arg na presença de hemissecções. No entanto, a presença de 

hemissecções da parede folicular pode inibir parcialmente a retomada da meiose devido à 

fatores inibitórios produzidos e secretados por células somáticas foliculares (DA ROSA et al., 

2017; RICHARD, 1996; SIRARD, M. A. et al., 1989), além de auxiliarem na manutenção de níveis 

elevados de cAMP (BEZERRA et al., 2016), o que altera as condições de cultivo entre estudos. 

 A taxa de maturação foi afetada em concentrações mais altas de L-arg, sendo observado 

efeitos deletérios nos grupos 5,0 mMol e 10 mMol. O efeito bifásico do NO sob processos 

reprodutivos é bem descrito (BU et al., 2003; VIANA, Kelen Salaroli et al., 2011; VIANA, K.S. et 

al., 2007), portanto, encontrar efeitos deletérios em concentrações mais altas de L-arg têm sido 

descrito (DUBEIBE et al., 2013, 2017). Dubeibe et al. (2013) (DUBEIBE et al., 2013) relatam como 

concentração ideal 5,0 mMol de L-arg. No entanto, a presença de hemissecções de parede 

folicular no poço de cultivo pode explicar a divergência entre estudos.  
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Foi observada uma discreta redução na taxa de maturação na concentração 0,625 mMol, 

porém, a mesma não difere dos grupos GC e 2,5 mMol de L-arg. Além disso, oócitos 

suplementados com 2,5 mMol de L-arg também não apresentaram diferença dos grupos GC e 

1,25 mMol. Um aumento na taxa de maturação em concentrações adequadas de L-arg pode não 

ter sido observado pelo fato de, quando cultivados em meio adequado, um grande número de 

oócitos já alcançarem a fase de MII no final do cultivo, o que dificulta determinar efeitos 

benéficos de qualquer substância nesta fase (SIRARD, M. A. et al., 1988). 

 Quanto à integridade de membrana das células do cumulus, somente a concentração de 

10 mMol apresentou efeito deletério. Faes et al. (2009) (FAES et al., 2009) relatam um aumento 

na integridade de membrana das células do cumulus utilizando doadores sintéticos de NO, fato 

não observado nesse estudo. Curiosamente, apesar de já apresentar efeitos sob a taxa de 

maturação, a concentração de 5,0 mMol de L-arg não interferiu na integridade de membrana, o 

que nos leva a crer que os resultados apresentados em 10 mMol de L-arg se deve à alterações 

químicas observadas no meio deste grupo de suplementação com L-arg, principalmente 

alterações de pH (Tabela  3). 

 Além de menor taxa de maturação, as concentrações de 5,0 e 10 mMol apresentaram 

menor taxa de expansão das células do cumulus quando comparadas aos demais grupos. 

Essenciais para a sincronização da maturação nuclear e citoplasmática (TAUGOURDEAU et al., 

2019), a integridade e expansão das células do cumulus se faz crucial para manutenção da 

qualidade do oócito (TURATHUM; GAO; CHIAN, 2021). No entanto, para que a expansão da 

matriz celular ocorra, são necessários fatores secretados pelo oócito (JANG et al., 2015). 

Portanto, os efeitos deletérios gerados por tais concentrações podem ter prejudicado nessa 

comunicação oócito-cumulus e, consequentemente, reduzindo a expansão. 

 Observa-se pH significativamente alcalinizado nas concentrações 5,0 mMol e 10 mMol 

quando comparados aos demais grupos. A manutenção do pH em faixas ideais é essencial para 

homeostase e equilíbrio oxidativo dos oócitos (LIN, Jing; WANG, 2021). No entanto, a 

alcalinização observada em concentrações mais elevadas de L-arg no meio MIV pode advir de: 

(i) quantidade excessiva de L-arg no meio, já que a mesma possui pH alcalino (CAO et al., 2022); 

e/ou (ii) acúmulo excessivo de nitrato no meio, uma vez que nossos resultados demonstram 

maior produção de nitrato nessas concentrações e o mesmo também possui pH alcalino 

(DEMARTINO et al., 2019). Além de influenciar o pH, uma maior produção de nitrito pode 

também contribuir para os efeitos deletérios observados, uma vez que alta concentração de 
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nitrito no fluido folicular humano correlaciona-se negativamente com a qualidade embrionária 

(STAICU et al., 2021). 

  A concentração de 2,5 mMol de L-arg proporcionou maior atividade/tempo de 

permanência de junções GAP quando comparada aos demais grupos. Único meio de contato e 

comunicação direta entre o oócito e as células do cumulus (CLARKE, 2018, 2022; RICHANI et 

al., 2021), essas junções fornecem metabólitos essenciais para o desenvolvimento do oócito 

(CLARKE, 2022; WINTERHAGER; KIDDER, 2015), além de influenciarem a retomada da 

meiose, uma vez que são as responsáveis pelo transporte de cGMP do cumulus para o oócito 

(SU; SUGIURA; EPPIG, 2009).  

Estudos realizados anteriormente demonstram atuação da via L-arg/NO sobre junções 

comunicantes em células de Sertoli (ROSTAMZADEH et al., 2020), corroborando com os dados 

encontrados no presente estudo na concentração de 2,5 mMol de L-arg, proporcionando aos 

oócitos desse grupo um maior aporte nutricional e metabólico. Além disso, tal resultado pode 

refletir sob a retomada da meiose onde, possivelmente, o transporte de cGMP para esses oócitos 

permaneceu estável por mais tempo quando comparado aos demais grupos, possibilitando um 

melhor sincronismo entre a maturação citoplasmática e a maturação nuclear, essencial para uma 

maior eficiência oocitária (TUKUR et al., 2020). 

A suplementação com L-arg também influenciou positivamente o potencial 

mitocondrial nas concentrações 1,25 mMol e 2,5 mMol quando comparados ao GC e à 0,625 

mMol de L-arg. Considerada uma das mais importantes organelas citoplasmáticas (BOYMAN; 

KARBOWSKI; LEDERER, 2020; ROSSI; PEKKURNAZ, 2019), as mitocôndrias participam 

de várias funções celulares, como metabolismo do ferro e do cálcio (KIRILLOVA et al., 2021) e 

regulação do processo de apoptose (PODEROSO; HELFENBERGER; PODEROSO, 2019). A 

principal função dessas organelas, no entanto, é o fornecimento de energia para o oócito na 

forma de adenosina trifosfato (ATP), produzido basicamente a partir da fosforilação oxidativa, 

sendo atrelado, então, ao consumo de oxigênio (MCKEEGAN et al., 2021; RICHANI et al., 2021) 

e, consequentemente, produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (KIRILLOVA et al., 

2021; LIN, Jing; WANG, 2021; RICHANI et al., 2021). Estudos demonstram que o NO regula a 

oferta e o consumo de oxigênio às mitocôndrias, reduzindo a produção de ROS e, assim, 

atuando indiretamente como antioxidantes (IGNARRO, 2000; PODEROSO; 

HELFENBERGER; PODEROSO, 2019). Sabe-se que, mesmo em células que possuem 

estoques intracelulares, toda arginina destinada à produção de NO deve advir exclusivamente 
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do meio extracelular (CHIN-DUSTING; WILLEMS; KAYE, 2007; HSU; TAIN, 2019). 

Portanto, acreditamos que as concentrações de 1,25 mMol e 2,5 mMol possam suportar uma 

produção ótima de NO dentro do oócito, otimizando a respiração celular e reduzindo ROS, o 

que otimizaria a produção energética no oócito. 

A taxa de clivagem não diferiu entre GC, 1,25 mMol e 2,5 mMol de L-arg. No entanto, 

surpreendentemente observamos uma redução significativa na taxa de clivagem no grupo 

suplementado com 0,625 mMol de L-arg. Nenhum efeito deletério foi observado atuando sobre 

esse grupo durante as avaliações de maturação nuclear e citoplasmática, sendo revelado esse 

efeito somente na taxa de clivagem e, consequentemente, nas taxas de desenvolvimento 

embrionário futuras. Estudos relatam que o NO possui um sistema regulador de produção 

complexo (GANTNER; LAFOND; BONINI, 2020) e que diferentes concentrações de NO 

podem modular o metabolismo proteico de formas distintas; expressando, fosforilando e 

nitrosilando diferentes proteínas de acordo com sua concentração (GANTNER; LAFOND; 

BONINI, 2020; ROMERO-AGUIRREGOMEZCORTA et al., 2014; THOMAS, Douglas D.; 

RIDNNOUR; et al., 2006; THOMAS, Douglas D.; RIDNOUR; et al., 2006). Portanto, acreditamos 

que a suplementação do meio MIV com 0,625 mMol de L-arg possa gerar uma faixa de 

concentração intraoocitária de NO que, apesar de não apresentar efeitos deletérios sob a 

maturação, a concentração de L-arg adicionada promova a síntese de NO e desencadeie reações 

com proteínas chaves que inibam as primeiras divisões mitóticas do zigoto recém-formado, 

levando à redução nas taxas de desenvolvimento embrionário.  

