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EFEITO DA TRICOSTATINA A DURANTE O CULTIVO PRÉ-MATURAÇÃO IN 

VITRO SOBRE O PADRÃO DA CONFIGURAÇÃO DA CROMATINA E ATIVIDADE 

TRANSCRICIONAL DE OÓCITOS RECUPERADOS DE FOLÍCULOS ANTRAIS 

INICIAIS 

RESUMO – A população heterogênea de folículos ovarianos pode afetar de 
maneira significativa a eficiência da produção in vitro de embriões bovinos, uma vez 
que oócitos de folículos menores que 2 mm de diâmetro, não possuem competência 
para o desenvolvimento embrionário in vitro. Sendo assim, como ferramenta para 
melhorar a competência desses oócitos, o presente trabalho teve como objetivo 
estabelecer um sistema de cultivo de pré-maturação in vitro (pré-MIV) com uso do 
bloqueador NPPC suplementado com tricostatina A (TSA), substância que promove 
hiperacetilação de histonas, a fim de aumentar a atividade transcricional oocitária para 
que os mesmos tivessem maior competência para o desenvolvimento. Os 
experimentos foram divididos em duas partes, sendo o primeiro momento feita a 
avaliação de oócitos bovinos em cultivo de pré-MIV simples, e no segundo, utilizou-se 
cultivo de pré-MIV enriquecido com substâncias estimuladoras. Os resultados foram 
obtidos através das comparações entre as médias dos grupos, utilizando-se a análise 
de variância (ANOVA) seguida do teste de Tukey, sendo P<0,05. Com isso, os 
resultados demonstraram que o cultivo de pré-MIV simples e enriquecido não foram 
capazes estimular o crescimento oocitário até o tamanho esperado da espécie bovina 
(102-109 mícrons de diâmetro), no entanto a TSA demonstrou nos dois experimentos 
um possível efeito protetor contra danos oxidativos nos oócitos tratados quando 
comparados ao grupo controle, assim como melhorou a atividade transcricional dos 
mesmos. Ainda que com alta transcrição, nossos resultados não apresentaram 
melhores taxas no desenvolvimento embrionário, uma vez que as taxas de 
blastocistos foram menores que 5% de embriões em meio simples e 2% em meio 
enriquecido. A partir destes resultados, concluímos que o cultivo de pré-MIV acrescido 
da TSA, proporcionou maior atividade transcricional e proteção à estresse oxidativo, 
embora não tenha melhorado o crescimento oocitário, assim como a produção de 
embriões. Sendo assim, nossos resultados demonstram possíveis ferramentas de 
como melhorar a qualidade de oócitos recuperados de folículos antrais iniciais, e 
futuramente, melhorar os índices de produção de embriões in vitro. 
Palavras-chave: acetilação, oócito bovino, pré-maturação, tricostatina A 
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EFFECT OF TRICHOSTATIN A DURING IN VITRO PREMATURATION CULTURE 
ON CHROMATIN CONFIGURATION PATTERN AND TRANSCRIPTIONAL 

ACTIVITY OF OOCYTES RECOVERED FROM EARLY ANTRAL FOLLICLES 

ABSTRACT – The heterogeneous population of ovarian follicles can 
significantly affect the efficiency of in vitro production of bovine embryos, since oocytes 
from follicles smaller than 2 mm in diameter do not have competence for in vitro 
embryonic development. Therefore, as a tool to improve the competence of these 
oocytes, the present work aimed to establish an in vitro pre-maturation culture system 
(pre-IVM) using the NPPC blocker supplemented with trichostatin A (TSA), a 
substance that promotes histone hyperacetylation, in order to increase oocyte 
transcriptional activity so that they have greater competence for development. The 
experiments were divided into two parts, with the first moment evaluating bovine 
oocytes in simple pre-IVM culture, and the second, using pre-IVM culture enriched with 
stimulating substances. The results were obtained through comparisons between the 
means of the groups, using the analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey 
test, with P<0.05. Thus, the results showed that the cultivation of simple and enriched 
pre-IVM were not able to stimulate oocyte growth to the expected size of the bovine 
species (102-109 microns in diameter), however TSA showed a possible effect in both 
experiments. protective against oxidative damage in treated oocytes when compared 
to the control group, as well as improved their transcriptional activity. Although with 
high transcription, our results did not show better rates in embryonic development, 
since blastocyst rates were lower than 5% of embryos in plain medium and 2% in 
enriched medium. Based on these results, we conclude that pre-IVM culture plus TSA 
provided greater transcriptional activity and protection against oxidative stress, 
although it did not improve oocyte growth or embryo production. Therefore, our results 
demonstrate possible tools on how to improve the quality of oocytes recovered from 
early antral follicles, and in the future, improve in vitro embryo production rates. 
Key words: acetylation, bovine oocyte, prematuration, trichostatin A 
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais 

1. INTRODUÇÃO

A produção in vitro de embriões (PIVE) bovinos é uma biotecnologia de 

reprodução assistida que consiste na obtenção de oócitos imaturos para submetê-los 

às etapas de maturação, fertilização e cultivo in vitro (MIV, FIV e CIV, 

respectivamente). No entanto, embriões produzidos in vitro ainda apresentam taxas 

inferiores quando comparados in vivo, uma vez que a população de oócitos 

recuperados durante a aspiração é heterogênea, ou seja, de origem de folículos com 

diferentes diâmetros. Dessa forma, os oócitos estarão em diferentes fases de 

desenvolvimento e ao serem submetidos as etapas da PIVE, muitos não possuem 

capacidade para o desenvolvimento in vitro (Lonergan e Fair, 2008).  

