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RESUMO

A maturacdo oocitaria consiste numa etapa crucial e limitante para a producéo de embrides in
vitro, uma vez que o potencial de desenvolvimento oocitario e embrionario esta diretamente
relacionado a adequada maturacgdo citoplasmatica e nuclear. O bloqueio, reinicio e progresséo
das divisbes meidticas assim como as modificagbes moleculares e estruturais sdo
fundamentais para que o o6cito possa finalizar o processo de maturagdo, sofrer a fertilizagéo,
e sustentar os estadios iniciais do desenvolvimento embrionario. Estes eventos envolvem uma
complexa interacdo entre segundo mensageiros, proteinas quinases e fosfatases, que ainda nao
estd totalmente esclarecida. A maturacdo oocitaria in vitro, no entanto, difere em
determinados aspectos do observado in vivo. Deste modo, 0 esclarecimento dos mecanismos
de acdo das diversas moléculas envolvidas na regulacdo do processo de maturacdo oocitaria é
fundamental para o progresso cientifico e biotecnoldgico.
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BIOCHEMICAL AND ULTRASTRUCTURAL ASPECTS OF OOCYTE
MATURATION

ABSTRACT

The oocyte maturation is a crucial and limiting step for the in vitro embryo production, since
the development potential of oocytes and embryos is directly related to proper nuclear and
cytoplasmic maturation. The arrest, resumption and progression of meiotic divisions as well
as molecular and structural changes are fundamental for the oocyte to complete the processes
of maturation and fertilization, and sustain the early stages of embryonic development. These
events involve a complex interaction between second messengers, protein kinases and
phosphatases, which have not yet been fully clarified. The oocyte maturation in vitro,
however, differs in certain aspects from that observed in vivo. So, the elucidation of the action
mechanisms of several molecules involved in regulating oocyte maturation process is
essential to scientific and biotechnological progress.
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ASPECTOS BIOQUIMICOS Y ULTRAESTRUCTURALES DE LA MADURACION
DE LOS OVOCITOS

RESUMEN

La maduracion de los ovocitos es un paso crucial y limitante para la produccidn de embriones
in vitro, siendo que el potencial de desarrollo de los ovocitos y embriones esta directamente
relacionada con la adecuada maduracion nuclear y citoplasmética. El bloqueo, el reinicio y la
progresion de las divisiones meidticas asi como los cambios moleculares y estructurales son
fundamentales para el ovocito completar el proceso de maduracion, sufrir la fertilizacion, y
mantener las primeras etapas del desarrollo embrionario. Estos eventos implican una compleja
interaccion entre los segundos mensajeros, las proteinas quinasas y fosfatasas, que aln no han
sido totalmente aclarado. La maduracion de los ovocitos in vitro, sin embargo, difiere en
ciertos aspectos de lo observado in vivo. Por lo tanto, la elucidacion de los mecanismos de
accion de varias moléculas que participan en la regulacién del proceso de maduracion de los
ovocitos es esencial para el progreso de la ciéncia y de la biotecnologia

Palavras-clave: ovocito, maduracion, meiosis, in vivo, in vitro

INTRODUCAO

A producao in vitro de embribes (PIV) permite a utilizacdo de uma mesma doadora de
odcitos desde a pré-puberdade até a senilidade, e nas primeiras horas post-morten. Esta
biotecnologia também visa a recuperacdo de odcitos de animais com distdrbios reprodutivos
ndo transmissiveis geneticamente e a estocagem de odcitos em bancos de germoplasma. Além
disso, consiste numa importante ferramenta para pesquisa relacionada a transgenia e
clonagem, e para o esclarecimento dos processos fisiolégicos que ocorrem in vivo e
aprimoramento da técnica in vitro (1, 2).

A maturacdo oocitéria in vitro (MIV) é uma etapa crucial e limitante para o sucesso da
PIV em algumas espécies. A simples remocdo dos complexos cumulus-o6citos (COCs) do
ambiente folicular culmina em reinicio meidtico espontaneo independente da maturidade
citoplasmatica, o que resulta em menores taxas de desenvolvimento embrionério in vitro (3).
Além disso, o sucesso da MIV depende diretamente da qualidade oocitaria e da eficiéncia do
método de recuperacdo dos COCs de doadoras ou de ovarios oriundos de matadouro, além
dos componentes do meio de maturacédo e das condicdes de cultivo (4).

