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MODULAÇÃO DO EGFR EM COMPLEXOS CUMULUS-OÓCITOS BOVINOS 
CULTIVADOS IN VITRO E SEUS EFEITOS SOBRE O METABOLISMO, 

MATURAÇÃO E AQUISIÇÃO DA COMPETÊNCIA OOCITÁRIA E A 
TRANSCRIÇÃO GÊNICA DAS CÉLULAS DO CUMULUS E DOS EMBRIÕES 

 
 

 RESUMO – O receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) está 
relacionado com a retomada da meiose induzida por estímulo gonadotrófico. Nós 
utilizamos um inibidor do EGFR (AG1478) para inibir a retomada da meiose durante 
a pré-maturação (PMIV). No experimento I, foi avaliada a maturação oocitária, a 
expansão das células do cumulus, a funcionalidade das junções gap, a distribuição 
dos microfilamentos de actina e o conteúdo lipídico em oócitos e, a expressão 
gênica nas células do cumulus. No experimento II, foi avaliado o desenvolvimento 
embrionário, a taxa de eclosão, o número total de células, a taxa de apoptose, o 
conteúdo lipídico e expressão gênica nos embriões. No experimento I, os COC 
foram PMIV por 8h em meio com 1 µM de AG1478, inibidor do EGFR, (EGFR-
_PreIVM), em seguida foram MIV por 22h (EGFR-_IVM); foram feitos 4 grupos 
controle: oócitos imaturos imediatamente após sua remoção do folículo 
(Control_Immat), oócitos MIV por 8h (Control_PreIVM), por 22h (Control_IVM_22h) e 
por 30h (Control_IVM_30h). No experimento II, os COC foram PMIV por 8h em meio 
com 1 µM do inibidor do EGFR, em seguida foram MIV por 22h (EGFR-); os COC do 
grupo controle foram MIV por 22h (Control). Em seguida, os oócitos foram FIV e 
cultivados por até 9 dias. No experimento I, o grupo EGFR-_PreIVM apresentou 
53,1% dos oócitos em GV, com a maioria em GV1 (42,9%; P>0,05) ou em GV3 
[28,6%, semelhante ao grupo Control_Immat (P>0,05) e menor que o grupo 
Control_PreIVM (P<0,05)]; após a MIV não foram encontradas diferenças (P>0,05) 
entre os grupos nas taxas de MII, mas o grupo Control_IMV_30h (9,1%) teve 
maiores (P<0,05) taxas de oócitos degenerados. A expansão das células do 
cumulus foi menor (P<0,05) no grupo EGFR-_PreIVM e as junções gap se 
mantiveram funcionais (P<0,05). Os microfilamentos de actina não diferiram entre os 
grupos (P>0,05) e estavam em sua maioria na categoria normal. O conteúdo lipídico 
foi menor (P<0,05) no grupo EGFR-_PreIVM comparado com Control_Immat, mas 
após a MIV foi maior (P<0,05) no grupo EGFR-_IVM do que no Control_IVM. 
Diferenças na expressão dos genes de maturação oocitária, expansão das células 
do cumulus, metabolismo, metabolismo lipídico, qualidade e desenvolvimento 
embrionário, regulação epigenética, estresse do retículo endoplasmático, defesa 
antioxidante e apoptose foram observadas após a PMIV e; nos genes de expansão 
das células do cumulus, metabolismo e qualidade embrionária após a MIV. No 
experimento II, as taxas de blastocistos, de eclosão, o número total de células e o 
conteúdo lipídico não diferiram (P>0,05) nos embriões avaliados. A apoptose foi 
menor (P<0,05) no grupo EGFR-. Os genes NANOG, RPLP0, H2AFZ, HMGCS1, 
ACSL1, GPAT3, FADS2, FASN, FDX1, BID, GPX4 e HIF1A foram mais expressos 
(P<0,05) no grupo EGFR-. Em conclusão o tratamento com inibidor do EGFR 
proporcionou bloqueio parcial da meiose com manutenção das junções gap 
funcionais, que foi relacionado com maior potencial de desenvolvimento dos oócitos, 
devido à redução da apoptose nos embriões e ao aumento na expressão de genes 
relacionados com desenvolvimento, sugerindo melhor qualidade embrionária. 
Palavras-chave: conteúdo lipídico, desenvolvimento embrionário, maturação 
oocitária in vitro, sinalização do EGFR 
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EGFR MODULATION IN BOVINE IN VITRO-CULTURED CUMULUS-OOCYTE 
COMPLEXES AND THE EFFECTS ON OOCYTE METABOLISM, MATURATION, 