A suplementação com 2,5 mMol de L-arg apresentou taxa de blastocisto e taxa de 

eclosão superiores ao grupo controle e à suplementação com 1,25 mMol de L-arg. Conforme já 

descrito nesse trabalho, a suplementação com 2,5 mMol de L-arg apresentou maior potencial 

de membrana mitocondrial, o que proporciona não só ao oócito, mas também ao futuro embrião 

a ser formado um melhor aporte energético, já que as mitocôndrias embrionárias são 

exclusivamente de origem materna (BOYMAN; KARBOWSKI; LEDERER, 2020; KIRILLOVA et 

al., 2021). Somado a um maior potencial de membrana mitocondrial, um maior tempo de 

atividade de junções GAP observado nessa concentração proporcionará um maior aporte de 

metabólitos ao oócito (WINTERHAGER; KIDDER, 2015). Além disso, vale destacar que é 

através destas junções que o cGMP produzido nas células do cumulus chega até o ambiente 

intraoocitário (SUN; MIAO; SCHATTEN, 2009), sendo essencial para a manutenção da parada 

meiótica, uma vez que o mesmo mantém inibe a atividade da fosfodiesterase 3A, mantendo 

elevados os níveis de cAMP (SHUHAIBAR et al., 2015) e, possivelmente, retardando a retomada 
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da meiose (LUCIANO, Alberto M. et al., 2011; SHUHAIBAR et al., 2015), promovendo 

sincronismo com a maturação citoplasmática e, portanto, gerando oócitos de melhor qualidade 

(TUKUR et al., 2020) e, consequentemente, embriões em maior quantidade e qualidade 

(SCIORIO; MIRANIAN; SMITH, 2022). 

Durante avaliação visual das placas de cultivo para determinação das taxas de 

blastocisto e eclosão pudemos observar ainda alguns pontos relevantes. Primeiramente, vale 

destacar a homogeneidade dos resultados não só do grupo 2,5 mMol (que apresentou maior 

produtividade), mas também do grupo 1,25 mMol que, apesar de não diferir significativamente 

do GC, apresentou também desvios menores do que se observa rotineiramente, além de 

apresentar tendencia para maior produtividade que GC. E, segundo, observou-se durante 

avaliações visuais para contabilidade das taxas de blastocisto um maior número de estruturas 

em estádio de blastocisto expandido já no sétimo dia de cultivo para o grupo suplementado com 

2,5 mMol de L-arg. Segundo Demetrio et al. (2022) (DEMETRIO et al., 2022), embriões que 

atingem o estádio de blastocisto expandido ou superior no sétimo dia de cultivo apresentam 

taxas de prenhez superiores, o que nos permite supor que, além de produzir embriões em maior 

quantidade, a suplementação com 2,5 mMol de L-arg também produz embriões de melhor 

qualidade.  

Ainda relacionado à maior produtividade e qualidade embrionária, se deve ainda 

salientar a “polivalência” da L-arg que, além de precursora do NO (IGNARRO, 2000; LEAL et 

al., 2009), atua como aminoácido estrutural (DAVENPORT; BOLING; SCHILLO, 1995) e 

como precursora de outras vias (POPOLO et al., 2014). Dentre estas, destacamos a via das 

poliaminas, moléculas sintetizadas à partir da L-arg dotadas de carga positiva (LENIS et al., 

2017) e, portanto, capazes de interagir com DNA e RNA, ambos com carga negativa (WANG et 

al., 2014). Pesquisas recentes demonstram importantes resultados quando utilizado 

suplementação com poliaminas, incluindo efeitos sob o genoma e epigenética (SHI; YAN; et al., 

2022; SHI; ZHANG; et al., 2022a), sob o estresse oxidativo e função ovariana (JIANG et al., 2023; 

NIU et al., 2023), sob a inibição da apoptose (NIU et al., 2021), sob a mitofagia e aumento na 

função mitocondrial (SHI; YAN; et al., 2022; SHI; ZHANG; et al., 2022a). Sabe-se que apenas 

1.5% da arginina é destinada à produção de NO (CASTILLO et al., 1996). Portanto, não só 

devemos considerar como acreditamos fortemente em um efeito somatório de vias de 

sinalização na qual a L-arg atua como precursor para a obtenção dos resultados positivos 

observados neste estudo. 
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A análise de transcritos relativos foi realizada a fim de verificar o acúmulo de mRNA 

transcritos por genes relacionados à qualidade embrionária. Bcl2, reconhecido como importante 

fator antiapoptótico (CHOUDHURY, 2019; RUCKER et al., 2000) e de proliferação celular (LEE, 

J.H. et al., 2009) e AREG, relacionado à retomada da meiose (PEI et al., 2023), curiosamente, não 

foram expressos em nossa análise. Estudos revelam expressão para Bcl2 em zigotos bovinos 

(FEAR; HANSEN, 2011) e em embriões bovinos em estádio de blastocisto (PANG et al., 2016; 

PRETHEEBAN et al., 2009; VANDAELE et al., 2008), enquanto a expressão de AREG foi relatada 

em oócitos e blastocistos bovinos (ALVARADO RINCÓN et al., 2019; SUGIMURA et al., 2018), 

estádios diferentes do utilizado neste estudo e podendo, portanto, explicar a não expressão 

desses dois genes 

Observa-se para a abundância relativa do gene BAX diferença entre GC e grupo 

suplementado com 2,5 mMol de L-arg. Reconhecido por ser um gene pró-apoptótico (VINING 

et al., 2021) e descrito em estudos utilizando embriões bovinos (FEAR; HANSEN, 2011; PANG et 

al., 2016; VANDAELE et al., 2008), quando ativado esse gene forma poros na membrana externa 

mitocondrial, levando à sua permeabilização e liberação do citocromo C dentre outros fatores 

apoptogênicos (VOSS; STRASSER, 2020). Estudos demonstram que, em concentrações 

adequadas, o NO pode atuar como fator antiapoptótico por inibir a citocromo C oxidase 

(PODEROSO; HELFENBERGER; PODEROSO, 2019), o que corrobora com os dados 

encontrados, já que a suplementação com L-arg reduziu a expressão de BAX. 

A abundância de mRNA para SOD2 demonstrou resultado semelhante ao BAX, onde 

GC e 0,625 mMol de L-arg diferem de 2,5 mMol de L-arg. Considerada um integrante da 

primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo, a superóxido desmutase 2 (SOD2) localiza-

se nas mitocôndrias, protegendo a célula contra ROS (TARBASHEVICH et al., 2023). 

Recentemente, Meulders et al. (2023) (MEULDERS et al., 2023) descrevem que o aumento na 

expressão de SOD2 poderia estar vinculado ao aumento do estresse oxidativo, assim como 

Marques et al. (2018) (MARQUES et al., 2018) relatam uma maior expressão de SOD2 em 

embriões bovinos suplementados com antioxidantes, fatos que não corroboram com nossos 

achados, uma vez que embriões advindos do grupo suplementado com 2,5 mMol de L-arg 

apresentaram melhor qualidade e uma menor transcrição de RNAm para o SOD2. Analisando 

nossos resultados, cabe-nos sugerir que a diminuição na expressão de SOD2 esteja vinculado à 

redução do estresse oxidativo, já que o aumento na expressão de SOD2 está vinculado à 

produção excessiva de peróxido de hidrogênio (DIKALOV, 2011). Com ações pouco 

compreendidas em estádios iniciais de desenvolvimento embrionário (TARBASHEVICH et al., 
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2023), podemos sugerir ainda um efeito duplo do SOD2 assim como encontramos para o NO 

(ROMERO-AGUIRREGOMEZCORTA et al., 2014), onde a mesma pode atuar como antioxidante 

(TARBASHEVICH et al., 2023; ZAIDI et al., 2021), convertendo radicais superóxidos em 

peróxido de hidrogênio (considerado menos prejudicial) (TARBASHEVICH et al., 2023). Porém, 

quando expressa excessivamente, a SOD2 passa a produzir peróxido de hidrogênio de forma 

excessiva (DIKALOV, 2011), o que também leva ao estresse oxidativo (DIKALOV, 2011; LIN, 

Jing; WANG, 2021). 

O OCT4 desempenha um papel vital no desenvolvimento embrionário (LIVIGNI; 

BRICKMAN, 2013), sendo um dos principais fatores para manutenção da pluripotência 

(MASUI, Shinji et al., 2007) e regulando a expressão de genes que levam à reprogramação 

(MACHADO et al., 2023a) e ao início do processo de diferenciação (YANG, Shen-Hsi et al., 2014). 

Destacando-se como um dos primeiros genes essenciais para o desenvolvimento embrionário 

inicial (MITSUI et al., 2003), o OCT4 já foi identificado em embriões bovinos em estudos 

anteriores (MACHADO et al., 2023b; NADDAFPOUR et al., 2020; RODRÍGUEZ-ALVAREZ; COX; 

et al., 2010; RODRÍGUEZ-ALVAREZ; SHARBATI; et al., 2010). Em nosso estudo, não houve 

diferença para sua abundância relativa. No entanto, tendo em vista sua contribuição à 

hipometilação (ZIMMERMAN; BODDY; SCHOENHERR, 2013) e regulação da expressão 

gênica (NELISSEN et al., 2014), associado à capacidade do NO de interagir com diferentes 

proteínas de acordo com sua concentração (ROMERO-AGUIRREGOMEZCORTA et al., 2014), 

acreditamos que haja alguma interação entre esses fatores, contribuindo para obtenção de  

melhores resultados na concentração de 2,5 mMol de L-arg. 

