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RESUMO 

O sucesso da produção in vitro de embriões está diretamente ligado à qualidade dos ovócitos e 
as condições de cultivo in vitro. Na primeira etapa da produção denominada maturação, que 
se refere à cultura in vitro de ovócitos imaturos, os ovócitos são selecionados e recebem 
estímulos, das aspiração folicular e da composição provenientes do meio no qual estão 
inseridos para evolução da meiose, envolvendo alterações nucleares e citoplasmáticas 
essenciais para a fecundação e posterior desenvolvimento embrionário. Entretanto as taxas de 
produtividade se mantêm estacionadas e novos estudos devem ser conduzidos com a 
finalidade de melhorar a qualidade dos ovócitos após a fase de maturação in vitro. Dessa 
forma, este estudo foi conduzido com dois experimentos distintos com o objetivo de: 1- 
Avaliar a maturação de ovócitos bovinos com ou sem células do cúmulus em sistemas de 
cultivo in vitro tridimensional com uso de matriz de colágeno e comparar o sistema 
tradicional bidimensional; 2- Comparar os métodos de avaliação visual em microscópio 
invertido e por microscopia de fluorescência após o processo de maturação ovocitária.   O 
percentual de ovócitos em vesícula germinativa foi superior nos sem células do cúmulus. Os 
ovócitos com células do cúmulus em sistema tridimensional de cultivo apresentou menor 
percentual de ovócitos em metáfase I. Adicionalmente, as taxas de metáfase II foram 
superiores nos com células do cúmulus independente do sistema de cultivo. Em adição, a 
porcentagem de ovócitos rompidos foi superior no com células do cúmulus em cultivo 3D em 
relação aos demais. Diferentes abordagens foram utilizadas para a avaliação da cromatina do 
ovócito pós-maturação. Na avaliação por microscópio invertido, os parâmetros presença do 
corpúsculo polar e extrusão foram avaliados. No geral, o com células do cúmulus em sistema 
3D apresentou maior porcentagem de ovócitos com extrusão de corpúsculo polar. Os 
parâmetros analisados vesícula germinativa (microscopia fluorescência) versus ausência de 
corpúsculo polar (microscópio invertido) e metáfase II (microscopia fluorescência) versus 
presença de corpúsculo polar (microscópio invertido) foram comparados entre as abordagens 
utilizadas: microscopia fluorescência verso microscópio invertido. No geral, a porcentagem 
de ovócitos em vesícula germinativa (microscopia fluorescência) foi menor em comparação a 
proporção de ovócitos observados com ausência de corpúsculo polar (microscópio invertido). 
Em contrapartida, a porcentagem de ovócitos em metáfase II (microscopia fluorescência) foi 
superior em relação àqueles identificados com presença de corpúsculo polar (microscópio 
invertido). Em síntese, considerando os resultados obtidos por meio da análise de microscopia 
fluorescência (eletivo como padrão ouro), a retomada da meiose após o cultivo in vitro de 
ovócitos com células do cúmulus foi semelhante entre os sistemas 2D e 3D. Dentro do mesmo 
sistema avaliado (2D ou 3D), a ausência de células do cúmulus comprometeu a retomada da 
meiose. Em adição, ovócitos maturados no sistema 3D apresentaram maior ocorrência de 
danos na zona pelúcida.  

Palavras-chave: Cromatina, cultivo tridimensional, maturação nuclear, metáfase II. 
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ABSTRACT 

SUMMARY 

The success of in vitro embryo production is directly linked to the quality of the oocytes and 
the conditions of in vitro culture. In the first stage of production called maturation, which 
refers to the in vitro culture of immature oocytes, the oocytes are selected and receive stimuli, 
follicular growth and composition from the medium in which they are inserted for the 
evolution of meiosis, involving nuclear and cytoplasmic changes essential for fertilization and 
subsequent embryonic development. However, productivity rates remain unchanged and 
further studies should be conducted in order to improve the quality of oocytes after the in 
vitro maturation phase. Thus, this study was conducted with two different experiments with 
the objective of: 1- Assessing the maturation of bovine oocytes with or without cumulus cells 
in three-dimensional in vitro culture systems using collagen matrix and comparing the 
traditional two-dimensional system; 2- Compare the methods of visual evaluation using an 
inverted microscope and fluorescence microscopy after the oocyte maturation process. The 
percentage of oocytes in the germinal vesicle was higher in those without cumulus cells. The 
oocytes with cumulus cells in a three-dimensional culture system showed a lower percentage 
of oocytes in metaphase I. Additionally, metaphase II rates were higher in those with cumulus 
cells regardless of the culture system. In addition, the percentage of ruptured oocytes was 
higher in the cumulus cells in 3D culture compared to the others. Different approaches were 
used to evaluate the oocyte chromatin post-maturation. In the evaluation by an inverted 
microscope, the parameters presence of the polar corpuscle and extrusion were evaluated. In 
general, the cumulus cells in 3D system showed a higher percentage of oocytes with polar 
body extrusion. The parameters analyzed germinal vesicle (fluorescence microscopy) versus 
absence of polar corpuscle (inverted microscope) and metaphase II (fluorescence microscopy) 
versus presence of polar corpuscle (inverted microscope) were compared between the 
approaches used: fluorescence microscopy versus inverted microscope. In general, the 
percentage of oocytes in the germinal vesicle (fluorescence microscopy) was lower compared 
to the proportion of oocytes observed with the absence of a polar corpuscle (inverted 
microscope). On the other hand, the percentage of oocytes in metaphase II (fluorescence 
microscopy) was higher than those identified with the presence of a polar corpuscle (inverted 
microscope). In summary, considering the results obtained through the analysis of 
fluorescence microscopy (elective as gold standard), the resumption of meiosis after the in 
vitro cultivation of oocytes with cumulus cells was similar between the 2D and 3D systems. 
Within the same evaluated system (2D or 3D), the absence of cumulus cells compromised the 
resumption of meiosis. In addition, oocytes matured in the 3D system showed a higher 
occurrence of damage in the pellucid zone. 

Key words: Chromatin, metaphase II, nuclear maturation, three-dimensional cultivation. 
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“Hoje me sinto mais forte, mais feliz, quem sabe? 
Só levo a certeza de que muito pouco eu sei, 

Ou nada sei.” 

Almir Sater e Renato Teixeira  
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CAPÍTULO 1- CONSIDERAÇÕES GERAIS 

1 INTRODUÇÃO 

A produção in vitro de embriões (PIVE) é uma biotécnica que além de acelerar o 

processo de reprodução animal de alto valor genético, é utilizada como alternativa para casais 

que enfrentam problemas de fertilidade, além de ser uma excelente ferramenta para 

preservação do material genético coletado utilizando a vitrificação de gametas e embriões. A 

PIVE é dividida em três momentos: maturação in vitro de ovócitos (MIV); fertilização in vitro 

(FIV); cultivo in vitro de embriões (CIV) seguida ou não da inovulação de embriões. 

Adicionalmente, é uma biatécnica de pesquisa a biologia e fisiologia do desenvolvimento e é 

a partir dela que a produção de clones e animais transgênicos é realizada (BERNARDI, 2005).  

A utilização da espécie bovina na PIVE ganha destaque nas pesquisas em biotecnologia 

da reprodução buscando atender as necessidades de melhoramento genético, no setor 

pecuário, que apresenta grande importância socioeconômica no Brasil (BELETTI, 2013). 

Além do interesse econômico, há também o interesse científico, para as pesquisas básicas e 

aplicadas. Os conhecimentos de cada etapa da produção de embriões são essenciais para o seu 

sucesso. Mesmo com o grande número de pesquisas e o avanço nas metodologias, a taxa de 

produtividade ainda apresenta um índice de sucesso baixo (30-45%) e o sucesso de 

implantação de embriões transplantados mais baixo ainda (40-60% dos blastocistos 

transferidos) (KANE, 2003; RUBIN, 2006). 

O sucesso da PIVE está diretamente ligado à qualidade dos ovócitos (SWAIN et al., 

2008), aos espermatozoides utilizados na fertilização (HANSEN, 2006) e as condições de 

cultivo in vitro (controle do pH, osmolaridade, temperatura e tensão de CO2) (LONERGAN et 

al., 2008). Na MIV, primeira etapa da produção que se refere à cultura in vitro de ovócitos 

imaturos, os ovócitos provenientes de aspiração in vivo ou de ovários oriundos de abatedouros 

de animais são selecionados e recebem estímulos provenientes do meio no qual estão 

inseridos para evolução da meiose, envolvendo alterações nucleares e citoplasmáticas 

essenciais para a fecundação e posterior desenvolvimento embrionário (DADARWAL et al., 

2015).  