COMPETENCE AND GENE TRANSCRIPTION IN CUMULUS CELLS AND 
EMBRYOS 

ABSTRACT – Epidermal growth factor receptor (EGFR) is related with meiosis 
resumption by gonadotropic stimulus. We used an EGFR inhibitor (AG1478) to block 
meiosis resumption during prematuration (PIVM). In experiment I, was evaluated 
oocyte maturation, cumulus cells expansion, gap junctions functionality, 
microfilaments distribution and lipid content in oocytes and, gene expression in 
cumulus cells. In experiment II, was assessed embryo development, hatching rates, 
total cell number, apoptosis, lipid content and gene expression in embryos. For 
experiment I, COC were PIVM for 8h in medium supplemented with 1µM of AG1478, 
an EGFR inhibitor, (EGFR-_PreIVM), followed by 22h IVM (EGFR-_IVM); four control 
groups were evaluated: immature oocytes immediately after follicle removal 
(Control_Immat), oocytes IVM for 8h (Control_PreIVM), oocytes IVM for 22h 
(Control_IVM_22h) and oocytes IVM for 30h (Control_IVM_30h). For experiment II, 
COC were PIVM for 8h in medium supplemented with 1µM of EGFR inhibitor, 
followed by 22h IVM (EGFR-); COC from control group were matured for 22h 
(Control). After that, oocytes were IVF and zygotes were cultured up to 9 days. In 
experiment I, EGFR-_PreIVM group had 53.1% of the oocytes blocked in GV, the 
majority in GV1 (42.9%; P>0.05) or in GV3 [28.6%, similar to Control_Immat (P>0.05) 
and lower than Control_PreIVM (P<0.05)]. After IVM, no differences (P>0.05) were 
found between groups in MII rates, but Control_IMV_30h (9.1%) had higher (P<0.05) 
rates of degenerated oocytes. Cumulus cells expansion was lower (P<0.05) in 
EGFR-_PreIVM and gap junctions maintained the functionality (P<0.05). Actin 
microfilaments were mostly distributed in normal category after PIVM and after IVM, 
and no differences were found (P>0.05). Lipid content was lower (P<0.05) in EGFR-
_PreIVM in comparison to Control_Immat, but after IVM was higher (P<0,05) in 
EGFR-_IVM than Control_IVM. After PIVM differences (P>0,05) were found in genes 
for oocyte maturation, cumulus cells expansion, metabolism, lipid metabolism, 
embryo quality, embryo development, epigenetic regulation, endoplasmic reticulum 
stress, antioxidant defense and apoptosis; after IVM, the differences (P<0,05) were in 
genes for cumulus cells expansion, metabolism and embryo quality. In experiment II, 
blastocyst, hatching rates, lipid content and cell number did not differ between 
treatments (P>0.05). Apoptosis was lower (P<0.05) in EGFR-. The genes NANOG, 
RPLP0, H2AFZ, HMGCS1, ACSL1, GPAT3, FADS2, FASN, FDX1, BID, GPX4 and 
HIF1A were upregulated (P<0.05) in EGFR-. In conclusion, treatment with EGFR 
inhibitor lead to partial meiotic block with functional gap junctions, related to higher 
oocyte developmental potential, due to the lower apoptotic index and the increased 
expression of genes related do development, suggesting better embryo quality. 

Keywords: lipid content, embryo development, oocyte in vitro maturation, EGFR 
signaling
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais 
 
 

1 Introdução 

 

 

O processo de maturação oocitária é regulado por mecanismos endócrinos, 

parácrinos e autócrinos que atuam em conjunto no folículo ovariano de forma a 

coordenar a interação entre as células da granulosa, o oócito e as células do 

cumulus ao seu redor (Sun et al., 2009).  