A iNOS (óxido nítrico sintase induzível) é uma das três isoformas de NOS que 

sintetizam o NO, sendo ambas relatadas em oócitos e embriões em estádios pré-implantacionais 

(TRANGUCH; STEUERWALD; HUET-HUDSON, 2003). Recentemente, foi demonstrado 

que a iNOS apresenta maior expressão em blastocistos induzidos para implantação (GOUGE et 

al., 1998; SEKI et al., 2023), sugerindo um papel crucial do NO para a embriogênese (GOUGE et 

al., 1998). Curiosamente, GC apresentou maior atividade de iNOS quando comparado à grupos 

que receberam a suplementação com L-arg, sugerindo maior produção de NO. Cabe ressaltar 

um pequeno limiar entre a concentração ideal de NO e a citotoxidade causada pelo mesmo nesse 

estádio de desenvolvimento (SENGOKU et al., 2001), o que nos leva a crer que a maior expressão 

de iNOS em GC pode não ter um efeito benéfico, e sim o contrário. Tranguch et al. (2003) 

(TRANGUCH; STEUERWALD; HUET-HUDSON, 2003) relatam ainda um cessamento 

transitório à expressão de iNOS, onde embriões não apresentaram expressão de iNOS na manhã 
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do 4º dia de gestação e voltaram a apresentar expressão para as três isoforma de NOS no final 

do mesmo dia. Diante disto, cabe-nos sugerir uma variabilidade na expressão de iNOS ao longo 

do desenvolvimento embrionário e, coincidentemente, no momento de nossa análise, a mesma 

se encontrava mais expressa em GC do que nos demais tratamentos apenas transitoriamente.  

 Na avaliação morfológica de oócitos, DO, a AO e a EZP não apresentam diferença entre 

GC e oócitos suplementados com 2,5 mMol de Larg apresentando valores semelhantes aos 

relatados por estudos morfométricos em oócitos bovinos (AGUILA et al., 2020; OTOI et al., 1997; 

TIMLIN et al., 2021). No entanto, foi observado um maior DVG e AVG em oócitos 

suplementados com 2,5 mMol de L-arg quando comparados ao GC. Acreditamos que essa 

diferença seja devido ao estádio de condensação da cromatina, onde um menor grau de 

condensação da mesma faria com que as dimensões da VG aumentassem. Estudos demonstram 

que oócitos com estádios intermediários de condensação da cromatina são mais competentes 

(LODDE et al., 2007, 2008; LUCIANO, Alberto M. et al., 2011), o que corrobora com os melhores 

resultados apresentados por essa concentração na produção in vitro de embriões. No entanto, 

mais estudos se fazem necessários para melhor entender esse fenômeno. 

 Em conclusão, o presente estudo demonstrou que a suplementação do meio MIV com 

2,5 mMol de L-arg pode melhorar substancialmente a produção in vitro de embriões bovinos 

tanto quantitativa como qualitativamente, aumentando não só a taxa de blastocisto como 

também melhorando parâmetros de qualidade, como aumento de potencial de membrana 

mitocondrial e taxa de eclosão, podendo, ainda, impactar positivamente as taxas de prenhez e 

natalidade de propriedades que empregam a produção in vitro de embriões bovinos em seu 

manejo reprodutivo. 
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6. Artigo 2: Artigo original assegurando as normas da revista Theriogenology, ISSN: 0093-

691, qualificada como A1 pelo QUALIS – CAPES. 

A L-arginina retarda a retomada da meiose, o pico de putrescina e aumenta a expressão 

de genes relacionados ao reparo de DNA durante a maturação in vitro em oócitos 

bovinos 

Resumo 

As poliaminas (PAs) são um grupo de moléculas onipresentes em células procarióticas e 

eucarióticas, sendo a putrescina (PUT), espermina (SPM), espermidina (SPD) e cadaverina 

(CAD) as PAs de interesse científico. Importantes funções reprodutivas são atribuídas a elas, 

porém, a concentração intraoocitária de PAs em mamíferos permanece desconhecida. 

Objetivou-se mensurar a concentração intraoocitária de PAs durante a MIV de oócitos bovinos 

e associá-la à maturação nuclear. Os oócitos foram obtidos de ovários de abatedouro, sendo 

divididos em dois tratamentos (GC: grupo controle e; GT: meio de maturação suplementado 

com 2,5 mMol de L-arginina) e maturados em placas de quatro poços contendo 30 COCs por 

poço. Os oócitos foram retirados da MIV nos tempos 0 h (imaturo), 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 15 h e 

22 h. A avaliação do estádio de maturação foi realizada por coloração com orceína acética. PAs 

livres foram analisadas por dansilação, identificadas e quantificadas por HPLC. A análise dos 

transcritos relativos (Histona H2A, TP53BP1, ATM, RAD52, BAX, XRCC5 e XRCC6) foram 

avaliadas por qPCR. A análise estatística foi realizada por análise de variância, sendo as médias 

comparadas por meio do teste SNK a nível de 5% de probabilidade utilizando o software SAS 

versão 9.4. Observou-se um retardo na retomada da meiose em oócitos tratados com L-arg 

(p<0,05), não sendo observada diferença no estádio de maturação a partir da hora 15 (p≥0,05) 

entre os grupos. PUT apresentou retardo no pico de concentração no grupo L-arg, 

acompanhando o retardo meiótico (p<0,05). SPM apresentou pico de concentração na hora 9 

(GC) e 12 (L-arg) (p<0,05). SPD e CAD apresentaram acentuada redução na sua concentração 

após o início da MIV (p<0,05), mantendo-se estáveis durante a mesma. Identificamos pela 

primeira vez a concentração de poliaminas intraoocitária em mamíferos A sincronia entre RVG 

e picos de PUT sugerem a participação da mesma durante a MIV, assim como a suplementação 

com L-arg pode alterar a concentração de SPD. Na análise de transcritos relativos, a abundância 

para Histona H2A foi menor em GC na hora 3 de MIV (p<0,05). A expressão de TP53BP1 e 

RAD52 foi menor nas horas 3 e 6 de MIV do GC (p<0,05). BAX apresentou maior abundância 

para GC e menor abundância para L-arg na hora 3 de MIV (p<0,05). XRCC5 apresentou menor 

abundância na hora 6 de MIV em L-arg (p<0,05) equanto XRCC6 apresentou menor 
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abundância nas horas 3 para GC e 6 para L-arg (p<0,05). Não houve diferença na expressão de 

ATM (p>0,05). Mais estudos são necessários para verificar a importância das poliaminas na 

cinética e qualidade dos oócitos maturados in vitro e seu impacto na produção de blastocistos. 

Palavras-chave: poliaminas; qualidade oocitária; produção in vitro de embriões. 

1. Introdução 

Ainda durante a vida embrionária, os oócitos das fêmeas de mamíferos são formados a 

partir de um grupo de células germinativas que entram no processo de meiose, sendo este 

processo paralisado na prófase I (MITRA; SCHULTZ, 1996). Após o aumento na concentração 

de LH, os oócitos são estimulados a retomarem a meiose, ocorrendo o rompimento da vesícula 

germinativa e formação do primeiro fuso meiótico e, posteriormente, ocorre a segregação dos 

cromossomos homólogos e extrusão do primeiro corpo polar (JONES, 2004). Após esta fase, o 

oócito entra imediatamente na segunda meiose (MII), sendo paralisado nesta fase até que ocorra 

a fertilização (PAILAS et al., 2022). 

Estudo sobre danos causados ao DNA oocitário são realizados desde a década de 1990 

em bactérias e leveduras cultivados in vitro (BRADSHAW et al., 1995). Estando sob constate 

ação de agente nocivos, sejam eles endógenos ou exógenos (BARNES; LINDAHL, 2004; 

CICCIA; ELLEDGE, 2010; LINDAHL; BARNES, 2000), a capacidade de reparo do DNA 

lesado torna-se vital para a sobrevivência celular e, sobretudo, para a gametogênese e 

embriogênese (STRINGER et al., 2018). 

O conhecimento acerca de compostos que interajam com o DNA e os mecanismos pelos 

quais estes compostos podem repará-lo ainda é limitado. Moléculas que se ligam e tem a 

capacidade de estabilizar a estrutura do DNA ganham importância nesse sentido, promovendo 

a reparação de danos e dando estabilidade ao material genético celular (LEE, Chih-Ying et al., 

2019). 

As poliaminas (PAs), moléculas policatiônicas onipresentes e que contém 2 ou mais 

grupos amina (–NH3+) (COFFINO, 2001; TIBURCIO et al., 2014) possuem carga positiva em pH 

fisiológico (LENIS et al., 2017), o que lhes permite interagir tanto com o DNA como com o 

RNA, uma vez que estes possuem carga negativa (WANG et al., 2014). Nos mamíferos, a síntese 

de poliaminas ocorre por meio das ações da arginase e da ornitina dexcarboxilase1 (ODC1). A 

arginase é uma metaloenzima com três subunidades que hidrolisam a arginina para produzir 
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dois produtos importantes: ornitina e ureia (GRILLO; COLOMBATTO, 2004; WANG et al., 2014). 

Uma vez gerada a ornitina, esta é descarboxilada pela ODC1 para produzir putrescina que, por 

sua vez, é o substrato da espermidina sintase (ES) para gerar espermidina. Esta última torna-se 

espermina por ação da espermina sintase (ESPS) (LEFÈVRE; PALIN; MURPHY, 2011; LENIS et 

al., 2017; VUJCIC et al., 2003) (Figura 1). 

 

Figura 1.: Representação esquemática da via de síntese de poliaminas. L-arg: L-arginina; 

ODC1: ornitina descarboxilase 1; PUT: putrescina; SPD: espermidina; SPM: espermina; SS: 

espermidina sintase; SPS: espermina sintase. 