O uso do sistema de cultivo in vitro tridimensional (3D) é uma tentativa de 

representação mais próxima possível do sistema in vivo, para recriar o ambiente similar a 

matriz extracelular do ovário, que pode permitir a modulação do comportamento celular, 

crescimento, avaliações a resposta e estímulos e a comunicação com células circundantes 

(DESAI et al., 2010). Diferentes metodologias e matrizes estão sendo usadas para o cultivo de 
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células e tecidos no sistema tridimensional a fim de obter melhores resultados.  

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

Ovogênese e Foliculogênese 

A ovogênese é o processo de formação e desenvolvimento dos ovócitos nos animais a 

partir das células germinativas primordiais (CGP) até a formação do ovócito haploide 

fecundado (RÜSSE, 1983). Inicia-se durante o desenvolvimento embrionário com a migração 

das células germinativas primordiais (CGP) do saco vitelínico para a crista gonadal e após 

sucessivas mitoses, dão origem as ovogônias. Em seguida, as ovogônias realizam a primeira 

divisão meiótica e originam os ovócitos primários. Este processo é interrompido no estágio de 

diplóteno na prófase I, permanecendo nesta etapa até a puberdade do animal (FIGUEIREDO 

et al., 1998; HAFEZ et al., 2004). Concomitante a este processo, ocorre o início da 

foliculogênese que compreende a diferenciação e migração das células da granulosa para o 

contorno do ovócito, formando o pool de folículos primordiais. Nos bovinos este processo 

ocorre por volta dos 130 dias de gestação (FIGUEIREDO et al., 2007). 

O folículo é a unidade morfofuncional do ovário, sendo constituído do ovócito 

circundado pelas células da granulosa e da teca. Possui duas funções: a esteroidogênese 

(produção e liberação de esteroides e alguns peptídeos) e a gametogênese (promove um 

ambiente que mantem a viabilidade, crescimento e liberação de um ovócito maturo no 

processo de ovulação). Durante a foliculogênese, os folículos formados ainda na vida fetal, 

podem se desenvolver de pré-antrais (primordial, transição, primário e secundário) para 

antrais (terciário e pré-ovulatório). Em geral, eles se diferenciam entre si pelo número de 

camadas de células da granulosa (FIGUEIREDO et al., 2007). Hennet e Combelles (2012) 

afirmam que o folículo é um microambiente para o ovócito, resultando em uma co-
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dependência, mas pouco se sabe sobre as influências dos seus componentes na ovogênese. 

Sabe-se que a foliculogênese é um processo altamente regulado pelas sinalizações autócrina, 

parácrina e endócrina (GREEN et al., 2016a). Entretanto, ainda não estão esclarecidos os 

fatores e mecanismos que participam da escolha dos folículos ativados, bem como o que 

influencia os processos de crescimento, desenvolvimento e diferenciação (ARAÚJO et al., 

2014; FIGUEIREDO et al., 2007).  

A grande maioria (95%) dos folículos presentes nos ovários se encontra no estágio de 

primordiais, pois as células da pré-granulosa param de se multiplicar e permanecem em 

repouso até que haja um estímulo para que voltem a crescer. Com o mecanismo irreversível 

da ativação folicular, as células da granulosa se tornam cubóides e a proliferação celular é 

retomada, evoluindo para folículos de transição (uma camada de células da granulosa 

pavimentosas e cubóides) e primários (uma camada de 11-40 células da granulosa cubóides ao 

redor do ovócito primário). Portanto, alguns folículos primordiais deixam o pool quiescente e 

continuam o seu desenvolvimento (ARAÚJO et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 1999). Aos 

210 dias de gestação, encontram-se os folículos secundários com duas ou mais camadas de 

células da granulosa (FIGUEIREDO et al., 2007). Além disso, há a formação da zona 

pelúcida (ZP), grânulos corticais dentro do citoplasma do ovócito, início da formação das 

células da teca e síntese de mRNA no ovócito (ARAÚJO et al., 2014). 

Por volta dos 230-250º dias, alguns folículos passam a ser chamados de terciários 

devida a presença de várias camadas de células da granulosa e da teca e por possuir uma 

cavidade antral com fluido folicular. Entretanto, os ovócitos presentes nesses folículos ainda 

se encontram com o núcleo na prófase I (FIGUEIREDO et al., 2007). Em bovinos, o 

desenvolvimento de folículos antrais ocorre em 2 fases. Na primeira, há a formação do antro 

com diâmetro médio de 300 µm. Na segunda fase, acontece o recrutamento de folículos com 

diâmetro entre 2 a 3 mm, o crescimento, a seleção, a dominância de apenas um folículo (pré-
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ovulatório) e então a ovulação. Os folículos restantes (99,9%) sofrem atresia ou entram em 

apoptose (HENNET et al., 2012). O folículo antral, possui em seu antro o fluido folicular que 

é derivado tanto da corrente sanguínea como também dos componentes secretados pelas 

células da granulosa, sendo seus constituintes os esteróides e as glicoproteínas (GREEN et al., 

2016a). O folículo também é formado pelo o ovócito circundado pelas células do cumulus 

(células da granulosa especializada), formando o complexo-cumulus-ovócito (COC), pelas 

células da granulosa murais que circundam a parte interior do folículo e pela lâmina basal que 

separa as células da granulosa das células da teca (HENNET et al., 2012). 

As células da teca são divididas em externa e interna. A externa é fibrosa, enquanto a 

interna é mais vascularizada. A interna constitui-se de 3 a 5 camadas de células endócrinas 

alongadas e secretoras de esteróides. Portanto, a principal função das células da teca é a 

secreção de esteróides, porém, elas não conseguem sintetizar estrogênios a partir dos seus 

andrógenos (MAGOFFIN, 2005). Assim, antes da ovulação, na fase de dominância folicular, 

as células da granulosa desenvolvem a capacidade de converter os derivados dos andrógenos 

da teca em estrogênios. Essa relação entre as células da teca e da granulosa tem como 

resultado a produção de estradiol (HATZIRODOS et al., 2015). As células da teca expressam 

receptores para LH (hormônio luteinizante) e a ligação hormônio/receptor estimula a síntese 

de substratos androgênicos. As células da granulosa expressam receptores de FSH (hormônio 

folículo estimulante) que desempenha um papel importante no desenvolvimento folicular e na 

regulação da esteroidogênese no ovário. Os hormônios FSH e LH são produzidos na hipófise 

e chegam aos folículos por meio dos vasos sanguíneos (YOUNG et al., 2010). 

A partir do momento em que o folículo se torna responsivo ao LH e FSH e, 

juntamente com o pico pré-ovulatório de LH durante a puberdade, o ovócito retoma a meiose 

rompendo a vesícula germinativa e liberando o primeiro corpúsculo polar. Assim, o ovócito 

secundário é formado, porém, o núcleo para na segunda divisão meiótica (metáfase II) até que 



15 
 
 

ocorra a fecundação. Após a fecundação pelo espermatozoide, o ovócito retoma a meiose e 

libera o segundo corpúsculo polar, finalizando a ovogênese com o desenvolvimento do zigoto 

(MARTINS et al., 2008). 

 

Produção In Vitro de Embriões (PIVE) 

 A PIVE é uma biotécnica cujo intuito é reproduzir no laboratório o que acontece na 

natureza e que vem sendo cada vez mais utilizada na pecuária com interesse zootécnico, nas 

pesquisas para o desenvolvimento da ciência e na reprodução humana. Essa técnica teve 

início no século XIX, com a primeira FIV observada em uma estrela do mar (HERMANN, 

1879), posteriormente adaptada para outras espécies que em sua evolução e desenvolvimento 

permitiu o nascimento do primeiro bezerro em 1982 (BRACKETT et al., 1982). 

 A PIVE é composta por 3 etapas: 1- maturação in vitro de ovócitos; 2- fertilização in 

vitro; 3- cultivo in vitro de embriões e seu sucesso depende diretamente da qualidade dos 

ovócitos e dos espermatozoides, além das condições ideais de cultivo (LONERGAN et al., 

2008; HANSEN, 2006). Quando os embriões alcançam o estágio de blastocisto, eles podem 

ser transferidos ou criopreservados. 

 

Maturação Ovocitária  

A evolução do estágio imaturo de um ovócito primário para estágio de maturação 

completa, próprio para sofrer fecundação e sustentar o desenvolvimento embrionário inicial, é 

chamado de competência ovocitária (MINGOTI et al., 2002; SIRARD, 2001). A competência 

só é alcançada por meio da ação das células do cumulus, responsáveis pela produção de 

aminoácidos, metabólitos e fatores de crescimento que são transportados para o ovócito por 

meio de junções comunicantes (GILCHRIST et al., 2008) e pela ação do hormônio folículo 

estimulante (FSH) que atua nas células do cúmulos e estimula a proliferação dessas células, 

além da síntese de esteroides e expressão de receptores para hormônio luteinizante (LH) 

(MARTINS et al., 2008). 