A compreensdo dos complexos mecanismos envolvidos na regulacdo da maturagéo
oocitaria € essencial para identificagdo de estratégias que permitam melhorar os indices de
producdo de embrides in vitro. Baseado no exposto, esta revisdo se propde a abordar alguns
dos inimeros aspectos enddcrinos, celulares e bioguimicos envolvidos no processo da
maturacao oocitaria in vivo e in vitro.

MATURACAO OOCITARIA

Na maioria dos mamiferos, durante a vida intra-uterina 0s o0citos iniciam a meiose ap0s
intensas mitoses. Diversos fatores inibitérios sintetizados pelas células da granulosa e
presentes no fluido folicular interrompem as divisbes meiéticas no estadio diploteno da
préfase I, morfologicamente designado como vesicula germinativa (VG) (5,6). Neste estadio,
0s o0citos permanecem até a puberdade, quando passam a ser gradualmente mobilizados,
havendo retomada da meiose, sob estimulo gonadotréfico, proximo a ovulagéo (6). Durante o
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bloqueio meidtico, ocorrem modificacdes que incluem a sintese protéica, transcricdo de
MRNA e a reorganizacdo de organelas que conferem ao odcito capacidade para sustentar as
etapas posteriores do desenvolvimento (7).

Portanto, a maturacdo oocitaria envolve duas etapas principais: a maturacdo nuclear,
que se inicia com a quebra de vesicula germinativa (GVBD) e termina apenas quando a
meiose € finalizada, marcada pela segregacdo dos cromossomos e extrusdo dos dois
corpusculos polares, e a maturacdo citoplasmatica, que envolve modificacGes citoesqueléticas
e moleculares nos odcitos (8). Apesar de independentes, as maturacdes nuclear e
citoplasmatica interagem e, in vivo, ocorrem simultaneamente em determinados momentos,
garantindo a plena capacitacdo do odcito (9, 10). A regulagdo da maturacdo oocitéria envolve
uma sequéncia de eventos que ainda ndo esta completamente esclarecida, e se caracteriza pela
fosforilacdo, desfosforilagdo e atividade de diversas moléculas (11).

MATURACAO NUCLEAR

De acordo com Silva (12), a matura¢do nuclear ou meidtica corresponde a divisao
reducional dos cromossomos, que tem como objetivo central a producdo dos gametas
haploides, aptos para fecundagdo e posterior desenvolvimento embrionario.

REINICIO DA MATURACAO NUCLEAR IN VIVO

De acordo com Richard e Sirard (13), o reinicio da maturacdo meidtica é desencadeado
primariamente pela onda pré-ovulatéria do horménio luteinizante (LH). Essa gonadotrofina,
no entanto, ndo atua diretamente no odcito, uma vez que este ndo apresenta receptores para
LH. Sua acdo é mediada por fatores paracrinos secretados pelas células somaticas LH-
responsivas (células da granulosa), e pelo transporte de substancias indutoras da meiose das
células da granulosa/cumulus para 0s 00citos por meio das jungdes “Gap” comunicantes
(GJCs) (14).

A regulacdo gonadotréfica da GVBD também é atribuida a interrup¢do da transferéncia
de fatores inibidores da maturacdo ao odcito, decorrente da expansdo das células do cumulus
com conseqiente perda da comunicacédo intercelular entre os COCs e as células da granulosa
murais do foliculo, designadas células foliculares (15).

A oscilacdo da concentracdo de segundos mensageiros, no o6cito e nas células do
cumulus, e ativacdo da cascata das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKS) e do
fator promotor da maturacdo (MPF) também desempenham importante funcdo neste processo
de bloqueio e reinicio meidtico (16).

REINICIO DA MATURACAO NUCLEAR IN VITRO

Segundo Byskov et al. (17), com a remogéo do ambiente folicular, o COC perde seu
contato com as celulas foliculares e como consequiéncia da interrupcdo da transferéncia de
fatores inibidores da GVBD ao odcito, ocorre retomada “espontanea” da meiose independente
do estadio de maturidade citoplasmatica.

Além disso, COCs recuperados de pequenos foliculos antrais ainda ndo completaram o
desenvolvimento molecular e celular necessarios para suportar a maturacéo e a fase inicial da
embriogénese (18). Deste modo, passa a existir uma assincronia entre 0s processos de
maturacdo nuclear e citoplasmatica, resultando em menores taxa de desenvolvimento
embrionario (3).

