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Introducdio

"Brasil > 50% da PIV no mundo

=60-80% dos oocitos maturados in vivo sao competentes
#20-40% dos oocitos maturados in vitro sao competentes
"Competéncia: capacidade do odcito passar pela
maturacao, ser fecundado, se desenvolver até o estagio de

blastocisto e ter a capacidade de induzir uma gestacao.

*MIV é um dos maiores obstaculos



Resumo da oogénese

(1 Oogénese (vida fetal — apds a diferenciacdo sexual)

*Regiao Cortical

*Atividade mitdtica das oogonias (periodo
germinativo)

*C-Kit (odcito)

*Interacao com céls. Mesonéfricas (Kit ligand

[KL])
*Oogbnia forma pré-celulas da granulosa

*Céls. Epitélio de superficie

*Céls mesonéfricas



Resumo da oogénese

d Oogénese

*Periodo de crescimento

Oogbnias aumentam de tamanho =) mitdgenos oocitarios

BMP-15 —— Crescimento dos foliculos primordiais, estimula KL

GDF-9 —— Crescimento das células da granulosa

BMP-15 (odcito) — T KL(granulosa) — odcito T GDF-9 — 1 Granulosa



Resumo da oogénese

d Oogénese

* |Inicio da meiose |

Odcito |

Blogueio da meiose - Diploteno da profase |



Maturacdo Oocitdria

v'Aquisicdo de competéncia meidtica
v'"Maturacdo meidtica ou nuclear
v'Maturacdo citoplasmatica

v'In vivo — pico de LH

v'In vitro — apds a puncio

Quebra da vesicula germinativa — extrusao do 1° corpusculo polar —
migracao dos granulos corticais — até Metafase |l



Maturacdo Oocitdria

1 Bloqueio e reinicio da meiose

* Transcricao e estoque de mRNA até essa fase.
*Traducao permanece

*Envolvimento de varias moléculas (RAS, RAF,
MOS, MEK, MAPK, MPF, cAMP)



Maturacdo Oocitdria

1 Bloqueio e reinicio da meiose

* Adenosina 3’-5" Monofosfato ciclico (cAMP)

Efeito através da variacao na concentracao intra-oocitaria
Derivado do ATP pela acao da adenilato ciclase

cAMP interage com a proteina quinase A (PKA)



Maturacdo Oocitdria

1 Bloqueio e reinicio da meiose

* Adenosina 3’-5" Monofosfato ciclico (cAMP)

inati Liberacao de mondémeros
PKA inativa
(sem cAMP) CAMP ===  4tiyos (subunidades
cataliticas
PKA tipo | e PKA tipo I

Fosforilacao e desfosforilacao de proteinas
especificas



Maturacdo Oocitdria

1 Bloqueio e reinicio da meiose

* Adenosina 3’-5" Monofosfato ciclico (cAMP)

PKA | —localizado nos odcitos, manutencao e bloqueio meidtico

PKA Il — localizado no cumulus, reinicio meiotico, expansao do cumulus

cAMP é regulado pelas fosfodiesterases (PDEs) — estimulo
gonadotrofico

PDE subtipo 3 — odcitos
PDE subtipo 4 — células foliculares



Maturacdo Oocitdria

1 Bloqueio e reinicio da meiose

* Adenosina 3’-5" Monofosfato ciclico (cAMP)

Cél. cumulus

Odcito

¢Bloqueio
meiodtico
M GVBD

Reinicio da meiose

) Expansao
do cumulus



Maturacdo Oocitdria

1 Bloqueio e reinicio da meiose

* Proteina quinase ativada por mitogenos (MAPK ou ERK)

Maturacao nuclear
Reorganizacao dos microtubulos
Formacao do fuso

Manutencao do odcito em Ml

Expansao do cumulus



Maturacdo Oocitdria

1 Bloqueio e reinicio da meiose

* Proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK ou ERK)

v’ Presente nos odcitos — ativada pela proteina MOS/MAPKK
v'Presente nas céls. do cumulus — ativada pelas quinases RAS e
RAF/MAPKK

v'MAPKK ou MEK (proteina quinase ativadora de MAPK) — fosforila
residuos de tirosina e treonina da MAPK, ativando-a.

v'"MAPKK é ativada por fosforilacio mediada por MOS ou RAS/FAF



Cél. cumulus

Maturacdo Oocitdria

1 Bloqueio e reinicio da meiose

RAS/RAF

\l/ Fosforilagdo

MAPKK

\l/ Fosforilagdo

MAPK
v

Expansao
do cumulus

* Proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK ou ERK)

Odcito

MQOS

\[/ Fosforilacdo

MAPKK

\l, Fosforilagdo

MAPK

J
MPF




Maturacdo Oocitdria

1 Bloqueio e reinicio da meiose

* Fator promotor da matura¢ao (MPF)