As poliaminas desempenham diversos papéis a nível celular. Por meio de interações 

moleculares, as PAs atuam estabilizando a estrutura do DNA, induzindo a remodelação da 

cromatina, e, desta forma, regulam a expressão gênica em células procarióticas e 

eucarióticas(IGARASHI; KASHIWAGI, 2010b; WALLACE; FRASER; HUGHES, 2003). 

Além disto, essas moléculas parecem desempenhar papéis essenciais na proliferação celular 

(ALM; OREDSSON, 2009), morte celular programada (SEILER; RAUL, 2005) de células 

somáticas e reparação do DNA em culturas celulares (LEE, Chih-Ying et al., 2019). 

A habilidade das poliaminas interagirem com anions celulares depende principalmente 

do número de cargas positivas associadas com cada poliamina, A espermina é a poliamina mais 

ativa em gerar interação com anions e a putrescina, sendo a menos ativa, pois tem um menor 

número de cargas positivas (MOINARD; CYNOBER; DEBANDT, 2005). Em mamíferos, as 

principais poliaminas de interesse científico são putrescina, espermidina e espermina (KUSANO 

et al., 2008b; LENIS et al., 2017; TABOR; TABOR, 1964). 

As poliaminas têm efeitos no sistema reprodutivo tanto dos machos (LEFÈVRE; PALIN; 

MURPHY, 2011; RODRÍGUEZ-PÁEZ et al., 2021, 2023; WANG et al., 2014) como de fêmeas 

(KWON, N.S. et al., 1990; LEFÈVRE; PALIN; MURPHY, 2011). A nível oocitário, sabe-se que a 

maturação é simultaneamente precedida e acompanhada por aumento da atividade da ODC1 

em oócitos de Xenopus laevis (ZHOU et al., 2009). Estudos mais recentes relatam ainda que as 

poliaminas melhoram a qualidade de oócitos e embriões de roedores (LIU, Dandan et al., 2017; 
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TAO et al., 2015) e suínos (JIN, J. X. et al., 2016). Quando utilizada em animais senis, a 

suplementação in vitro poliaminas melhora o desenvolvimento folicular, a maturação oocitária 

e o desenvolvimento embrionário inicial (SHI; YAN; et al., 2022; SHI; ZHANG; et al., 2022b; 

ZHANG, Yu et al., 2023), além de aumentar a mitofagia (ZHANG, Yu et al., 2023), o potencial de 

membrana mitocondrial (SHI; YAN; et al., 2022; ZHANG, Qing et al., 2022), reduzir a aneuploidia 

e produção de espécies reativas de oxigênio (SHI; YAN; et al., 2022). 

Apesar dos importantes papéis atribuídos às poliaminas, sua via de sinalização 

permanece pouco estudada em oócitos e a concentração intraoocitária de poliaminas permanece 

desconhecida. Assim sendo, o objetivo do presente estudo foi de determinar a concentração de 

poliaminas durante a maturação in vitro (MIV) de oócitos bovinos e avalar sua correlação com 

os diferentes estádios da maturação nuclear, além de avaliar genes relacionados ao reparo de 

DNA em oócitos. 

2. Material e métodos 

 

1.1 Delineamento experimental 

1.1.1 Experimento I: influência da L-arg sob a morfologia e reparo de DNA oocitário 

 Após as primeiras etapas, reconheceu-se a concentração de 2,5 mMol de L-arg como 

ideal. Objetivou-se então avaliar a influência da suplementação com L-arg na morfologia de 

oócitos bovinos maturados in vitro. Portanto, os oócitos foram divididos aleatoriamente em GC 

e 2,5 mMol compostos por 30 CCOs em 6 repetições (n= 360). Após 3 h de incubação, os 

oócitos foram retirados da MIV e corados com orceína acética a 2%, sendo classificados em 

vesícula germinativa (VG), vesícula germinativa condensada (VCG), rompimento da vesícula 

germinativa (RVG), metáfase I (MI) e metáfase II (MII).  

 Para avaliar a participação da L-arg em vias de reparo de DNA em oócitos os mesmos 

foram divididos em GC e 2,5 mMol, sendo cada grupo subdividido em hora 3 e 6, sendo cada 

amostra contendo 20 oócitos em triplicatas (n= 240). Foram avaliados genes relacionados às 

vias de reparo de DNA por recombinação homóloga (Histona H2A, TP53BP1, ATM e RAD52), 

genes relacionados à via de junção de extremidades não homólogas (XRCC5 e XRCC6), além 

do gene pró-apoptótico BAX. 

2.1.2 Experimento II: determinação da concentração de poliaminas durante a MIV 
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Apesar de importantes funções atribuídas à elas, a concentração intraoocitária de PAs 

ainda não é conhecida em mamíferos. Com o objetivo então de reconhecer a concentração 

intraoocitária de PAs e avaliar a participação da L-arg nesta via durante a MIV foi realizado 

uma cinética de maturação com oócitos divididos em GC e 2,5 mMol de L-arg, sendo os oócitos 

retirados da incubadora nas horas 0 (imaturo), 3, 6, 9, 12, 15 e 22, sendo que cada amostra foi 

composta por 200 oócitos e armazenadas em triplicatas (n=3000). A concentração de PAs foi 

determinada por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). 

2.1 Coleta dos ovários 

Os ovários foram coletados em matadouros frigoríficos locais e, imediatamente, 

transportados para o laboratório em containers com solução salina a 0.9%, estéril, a 38ºC e 

suplementada com 100µL de antibiótico (Agrovet® 5.000.000, Elanco, São Paulo, SP, Brasil). 

No laboratório, foram retirados os tecidos adjacentes aos ovários. Posteriormente, estes foram 

lavados com solução salina a 0.9% e transferidos para um becker com solução salina a 0.9%, 

estéril, a 38ºC e suplementada com 100µL de antibiótico, mantidos a temperatura de 38ºC em 

banho-maria até o momento da punção. 

2.2 Coleta e seleção dos complexos cumulus-oócito 

Para a punção dos folículos ovarianos, foi utilizada uma seringa de 10mL equipada com 

agulha 40 × 12. Os CCOs em fluido folicular foram recolhidos em tubo cônico para centrífuga 

de 50 mL, contendo de 3 a 5mL de meio de lavagem [meio de cultivo de tecidos (TCM) 199 

com Hepes, antibiótico conjugado com antimicótico e glutamina] a 35 ºC. Após a decantação 

dos CCOs, foi realizada a seleção e triagem dos mesmos em placa de Petri de 100 mm × 20 

mm, quadriculada, sob capela de fluxo laminar horizontal. Os CCOs selecionados (graus I e II), 

segundo De Loos et al. (1989) (DE LOOS et al., 1989b) foram transferidos para placa de Petri 35 

mm × 10 mm com aproximadamente 2 mL de meio de lavagem. Posteriormente, foi feita a 

lavagem dos oócitos em placa de Petri de 100 mm × 20 mm com 4 a 5 gotas de 100 µL cada 

com meio de lavagem, sendo a última gota de meio de maturação [TCM 199 sem Hepes 

suplementado com soro fetal bovino [SFB (Cultilab, Campinas, SP, Brasil)], hormônio folículo 

estimulante [FSH (Gonal-F 300 UI®, Merck S.A., Rio de Janeiro, RJ, Brasil)], antibiótico 

conjugado com antimicótico, piruvato e glutamina. 

2.3 Maturação in vitro 

Após a seleção e lavagem, os CCOs foram divididos em dois grupos: GC (grupo 

controle) e L-arg, onde o meio de maturação foi suplementado com 2,5 mMol de L-arginina 
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(dados não publicados), precursor da via de poliaminas. Após esta divisão, os CCOs foram 

transferidos para uma placa de cultivo celular com 4 poços preenchida com 500 µL de meio de 

maturação (VIANA, Kelen Salaroli et al., 2011), previamente estabilizados por 1 a 3 h em estufa 

a 38.5ºC, em atmosfera de 5% de CO2 em ar. 

A fim de avaliar o perfil de produção de poliaminas durante a maturação oocitária e 

identificar possíveis picos de produção durante este processo, assim como verificar uma relação 

temporal com os diferentes estádios de maturação, os oócitos foram retirados da incubação nas 

horas 0 (imaturo), 3, 6, 9, 12, 15 e 22 h. 

2.4 Avaliação da cinética de maturação 

Os oócitos foram retirados da estufa e desnudados por meio de sucessivas pipetagens 

em solução PP a 1% [solução salina tamponada de fosfato (PBS) livre de Ca+2 e Mg+2 + 0,1% 

de álcool polivinílico (PVA)] e, então, colocados entre lâmina e lamínula e fixados em solução 

etanol-ácido acético (3:1) durante 48 horas para, então, serem corados com orceína acética a 

2%. Foi feita a avaliação do estádio de maturação nuclear com auxílio de microscopia ótica 

(Nikon – Eclipse E200, Melville, NY, USA), sendo os oócitos classificados: em vesícula 

germinativa (VG), vesícula germinativa condensada (VGC), rompimento da vesícula 

germinativa (RVG), metáfase I (MI) e metáfase II (MII) (DUBEIBE et al., 2013). Após a 

classificação, foi calculada a taxa de cada estádio de maturação nas diferentes horas de acordo 

com o número de oócitos visualizados de determinado estádio em relação ao total de oócitos 

corados (n=1192, sendo hora 3: n=224; hora 6: n=193; hora 9: n=195; hora 12: n=183; hora 15: 

n=201; hora 22: n=196). 