Para este propósito, os oócitos são recuperados de folículos com diâmetro 

entre 3 a 8 mm, uma vez que este intervalo compreende oócitos competentes para 

continuarem o desenvolvimento no ambiente in vitro. Em contrapartida, oócitos 

derivados de folículos menores que 2 mm são considerados inapropriados, uma vez 

que ainda não são capazes de retomar a meiose e se desenvolver até o estágio de 

blastocisto (Pavlok et al., 1992). 

O processo de aquisição de competência oocitária está intimamente ligado ao 

crescimento e desenvolvimento folicular, sabendo-se que folículos de tamanhos 

médios (entre 3 e 6 mm de diâmetro) já possuem oócitos mais competentes para o 

cultivo em ambiente in vitro (Tseng et al., 2004). Porém, o oócito incluso no ambiente 

folicular é considerado imaturo, pois permanece em bloqueio meiótico, caracterizado 

pela presença vesícula germinativa (VG) (Mehlmann, 2005). Quando em VG, a 

cromatina do oócito, sofre modificações químicas nas histonas (acetilação) resultando 

em condensação progressiva da cromatina, sendo esta considerada um marco no 

início da aquisição de competência meiótica (Dall’Acqua et al., 2017). A remodelação 

da cromatina é dividida em diferentes graus de condensação que vão da menos para 

a mais condensada, sendo: VG0, VG1, VG2 e VG3, respectivamente. Folículos 

menores do que 2 mm de diâmetro possuem oócitos quase que em sua totalidade 

com padrão VG0, havendo poucos gametas em VG1 (Luciano et al., 2011). Mesmo 

ainda incompetentes para o desenvolvimento quando cultivados no ambiente in vitro, 

oócitos nestes estágios são caracterizados por intensa atividade transcricional. Por 
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outro lado, conforme o folículo cresce além dos 2 mm de diâmetro, os oócitos 

adquirem gradualmente maior competência para o desenvolvimento, ao passo que a 

cromatina assume maior padrão de condensação, como VG2 e, por fim, o grau de 

condensação total em VG3 (Luciano et al., 2014). Esses eventos se devem à 

reprogramações epigenéticas, como modificações nas histonas e que por ações 

enzimáticas regulam o padrão de condensação da cromatina. A acetilação de histonas 

está relacionada ao momento em que o oócito não apresenta ou apresenta baixa 

condensação da cromatina e, assim, exibe alta atividade transcricional. Sendo assim, 

quando o padrão de condensação está mais elevado, a transcrição diminui ou cessa 

(Bannister e Kouzarides, 2011). 

Pelo fato da população de oócitos submetidos à produção in vitro de embriões 

bovinos ser heterogênea (recuperados folículos de diferentes diâmetros), diversos 

sistemas de cultivo de pré-maturação (pré-MIV) de oócitos tem sido propostos como 

etapa prévia à maturação in vitro, na tentativa de fornecer tempo e ambiente favorável 

para que estes gametas adquiram competência para o desenvolvimento (Albuz et al., 

2010; Luciano et al., 2011). A mesma estratégia pode ser utilizada numa população 

de oócitos derivados de folículos menores do que 2 mm, que não tem capacidade para 

continuar o desenvolvimento in vitro.  

A tricostatina A (TSA), uma droga que promove hiperacetilação de histonas, se 

mostrou efetiva em prolongar o tempo de MIV, impedindo o envelhecimento oocitário 

em suínos e melhorando taxas de desenvolvimento embrionário (Jin et al., 2014). No 

entanto, de acordo com a literatura disponível, não foram encontrados relatos prévios 

acerca do uso da tricostatina A em sistema de pré-MIV de oócitos bovinos com o 

intuito de melhorar a aquisição de competência oocitária para o desenvolvimento. 

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo estabelecer um sistema de pré-

MIV de oócitos bovinos a fim de que oócitos não competentes (provenientes de 

folículos antrais iniciais com diâmetros menores do que 2 mm) possam adquirir 

competência meiótica e de desenvolvimento embrionário até o estágio de 

blastocisto. 
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5. CONCLUSÃO

Desta forma, concluímos que o sistema de cultivo de pré- maturação 

prolongado na presença de TSA e fatores de crescimento foi eficaz para promover o 

crescimento do oócito, melhorar sua qualidade pela redução do estresse e aumento 

da transcrição e, mesmo que em menor grau, proporcionar a aquisição da 

competência meiótica. Embora o sistema proposto não tenha sito eficaz para atingir o 

crescimento final do oócito e aquisição de competência para o desenvolvimento 

embrionário, os resultados estimulam a continuidade do estudo, visando o 

aprimoramento do sistema para o melhor aproveitamento dos oócitos incompetentes 

obtidos de folículos antrais iniciais, visando aumentar a oferta de gametas femininos 

para o aproveitamento da biotécnica de produção de embriões in vitro. 
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