A maturação ovocitária ocorre gradualmente e pode ser dividida em: maturação 

nuclear, caracterizada pela retomada da meiose bloqueada em vesícula germinativa (VG) até 

alcançar o estágio de metáfase II; maturação citoplasmática, em que ocorre a reorganização da 
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distribuição das organelas citoplasmáticas; e maturação molecular, na qual ocorre síntese e 

armazenamento de proteínas e RNAm (ANGUITA et al., 2008; DODE, 2006; GONÇALVES 

et al., 2008; SIRARD et al., 2006). 

A maturação nuclear consiste na produção de um gameta haploide pela meiose da 

célula germinativa, na qual o núcleo sai do estágio de VG e progride para metáfase II. Essa 

retomada da meiose ocorre in vivo devido ao pico de LH (BETTERIDGE et al., 1989) e in 

vitro o start é dado pela retirada do ovócito do interior do folículo (PINCUS et al., 1935). O 

estágio de VG é caracterizado por um núcleo esférico e pela cromatina descondensada. 

Interpreta-se que houve o desbloqueio da meiose quando há a condensação cromossômica e a 

desintegração da membrana nuclear, além da formação da placa metafásica (LANDIM-

ALVARENGA et al., 1999). O desbloqueio da meiose é dependente de ativação pelo fator 

promotor de maturação (MPF – maturation promoting factor), cuja ação está relacionada à 

dissolução do nucléolo do envoltório nuclear, à condensação cromossômica e à reorganização 

microtubular (VERDE et al., 1992). 

A maturação citoplasmática ocorre simultaneamente à maturação nuclear e consiste 

em modificações ultraestruturais das organelas que envolvem alterações morfofisiológicas e 

dispersão pelo ooplasma, muito bem caracterizado principalmente pela proliferação e 

redispersão de mitocôndrias. As mitocôndrias exercem papel essencial nos ovócitos, sendo a 

produção de adenosina trifosfato (ATP), o controle de íons Ca2+, a redução da homeostase e 

participação na reação em cadeia da apoptose (DUMOLLARD et al., 2007). No estágio 

imaturo do ovócito as mitocôndrias são, em sua maioria, esféricas e com poucas cristras 

(READER et al., 2017), além de apresentarem localização periférica. Após a maturação 

ovocitária, a forma e volume mitocondrial são alterados e prevalecem mitocôndrias no 

formato de capuz (HYTTEL, 2011) com distribuição por todo o citoplasma (HYTTEL et al., 

1986). 

 

Fecundação 

 Uma vez finalizada a maturação ovocitária, o ovócito está apto para ser fecundado por 

um espermatozoide que deve possuir motilidade e vigor adequados para fixação espermática 

na zona pelúcida e fusão das membranas plasmáticas de ambas células envolvidas no processo 

(HAFEZ 2004). A capacitação espermática é induzida devido à presença de 

glicosaminoglicanos que desencadeiam uma cascata bioquímica que resulta no aumento da 
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motilidade espermática e inicia o processo de reação acrossômica, o que permite que 

receptores presentes na ZP possam reconhecer o espermatozoide e permitir a fecundação 

(DODE et al., 2002). 

 Quando o espermatozoide capacitado se aproxima do ovócito ele se liga à receptores 

localizados na zona pelúcida, chamados de ZP1, ZP2, e ZP3, que são responsáveis por 

reconhecer os espermatozoides e também pela ativação da reação acrossômica, onde o 

espermatozoide libera, por excitose, o conteúdo do acrossoma que é composto por proteínas 

que são responsáveis pela digestão da ZP (hialuronidase e acrosina), para poder assim 

penetrar a ZP e fecundar o ovócito (GONÇALVES, 2008). Após a fecundação uma série de 

eventos acontecem para que não haja poliespermia, mas sim a formação de um zigoto pronto 

para iniciar o desenvolvimento embrionário: finalização da meiose do ovócito com a extrusão 

do segundo corpúsculo polar; despolarização da membrana plasmática; exocitose dos 

grânulos corticais; aumento das oscilações intracelulares de cálcio; fusão dos pró-núcleos 

feminino e masculino; formação de um núcleo diploide apto a originar um novo indivíduo. 

 

Desenvolvimento Embrionário Inicial 

 Após a formação do zigoto, sucessivas divisões mitóticas acontecem dando início ao 

desenvolvimento multicelular do indivíduo, em que cada célula é chamada de blastômero e 

cada divisão de clivagem. A atividade transcricional do embrião é ativada e progressivamente 

aumentada à medida que o material produzido e estocado pelo ovócito é consumido nesse 

estágio de desenvolvimento inicial (WATSON et al., 2001). Também à medida que as 

divisões celulares aumentam, os estágios mudam, em que o embrião ao chegar a mórula 

compacta inicia o processo de diferenciação celular que dará origem a duas linhagens iniciais: 

células do trofoblasto e do embrioblasto. Após a compactação dos blastômeros, existe um 

acúmulo de fluido dentro do embrião que dá origem à blastocele. As células do trofoblasto 

darão origem então à placenta e as células do embrioblasto formarão o botão embrionário que 

se diferenciará nos três folhetos embrionários: ectoderma, mesoderma e endoderma durante o 

processo de gastrulação (HAFEZ 2004). 
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Produção de EROS na PIVE 

A cadeia respiratória mitocondrial, ao produzir ATP, utiliza oxigênio como aceptor 

final de elétrons que leva a produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) – ânions 

superóxidos (O2-); peróxido de hidrogênio (H2O2); hidroxilas (OH-). Esses radicais, em 

excesso, causam estresse oxidativo nas células, danos no DNA, RNA, proteínas e nas funções 

mitocondriais (COMPORTI, 1989), inibem a fecundação do ovócito pelo espermatozoide 

(AITKEN et al., 1993), além de levar à morte celular (GUERIN et al., 2001). A produção de 

EROS intracelular é potencializada tanto pelo processo de produção in vitro de embriões 

através da tensão de O2 e da manipulação excessiva que a técnica requer, quanto pelo 

processo de criopreservação por meio do estresse osmótico e retomada das reações de 

oxirredução no reaquecimento das estruturas. 

 

Sistema de Cultivo 3D 

O sistema de cultivo 3D foi desenvolvido para manter a morfologia do ovócito, 

tentando recriar um ambiente similar à matriz extracelular do ovário in vitro. O objetivo é 

reduzir a tensão que o complexo granulosa-ovócito sofre quando cultivado em sistema 

convencional 2D com contato direto na placa (TELFER et al., 2012). Por se tratar de uma 

biotécnia relativamente nova, há grande variação nas formas de cultivar os ovócitos, seja 

apenas um ou vários ovócitos encapsulados em matrizes, co-cultivados com outros tipos 

celulares ou ovócitos em suspensão por agitação contínua. Além disso, diferentes tipos de 

matrizes têm sido testadas a fim de se estabelecer a melhor condição para o desenvolvimento 

dos ovócitos. As matrizes são divididas conforme sua origem em: matrizes com componentes 

naturais (alginato, misturas de alginato e fibrina e matrigel) ou sintéticos (hidrogel de 

polietileno glicol – PEG e nanopartículas) (GREEN et al., 2016b). 

 

Técnicas para Avaliação da Eficiência da Maturação Ovocitária In Vitro 

Depois de cultivar os ovócitos é necessário avaliar a eficiência pós-cultivo, pois 

podem ocorrer alterações que causam efeitos positivos e/ou negativos na qualidade do 
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folículo. Para isso existem várias técnicas que podem ser utilizadas como a avaliação 

morfológica, expressão gênica (CELESTINO et al., 2011), dosagem hormonal. (SILVA et al., 

2013) e a microscopia de fluorescência (ROSSETTO et al., 2013). A expressão gênica 

permite compreender melhor os mecanismos envolvidos no desenvolvimento e degeneração 

folicular por meio de produtos de alguns genes específicos como IGFs, EGF, β-Ativina entre 

outros (CELESTINO et al., 2011). A dosagem de hormônios esteroides é importante para 

analisar as alterações nos níveis de esteroides intrafoliculares que podem determinar o destino 

folicular. Por meio da microscopia de fluorescência é possível avaliar a viabilidade celular 

empregando marcadores específicos. Para o estudo tanto de folículos pré-antrais como 

também de ovócitos é comum utilizar dois marcadores fluorescentes simultaneamente: a 

calceína AM (excita a 494 nm e emite a 517 nm) e o etídio homodímero-1 (excita a 528 nm e 

emite a 617 nm). A calceína confere a marcação verde após ser clivada por enzimas esterases 

em células vivas. Já o etídio homodímero-1 marca de vermelho as células que possuem a 

integridade de membrana plasmática (HAUGLAND et al., 1994; LOPES et al., 2009). Além 

da viabilidade celular, é possível avaliar a configuração da cromatina de ovócitos por meio do 

marcador Hoechst 33342 ou o DAPI (4′,6-Diamidina-2′-fenilindol di-hidrocloreto, excita a 

360nm e emite a 460nm) que se intercalam entre as bases nitrogenadas do DNA produzindo 

uma fluorescência azul (NUTTINCK et al., 1993; SILVA et al., 2015). 
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Abstract 

Objectives:  Assess the effects of the use of collagen membrane on the maturation process of 

bovine oocytes. Methodology: Bovine oocytes with or without cumulus cells were cultured 

in maturation medium for 24 hours in the conventional system (2D), using central well plates. 