A retomada da maturagdo meidtica, in vivo e in vitro, é caracterizada pela GVBD,
estadio no qual ocorre dissolucdo da membrana nuclear e condensagdo da cromatina.
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Posteriormente, 0 odcito passa pelos estadios de metafase 1 (M), anéfase | (Al) e telofase |
(TI), completando a primeira divisdo meiotica, com formagdo do primeiro corpusculo polar
(19). Em seguida, ha progressdo ao estadio de MII, caracterizado pela presenca dos
cromossomos arranjados no centro do fuso e um corpusculo polar no espaco perivitelinico.
Esta habilidade em reiniciar e completar a meiose é adquirida gradualmente durante a
foliculogénese (12).

Os mecanismos envolvidos no bloqueio e reinicio das divisdes meidticas ainda nao
estdo totalmente esclarecidos, mas estudos indicam que sdo modulados por diversas
substancias (8). E importante salientar que os processos celular e molecular da maturacéo
oocitaria in vivo e in vitro sdo diferentes em determinados aspectos, uma vez que, in vivo ha
acao gonadotrofica sobre as células da granulosa e inducdo da expressdo de fatores indutores
da maturagéo nuclear, o que ndo ocorre in vitro (20).

MATURACAO CITOPLASMATICA

Os complexos eventos que ocorrem durante a maturacdo oocitaria ndo envolvem
somente a correta dinamica de separacdo cromossdmica durante a matura¢do nuclear, mas
também a redistribuicdo das organelas citoplasmaticas, e o estoque de mRNA (acido
ribonucleico mensageiro), energia, proteinas e outros fatores necessarios para o processo de
maturacéo, fertilizagdo e desenvolvimento embrionario (21).

A capacidade do odcito em bloquear a poliespermia, promover a descondensacdo do
espermatozéide ja no interior do ooplasma, formar o pronucleo apos a fertilizacéo, e sustentar
as fases iniciais do desenvolvimento embrionario, depende da adequada maturacao
citoplasmatica (6, 10). Esse processo inclui modificagBes estrututrais no odcito, caracterizadas
pela redistribuicdo de organelas citoplasmaticas, dindmica dos filamentos do citoesqueleto, e
maturacgdo molecular (12).

MODIFICACOES ESTRUTURAIS NO OOCITO

Em sintese, ao longo da foliculo-oogénese até proximo a retomada da maturacdo
nuclear ocorre: formacdo das GJCs entre o odcito e suas células somaticas circundantes;
desenvolvimento e deslocamento do complexo de Golgi para a periferia do odcito; secrecao
dos granulos corticais (CG) e das proteinas da zona pelucida pelo Complexo de Golgi;
desenvolvimento do reticulo endoplasmatico liso e formacdo das gotas lipidicas;
diferenciacdo e aumento da quantidade de mitocondrias; formacdo e estoque de ribossomos;
além da transcricdo de mRNA e sintese de proteinas que sdo fundamentais para progressao da
maturacdo de desenvolvimento embrionério inicial (22).

Com a retomada da maturacdo nuclear, a maioria das organelas migra para o centro da
celula. No oocito imaturo, as mitocondrias e o complexo de Golgi se localizam
perifericamente. Ao longo da progressdao meiotica, as mitocondrias assumem posi¢cdo mais
central no ooplasma e passam a se associar as goticulas de lipideo (21). O complexo de Golgi
diminui o seu desenvolvimento e praticamente desaparece (12). O reticulo endoplasmatico,
que durante o estadio de GV se encontra distribuido uniformemente no ooplasma, se desloca
para regido cortical do ooplasma (9).

Os granulos corticais merecem especial aten¢do uma vez que sua migracdo no ooplasma
é fundamental para adequada maturacdo citoplasmatica, sendo utilizada como critério de
avaliacdo desta (23). Estes granulos sdo organelas derivadas do complexo de Golgi,
compostas por grande diversidade de proteinas, moléculas estruturais, enzimas e
glicosaminoglicanos (9).
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Nos odcitos no estadio de GV, os granulos corticais estdo distribuidos, em grumos, por
todo ooplasma. Conforme a maturacdo meidtica progride, ha migragdo em direcéo ao cortex
do odcito. No final do periodo de maturacdo, quando os 00citos alcancam o estadio de MlI, os
CGs se encontram préximo a superficie interna da membrana plasmatica, formando uma
monocamada estratégica para aguardar a penetracao do espermatozoide (24).