O controle da maturação oocitária é mediado por segundo mensageiros, 

especialmente o monofosfato de adenosina cíclica (AMPc) e monofosfato de 

guanosina cíclica (GMPc), os quais são produzidos principalmente nas células do 

cumulus e transportados para o oócito através de junções gap (Shuhaibar et al., 

2015). No interior do oócito, o GMPc inibe a fosfodiesterase 3A (PDE3A), enzima 

que degrada o AMPc (Norris et al., 2009; Vaccari et al., 2009). Assim, as altas 

concentrações intraoocitárias de AMPc mantém a inativação do fator promotor da 

maturação (MPF), mantendo o bloqueio meiótico (Dekel, 2005; Gilchrist, 2011).  

Durante o bloqueio meiótico, a integridade da comunicação entre o oócito e 

as células somáticas adjacentes, via junções gap, é essencial para a aquisição da 

competência oocitária (Gilchrist et al., 2016). No entanto, no momento em que os 

oócitos são recuperados de folículos antrais para serem utilizados em 

procedimentos de maturação in vitro (MIV), os mecanismos de controle da retomada 

da meiose, acima citados, são desequilibrados (Blondin et al., 1997; Bilodeau-

Goeseels, 2011). O fechamento precoce das junções gap, com consequente 

diminuição das concentrações intraoocitárias de AMPc, culminam na retomada da 

meiose, o que leva a uma menor eficiência de MIV quando comparada à que ocorre 

in vivo (Blondin et al., 1997; Bilodeau-Goeseels, 2011). Desta forma, como a maioria 

dos oócitos ainda está em processo de aquisição de competência meiótica e de 

competência para ser adequadamente fertilizado e prosseguir o desenvolvimento 

embrionário, a capacidade dos oócitos MIV pode ser comprometida (Luciano et al., 

2018). 

Com o intuito de melhorar a competência dos oócitos MIV, inibidores da 

meiose podem ser adicionados em uma etapa prévia à MIV, denominada pré-
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maturação (Hendriksen et al., 2000), visando modular, principalmente, as 

concentrações de AMPc (revisado por Gilchrist et al., 2016). Para tanto, já foram 

utilizadas drogas inibidoras de fosfodiesterases (PDE), como a cilostamida, milrinona 

ou 3-isobutil-1-metil-xantina (IBMX), drogas ativadoras da adenilato-ciclase, como a 

forskolina, ou ainda drogas que aumentam o GMPc através do precursor do 

peptídeo natriurético do tipo C (NPPC; Melhmann, 2005; Albuz et al., 2010; Franciosi 

et al., 2014; Dieci et al., 2016; Dall´Acqua et al., 2017; Razza et al., 2018). Porém, 

nenhum destes estudos demonstrou benefícios substanciais para a produção in vitro 

de embriões (PIV) com relação ao aumento da taxa de blastocistos e da qualidade 

dos embriões. Nesse sentido,  o estudo de novas substâncias e estratégias é 

necessário.  

A inibição do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) durante o 

cultivo de pré-maturação pode ser uma alternativa interessante e pouco estudada 

em bovinos, na tentativa de melhorar o entendimento dos fatores responsáveis pela 

aquisição de competência oocitária e o controle da meiose, já que a via do EGFR é 

responsável por modular a passagem dos nucleotídeos cíclicos para o oócito por 

meio das junções gap. Assim, o bloqueio do EGFR e, consequentemente, da 

maturação nuclear, associado ao estudo da expressão gênica das células do 

cumulus, pode evidenciar vias de regulação envolvidas na maturação oocitária 

desencadeada pelo EGFR, além de proporcionar ao oócito maior tempo para o 

acúmulo de transcritos, com consequente melhoria na aquisição de competência 

para o desenvolvimento embrionário. Adicionalmente, o estudo da expressão gênica 

dos embriões derivados de oócitos pré-maturados com inibidor do EGFR poderá 

demonstrar se a possível melhoria da competência do oócito afeta a qualidade e o 

metabolismo dos embriões.  

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar os efeitos do cultivo de 

complexos cumulus-oócitos bovinos por 8 horas em meio contendo AG1478, um 

bloqueador específico do EGFR, sobre: (1) bloqueio da meiose e sua reversibilidade; 

(2) expressão gênica das células do cumulus; (3) competência oocitária para o 

subsequente desenvolvimento embrionário in vitro; (4) qualidade e (5) expressão 

gênica embrionária. 
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