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Resumo

A maturacao envolve mudancas nucl eares, citoplasméticas e mol ecul ares que conferem ao
ovocito a capacidade de se desenvolver ao estégio de blastocito, sendo um processo chave na
producdo in vitro de embrides. Apesar dos avancos obtidos nos Ultimos anos no sistema de
producdo in vitro de embrides bovinos, a percentagem de embrides produzidos de ovocitos
maturadosin vitro aindaéinferior aqueles maturadosin vivo. Variosfatores afetam o sucesso da
maturagdo in vitro, dentre eles a presenca das células do cumulus e as condi¢des de cultivo tem
destacada importancia. Entretanto, o fator mais importante em determinar o destino final do
ovOcito é asuacompeténcia para o desenvol vimento. Em que momento ocorre aaguisi¢do dessa
competéncia e qual 0 mecanismo responsavel, ainda ndo sdo conhecidos. Estudosindicam que
acompeténcia esta determinada pela composi¢do e quantidade de transcritos, que sdo estocados
durante o crescimento e fase final da foliculogénese. Portanto, a diferenca entre ovécitos
competentes e incompetentes se deve a expressao diferenciada de genes. Somente pela
identificacdo e avaliacao funcional de genes associados a competéncia, sera possivel desvendar
0s mecanismos envolvidos na sua aguisi¢cdo. Esse conhecimento possibilitara a definicdo de
sistemas mais eficientes, para aumentar a disponibilidade de ovdicitos com capacidade de
desenvolvimento e, otimizar a utilizagdo dastécnicas de reproducdo assistida. Palavr aschaves:
ovocito, maturagdo, competéncia, expressao génica.

Introducéo

A maturacdo de ovécitos € um procedimento chave naproducdo in vitro de embrides (PIV),
visto que as demais etapas do processo dependem da quantidade de ovocitos maturos e com
potencial de desenvolvimento (Dieleman et al., 2002). Portanto, o sucesso tanto daPIV como de
vérias técnicas de reproducdo assistida dependem, basicamente, da disponibilidade de uma
populacdo uniforme e competente de ovécitos imaturos para serem utilizados na maturag&o in
vitro.

Mesmo apds a rigorosa selecdo de ovacitos, a taxa de producdo de embrides viaveis é
menor em ovoécitos maturados in vitro do que naqueles produzidosin vivo (Van de Leemput et
al., 1999; Takagi et al., 2001; Rizoset al., 2002). Portanto, pode-se supor que amaturagcdo ainda
éum fator limitante na PlV, e que apesar de milhares de produtos terem sido produzidos a partir
de ovacitos imaturos em bovinos, os eventos fisiol gicos que ocorrem durante a maturagdo séo
pouco conhecidos.

Inimeras evidéncias tém sido apresentadas nos Ultimos anos indicando que o potencia de
desenvolvimento de embriBesin vitro, depende da qualidade dos ovdcitos dos quais se originam
(Sirard et al., 2003, Lonergan et al., 2003, Rodriguez & Farin, 2004), sendo que essa qualidade
afeta ndo so o desenvolvimento embrionério, mas também a prenhez e o desenvolvimento fetal
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posterior (Krisher, 2004). A maioria dos ovocitos proveniente de foliculos antrais é capaz de
completar a maturacdo nuclear, mas somente 0os competentes tém a capacidade de ter
desenvolvimento embrionéario normal (Sirard et al., 2006). Os mecanismos que controlam a
aquisicdo dessa competénciatém sido extensivamente estudados, e as pesqui sas nessa drea estao
sendo progressivamente direci onadas paraumaabordagem maismol ecul ar, natentativade el ucidar
€sses mecani Smos.

Essa revisdo aborda alguns aspectos celulares e moleculares da maturacéo ovocitéria e
aquisicdo da competéncia, que afetam a capacidade do ovdcito de sustentar o desenvolvimento
embrionario.

Maturacdo Ovocitaria

Durante aovogénese, os ovécitosde mamiferos permanecem retidos no estégio de dipl éteno
daprdéfase daprimeiradivisdo meidtica, desde avidafeta até pouco antes daovulagdo (Wassarman
& Albertini, 1994). A retomadadameiose pode ser mediada por um estimulo hormonal invivo,
em resposta ao pico pré-ovulatorio de LH, ou pela retirada do ovécito de dentro do foliculo.
Sendo o periodo damaturacdo o estagio final da preparacdo do ovocito para afecundacéo.

Somente ovécitos competentes tém a capacidade de sofrer a maturacéo completa. Essa
competéncia é progressivamente adquirida durante os estégios finais da folicul ogénese, através
de vérias mudangcas celulares e mol eculares que conferem ao ovécito a capaci dade de completar
a divisdo meiodtica, garantir uma fecundagdo monospérmica, descondensar a cabega do
espermatozoide, transpor atransi¢éo materno-zigotica(MZT) e prosseguir 0 seu desenvol vimento
(Coticchio et al., 2004). Portanto, quando um ovacito imaturo é removido do foliculo ele deve
ser capaz de sofrer ndo sO a maturacéo nuclear e citoplasmética, mas também a maturacéo
molecular. A maturacéo molecul ar, apesar de ser um componente dacitoplasmatica(Sirard, 2001),
pode ser abordada separadamente devido a sua complexidade .