In the three-dimensional (3D) system, the oocytes were positioned in the collagen membrane 

and matured for the same period. The morphological evaluation was carried out with the 

parameters of maturation:  presence or absence of the first polar corpuscle were observed and 

classified as germinal vesicle (VG), meiosis I (MI) and meiosis II (MII). Results: The 

proportion of oocytes in VG was higher in treatments without cúmulus cells. The treatment 

with cumulus cells in 3D culture showed lower percentage of oocytes in MI when compared 

to the treatment 2D without cumulus cells. The rates of MII were higher in the treatments with 

cumulus cells, independent of the culture system. In addition, higher occurrence of damage in 

the pellucid zone was higher in the treatment with cumulus cells 3D compared to the others. 

In general, oocytes with the presence of cumulus cells have ~1.7 times more chance of 

reaching MII after in vitro maturation than those matured without cells. Conclusion: the 

presence of the cells in the cumulus is essential for the maturation process of bovine oocytes; 

the three-dimensional collagen membrane culture system is favorable for the maturation 

process of bovine oocytes.  

Key words: cumulus cells, in vitro maturation, meiosis, tridimensional culture.  
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Resumo 

Objetivos: Avaliar os efeitos do uso de membrana de colágeno no processo de maturação de 

oócitos bovinos. Metodologia: Oócitos bovinos com ou sem células do cúmulos foram 

cultivados em meio de maturação por 24 horas no sistema convencional (2D), utilizando 

placas de poços centrais. No sistema tridimensional (3D), os oócitos foram posicionados na 

membrana de colágeno e maturados pelo mesmo período. A avaliação morfológica foi 

realizada com os parâmetros de maturação: a presença ou ausência do primeiro corpúsculo 

polar foi observada e classificada como vesícula germinativa (VG), meiose I (MI) e meiose II 

(MII). Resultados: A proporção de oócitos em O VG foi maior nos tratamentos sem células 

cúmulos. O tratamento com células do cúmulos em cultura 3D apresentou menor porcentagem 

de oócitos no IM quando comparado ao tratamento 2D sem células do cúmulos. As taxas de 

MII foram maiores nos tratamentos com células cúmulos, independente do sistema de cultivo. 

Além disso, a porcentagem de oócitos extrusados foi maior no tratamento com células do 

cúmulos 3D em relação aos demais. Em geral, oócitos com a presença de células do cúmulos 

têm ~ 1,7 vezes mais chance de atingir MII após a maturação in vitro do que aqueles 

maturados sem células. Conclusão: a presença de células no cúmulos é essencial para o 

processo de maturação de oócitos bovinos; o sistema tridimensional de cultura de membrana 

de colágeno é favorável ao processo de maturação de oócitos bovinos. 

Palavras-chave: células cúmulos, maturação in vitro, meiose, cultura tridimensional. 

Introduction 

The production of embryos in vitro (IVP) is of great scientific importance to meet the 

needs of women facing infertility and could be associated with increased reproductive 

efficiency of farm animals. However, research using human material faces difficulties due to 

the scarcity of material and ethical barriers. Thus, the use of animals as experimental models1-

2 has been proposed to improve the techniques applied in human reproduction clinics. In this 

context, the bovine species stands out for presenting similarities with antral and preantral 

folliculogenesis of women, and the double aptitude to take advantage of the genetic potential 

of the species in the development of livestock3. 

The IVP techniques comprise three stages: maturation, fertilization and in vitro 

cultivation, which must take place synchronously for the PIVE process to have good results. 

The evolution from the immature stage of a primary oocyte to the stage of complete 
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maturation proper to undergo fertilization and sustain the initial embryonic development is 

called oocyte competence4-5. The competence is only achieved through the action of cumulus 

cells, responsible for the production of amino acids, metabolites and growth factors that are 

transported to the oocyte through communicating junctions6 and the action of follicle 

stimulating hormone (FSH) that acts on the cumulus cells and stimulates the proliferation of 

these cells, in addition to the synthesis of steroids and expression of receptors for LH7. 

Nuclear and cytoplasmic oocyte maturation is one of the most important and limiting stages 

of the process, since it comprises the events for the oocyte to express its maximum 

development after fertilization8. Among these events are cascades of activation and inhibition 

of enzymes, hormones and growth factors9. 

Usually, IVM occurs in culture plates with deposition of groups of cumulus oocytes 

complexes (COCs) in micro drops of maturation medium, in which the COCs are in contact 

with the base of the plate. This traditional culture system, also called two-dimensional (2D), 

may present disadvantages, because the oocytes may adhere to the plate surface and impair 

the development of this region, preventing its contact with the nutrients of the medium, 

besides modifying the natural morphology of the oocyte structure, which is three-

dimensional.  

Only 25 to 40% of oocytes submitted to the maturation process (MIV) are competent 

for development to the blastocyst stage, which becomes an obstacle for in vitro embryo 

production10. Among the factors that influence this stage we can mention the high oxygen 

tension associated with light interference, temperature and absence of antioxidants naturally 

present in the follicular fluid11. Moreover, although the IVP technique is consolidated, the 

quality of embryos produced in vitro is still lower than those produced in vivo, with 

production rates of the usual protocols not exceeding 40%. Therefore, it is important to seek 

more and more tools to increase the results, so that the embryos produced in vitro have the 

potential for survival close to those produced in vivo12. 

An alternative to traditional cultivation, are three-dimensional cultivation systems, 

which are increasingly being tested and applied in cell culture as an alternative to increasing 

the development of in vitro culture structures. A three-dimensional cultivation system 

consisting of collagen membrane that mimics the extracellular matrix environment has been 

used with positive results in cell associations and in maintaining cell viability13. 
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Thus, this study aims to evaluate the effects of the use of collagen membrane in the in 

vitro maturation process of bovine oocytes. 

 

Methodology 

Ovaries collection 

The present study was submitted and exempted from authorization by the Animal Use 

Ethics Committee (protocol #A005/18). Ovaries of mestizo females (Bos taurus × Bos 

indicus), aged between 24 and 48 months, were collected at a local slaughterhouse. Then, the 

ovaries were transported to the laboratory in a Thermos bottle (temperature between 35-37°C) 

in a maximum period of 3 hours. 

Follicular aspiration to obtain the cumulus-oocyte complexes (CCOs) 

In the laboratory, the ovaries were kept in a solution containing saline solution 

enriched with 1% fetal bovine serum and antibiotic (amikacin) at 38°C. Later, the CCOs were 

obtained from ovarian follicles (3 to 8 mm in diameter) by puncture with the aid of a needle 

coupled with a 10 mL syringe. The follicular fluid obtained was deposited in 15 mL conical 

tubes (Oosafe® SparMED, Denmark), left to rest in a water bath (38°C for 10 to 20 minutes) 

until sedimentation and then transferred to Petri dishes (100 × 20 mm; Oosafe®) and 

evaluated under stereoscopic (15×; Nikon®, SMZ-800, Japan) for tracing of CCOs.  

Experimental design 

The selected CCOs had a standardized cytoplasmic morphology (Grade I and II) 

according to the coverage of cells in the cumulus (with or without cells in the cumulus). Then 

the oocytes were washed in TCM-199 Hepes medium supplemented with bovine fetal serum 

(10.0 %), pyruvate (0.11 mg/mL) and amikacin (83.0 mg/mL) and distributed in the following 

treatments: CC-2D, oocytes (n = 150) with cumulus submitted to conventional in vitro 

maturation (IVM) (two-dimensional system - 2D); CC-3D, oocytes (n = 133) with cumulus 

submitted to IVM with collagen membrane (three-dimensional system - 3D); SC-2D, oocytes 

(n = 150) without cumulus submitted to conventional MIV (2D); and SC-3D, oocytes (n = 

147) without cumulus submitted to MIV in medium with collagen membrane. A total of 6 

replicates were performed per treatment. 