2.5 Concentração de poliaminas 

A mensuração da concentração de poliaminas foi realizada conforme descrito por Santa-

Catarina et al. (2006) (SANTA-CATARINA et al., 2006) e Lerin et al. (2019) (LERIN et al., 2019) 

com algumas modificações. As amostras foram mergulhadas três vezes em nitrogênio líquido, 

sendo maceradas entre os ciclos. Após a maceração, as amostras foram levadas então a um 

sonicador ultrassônico realizando cinco ciclos de 20 segundos com um minuto de intervalo, 

para então serem novamente maceradas em 100 µL de ácido perclórico. Após 1 h de incubação 

a 4 °C, as amostras foram centrifugadas por 20 min a 20.000 × g a 4 °C. O sobrenadante foi 

coletado e as PAs livres foram analisados a partir do sobrenadante por dansilação com cloreto 

de dansila. Em seguida, as PAs foram identificadas e quantificadas por cromatografia líquida 

de alta eficiência (HPLC) usando uma coluna C18 de fase reversa. O gradiente da coluna de 

HPLC foi criado adicionando volumes crescentes de acetonitrila absoluta a uma solução aquosa 
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de acetonitrila a 10%. O gradiente absoluto de acetonitrila foi programado para 65% nos 

primeiros 10 min, aumentando de 65 para 100% entre 10 e 13 min e mantido em 100% entre 

13 e 21 min a uma taxa de fluxo de 1 mL/min a 40 ° C. Um detector de fuorescência em 340 

nm (excitação) e 510 nm (emissão) foi usado para detectar picos de PAs. Áreas de pico e tempos 

de retenção de PAs foram medidos por comparação com PAs padrão Put, Spd e Spm. As 

mensurações de cada tempo de MIV foram realizadas em triplicata (n=39). 

2.7 Análise dos transcritos relativos 

2.7.1 Extração de RNA 

 As amostras de RNA das amostras de embriões foram extraídas com o RNA MiniPrep 

Kit (Zymo Research), de acordo com o protocolo do fabricante, sendo que cada amostra foi 

composta por 20 oócitos desnudados mecanicamente por sucessivas pipetagens. 

2.7.2 Transcrição reversa e PCR quantitativo (RT-qPCR) 

 O RNA total extraído foi submetido a ensaio de digestão com DNase I (1U) por 10 

minutos a 37°C para eliminação de qualquer resquício de DNA genômico nas amostras. Logo 

em seguida, foi adicionado EDTA (25mM) por 15 minutos a 75°C para a inativação da DNase 

I. Por fim, foi adicionado 1 µl de OligoDT por 10 minutos a 65°C. A transcrição reversa foi 

realizada utilizando High Capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems®) 

conforme instruções do fabricante. As condições de ciclagem para a transcrição reversa foram: 

25°C por 10 minutos, 37°C por 2 horas e 85°C por 5 segundos. 

2.7.3 Reação de Cadeia de Polimerase – PCR 

Logo após a transcrição reversa foi feito uma PCR para comprovação de que houve a 

completa conversão de RNA para cDNA, utilizando o gene housekeeping β-actina. As amostras 

de cDNA foram diluídas na proporção 1:15 (v:v) em ddH2O, sendo utilizados 2 μL de cDNA 

por reação. A PCR foi realizada em um volume final de 10 μL [5,85 μL ddH 2 O; 1,0 μL 10 x 

RT-Buffer; 150 mM de cada primer (sense e antisense); 100 mM dNTP (25 mM cada); 1.5 mM 

de MgCl2 0,05μL AmpliTaq DNA Polimerase Uniscience]; 2,0 μL de cDNA). As condições de 

ciclagem foram: 94 ºC por 10 min, 40 ciclos de 94 ºC por 30 seg, 54 °C por 30 seg e 72 °C por 

30 seg, com extensão final de 72 °C por 10 minutos. 

 

2.7.4 Real Time PCR – Quantitative PCR (qPCR) 
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 Para a análise da abundância relativa de das amostras de oócitos, foi realizado o ensaio 

de PCR em tempo real, sendo os valores de cada análise calculados segundo a fórmula 2-

(ΔΔCt). Os genes analisados foram: Histona H2A, TP53BP1, PPIB, ATM, RAD52, BAX, 

XRCC5 e XRCC6 (Tabela 1). Os ensaios de qPCR foram realizados em um volume final de 10 

µL [5,0 µL PCR SybrGreen-Mastermix, (AppliedBiosystem); 0,7 µL água; 0,15 µL – 150 mM 

de cada primer (sense e antisense); 4,0 µL de cada amostra]. As condições de ciclagem foram: 

95 ºC por 10 min, 40 ciclos de 95 ºC por 30 segundos e 60 ºC por 1 min. Toda distribuição das 

alíquotas de mix de qPCR foi realizada utilizando um micropitetador eletrônico monocanal da 

marca Gilson®. Como amostra calibradora foi utilizada uma amostra contendo cDNA de todas 

as amostras utilizadas. O gene utilizado como housekeeping foi o da β-actina bovino. 

Tabela 1: Lista de primers utilizados nas análises qPCR. 

Genes Primer sequence Amplicon 

(pb) 

RefSeq 

Histona 

H2A 

F: GAGGAGCTGAACAAGCTGTTG 

R: TTGTGGTGGCTCTCAGTCTTC 
200 NC_037350.1 

TP53BP1 
F: ATCAGACCAACAGCAGAATTTCC 

R: CACCACGTCAAACACCCCTAA 
130 NM_001206397.2 

ATM 
F: CTTAGGAGGAGCTTGGGCCT 

R: CCGCTGTGTGGCAAACC 
149 NM_001205935.1 

RAD52 
F: GGCCAGGAAGGAGGCAGTA 

R: TGACCTCAGATAGTCTTTGTCCAGAA 
100 NM_001024525.1 

BAX 
F 5'-TGTTTTCTGACGGCAACTTCA-3' 

R 5'-CGAAGGAAGTCCAATGTCCAG-3' 
139 

NM_173894.1 

 

XRCC6 
F: AATTGACTCCTTTTGACATGAGCAT 

R: CCATAGAACACCACTGCCAAGA 
100 NM_001192246.1 

XRCC5 
F: TGGCATCTCCCTGCAGTTCT 

R: AGGCCCATGGTGGTCTGA 
100 NM_001102141.1 

 

 

 

2.8 Análise estatística 

Foi realizada análise de variância testando o efeito de grupo, sendo as médias 

comparadas através do teste SNK a nível de 5% de probabilidade utilizando o software SAS, 
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versão 9.4 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, EUA). A variação na abundância de mRNA foi 

analisada por ANOVA e comparações múltiplas entre grupos foram realizadas pelo teste t de 

Student LSMeans usando o software JMP (JMP® 7.0, SAS Institute, Inc., Cary, NC, EUA). 

3. Resultados 

Os dados referentes à cinética de maturação estão descritos na Tabela 1. A 

suplementação com L-arg retardou a retomada da meiose, observando-se oócitos 

suplementados em estádio de maturação inferior ao controles nas horas 3, 6, 9, 12 e 15 (p<0,05). 

Os dados referentes à dosagem de PUT, SPD, SPM e CAD estão demonstradas na Figura 1. 

A concentração de putrescina foi maior em GC nas hora 3 em oócitos suplementados com L-

arg na hora 9 (p<0,05).  

A suplementação com L-arg aumentou a concentração de espermina na hora 12. (p<0,05) 

(Figura 1B). Para espermidina e cadaverina, a suplementação com L-arg influenciou seus níveis 

intraoocitários (p>0,05), sendo, em ambos os grupos, maior em oócitos imaturos (hora 0), 

decaindo significativamente durante a maturação (p<0,05) (Figura1C e Figura1D).  
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Tabela 2. Cinética de maturação de oócitos bovinos maturados in vitro e suplementados com L-arginina. 1 

 3 h  6 h 

 VG (%) VGC (%) RVG (%) MI (%) MII (%)  VG (%) VGC (%) RVG (%) MI (%) MII (%) 

GC 11.9±10.5Aa 25.95±24.12Ba 65.08±18.52Aa 0.00±0.00Af 0.0±0.0Ac GC 4.01±7.01Aa 10.15±14.85Ab 65.94±10.91Aa 18.74±10.74Ad 0.00±0.00Ac 

L-arg 9.03±6.67Aa 81.50±14.04Aa 10.04±10.03Bc 0.00±0.00Ac 0.0±0.0Ac L-arg 5.25±2.63Aa 42.95±43.86Ab 51.79±42.27Ab 0.00±0.00Bc 0.00±0.00Ac 

            

 9 h  12 h 

 VG (%) VGC (%) RVG (%) MI (%) MII (%)  VG (%) VGC (%) RVG (%) MI (%) MII (%) 

GC 3.61±5.69Aa 3.09±4.79Ab 32.76±17.44Bb 60.59±21.69Ac 0.0±0.0Ac GC 9.28±5.44Aa 1.85±4.53Ab 0.00±0.00Bc 90.71±5.44Aa 0.0±0.0Ac 

L-arg 2.58±4.67Aa 3.82±6.52Ac 88.36±12.49Aa 5.62±6.65Bc 0.0±0.0Ac L-arg 1.81±2.82Ba 0.0±0.0Ac 45.91±24.07Ab 52.27±24.25Bb 0.0±0.0Ac 

            

 15 h  22 h 

 VG (%) VGC (%) RVG (%) MI (%) MII (%)  VG (%) VGC (%) RVG (%) MI (%) MII (%) 