Os eventos nucleares que ocorrem durante a maturacéo envolvem areorganizagcdo darede
de microtubul os, rompimento do envol tério nuclear, condensagéo dos cromossomos e progressao
dameiose parametafase |, anafasel, tel 6fase |, expul sdo do primeiro corpuscul o polar e retencéo
no estégio demetafase Il (Cha& Chian, 1998). A programacdo damaturacdo nuclear no ovocito
€ automaticamente ativada apos a suaremocado do foliculo (Sirard et al., 2006). Os ovacitos que
atingem o seu crescimento total completam amaturagéo nuclear, mesmo naausénciade qual quer
agente estimulador como, por exempl o, as gonadotrofinas (Dode & Adona, 2001; Ali & Sirard,
2005). A retomada damei oseinduz ainativacéo datranscri¢éo eimediatamente limitao programa
molecular do ovécito requerido para passar aMZT. Portanto, agdes para modificar o programa
molecular do ovocito devem ocorrer antes do rompimento da vesicula germinativa (GVBD).

O primeiro indicativo de mudanca citoplasmati ca € a compactacédo do nucléol o, sugerindo
adiminuicéo e/ou perdadaatividadetranscricional (Fair et al., 1995; Hyttell et al., 1997). Ainda
durante a maturag&o, ocorrem mudancas na organizacéo do citoplasmatais como um continuo
desenvolvimento dos estoques de lipidios, reducéo do aparelho de Golgi, redistribuicéo de
ribossomos, rearranjo das mitocondrias, e alinhamento dos granul os corticai s proximo amembrana
plasmética (Hyttell et al., 1997). Portanto, a maturacdo citoplasmética esta associada com as
mudancas celulares que permitem que a fecundagdo ocorra com sucesso.

Um aspecto importante durante o crescimento do ovocito é seu alto grau de atividade
transcricional, refletindo aimportancia do acimul o de proteinas e RNAmM de origem materna, 0s
guais S80 necessarios ndo sO para O crescimento e maturacdo mas, especialmente, para o
desenvolvimento embrionarioinicial (Song & Wessel, 2005). Em mamiferos superiores, o ovocito
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precisaacumular, durante afolicul ogénese, todos os fatores maternos necessario parasustentar a
maturacdo e o desenvolvimento até a ativagdo do genoma embriondrio. Em bovinos aretomada
dameiose induz a perda da capacidade de transcricdo, e apesar de haver uma pequena atividade
transcricional no estagio de 1-2 células (Viuff et al., 1996), o aumento substancial nessaatividade
so ocorre no estégio de 8-16 células (Memili & First, 2000). A formagéo desse estoque de RNAmM
e proteinas de origem materna, que confere ao ovécito o programa molecular necessario paraa
MZT, serefere amaturacdo molecular.

Tendo em vista que ovocitos maturados in vitro apresentam menores taxas de blastocisto
aposafecundacdo e o cultivo in vitro quando comparados aosin vivo (Takagi et al., 2001; Rizos
et al., 2002), pode-se presumir que o baixo desenvolvimento embrionario se deve adeficiéncia
do ovacito sgja na maturacdo nuclear, citoplasmatica ou na molecular. Varios fatores podem
afetar 0 sucesso da maturagao ovocitaria, entre eles pode-se destacar amorfologiado complexo
cumulus-ovécito (CCO), as condicdes de maturacdo e a competéncia do ovocito.

Papel das Céulasdo Cumulus

A associacdo intima entre células do cumulus e 0 ovoécito é um requisito basico para o
crescimento folicular e ovocitério, para a aquisicdo da competéncia e para a coordenacdo da
maturagdo nuclear e citoplasmética(Vozzi et al., 2001; Fair, 2003; Rodriguez & Farin, 2004; Ali
et al., 2005).

O crescimento e desenvolvimento das células sométicas e das célula germinativas que
formam o foliculo ovariano, € altamente coordenado e mutuamente dependente (Gilchrist et al.,
2004). Essas células formam uma unidade funcional consistindo de contato fisico, mediado por
juncBes gap, e por sinais parécrinos, sendo essacomunicagdo bi-direcional (Albertini & Barrett,
2003; Gandolfi et al., 2005). Sinai s parécrinos secretados pel o ovacito regulam afungéo folicular,
sendo que os principais sao os fatores da superfamilia TGF-4, particularmente GDF9, GDF-9B
(BMP-15) (Vanderhyden et al., 2003; Gilchrist et al., 2004). As células sométicas, por suavez,
também regulam o ovacito através de secregdo de fatores tais como kit ligand, esterol ativador
da meiose (MAS) e peptideos semelhantes ao EGF (Byskov et al., 1997; Albertini & Barret,
2003; Gilchrist et al., 2004; Conti et al., 2006; Wang et al., 2006).