29 
 
 

In vitro Maturation (IVM)  

In the conventional system (2D), the oocytes were matured in groups using central 

well plates with approximately 1000 μL of maturation medium. In the three-dimensional (3D) 

system, the oocytes were positioned on the collagen membrane and matured in drops of 

1000μL of the same medium. The medium used in both the 2D and 3D systems was TCM-

199 supplemented. The IVM was performed in an incubator (Thermo Scientific Forma®, 

Series II 3110, USA) for 24 hours with 5% CO2 in saturated humidity at 38.5 ºC. 

Morphological analysis of meiotic recovery after MIV -  

The evaluation of the resumption of meiosis was performed after the removal of the 

cumulus cell. Briefly, the CCOs were washed in a 300 µL drop of hyaluronidase (Fertipo®, 

YYA001, Belgium) for 60 seconds. They were then pipetted successively with micropipettes 

(Streeper Denupet, Vitromed® GmBh, Canada) of different calibers (300 µm, 150 µm, and 

135 µm) until the cells were completely removed.  

The morphological evaluation of the resumption of meiosis was performed by a single 

evaluator. In this evaluation the parameters of maturation with presence or absence of the first 

polar corpuscle were observed and classified as germinal vesicle (VG), meiosis I (MI) and 

meiosis II (MII) through an inverted microscope with phase contrast (Nikon® TE 2000, 

Japan). In addition, oocytes with rupture of the pellucid zone called extrusion were evaluated.. 

Metabolomics analysis 

The maturation media (D0 and D1) from all experimental groups were collected and 

frozen for metabolic analysis. For the extraction of metabolites 100 µL of sample with 1000 

µL of methanol spectroscopic grade in eppendorf of 1.5 mL was added. This mixture was 

incubated for 4 hours in ultrafreezer (-80ºC). In sequence centrifuged for 15 min to 13000g 

and the supernatant transferred to another eppendorf of 1.5 mL, which was packed in vacuum 

concentrator for 30 minutes and lyophilized.  The material was stored in ultrafreezer (-80ºC) 

until the moment of the analyses. 

            In mass spectrometry analyses the samples were suspended in 500 µL of methanol 

spectroscopic grade and filtered in a 0.22 micrometer pore tip filter. 

Statistical analysis 
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The statistical analysis was performed using Sigma Plot version 11 (Systat Software 

Inc., USA). The chromatin configuration between treatments was evaluated by Fisher's chi-

square or exact tests. The logistic regression analysis evaluated the association of the cumulus 

cells and collagen matrix (independent variables) on the presence of the first polar corpuscle 

and metaphase II (dependent variables). The data were presented as percentages and 

considered significant when P < 0.05. 

Results 

A total of 554 oocytes were submitted to maturation in vitro and later evaluated for 

chromatin and extrusion configuration (Table 1). The percentage of oocytes in VG was higher 

(P < 0.05) in treatments without cumulus cells (SC-2D and SC-3D) than those with cells (CC-

2D and CC-3D). The CC-3D treatment presented lower (P < 0.05) percentage of oocytes in 

MI when compared to SC-2D treatment. MII rates were higher (P < 0.05) in CC-2D and CC-

3D treatments compared to SC-2D and SC-3D treatments. In addition, the percentage of 

rupture of the pellucid zone oocytes was higher (P < 0.05) in the CC-3D treatment compared 

to the others (CC-2D, SC-2D and SC-3D).   

Logistic regression was performed to evaluate the influence of the culture system 

(conventional - 2D or with collagen membrane - 3D) and the presence or absence of cells 

from the cumulus (with or without) on the MII rate (Table 2). In general, oocytes with 

presence of cumulus cells have ~1.7 times more chances (P < 0.001) of reaching MII after 

MIV than those matured without cells. 

The odds ratio analysis was performed among the treatments and complemented the 

logistic regression results (Table 3). In summary, the culture system (2D or 3D) did not 

influence (P > 0.05) MII rates. 

A total of 66 compounds were identified, however, only 3 showed differences between 

treatments (Figure 1). 

Discussão 

The present study evaluated the effect of the absence of cells from the cumulus and the 

adoption of the collagen membrane (tridimensional system) in the maturation process of 

bovine oocytes. One of the challenges of reproductive medicine and biology is to understand 

the nature of molecular and cellular processes that control oocyte competence for 
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development. This competence, acquired through maturation, is a complex process that 

comprises nuclear and cytoplasmic maturation and involves a deep interaction between oocyte 

and cumulus oophorus cells. Cumulus oophorus cells are keys to paracrine and endocrine 

signaling and maturation14. Variations in vitro maturation systems have been tested in order to 

preserve these connections and privilege the contact of the oocyte with the substrate. Among 

the variations we can mention the use of matrices and membranes that enable the maintenance 

of the original cell structure, unlike the flattening observed in traditional (two-dimensional) 

cultivation systems.  

The absence of cells from the cumulus elevated the proportion of oocytes in the 

germinal vesicle stage. On the other hand, the presence of cells from the cumulus has 

benefited oocyte maturation in both culture systems (2D and 3D). The follicular 

microenvironment of the ovary and the maternal signs, mediated mainly by the cumulus cells, 

are responsible for supporting oocyte growth, its development and the gradual acquisition of 

developmental skills15. Cumulus cells play a critical role during meiotic maturation in vitro. 

Previous studies have shown that naked human oocytes exhibit accelerated resurgence of 

meiosis in vitro, a deficiency in cytoplasmic ability to maintain metaphase characteristics 

while meiosis progresses, a propensity to activate spontaneously after interruption of meiosis, 

and a lack of coordination between nuclear and cytoplasmic maturation16. In addition, the 

cleavage rate was reduced in a study with naked bovine oocytes17. The absence of cells from 

the cumulus during IVM also affects lipid metabolism of oocytes, leading to sub-optimal 

cytoplasmic maturation and consequently reducing their competence for development18. 

In this study, the regression and odds ratio analyses proved the beneficial action of the 

cells in the cumulus during the oocyte maturation process. The co-cultivation with monolayer 

of cells from the cumulus partially restored the development potential of naked oocytes, and 

favored the competence of oocytes that had only the irradiated coronary19. Many centers of 

human assisted reproduction have adopted oocyte denudation for the purpose of facilitating 

the action of promoting factors in the maturation medium. In fact, this procedure often results 

in oocyte impairment20. The cells in the cumulus have promising capabilities to influence the 

development of oocytes by releasing secretory factors with properties of attraction to 

chemotaxis, prolonging the survival of oocytes and accelerating the maturation of oocytes by 

gene activation, in addition to improving rates of implantation and pregnancy in ICSI14, 21-23. 
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Oocytes were positively affected by maturation in the three-dimensional system due to 

the maintenance of their original shape. The difference between in vitro maturation and the in 

vivo environment may arise from the extent of communication between somatic cells and 

oocytes. Several studies have reported that during the pre-maturation and maturation 

processes there is a loss of association between oocytes and cumulus cells24-25. Oocyte 

cumulus complexes adhere to the Petri dish in two-dimensional (2D) culture and somatic cells 

spread and migrate away from the oocyte. In fact, this effect alters the three-dimensional (3D) 

structure of COCs, thus interrupting cell-cell interactions. Providing an appropriate 

environment for COC maturation in three dimensions is not easy. The density and mechanical 

properties of the matrix can influence in vitro cellular behavior26-27. Studies using oocytes 

from mice and humans with 3D culture in the pre-maturation stage obtained higher cleavage 

rates than in two-dimensional culture in both species28. Additionally, naked oocytes from 

mice co-cultivated with cumulus cells in three-dimensional system showed cleavage rates and 

blastocysts similar to COCs cultivated in microdrops29. The three-dimensional system by 

magnetic levitation was used in the cultivation of bovine pre-antral follicles and favored the 

included oocytes to complete meiosis I30. 

The use of collagen membranes in three-dimensional cultivation can mimic the 

ovarian extra cellular matrix since this structure provides mechanical support and regulates 

several cellular activities31-32 and benefits oocyte maturation. The first study using membranes 

in cell culture reported results of prolonged cell viability and maintenance of cell functional 

characteristics33. Three-dimensional cultures in basement membrane gels have been 

successfully used for over 20 years with a variety of cell types and explant organs. The 

usefulness of this culture system is based on how cells and explants respond34. 

Conclusion 

Thus, the results of this study allow us to conclude that 1) the presence of the cells in 

the cumulus is essential for the maturation process of bovine oocytes; 2) the three-

dimensional collagen membrane culture system is favorable to the maturation process of 

bovine oocytes. Further studies are needed to enable the use of membranes in the in vitro 

production process of bovine embryos. 
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Table 1. Chromatin configuration and extrusion rate after in vitro maturation of bovine 

oocytes in conventional (2D) or collagen membrane associated (3D) culture systems. 