Com a fertilizacdo e em resposta a elevacao da concentracdo do célcio intraoocitario, 0s
CGs se fundem a membrana plasmatica e liberam seu conteddo no espaco perivitelinico (25).
Este evento, conhecido como reacdo cortical, € um dos mecanismos para impedir a
poliespermia, que resultaria em clivagem anormal do zigoto e degeneracdo embrionéria (9).

Segundo Thibault et al. (24), os microfilamentos estdo implicados no descolamento
dessas organelas no ooplasma. Além disso, também ocorrem expansao das células do cumulus
e mudancas morfoldgicas nas GJCs (26).

MATURACAO MOLECULAR

Segundo Sirard et al. (27), a maturagdo molecular envolve a transcrigdo, estoque e
processamento de mMRNAs que serdo traduzidos em proteinas pelos ribossomos. Estas
proteinas estdo envolvidas no processo de maturacdo e nos eventos celulares subseqlentes,
tais como fertilizacdo, formacédo dos pronucleos e fase inicial da embriogénese (12).

A transcricdo e estoque de mRNAs ocorre durante a foliculo-oogénese, enquanto o
nacleo celular se encontra em quiescéncia meidtica, e cessa quando ocorre a retomada da
meiose, uma vez que 0S Cromossomos se tornam condensados e “inativos”. Em contrapartida,
a capacidade de traducdo do mRNA e sintese proteica se mantém ao longo de todo
desenvolvimento oocitéario e embrionario (28).

A maior parte do mRNA persiste no ooplasma em sua forma estavel, porém inativa
caracterizada pela presenca da cauda poli-A curta (28) . Sob sinais especificos gerados
durante a maturacdo, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario inicial, ocorre a
poliadenilacdo, ou seja, a adicdo de adeninas a porc¢do terminal 3° do mRNA, por acdo da
enzima poli-a polimerase, com consequente liberacdo de moléculas repressoras acopladas a
porcdo 57, permitindo o inicio da traducdo do mRNA e sintese proteica (29,30).

Deste modo, a eficiéncia do armazenamento e reativacdo oportuna dos mRNAS,
regulados pelo processo de poliadenilacdo, determina a competéncia do o6cito para suportar
0s posteriores estadios do desenvolvimento (21).

MOLECULAS ENVOLVIDAS NO BLOQUEIO E REINICIO MEIOTICO

Os complexos mecanismos envolvidos na regulacdo da maturacdo oocitaria ndo estdo
totalmente elucidados, mas se reconhece a importancia do estimulo hormonal desencadeante
da maturacdo meiotica in vivo, e de determinadas moléculas como RAS, RAF, MOS, MEK,
MAPK, MPF, cAMP, entre outras. Segundo Wehrend e Meinecke (31), a retomada da meiose
e 0 processo de maturacdo sdo regulados pela fosforilagdo e desfosforilagcdo proteica,
mediadas pelas proteinas quinases e fosfatases, respectivamente. Vale ressaltar ainda que a
maior parte do conhecimento referente a regulacdo da maturacdo oocitaria foi obtida a partir
de estudos com sapos Xenopus laevis e camundongos.

ADENOSINA 3'- 5 MONOFOSFATO CICLICO (CAMP)
O bloqueio prolongado dos o6citos no estadio de profase | e a subsequente retomada da

meiose estdo correlacionados com mudangas na concentragdo intraoocitaria de cCAMP (32).
No entanto, esta ndo é a Unica molécula envolvida nestes processos.
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A cAMP ou adenosina 3"- 5" monofosfato ciclico € um segundo mensageiro celular
derivado da adenosina trifosfato (ATP) pela acdo da enzima adenilato ciclase (AC), que esta
localizada nas membranas celulares e pode ser ativada ou inibida por meio das proteinas G.
Estas correspondem a um conjunto de proteinas acopladas aos receptores da membrana
celular e envolvidas na cascata de segundos mensageiros, que respondem ao estimulo
hormonal ou a qualquer outro estimulo (33). De acordo com Dekel et al. (15), a CAMP pode
ser produzida endogenamente nos odcitos ou, a eles transferida pelas células do cumulus pelas
GJCs.