GC 7.52±2.68Aa 0.0±0.0Ab 3.05±5,32Ac 75.69±7.7Bb 13.73±8.93Ab GC 2.92±3.15Aa 0.00±0.00Ac 0.00±0.00Ac 22.18±0.13d 74.9±3.85Aa 

L-arg 6.26±6.14Aa 1.75±4.29Ac 0.00±0.00Ac 88.99±10.76Aa 2.99±3.41Bb L-arg 2.65±2.97Aa 0.00±0.00Ac 0.00±0.00Ac 23.15±2.45c 74.2±4.37Aa 

GC: grupo controle; L-arg: oócitos maturados em meio suplementado com 2,5 mMol de L-arg; VG: vesícula germinativa; VGC: vesícula germinativa 2 

condensada; RVG: rompimento da vesícula germinativa; MI: metáfase I; MII: metáfase II. Letras maiúsculas: médias diferem entre tratamentos, dentro 3 

da mesma hora (p<0,05). Letras minúsculas: médias diferem entre horas, dentro do mesmo tratamento (p<0,05). Médias acompanhadas pela mesma letra 4 

não diferem entre si pelo teste SNK a 5% de probabilidade. 5 

 6 

 7 
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 8 

Figura 2.: Concentração de putrescina (painel A), espermina (painel B), espermidina (painel C) 9 

e cadaverina (painel D) em oócitos bovinos ao longo da maturação in vitro (0, 3, 6, 9, 12, 15 e 10 

22 h).  Grupo Controle: oócitos maturados em meio MIV; Grupo L-arg: oócitos maturados em 11 

meio MIV suplementado com 2,5 mMol de L-arg. Letras maiúsculas diferem entre tratamentos, 12 

letras minúsculas difere entre horas (p<0,05). A mensuração de poliaminas foi realizada em 13 

triplicata, sendo que cada amostra representa 200 oócitos (n total=4.200 oócitos). 14 
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Na análise de transcritos relativos, a suplementação com L-arg aumentou a expressão de 

mRNA para Histona H2A na hora 3 de MIV (p<0,05), aumentou a expressão de TP53BP1 e 

RAD52 nas horas 3 e 6 de MIV (p<0,05) e reduziu a abundância de mRNA para BAX (p<0,05). 

Para os genes XRCC5 e XRCC6, a suplementação com L-arg aumentou a expressão na hora 3 

de MIV (p<0,05). (Figura 3). 

 

Figura 3: Análise de abundância relativa de mRNA de Histona H2A, TP53PB1, PPIB, ATM, 

RAD52, BAX, XRCC5 e XRCC6 em oócitos bovinos suplementados com L-arginina durante 

as horas 3 e 6 da maturação in vitro de oócitos bovinos. 
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1. Discussão 

Neste trabalho avaliamos pela primeira vez em mamíferos a concentração de poliaminas 

ao longo da maturação in vitro de oócitos bovinos, uma vez que a concentração intraoocitária 

de poliaminas havia sido estudada somente em Xenopus laevis (OSBORNE et al., 1989; 

SUNKARA; WRIGHT; NISHIOKA, 1981). Além disso, os estudos conduzidos por Sunkara et al. 

(1981) (SUNKARA; WRIGHT; NISHIOKA, 1981) e Osborne et al. (1989) (OSBORNE et al., 

1989) avaliaram somente a concentração de PUT, SPM e SPD sendo este, portanto, o primeiro 

relato que determina a concentração de cadaverina em oócitos. 

Surpreendentemente, foi observado um retardo na retomada da meiose no grupo de 

oócitos tratados com L-arg, uma vez que no GC na hora 3 de MIV 65,08±18,52% dos oócitos 

já se encontravam em RVG, enquanto no grupo L-arg, 81,50±14,04% dos oócitos ainda se 

encontravam em VGC e somente as 9 horas de MIV, 88,36±12,49% alcançaram o estádio RVG.  

Acreditamos esses resultados possam advir de dois fatores. Primeiramente, a L-arg pode 

influenciar a retomada da meiose por meio de um de seus metabólitos, o óxido nítrico (NO) 

(IGNARRO, 2000). O NO ativa a guanilato ciclase solúvel (sGC), enzima responsável pela 

síntese de cGMP (BOTIGELLI et al., 2017). Além disso, o cGMP é sinteizado nas células do 

cumulus (SHUHAIBAR et al., 2015), sendo transportado para o oócito através de junções 

comunicantes (junções GAP) (SUN; MIAO; SCHATTEN, 2009). In vivo, após o pico de LH, 

essas junções são desintegradas e a comunicação entre as células da granulosa e o oócito é 

interrompida, reduzindo a concentração de cGMP e, consequentemente, levando à retomada da 

meiose (WINTERHAGER; KIDDER, 2015). Rostamzadeh et al. (2020) (ROSTAMZADEH et 

al., 2020) demonstram uma estreita relação do sistema L-arg/NO na dinâmica de junções 

comunicantes entre as células de Sertoli e as espermátides. Além disto, estudos conduzidos por 

nosso grupo demonstram um maior tempo de permanência de junções GAP em oócitos MIV 

suplementados com L-arg (dados não publicados). 

No entanto, apesar de retardar a retomada meiótica, a suplementação com L-arg não 

apresentou efeito sob a progressão da meiose a partir das 15 h de maturação, uma vez que os 

oócitos se encontravam, em sua maioria, no mesmo estádio de maturação do que àqueles do 

GC (88,99±10,76% vs 75,69±7,7% dos oócitos em MI, respectivamente). 

A concentração de PUT apresentou picos nas horas 3 (GC), 9 (L-arg) e 15 (em ambos 

os grupos). Curiosamente, os picos observados coincidem com estádios críticos para o 

progresso da maturação nuclear. Primeiro, nos picos observados nas horas 3 para GC e 9 para 
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L-arg, há uma similaridade com o momento na qual observou-se o rompimento da VG em 

ambos os grupos. Apesar de não haver estudos anteriores que determinaram a concentração de 

PUT durante a MIV, há relatos sobre um aumento na atividade da ODC1 próximo ao momento 

do rompimento da vesícula germinativa (SUNKARA; WRIGHT; NISHIOKA, 1981; TAO; LIU, 

2013; ZHOU et al., 2009). Por ser uma enzima limitante para a via (LEFÈVRE; PALIN; MURPHY, 

2011; LENIS et al., 2017; VUJCIC et al., 2003), acreditamos que este aumento de atividade 

corresponda a um aumento nas concentrações de PUT, assim como observamos em nosso 

estudo. Por fim, o pico observado na hora 15 coincide com os oócitos atingindo o estádio MI 

em ambos os grupos, momento na qual se inícia a segunda divisão meiótica (MII) (HE et al., 

2021). 

Estudos que trabalharam com atividade da ODC1 relatam somente um pico na atividade 

desta enzima (SUNKARA; WRIGHT; NISHIOKA, 1981; TAO; LIU, 2013; ZHOU et al., 2009), no 

entanto, acompanharam somente as primeiras 9 horas de MIV. Em nosso estudo, observamos 

não um, mas dois picos de PUT durante a MIV, já que acompanhamos todo o processo de 

maturação nuclear.  

Vale destacar ainda o momento crucial da progressão meiótica na qual ocorrem ambos 

os picos. Diversos estudos apontam funções importantes das PAs ligadas ao DNA (SHI; YAN; 

et al., 2022; SHI; ZHANG; et al., 2022b), como a manutenção da integridade do genoma (HA et 

al., 1998; LEE, Chih-Ying et al., 2019; SAVA et al., 2006), inibição da apoptose (NIU et al., 2021), 

sob a mitofagia (ZHANG, Yu et al., 2023) e correção de modificicações epigenéticas (SHI; YAN; 

et al., 2022), além de estarem comumente relacionada à melhora na qualidade de oócitos de 

fêmeas senís (LIU, Dandan et al., 2017; SHI; ZHANG; et al., 2022b; TAO et al., 2015; TAO; LIU, 

2013). Assim como observado por Sunkara et al. (1981) (SUNKARA; WRIGHT; NISHIOKA, 

1981), a via das PAs não parece ser limitante para a retomada da meiose, já que não houve 

diferença na taxa de maturação entre os grupos. No entanto, principalmente PUT parece ser 

essencial para a manutenção da homeostase e, principalmente, da integridade do material 

genético do oócito, já que é possível visualizar um íntimo sincronismo entre picos de PUT e 

momentos na qual o material genético oocitário encontra-se mais exposto e, portanto, mais 

susceptível a danos e à reparos (LEE, Chih-Ying et al., 2019). 

Alguns autores relatam um aumento na concentração de PUT durante a maturação em 

oócitos de X. laevis (OSBORNE et al., 1989; SUNKARA; WRIGHT; NISHIOKA, 1981), fato não 

observado em nosso estudo. Apesar de apresentar picos durante a MIV, a concentração final de 
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PUT após transcorridas 22 horas de MIV foi inferior à concentração encontrada em oócitos 

imaturos. Porém, além de trabalhar com espécies muito distintas, a sensibilidade das técnicas 

utilizadas nas análises pode ter contribuído para essa divergência de resultados. 