‡Treatments 
Chromatin configuration (%) 

Extruded (%) 
VG MI MII 

CC-2D 32,6 (47/144)A 7,6 (11/144)AB 59,0 (85/144)B 0,7 (1/144)A 

CC-3D 27,0 (34/126)A 4,0 (5/126)A 60,3 (76/126)B 8,7 (11/126)B 

SC-2D 43,8 (64/146)B 10,9 (16/146)B 44,5 (65/146)A 0,6 (1/146)A 

SC-3D 46,3 (64/138)B 5,7 (8/138)AB 47,1 (65/138)A 0,7 (1/138)A 

A,B  Different letters in the column indicate statistical significance (P < 0.05). 
‡ Oocytes with cumulus (CC) or without cumulus (SC) submitted to conventional MIV (2D) 
or with collagen matrix (3D).  
VG, germinal vesicle; MI, metaphase I; MII, metaphase II. 
 

 

Table 2. Logistic regression coefficients and odds ratio for factors associated with metaphase 

II after maturation in vitro bovine oocytes in conventional (2D) or collagen matrix associated 

(3D) culture systems 

Factors Coeficient P- Value Odds ratio      (IC 95%) 

Cumulus cells1 0,561 0,001 1,75 (1,25 - 2,45) 

Culture system2 0,079 0,643 1,08 (0,77 - 1,51) 

Intercepto -0,208   

* Dependent variable: metaphasis II (no = 0; yes = 1). 
1Cumulus cells: no = 0; yes = 1.  
2Culture system: 2D = 0; 3D = 1.  
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Table 3. Odds ratio analysis for the type of culture system (conventional - 2D or with collagen 

membrane - 3D) and the presence or absence of cells from the cumulus on the oocyte rate in 

metaphase II after in vitro maturation.  

‡ Treatment -  

Comparisons 
Metaphasis II (%) Odds ratio (95% I.C) P - Value 

CC-2D 59,0 (85/144) 

0,9 (0,5 – 1,5) 0,9274 
CC-3D 60,3 (76/126) 

CC-2D 59,0 (85/144) 
1,8 (1,1 – 2,8) 0,0186 

SC-2D 44,5 (65/146) 

CC-2D 59,0 (85/144) 
1,6 (1,0 – 2,5) 0,0592 

SC-3D 47,1 (65/138) 

CC-3D 60,3 (76/126) 

1,8 (1,1 – 3,0) 0,0132 
SC-2D 44,5 (65/146) 

CC-3D 60,3 (76/126) 

1,7 (1,0 – 2,7) 0,0427 
SC-3D 47,1 (65/138) 

‡ Oocytes with cumulus (CC) or without cumulus (SC) submitted to conventional MIV (2D) 
or with collagen matrix (3D).  
I.C: 95% confidence interval. 
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Figure 1. Heatmap with the main metabolites identified after in vitro maturation of bovine 

oocytes in conventional (2D) or collagen matrix (3D) cultures in the presence (CC) or absence 

(SC) of cumulus cells.  
†Medium collected after 24 hours of culture in the absence (Control-2D) or presence (Control-

3D) of collagen matrix. 
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 CAPÍTULO 3 - Maturação in vitro de ovócitos bovinos em sistema de cultivo 

tridimensional com membrana de colágeno: comparação de diferentes metodologias 

para a avaliação da retomada da meiose 

Resumo 

A relação entre ovócitos e células somáticas é um fator determinante na maturação e cultivo 

in vitro. O objetivo do presente estudo foi avaliar a retomada de meiose de ovócitos bovinos 

(n = 568) maturados in vitro com (CC) e sem células do cúmulos (SC) em sistemas de cultivo 

convencional (2D) ou tridimensional com matriz de colágeno (3D). Em adição, duas 

metodologias (microscópio invertido e microscopia de fluorescência) foram utilizadas para a 

avaliação da retomada da meiose. Na avaliação por microscópio invertido, o tratamento CC-

3D apresentou maior porcentagem (P < 0,05) de ovócitos com formação de corpúsculo polar 

em comparação aos tratamentos CC-2D e SC-2D. Na microscopia de fluorescência, os 

tratamentos CC-2D e CC-3D apresentaram percentual semelhante (P > 0,05) de ovócitos em 

metáfase II (MII). Os parâmetros vesícula germinativa vs. ausência de corpúsculo polar e MII 

vs. presença de corpúsculo polar foram comparados entre as abordagens utilizadas. No geral, 

a retomada de meiose identificada pela presença do corpúsculo polar foi subestimada quando 

utilizado o microscópio invertido. Em adição, o coeficiente Kappa determinado (0,2642; P < 

0,0001) indicou um fraco grau de replicabilidade entre as metodologias. Em síntese, 

considerando a análise de microscopia de fluorescência como padrão ouro, a retomada da 

meiose foi semelhante entre os sistemas 2D e 3D. No entanto, a ausência de células do 

cúmulus comprometeu a retomada da meiose em ambos os sistemas. Em adição, ovócitos 

maturados no sistema 3D apresentaram maior ocorrência de rotura da zona pelúcida. 

Palavras-chave: células do cúmulus, colágeno, maturação in vitro, sistema tridimensional 
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Abstract 

The relationship between oocytes and somatic cells is a determining factor in maturation and 

in vitro culture. The aim of the present study was to evaluate the resumption of bovine oocyte 

meiosis (n = 568) matured in vitro with (CC) and without cumulus cells (SC) in conventional 

(2D) or three-dimensional culture systems with collagen matrix (3D) ). In addition, two  

methodologies (inverted microscope and fluorescence microscopy) were used to assess 

meiosis resumption. In the inverted microscope evaluation, the CC-3D treatment showed a 

higher percentage (P <0.05) of oocytes with polar body formation compared to the CC-2D 

and SC-2D treatments. In fluorescence microscopy, the CC-2D and CC-3D treatments 

showed a similar percentage (P> 0.05) of oocytes in metaphase II (MII). The parameters 

germinal vesicle vs. absence of polar corpuscle and MII vs. polar corpuscle were compared 

between the approaches used. In general, the resumption of meiosis identified by the presence 

of the polar corpuscle was underestimated when using the inverted microscope. In addition, 

the Kappa coefficient determined (0.2642; P <0.0001) indicated a low degree of replicability 

between the methodologies. In summary, considering the fluorescence microscopy analysis as 

the gold standard, the resumption of meiosis was similar between 2D and 3D systems. 

However, the absence of cumulus cells compromised the resumption of meiosis in both 

systems. In addition, oocytes matured in the 3D system showed a greater occurrence of 

rupture of the pellucid zone. 

Keywords: cumulus cells, collagen, in vitro maturation, three-dimensional culture system  
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Introdução 

A qualidade dos ovócitos disponíveis em um sistema de cultivo in vitro é fator 

limitante para aquisição da competência ovocitária e consequente capacidade de produção de 

uma progênie saudável. Independente da espécie, as taxas de fertilização e desenvolvimento 

embrionário inicial após a maturação in vitro ainda são inferiores àquelas obtidos in vivo 

(Chian, 2004) devido a diversos fatores, entre os quais podemos citar: (1) a heterogeneidade 

da população de ovócitos obtidos a partir de folículos com diferentes estágios de 

desenvolvimento (Stouffer e Zelinski-Wooten, 2004); (2) a presença de ovócitos sem células 

do cúmulus após a estimulação com gonadotrofinas (Combelles et al., 2005) e; (3) ausência 

de sincronia entre a maturação nuclear (prematura) e citoplasmática (Dieleman et al., 2002). 

Portanto, a interdependência entre ovócitos e células somáticas deve ser considerada como um 

fator determinante na maturação e cultivo in vitro. 

Neste sentido, a interação entre os dois compartimentos celulares têm sido investigada 

por meio do desenvolvimento de sistemas de cultivo de ovócitos com: monocamadas de 

células do cúmulus ou granulosa (Hashimoto et al., 1998; Huang e Wells, 2010), fragmentos 

da parede folicular e bloqueadores de meiose (cilostamida) (Correia et al., 2019) e associados 

com matriz extracelular de colágeno em sistema tridimensional (Combelles et al., 2005; Ma et 

al., 2007). O sistema de cultivo tridimensional permite que linhagens celulares, células 

primárias e células-tronco possam ser colocadas em conjunto, formando estruturas densas em 

uma matriz extracelular que favorece a manutenção da morfologia, sobrevivência, migração, 

proliferação, e comunicação intercelular similares aos observados em tecidos (Haisler et al., 

2013; Antonino et al., 2019). 