Ativacao e estabilizacao promovidos pela MAPK
Duas subunidades

p34cde2 - controle da divisdo celular, aquisicdo de
competéncia meidtica . Inativa (fosforilada), pré-MPF.

cdc25 fosfatase desfosforila

ciclina B




Maturacdo Oocitdria

1 Bloqueio e reinicio da meiose

* Fator promotor da matura¢ao (MPF)

lcAMP — | PKAI = T MOS — 1T MAPKK— T MAPK

2
1 Sintese de <— 1 Desfosforilagdo <— % cdc25fosfatase
ciclina B1 via do pré-MPF
PKAI

Retomada da meiose

P34z . (iclina B _—




Avaliacdo da Maturagdo Oocitdria

(J Competéncia Oocitaria — Capacidade do odcito ser fecundado e
formar um embrido viavel

* Odcitos puncionados de foliculos antrais
100% maturacao nuclear
Aquisicao de competéncia

Maturacao citoplasmatica e molecular



Avaliacdo da Maturagdo Oocitdria

J Evidéncias da competéncia citoplasmatica

Diminuicao ou interrupcao da transcricao, condensacao do nucléolo

Redistribuicao das organelas, ribossomos, mitocondrias, reducao do
Golgi, aumento do conteudo lipidico.

Alinhamento dos granulos corticais proximo a membrana plasmatica

+

A competéncia citoplasmatica esta associada com as mudancas
celulares que permitem que a fecundag¢ao ocorra com sucesso




Avaliacdo da Maturagdo Oocitdria

J Parametros utilizados como indicativos da competéncia oocitaria

Aparéncia do COC — quantidade e compactacao

Aparéncia do citoplasma — homogeneidade




Avaliacdo da Maturagdo Oocitdria

J Parametros utilizados como indicativos da competéncia oocitaria

Grau 1: cumulus compacto contendo mais de uma camada. Ooplasma com
granulacoes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona pelucida e de
coloracao marrom.

Grau 2: cumulus compacto parcialmente presente com menos de 3 camadas de
células. Ooplasma com granulacdes heterogéneas, podendo estar concentradas
em algum ponto (mancha escura). Ooplasma preenche o espaco do interior da
zona pelucida

Grau 3: cumulus expandido, ooplasma contraido, vacuolado, com espaco entre a
membrana celular e a zona pelucida

Grau 4: oocito desnudo sem cumulus



Avaliacdo da Maturagdo Oocitdria




Avaliacdo da Maturagdo Oocitdria

1 Corante brillant cresyl blue (BCB)
Seleciona odcitos que atingiram o crescimento total

Determina a atividade intracelular de glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PD)

Oocito em fase de crescimento Oocito maduro



Avaliacdo da Maturagdo Oocitdria

1 Corante brillant cresyl blue (BCB)

G6PD — fornecimento de energia para sintese de nucleotideos e acs.
graxos.

G6PD reduz BCB
Citoplasma azul = BCB positivo = maduro

Citoplasma nao azul = BCB negativo = imaturo



Avaliacdo da Maturagdo Oocitdria

] Hoechst

Figura 2. Coloragdo com Hoechst para avaliacdo da matura¢do e do namero de células dos embrides (A).
Odcito em vesicula germinativa (a), estadio intermediario (b), metafase Il (¢), liberag¢do do 1° corpisculo
polar (d), embrido com £110 células () ¢ embrido com £360 células (f). Intensidade de fluorescéncia do
nivel GSH intracelular em oocitos avaliados com Cell Tracker Blue (B). Odcitos VG/H,0, (a) VG (b)
MIV/H,0; (¢) MIV (d) quercetina (¢) e cisteamina (f).




Avaliacdo da Maturagdo Oocitdria

(J Microscopia Confocal




Nossa Rotina

eQvarios lavados com salina a 35°C

*Puncao (bomba de vacuo — 13mmHg), ovarios em banho-maria
35°C

* Coleta, selecao e lavagem dos odcitos
*MIV em TCM 199 (Tissue Culture Medium)

*Estufa - 39°C, 5% de CO,, umidade saturada, 24h



Alternativas

*Fontes protéicas
Soro fetal bovino — fatores de crescimento, aminoacidos e proteinas

Albumina sérica bovina (BSA) — quelante de metais pesados,
equilibra pH, surfactante

*Gonadotrofinas e hormonios esterodides
LH — alteracao na distribuicao de calcio no ooplasma

FSH — estimula a expansao do cumulus
Estradiol — liberacao de calcio na maturacao citoplasmatica



Alternativas

*Tempo de MIV

18 — 24h
Envelhecimento é prejudicial

*Atmosfera gasosa
O, —radicais livres — estresse oxidativo

eAntioxidantes ????



Muito Obrigado!!!

lucashax@agmail.com
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