A ativacdo da enzima adenilato ciclase promove aumento na concentragdo intracelular
de cAMP, que interage e regula outras proteinas, como a proteina quinase A (PKA) também
designada proteina quinase A dependente de CAMP (34). Na auséncia da CAMP, a PKA se
mantém como tetramero inativo (R2C2) composto por um dimero de subunidades reguladoras
(RI e RII), com alta afinidade ao cCAMP, vinculadas a 2 subunidades cataliticas (C). A ligacéo
do cAMP as subunidades reguladoras, induz mudancas conformacionais, que permitem a
liberacdo dos 2 monbémeros ativos C que promovem a fosforilacdo e desfosforilacdo de
proteinas especificas envolvidas no blogueio e reinicio meiético (35).

As PKAs podem ser classificadas ainda em tipo | e Il, de acordo com o predominio das
subunidades reguladoras, sendo que as PKAs tipo | se localizam nos o0citos e estdo
relacionadas a manutencdo do bloqueio meiotico. Ja as PKAs tipo Il foram detectadas nas
células do cumulus e estdo relacionadas ao reinicio meidtico e expansdo das células do
cumulus (34).

A cAMP tem uma meia-vida muito curta, sendo degradada no interior das células onde
se formou, pela acdo das fosfodiesterases (PDE). Segundo Tsafriri et al. (36), existem dois
subtipos de fosfodiesterases, sendo o subtipo 3 presente nos odcitos e o subtipo 4 nas células
foliculares. A regulacdo seletiva destas fosfodiesterases pelo estimulo gonadotréfico
determina o reinicio meidtico e, em poucos minutos, a concentracdo de cAMP retorna ao
nivel basal. A atividade destas PDEs, no entanto, pode ser inibida por derivados de purinas,
como as hipoxantinas presentes no fluido folicular, resultando em acimulo de cAMP
intraoocitario e consequente manutencdo do odcito em estadio de GV (23).

Estudos sugerem que as gonadotrofinas promovem elevacdo da concentracdo de CAMP
com consequente ativacdo da PKAII, resultando na expressdo de substancias indutoras da
GVBD e na expansao do cumulus (37). Segundo Deckel et al. (15), a perda da comunicacao
entre 0s COCs e as células foliculares, decorrente do estimulo hormonal ou da remocdo dos
COCs do ambiente folicular, interrompe a transferéncia de moléculas inibitorias e cCAMP para
0s 00citos, resultando na reducdo da concentracdo intraoocitaria de CAMP e decréscimo da
atividade da PKAI, com consequente retomada das divisGes meioticas.

Downs e Dunn (34) acreditam, no entanto, que a magnitude da oscilacdo da
concentra¢do de cAMP , no odcito e células do cumulus, determina a progressao da maturacao
oocitaria, e ndo necessariamente o nivel absoluto de cCAMP no interior destes tipos celulares.

PROTEINA QUINASE ATIVADA POR MITOGENOS (MAPK)

As MAPKs pertencem a familia das proteinas kinases serina-treonina e também séo
conhecidas como quinases reguladas por sinal extracelular (ERK), uma vez que séo ativadas
por sinais extracelulares e os transmitem para o interior da célula (38). Estas proteinas estdo
envolvidas no reinicio e progressdo da maturacdo nuclear, na reorganizacdo dos microtibulos
e formacdo do fuso meidtico, na manutengédo do oocito em estadio de MlI, e na expansédo das
células cumulus (37).

A MAPK esté presente tanto no odcito, no qual é ativada pela proteina quinase MOS,
guanto nas células do cumulus, nas quais € ativada pelas quinases RAS/RAF. Em ambas as
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células, a MAPK ¢ ativada pela fosforilacdo dos residuos de tirosina e treonina pela MEK,
também designada MAPKK (proteina quinase ativadora da MAPK). Esta MEK também é
ativada pela fosforilacdo mediada, no entanto, pelas proteinas MOS no odcito, e RAS/RAF nas
células do cumulus (12).

Segundo Sagata (39), quando ativada, a MAPK promove a ativacdo e estabilizacdo do
fator promotor da maturacdo (MPF) nos odcitos, pela inibicdo de alguns reguladores
negativos deste fator e da ativacdo da enzima cdc25 fosfatase. Em odcitos de bovinos, a
ativacdo da MAPK e do MPF ocorre praticamente ao mesmo tempo, pouco antes da GVBD,
sendo que a atividade da MAPK aumenta gradualmente ao longo da maturacdo oocitaria e se
mantém alta até o estadio de MII (32). Niveis elevados de MAPK e MPF sdo necessarios para
manutencdo dos o0citos no estadio de MIl, sendo que a fertilizacdo ou ativacdo
partenogenética promove queda abrupta na concentracdo intraoocitaria dessas duas quinases e
conduz a conclusé@o da meiose (40).