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influência das células do cúmulus 

e do sistema de cultivo tridimensional com membrana de colágeno sobre a retomada de 

meiose de ovócitos bovinos maturados in vitro. Em adição, na biologia reprodutiva, o uso de 

metodologias incorretas para análise de diversos parâmetros pode induzir os pesquisadores a 

conclusões insatisfatórias ou enganosas. Dessa forma, as duas abordagens adotadas 

(microscópio invertido e microscopia de fluorescência) para a avaliação da retomada da 

meiose foram comparadas.  
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Material e Métodos 

Ovários 

O presente estudo foi isento de autorização pelo Comitê de Ética de Uso de Animais 

(protocolo #A005/18) devido não manipular diretamente animais vivos para a obtenção das 

amostras. Ovários de fêmeas mestiças (Bos taurus × Bos indicus), com idade entre 24 a 48 

meses, foram coletados em abatedouro local e transportados para o laboratório a temperatura 

de 35˗37°C.  

Desenho experimental 

No laboratório, os ovócitos foram obtidos de folículos ovarianos (3 a 8 mm de 

diâmetro) por punção com o auxílio de uma agulha (21G; BD, Brasil) acoplada a uma seringa 

de 10 mL (Norm-Ject® Luer Lock, Henke Sass Wolf, Alemanha). Os ovócitos (n = 568) 

foram selecionados sob estereoscópico (15×; Nikon®, SMZ-800, Japão) de acordo com a 

presença ou ausência de células do cúmulus e distribuídos nos seguintes tratamentos: CC-2D, 

ovócitos com células do cúmulus submetidos à maturação in vitro (MIV) convencional 

(sistema bidimensional - 2D); CC-3D, ovócitos com células do cúmulus submetidos à MIV 

sobre matriz de colágeno (sistema tridimensional - 3D); SC-2D, ovócitos sem células do 

cúmulus submetidos à MIV convencional (2D); e  SC-3D, ovócitos sem células do cúmulus 

submetidos à MIV sobre matriz de colágeno. O total de 6 réplicas foram realizadas por 

tratamento. 

Maturação in vitro (MIV)  

Os ovócitos foram submetidos à maturação in vitro em meio TCM-199 suplementado 

com 0,2 mM piruvato, 25 mM bicarbonato de sódio, 75 mg/mL gentamicina, 1 mg/mL 17-b 

estradiol, 0,5 mg/mL FSH, 100 UI/mL hCG e 10% soro fetal bovino (v/v) (Lucio et al., 2016). 

Na média, 20 ovócitos foram maturados por gota (1000 µL). No sistema 2D, os ovócitos 

foram maturados em placas de poço central, enquanto no sistema 3D, os ovócitos foram 

maturados sobre a membrana de colágeno. A MIV foi realizada em incubadora (Thermo 

Scientific Forma®, Série II 3110, EUA) por 22˗24 horas (38.5 ºC, 5% de CO2 e umidade 

saturada).  

Análise da retomada da meiose - Microscópio invertido versus microscopia de fluorescência 
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Após a MIV, os ovócitos foram lavados em meio contendo hialuronidase (Fertipo®, 

YYA001, Bélgica) por 60 segundos. Em seguida, foram submetidos a sucessivas pipetagens 

até a completa remoção das células do cúmulus. A retomada da meiose foi realizada por duas 

metodologias. Na primeira, a presença ou ausência do corpúsculo polar foi avaliada através de 

microscópio invertido com contraste de fase (Nikon® TE 2000, Japão). Na segunda, os 

ovócitos foram corados com Hoechst 33342 (15 minutos ao abrigo da luz) e avaliados em 

microscopia de fluorescência quanto à configuração da cromatina em vesícula germinativa 

(VG), metáfase I (MI) e metáfase II (MII). Em ambas as metodologias, os ovócitos com 

presença de rotura na zona pelúcida (extrusados) foram identificados.  

 Análise estatística 

As análises foram realizadas no programa Sigma Plot versão 11 (Systat Software Inc., 

EUA). As variáveis (configuração da cromatina e presença de corpúsculo polar) foram 

comparadas entre os tratamentos pelos testes qui-quadrado ou exato de Fisher. O grau de 

concordância entre as metodologias (microscópio invertido versus microscopia de 

fluorescência) aplicadas para avaliar a retomada de meiose foi analisada pelo teste Kappa. Os 

dados foram apresentados na forma de porcentagem e considerados significativos quando P < 

0,05. 

Resultados 

O total de 568 ovócitos bovinos foram submetidos à maturação in vitro em sistemas de 

cultivo convencional (2D) ou associado a matriz de colágeno (3D). Diferentes abordagens 

foram utilizadas para a avaliação da cromatina do ovócito pós-maturação. Na avaliação por 

microscópio invertido, os parâmetros presença do corpúsculo polar e rotura da zona pelúcida 

(ZP) foram avaliados (Tabela 1). No geral, o tratamento CC-3D apresentou maior 

porcentagem (P < 0,05) de ovócitos com formação de corpúsculo polar em comparação aos 

tratamentos CC-2D e SC-2D. No entanto, maior (P < 0,05) proporção de ovócitos rotura da 

zona pelúcida (ZP) foi observado no tratamento CC-3D em relação aos demais.   

A configuração da cromatina e a rotura da zona pelúcida foram avaliadas por 

microscopia de fluorescência (Tabela 2). A proporção de ovócitos em VG foi superior (P < 

0,05) nos tratamentos SC-2D e SC-3D em relação aos tratamentos CC-2D e CC-3D. Os 

tratamentos CC-2D e CC-3D apresentaram percentual semelhante (P > 0,05) de ovócitos em 

metáfase II. Por outro lado, a porcentagem de ovócitos em metáfase II foi inferior (P < 0,05) 
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no tratamento SC-3D em comparação aos ovócitos com células do cúmulus (CC-2D e CC-

3D). A taxa de rotura da zona pelúcida (ZP) foi superior (P < 0,05) no tratamento CC-3D 

quando comparado aos demais.  

Os parâmetros analisados VG versus ausência de corpúsculo polar e metáfase II versus 

presença de corpúsculo polar foram comparados entre as abordagens utilizadas (microscopia 

de fluorescência e microscópio invertido) (Tabela 3). No geral, a porcentagem de ovócitos 

em VG (microscopia de fluorescência) foi menor (P < 0,05) em comparação com a proporção 

de ovócitos observados com ausência de corpúsculo polar (microscópio invertido). Em 

contrapartida, a porcentagem de ovócitos em metáfase II (microscopia de fluorescência) foi 

superior (P < 0,05) em relação àqueles identificados com presença de corpúsculo polar 

(microscópio invertido). Em adição, o teste Kappa foi utilizado para avaliar o grau de 

concordância entre as metodologias utilizadas para a avaliação do mesmo parâmetro. O 

coeficiente Kappa determinado (0,2642; P < 0,0001) indicou um fraco grau de replicabilidade 

entre as metodologias. 

 

Tabela 1. Percentual de ovócitos bovinos avaliados em microscópio invertido com formação 

de corpúsculo polar e rotura da zona pelúcida (ZP) após a maturação in vitro em sistemas de 

cultivo convencional (2D) ou associado a matriz de colágeno (3D). 

‡Tratamento 

Presença do corpúsculo polar (%) 

Rotura (ZP) (%) Não Sim 

CC-2D 70,7 (106/150)B 28,7 (43/150)A 0,6 (1/150)A 

CC-3D 42,3 (55/130)A 48,4 (63/130)B 9,2 (12/130)B 

SC-2D 64,5 (93/144)B 34,7 (50/144)A 0,7 (1/144)A 

SC-3D 60,4 (87/144)B 38,8 (56/144)AB 0,7 (1/144)A 

A,B Letras diferentes na coluna indicam significância estatística (P < 0,05). 
‡ Ovócitos com cúmulus (CC) ou sem cúmulus (SC) submetidos a MIV convencional (2D) ou 
com matriz de colágeno (3D).  
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Tabela 2. Percentual de ovócitos bovinos avaliados por microscopia de fluorescência com 

retomada da meiose e rotura da zona pelúcida (ZP) após a maturação in vitro em sistemas de 

cultivo convencional (2D) ou associado a matriz de colágeno (3D). 

 

 

 

 

 

A,B,C Letras diferentes na coluna indicam significância estatística (P < 0,05). 
‡ Ovócitos com cúmulus (CC) ou sem cúmulus (SC) submetidos a MIV convencional (2D) ou 
com matriz de colágeno (3D).  
 

‡Tratamento 

Configuração da cromatina (%) 

Rotura (ZP)(%) Vesícula germinativa Metáfase II 

CC-2D 31,9 (47/147)A 65,3 (96/147)C 0,6 (1/147)A 

CC-3D 27,0 (34/126)A 64,2 (81/126)BC 8,7 (11/126)B 

SC-2D 42,7 (64/150)B 54,0 (81/150)AB 0,6 (1/150)A 

SC-3D 45,4 (64/141)B 51,7 (73/141)A 0,7 (1/141)A 
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Tabela 3. Comparação entre as abordagens utilizadas (microscopia de fluorescência vs. 

microscopio invertido) para avaliação da cromatina de ovócitos submetidos a maturação in 

vitro em sistemas de cultivo convencional (2D) ou associado a matriz de colágeno (3D).   