Assim como a PUT, a SPD apresentou acentuada queda em sua concentração durante a 

MIV (0,5±0,05 ng/oócito imaturo vs 0,18±0,01 ng/oócito e 0,19±0,01 ng/oócito às 22 horas de 

MIV em GC e L-arg, respectivamente) (p<0,05), discordando de estudos realizados 

anteriormente que apontam para concentração estável de SPD durante a maturação (OSBORNE 

et al., 1989; SUNKARA; WRIGHT; NISHIOKA, 1981). Observamos ainda um pico da 

concentração as 9 horas de MIV em ambos os grupos e, no grupo L-arg, esse pico se estende 

até as 12 horas de MIV. Esse dado nos permite pensar que: (i) o oócito possui capacidade de 

sintetizar SPD e; (ii) oócitos suplementados com L-arg possuem maior aporte de substrato para 

a via, possibilitando um pico maior e mais prolongado de produção de SPD. No entanto, mais 

estudos se fazem necessários para elucidar o controle de produção não só de SPD, mas das 

demais PAs no interior do oócito. Estudos anteriores relatam uma concentração distinta de PAs 

do oócito até mesmo para o fluido folicular (OSBORNE et al., 1989), mas não se sabe como o 

oócito sintetiza e/ou por qual via recebe PAs. 

Assim como SPD, estudos anteriores indicavam uma estabilidade na concentração de 

SPM durante a maturação (OSBORNE et al., 1989; SUNKARA; WRIGHT; NISHIOKA, 1981), fato 

não observado em nosso estudo, uma vez que a concentração de SPM apresentou acentuada 

queda durante a MIV de oócitos bovinos (0,8±0,0 ng/oócito imaturo vs 0,1±0,0 ng/oócito após 

22 horas de MIV, respectivamente) em ambos os grupos. Esses dados nos permitem supor que: 

(i) toda SPM produzida pelo oócito foi rapidamente metabolizada à SPD pela espermidina 

sintase (LEFÈVRE; PALIN; MURPHY, 2011; LENIS et al., 2017; VUJCIC et al., 2003) ou (ii) toda 

SPM foi revertida à PUT, uma vez que a retroalimentação é possível nesta via (LEFÈVRE; 

PALIN; MURPHY, 2011), sendo utilizada como substrato para produzir PAs mais 

participativas na via. No entanto, mais estudos são necessários para elucidar o metabolismo 

desta PA em oócitos. 

A CAD, dosada pela primeira vez não só em oócitos, mas em células de mamíferos de 

maneira geral, seguiu um perfil muito semelhante ao apresentado pela espermina, apresentando 

uma acentuada queda em sua concentração as 3h, decaindo de 0,16±0,01 ng/oócito para 

concentrações quase indetectáveis e permanecendo assim, ao longo da MIV. Apesar de um 

discreto aumento em sua concentração às 12 horas de maturação em ambos os grupos (P<0,05), 
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tais resultados nos sugerem que a mesma não é sintetizada pelo COC. Mais estudos são 

necessários para confirmar tal suposição e elucidar se esta elevação está associada a algum 

evento fisiológico ou não.   

Nossos dados sugerem que PUT e SPD, a menor (e com menor capacidade de interação) 

e a maior (e com maior capacidade de interação) (MOINARD; CYNOBER; DEBANDT, 2005) 

da via são as mais ativas durante o processo de MIV de oócitos bovinos visto a diferença não 

só entre a concentração de PUT e SPD quando comparadas à SPM e CAD, mas também pelo 

dinamismo durante a MIV, já que SPM e CAD decaem sua concentração rapidamente e se 

mantém praticamente a níveis basais. Há poucos estudos que descrevem a utilização da 

suplementação de PAs na reprodução, sendo a PUT utilizada em roedores tanto in vivo (TAO et 

al., 2015) como in vitro (LIU, Dandan et al., 2017; SHI; ZHANG; et al., 2022b), SPD sendo utilizada 

em roedores (ZHANG, Yu et al., 2023) e SPM em suínos (JIN, J. X. et al., 2016), sendo 

demonstrado efeitos sob, principalmente, o desenvolvimento embrionário (JIN, J. X. et al., 2016; 

LIU, Dandan et al., 2017; TAO et al., 2015) e, mais recentemente, sob genoma e epigenética (SHI; 

YAN; et al., 2022; SHI; ZHANG; et al., 2022b), sob a manutenção da integridade do genoma (HA 

et al., 1998; LEE, Chih-Ying et al., 2019; SAVA et al., 2006), sob o estresse oxidativo e função 

ovariana (JIANG et al., 2023; NIU et al., 2023), sob a inibição da apoptose (NIU et al., 2021), sob 

a mitofagia e aumento na função mitocondrial (SHI; ZHANG; et al., 2022b; ZHANG, Yu et al., 

2023). 

A análise de transcritos relativos foi realizada com o objetivo de avaliar mRNA 

transcritos por genes relacionados ao reparo do DNA durante a retomada da meiose. Utilizamos 

em nosso estudo as horas 3 e 6 por coincidirem com o rompimento da vesícula germinativa no 

GC e em oócitos suplementados com 2,5 mMol de L-arg, respectivamente. Geralmente, oócitos 

que apresentam danos no DNA, principalmente quebras de fita dupla, podem ser reparados por 

recombinação homóloga ou por junção de extremidades não homólogas (ROVANI et al., 2023; 

RUIZ-HERRERA; GARCIA; GARCIA-CALDÉS, 2012; TRENNER; SARTORI, 2019). Avaliamos, 

portanto, genes relacionados às duas vias, sendo Histona H2A, TP53BP1, ATM e RAD52 

associados à recombinação homóloga enquanto XRCC 5 e XRCC6 relacionados à junção de 

extremidades não homólogas (LIN, Tao et al., 2021), além do gene pró-apoptótico BAX (VINING 

et al., 2021).  

A abundância relativa para transcritos de Histona H2A foi menor em oócitos do grupo 

controle na hora 3 de MIV. A fosforilação da histona H2A pode ser considerada a primeira 
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linha de defesa contra quebras de fita dupla (FIRSANOV; SOLOVJEVA; SVETLOVA, 2011; 

MARANGOS; CARROLL, 2012; ROVANI et al., 2023). Essa proteína atua como um sinalizador, 

possibilitando a identificação de danos ao DNA e promovendo seu reparo, uma vez que permite 

o acesso de proteínas reparadoras (NASHUN et al., 2010; SUDHAKARAN et al., 2015). Estudos 

recentes relacionam o aumento na detecção de Histona H2A fosforilada por imunodetecção ao 

surgimento de danos ao DNA (CHANG et al., 2019; ROVANI et al., 2023). Até o momento, a 

abundância de transcritos para Histona H2A não se encontra descrito para oócitos bovinos, 

sendo esta relatada somente como primer de controle interno (ROVANI et al., 2023), o que torna 

este estudo o primeiro a descrevê-la durante as primeiras horas de MIV. Estudos anteriores de 

nosso grupo demonstraram uma melhora substancial na qualidade de oócitos suplementados 

com L-arg durante a MIV (dados não publicados). Com base nestes dados, acreditamos então 

que essa redução na abundância de Histona H2A observada em GC na hora 3 de MIV possa 

estar vinculado a um maior índice de dano ao DNA, uma vez que esta estaria sendo fosforilada 

(PAULL et al., 2000) e, portanto, menos transcritos seriam observados. 

A abundância relativa de TP53BP1 foi menor em oócitos do GC nas horas 3 e 6 de MIV. 

Reconhecida como uma proteína nuclear que localiza rapidamente os locais de quebra de fita 

dupla (LEI et al., 2022; RAPPOLD et al., 2001a; SCHULTZ et al., 2000; WARD et al., 2003), a 

TP53BP1 regula alinhamento cromossômico e bipolaridade do fuso em oócitos de 

camundongos (JIN, Zhe‐Long; SUK; KIM, 2019), além de interagir com diversas outras 

proteínas (GOETTEN et al., 2023). Estudos anteriores indicam um aumento na expressão de 

TP53BP1 à medida em que se aumentava a exposição de oócitos bovinos à radiação ionizante 

(ROVANI et al., 2023), indicando que, quanto maior o dano induzido ao DNA, maior seria a 

expressão de transcritos para esta proteína. Contudo, deferentemente do estudo conduzido por 

Rovani et al. (2023) (ROVANI et al., 2023), não induzimos danos ao DNA. Novamente, baseado 

em resultados de estudos anteriores que apontam para uma melhor qualidade de oócitos 

suplementados com L-arg (dados não publicados), cabe-nos sugerir que o aumento da 

abundância de TP53BP1 não esteja vinculado ao aumento de danos ao DNA e sim a um 

aumento na capacidade de reparo do material genético oocitário, ação na qual TP53BP1 está 

fortemente associada (LEI et al., 2022; RAPPOLD et al., 2001a; SCHULTZ et al., 2000; WARD et 

al., 2003).  

A abundância relativa de transcritos para ATM não apresentou diferença entre os grupos 

e horas, dados semelhantes aos encontrados em oócitos bovinos por Rovani et al. (2023) 

(ROVANI et al., 2023). A ativação da ATM pode ser considerada o primeiro passo na formação 
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do ponto de verificação após o surgimento de danos ao DNA (FIRSANOV; SOLOVJEVA; 

SVETLOVA, 2011; MARANGOS; CARROLL, 2012; ROVANI et al., 2023), sendo a responsável 

por fosforilar a Histona H2A (PAULL et al., 2000) e regular a atividade da TP53BP1 (JACKSON; 

BARTEK, 2009; NIIDA; NAKANISHI, 2006; RAPPOLD et al., 2001b; SANCAR et al., 2004), 

induzindo a resposta celular e reparo do DNA (PAILAS et al., 2022; ROVANI et al., 2023). Sabe-

se ainda que a ATM ativa as quinases do ponto de verificação do ciclo celular em resposta a 

danos no DNA, levando à parada do ciclo celular e dando à célula tempo suficiente para realizar 

os reparos necessários (BARTEK; LUKAS, 2003; BOHRER et al., 2015; REINHARDT; YAFFE, 

2013). Acreditamos que a estabilidade para a abundância relativa de ATM em nosso trabalho se 

deve a baixos índices de dano ao DNA em ambos os grupos, uma vez que esta via é ativada 

somente em níveis elevados de quebra de fita dupla (LANE et al., 2017; MARANGOS; 

CARROLL, 2012). 