De acordo com Fan e Sun (16), a ativacdo e inativacdo da MAPK também esta
relacionada a varia¢do na concentracdo de CAMP e PKA, tanto no odcito quanto nas células
do cumulus. Segundo Sun et al. (41), a ativacdo da MAPK nas células do cumulus também
depende dos fatores paracrinos secretados pelo odcito, o que demonstra a capacidade do
od0cito em controlar sua prdépria maturagdo meiotica (10). Vale ressaltar ainda que, ao
contrario do constatado in vivo, a retomada da maturacdo nucelar in vitro ocorre
espontaneamente e independe da ativacdo desta proteina (12).

FATOR PROMOTOR DA MATURACAO (MPF)

Conforme descrito anteriormente, a maturacdo oocitaria é regulada por complexos
eventos que culminam com a ativacdo do fator promotor da maturacdo (MPF), conhecido
como regulador universal do ciclo celular tanto na mitose como na meiose (42).

O MPF é um composto dimérico, que pertence a familia das proteinas quinases, e é
constituido por uma subunidade catalitica, a quinase dependente de ciclina denominada cdkl
ou p34°? que controla a divisdo celular e uma subunidade reguladora, a ciclina B1 (20). A
aquisicdo de competéncia meidtica estd associada a ativacdo da p34°®? no final do
desenvolvimento oocitario (43) e a presenca de quantidade adequada de ciclina B1 para
ativagdo do pré-MPF.

Em sua forma inativa, pré-MPF, a subunidade catalitica se apresenta fosforilada nos
residuos Thrl4 (treonina-14) e Tyr 15 (tirosina-15) (44). O MPF ¢ ativado quando ocorre a
desfosforilacdo destes residuos, catalisada pela cdc 25 fosfatase, e associacdo das duas
subunidades, p34cdc2 e ciclina B (18). Segundo Nebreda e Hunt (45), proteinas quinases
como MOS e MAPK podem estar envolvidas na ativa¢do da enzima cdc25 fosfatase.

Estudos indicam que a elevada concentracdo de cCAMP intraoocitéria inibe a ativagdo do
MPF, por prevenir a desfosforilagdo dos residuos Thrl4 e Tyr 15 e reprimir a sintese de
ciclina B1, através da ativacdo da PKAI (46). Sob baixa concentracdo intraoocitaria de CAMP
e consequentemente de PKA, ocorre a ativacdo do MPF que promove a fosforilagdo das
proteinas do envoltdério nuclear, dissolucdo do nucléolo, condensacdo cromossdmica e
reorganizacdo do citoesqueleto, ou seja, ocorre a GVBD e progressdo da meiose até MII (47).

De acordo com Josefsberg et al. (46) a atividade do MPF apresenta padrdo oscilatorio
ao longo da maturacéo oocitaria. A ativacdo deste fator € necessaria para o reinicio da meiose
e sua atividade elevada é requerida para progressdo até o estadio de MI, no qual alcanca nivel
méaximo, sofrendo declinio antes da extrusdo do primeiro corpusculo polar e novo incremento
antes de iniciar a meiose Il. Apesar de ja concretizada a idéia de que o MPF é fundamental na
maturagdo nuclear oocitaria, ainda ndo se conhece com exatiddo 0s mecanismos responsaveis
por sua ativacgéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de todo conhecimento referente a maturacgéo oocitaria e dos inumeros estudos e
recentes avancos na PI1V, ainda existem muitas incognitas a serem desvendadas e obstaculos a
serem ultrapassados visando melhorar a eficiéncia desta biotecnologia que é uma importante
ferramenta de melhoramento genético. Para isto, é necessaria a consolidac¢éo do conhecimento
obtido in vivo e estabelecimento da real fungdo e mecanismo de acdo das diversas moléculas
envolvidas em todo processo desde a maturacdo oocitaria até o desenvolvimento embrionario
para que, posteriormente, este conhecimento seja direcionado a fiel reproducéo in vitro de tais
eventos.
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