‡Tratamento 

Microscópio fluorescência 
 

Microscópio invertido 

Configuração da cromatina (%) Presença do corpúsculo polar (%) 

Vesícula germinativa Metáfase II  Não Sim 

CC-2D 31,1 (28/90) 68,9 (62/90)  67,8 (61/90) 32,2 (29/90) 

CC-3D 26,1 (12/46) 73,9 (34/46)  50,0 (23/46) 50,0 (23/46) 

SC-2D 52,6 (61/116) 47,4 (55/116)  70,6 (82/116) 29,4 (34/116) 

SC-3D 47,7 (41/86) 52,3 (45/86)  53,4 (46/86) 46,6 (40/86) 

Total 42,0 (142/338)a 58,0 (196/338)A  62,7 (212/338)b 37,3 (126/338)B 

a,b Na mesma linha, letras minúsculas indicam diferença entre os parâmetros VG vs. sem 
corpúsculo polar (P < 0,05). 
A,B Na mesma linha, letras maiúsculas indicam diferença entre os parâmetros metáfase II vs. 
corpúsculo polar (P < 0,05). 
‡ Ovócitos com cúmulus (CC) ou sem cúmulus (SC) submetidos a MIV convencional (2D) ou 
com matriz de colágeno (3D). 
 

Discussão 

Neste estudo, diferentes sistemas de cultivo (convencional - 2D e com matriz de 

colágeno - 3D) foram utilizados para a MIV de ovócitos bovinos na ausência ou presença de 

células do cúmulus. Além disso, duas metodologias (microscópio invertido vs. microscopia de 

fluorescência) foram comparadas para a avaliação da retomada da meiose. No geral, os 

principais achados foram: (i) ovócitos com células do cúmulus cultivados sistema 3D 

apresentaram maior proporção de formação de corpúsculo polar quando avaliado pelo 

microscópio invertido; (ii) as taxas de metáfase II foram semelhantes entre os sistemas 2D e 

3D em ovócitos com células do cúmulus analisados por microscopia de fluorescência e; (iii) 

fraca replicabilidade foi observada entre as abordagens utilizadas para análise da retomada da 

meiose.  

Na avaliação por microscópio invertido, a formação de corpúsculo polar foi ~1,7 

vezes superior em ovócitos com células do cúmulus maturados no sistema 3D em comparação 

ao convencional. As células do cúmulus possuem projeções citoplasmáticas transzonais que 

penetram a zona pelúcida e possibilitam, por meio de junções do tipo gap, a interação e a 
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troca de substâncias como hormônios, piruvato, aminoácidos de baixo peso molecular e 

fatores de crescimento importantes (fator de crescimento e diferenciação 9 - GDF9, protéina 

morfogenética óssea 15 - BMP15) para a maturação ovocitária (Albertini et al., 2001). Em 

bovinos, a competência ovocitária foi associada com a densidade de células do cúmulus 

presentes durante a maturação (Hashimoto et al., 1998), sugerindo dois mecanismos de ação: 

(1) secreção de fatores que promovem o desenvolvimento da competência e/ou (2) 

remoção/inibição de fatores supressivos para a maturação ovocitária. Apesar do ovócito 

exercer um papel central na regulação da função folicular, a comunicação bidirecional entre 

as células do cúmulus e o ovócito é essencial na transmissão de informação genética, 

fertilização e desenvolvimento embrionário inicial (Huang e Wells, 2010). A utilização de 

sistemas 3D com materiais como alginato (Xu et al., 2009), fibrina (Xu et al., 2013), colágeno 

(Abir et al., 2001) e nanopartículas (Antonino et al., 2019) para o cultivo in vitro de diferentes 

espécimes biológicos (tecido ovariano, folículos isolados e ovócitos) têm sido demonstrados. 

O sistema 3D leva em consideração a organização espacial da célula (Haisler et al., 2013), 

permitindo a manutenção da estrutura do ovócito e reduzindo a tensão sobre complexo 

granulosa-ovócito (Green e Shikanov, 2016). Além disso, estudos sugerem que o controle da 

maturação folicular no córtex ovariano pode estar associado à pressão física e rigidez do 

tecido, ressaltando a importância do ambiente tridimensional na progressão da competência 

ovocitária (Eppig, 2001; Woodruff e Shea, 2011). 

A porcentagem de ovócitos em metáfase II não diferiu entre os sistemas de cultivo 2D 

e 3D. No entanto, dentro do mesmo sistema adotado (2D ou 3D), a metáfase II foi superior 

quando os ovócitos foram maturados com as células do cúmulus. Diversos fatores como (1) 

adequada maturação citoplasmática, molecular e nuclear (Chian, 2003); (2) polispermia 

(Jamieson et al., 1991); (3) condições de cultivo relacionadas ao meio (hormônios e 

suplementos) (Silva et al., 2017) e; (4) aspectos físicos como temperatura, tensão de oxigênio 

e co-cultivo celular (Combelles et al., 2005) influenciam a retomada da meiose e posterior 

fertilização e desenvolvimento embrionário inicial. Em adição, ovócitos desnudados 

antecipam a retomada da meiose e ativam precocemente comprometendo a sincronia entre a 

maturação nuclear e citoplasmática (Ma et al., 2007). Neste sentido, o co-cultivo in vitro de 

ovócitos e células do cúmulus têm sido empregados em sistemas 3D com diferentes 

biomateriais como matriz óssea desmineralizada associada ao colágeno (Ma et al., 2007) e 

matriz de colágeno do tipo I (Combelles et al., 2005; Vanhoutte et al., 2009). O objetivo 

destas abordagens é mimetizar a condição fisiológica por meio de uma matriz extracelular que 
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permite a interação entre ovócitos desnudos (por exemplo, obtidos a partir da estimulação 

ovariana hormonal) e células do cúmulus dissociadas dentro de uma estrutura tridimensional 

(3D).  

Superior porcentagem de ovócitos com lesão na zona pelúcida foi observado após a 

maturação in vitro no sistema 3D. A zona pelúcida é uma matriz glicoproteica que 

desempenha papel importante durante a ovogênese, interação entre os gametas e pós-

fertilização impedindo a polispermia (Ferré et al., 2014). Zigotos viáveis e não viáveis 

apresentaram diferentes padrões de expressão gênica relacionados à fertilização, entre eles os 

genes ZP3 e ZP4, que podem comprometer a interação óvulo-espermatozoide e consequente 

fertilização (Yanez et al., 2016). A presença de uma zona pelúcida intacta aumenta a taxa de 

sobrevivência de ovócitos pós-criopreservação (Choi et al., 2015). Em embriões, danos na 

zona pelúcida após a vitrificação estão associados com a menor taxa de blastômeros viáveis 

(Van den Abbeel e Van Steirteghem, 2000). A maior proporção de ovócitos com danos na 

zona pelúcida observada em nosso experimento foi um achado inesperado em função das 

vantagens do sistema 3D previamente abordadas. Portanto, os efeitos da matriz de colágeno 

sobre a integridade estrutural do ovócito são dignos de atenção e devem ser investigados em 

posterior desenho experimental. 

No presente estudo, duas metodologias foram utilizadas para a avaliação da retomada 

da meiose após a maturação in vitro e um reduzido coeficiente de concordância foi observado 

entre as técnicas de microscópio invertido e microscopia de fluorescência. Questionamentos 

frequentes entre os pesquisadores durante a análise de uma variável em relação aos resultados 

são: (1) diferentes métodos, (2) operadores distintos utilizando a mesma metodologia ou (3) 

um único operador repetindo a medição com métodos diferentes produziriam essencialmente 

o mesmo resultado? Para tanto, vários testes estatísticos podem ser utilizados para comparar e 

classificar uma metodologia como padrão ouro (Watson e Petrie, 2010). De fato, nossos 

achados demonstraram que a retomada de meiose identificada pela presença do corpúsculo 

polar foi subestimada em comparação com a observada pela microscopia de fluorescência. 

Esta permite uma avaliação mais criteriosa da progressão da meiose pela migração dos 

cromossomos e formação da placa metafásica (Li et al., 2006; Yi et al., 2013). 

Em síntese, considerando os resultados obtidos por meio da análise de microscopia de 

fluorescência (eletivo como padrão ouro), a retomada da meiose após o cultivo in vitro de 

ovócitos com células do cúmulus foi semelhante entre os sistemas 2D e 3D. Dentro do mesmo 
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sistema avaliado (2D ou 3D), a ausência de células do cúmulus comprometeu a retomada da 

meiose. Em adição, ovócitos maturados no sistema 3D apresentaram maior ocorrência de 

danos na zona pelúcida.  
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