A suplementação com 2,5 mMol aumentou a abundância relativa de RAD52 em oócitos 

suplementados com L-arg nas horas 3 e 6 de MIV. Integrante da via de reparação homóloga, 

essa proteína participa da etapa inicial da reparação, se ligando às extremidades da molécula de 

DNA e impedindo sua digestão por exonucleases (HIOM, 1999), sendo fundamental para a 

manutenção da integridade genômica (PAILAS et al., 2022; ROVANI et al., 2023) seja em 

condições fisiológicas ou patológicas (MALACARIA et al., 2020). Estudos sugerem a existência 

de mecanismos dependentes de RAD52 para a reparação de DNA em oócitos e embriões 

bovinos (GOETTEN et al., 2023; HENRIQUE BARRETA et al., 2012; PAILAS et al., 2022), sendo 

observado uma redução em sua abundância relativa quando danos ao DNA são gerados por 

radiação ionizante (ROVANI et al., 2023). Além disso, estudos relatam que a RAD51, proteína 

pertencente à mesma via, auxilia na manutenção da integridade dos cromossomos e na 

distribuição mitocondrial durante a MIV de oócitos suínos (JIN; KIM, 2017), corroborando 

com nossos resultados onde sugerimos que a suplementação com 2,5 mMol de L-arg 

proporcionou maior abundância de RAD52, promovendo o reparo de DNA e auxiliando na 

melhoria da qualidade dos oócitos.  

Curiosamente, esperávamos uma interação entre a concentração de PAs e abundância 

relativa de RAD52, uma vez que estudos apontam para uma regulação da via RAD por parte 

das PAs em cultura de células somáticas (LEE, Chih-Ying et al., 2019), dados que não corroboram 

com nossos achados. Sugerimos que tal divergência venha do tipo de células utilizadas em cada 

estudo, reforçando a necessidade de novos estudos específicos em oócitos. 
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Participantes da via de junção de extremidades não homólogas, XRCC5 e XRCC6 

apresentaram diferença em sua abundância relativa em nosso estudo. Codificadores das 

proteínas Ku80 e Ku70, respectivamente (ROVANI et al., 2023), proteínas limitantes para a via 

de junção de extremidades não homólogas (VANDERSICKEL et al., 2010).  

O XRCC5 apresentou menor abundância em oócitos suplementados com 2,5 mMol de 

L-arg na hora 6 de MIV. Estudos demonstram que XRCC5, através de Ku80, possui ação 

importante durante a retomada da meiose, sendo vitais para o controle de qualidade de oócitos 

VG, sendo a via de escolha para reparo de DNA em oócitos parados meióticamente (CAI et al., 

2023). Corroborando com os dados descritos, observamos uma tendência de maior acúmulo de 

mRNA para XRCC5 em oócitos imaturos e na hora 3 de MIV para oócitos suplementados com 

L-arg, uma vez que estes ainda se encontravam na fase de VGC neste horário. No entanto, o 

acúmulo de mRNA para XRCC5 foi menor em oócitos suplementados com L-arg na hora 6 de 

MIV. Apesar de não haver diferença em GC, acreditamos que a retomada da meiose possa ter 

influenciado a expressão de XRCC5, já que a abundância de mRNA pode ser reduzida após a 

retomada da meiose (CAI et al., 2023; MARTIN et al., 2018). No entanto, mais estudos são 

necessários para melhor entendimento da via em oócitos. 

O XRCC6 apresentou menor abundância na hora 3 para GC e na hora 6 para oócitos 

suplementados com L-arg. Através da proteína Ku70, este gene está envolvido na detecção de 

quebras de fita dupla e recrutamento de fatores de reparo (dentre eles, a RAD52) (STRINGER 

et al., 2018). Observamos em nosso estudo menor abundância para o XRCC6 próximo ao 

rompimento da VG em ambos os tratamentos (hora 3 para GC e hora 6 para L-arg), indicando 

uma possível relação entre o rompimento da VG e uma menor expressão para este gene. 

A abundância relativa de transcritos para o BAX foi maior em oócitos do GC na hora 3 

de MIV do que oócitos suplementados com L-arg nesse mesmo horário. Reconhecido como um 

gene pro-apoptótico (VINING et al., 2021) e descrito tanto em embriões (FEAR; HANSEN, 2011; 

PANG et al., 2016; VANDAELE et al., 2008) como em oócitos bovinos (DE BEM et al., 2014; EL-

SHEIKH et al., 2023; LI, H.J. et al., 2009; LI, H.-J. et al., 2013; YANG, Ming Yuan; 

RAJAMAHENDRAN, 2002), este gene pode ser usado como fator determinante para a 

sobrevivência ou apoptose de oócitos e embriões (LI, H.J. et al., 2009; YANG, Ming Yuan; 

RAJAMAHENDRAN, 2002). Localizado principalmente no citosol mitocondrial, quando 

ativado, o BAX regula a liberação do citocromo C para o citosol (HEIMLICH et al., 2004). 

Estudos demonstram que, em concentrações adequadas, o NO pode atuar como fator 
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antiapoptótico por inibir a citocromo C oxidase (PODEROSO; HELFENBERGER; 

PODEROSO, 2019). A L-arg atua como precursor do NO (AURICH et al., 2019) e, apesar de 

estoques substanciais de L-arg nas células, sua concentração no meio extracelular é quem 

determina a taxa de produção do NO (CHIN-DUSTING; WILLEMS; KAYE, 2007; HSU; 

TAIN, 2019). Portanto, sugerimos que a suplementação com L-arg foi determinante para uma 

menor expressão de BAX em oócitos bovinos na hora 3 de MIV, reduzindo os índices de 

apoptose e, consequentemente, contribuindo para uma melhor qualidade oocitária. 

Com a crescente demanda por técnicas de reprodução assistida por mulheres em idade 

avançada e, consequentemente, com oócitos de pior qualidade (MOGHADAM et al., 2021), essa 

interessante via merece maiores estudos, a fim de otimizar não somente a reprodução de animais 

de interesse zootécnico, mas também na conservação de recursos genéticos e reprodução 

humana. Além disso, a natureza catiônica das PAs (LENIS et al., 2017) e sua capacidade de se 

ligar à moléculas de carga negativa como o DNA (WANG et al., 2014) pode proporcionar 

importantes avanços no conhecimento sobre a modulação do material genético oocitário, uma 

vez que as PAs estabilizam a estrutura do DNA, possibilitando a regulação da expressão gênica 

(IGARASHI; KASHIWAGI, 2010b; WALLACE; FRASER; HUGHES, 2003), reparação de 

danos (LEE, Chih-Ying et al., 2019) e redução dos índices de aneuploidia (NIU et al., 2021, 2023; 

ZHOU et al., 2009) sem causar alterações epigenéticas nas gerações seguintes (SHI; ZHANG; et 

al., 2022b). Surpreendentemente, não encontramos similaridades entre a concentração 

intraoocitária de PAs e a abundância relativa dos primers avaliados durante a retomada da 

meiose. Sendo assim, mais estudos se fazem necessários para entender melhor como ocorre a 

interação das PAs com o DNA do oócito uma vez que, apesar de funções descritas, os 

mecanismos pelo qual as PAs às desenvolve ainda é pouco descrito (LENIS et al., 2017). Além 

disso, estudos futuros podem avaliar a ação desses primers em outras etapas da MIV ou utilizar 

outros primers a fim de verificar a interação das PAs com outros genes ou, até mesmo, com 

outras vias. 

Reconhecer a concentração intraoocitária de poliaminas torna-se crucial, uma vez que o 

oócito apresenta concentração de poliaminas distinta até mesmo do fluido folicular (OSBORNE 

et al., 1989). Portanto, em posse dos dados relacionados à concentração de poliaminas durante a 

maturação e sabendo qual (e quando) cada poliamina possui alteração da concentração, 

podemos traçar com maior confiança o delineamento dos próximos passos de estudos referentes 

à via. Apesar de não apresentar efeitos citotóxicos (TAO et al., 2015), saber a concentração 
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intraoocitária de poliaminas nos permite otimizar a suplementação de meios de maturação, 

evitando assim um excesso de substâncias no meio e otimizando custos. 

2. Conclusão 

Identificamos 4 poliaminas no oócito de bovinos ao longo da maturação in vitro pela 

primeira vez em mamíferos, sendo que o perfil da concentração de putrescina apresentou 

similaridade com perfil da cinética da maturação nuclear em ambos os grupos. Os resultados 

do presente estudo reforçam a participação e importância da via no processo de maturação dos 

oócitos bovinos in vitro. No entanto, mais estudos sobre a via L-arg/PAs fazem-se necessários 

para melhor entendimento de sua ação. 

Identificamos ainda efeitos da L-arg na retomada da meiose e na expressão de genes 

envolvidos no reparo de DNA, reforçando ainda mais os efeitos desta via sob a qualidade dos 

oócitos. 

A via das poliaminas desponta como importante candidata para estudos voltados à área 

de reprodução, tanto animal como humana. 
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