A medidaque ofoliculo cresce e 0 antro é formado, as células dagranul osa se separam em
dois subtipos anatomi camente distintos, as células do cumulus que sdo intimae metabolicamente
ligadas ao ovécito, e as células murais, que formam aparede do foliculo (Gilchrist et al., 2004).
As células do cumulus séo altamente especializadas e tem projecdes celulares que atravessam a
zona pel tcida e formam pequenas jungdes com o citoplasma (gap). Essas juncdes sdo formadas
por proteinas, as conexinas, gue sdo classificadas de acordo com seu peso molecular (Rodriguez
& Farin, 2004), e cuja expressao em bovinos varia com o estégio de desenvolvimento folicular
(Fair, 2003). Sendo que a conexina 43 (Cx43) é a mais abundante no ovario e seu estado de
fosforilizagdo € o que determina a permeabilidade e condutibilidade das jungdes gap (Sela
Abramovich et al., 2006). Essas jungdes permitem a transferéncia, direta para o ovacito, de
mol éculas de pequeno peso molecular tais como ions, metabdlitos, nucleotideos e aminoacidos
gue SA0 Necessari0s para 0 Seu crescimento, assim como peguenas mol écul as regul adoras como
0 AMPc (Thomas et al., 2004; Gandolfi et al., 2005). Enquanto que, moléculas maiores, sao
transferidas também por essas juncdes, mas de forma indireta, ou sgja, apds se ligarem a seus
receptores celulares.

Além deter um papel importante namanutencao dos ovécitos em estégio de VG (Thomas
et al., 2004) e nainducéo daretomada da meiose (Vozzi et al., 2001), o contato funcional entre
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célulasdo cumulus e ovacitos durante amaturacdo € essencia para expressao datotal competéncia
ovocitaria(Vozzi et al., 2001; Ali et al., 2005). Visto que, a presenca de um inibidor das juncoes
gap, durante o periodoinicial damaturacéo, causaumadiminuicéo drasticanataxade blastocisto
em bovinos (Ali et al., 2005). Além disso, as células do cumulus, que permanecem em contato
com 0s ovacitos, sdo fundamentais para a regulacdo da repressao transcricional necessaria em
ovocitos pré-ovulatorios (De La Fuente, 2006).

Papel das Condicgdes de Cultivo

Além das caracteristicas morfol dgicas, as condi¢des de cultivo também afetam o0 sucesso
damaturacdoin vitro. A presencade horménios, substancias antioxidantes, fatores de crescimento,
temperatura, atmosfera gasosa, tipo de suplemento protéico, e densidade (nUmero de estruturas
por volume de meio) sdo alguns dos fatores que influenciam a maturacdo (Shi et al., 1998;
Khurana & Niemann, 2000; Watson et al., 2000; Dode & Graves, 2002; Dode & Graves, 2003;
Beker-van Woudenberg et al. 2004; Livingston et al., 2004; Oyamada & Fukui, 2004; Dalvit et
al., 2005).

Entretanto, mesmo que modificagtes no meio de maturagéo possam afetar a producédo de
blastocistos in vitro, os beneficios obtidos com essas modificagdes sdo geralmente modestos e
mesmo nos mel hores resultados, aproximadamente metade dos ovocitosaindafalhaem atingir o
estégio de blastocisto. Os efeitos mais marcantes na maturagdo, quando o meio é modificado,
s80 observados quando os ovicitos sdo ou hdo expostos as gonadotrofinas.

O papel do LH in vivo é estimular a retomada da meiose, devido a inducéo da hiper-
fosforilizagdo da Cx43 que compdem as juncdes gap, causando com isso o fechamento dessas
juncdes (Pant et al., 2005). Com a perda de comunicagdo entre essas células, cessa o suprimento
de AMPc das células do cumulus para o ovocito, resultando em uma diminuicdo de sua
concentracdo intra-ovocitaria. (Sela-Abramovich et al., 2006). O LH age nas células sométicas,
e seu efeito parece ser mediado por fatores de crescimento semel hantes ao EGF como aepireguling,
anfiregulina e beta-celulina (Conti et al., 2006). Apesar da controvérsia, estudos tem mostrado
gue a GV BD ocorre ap0s a perda de certo grau da funcionalidade das jungdes gap (Sutovsky et
al., 1993; Thomaset al ., 2004), mesmo assim é possivel que outros efeitos possam estar envolvidos
na diminuicdo do AMPc intra-ovocitario, e naretomada dameiosein vivo.

Invitro, aretiradado ovécito de dentro do foliculo induz a maturacéo esponténea (Bevers
& lzadyar, 2002). A remocéo dainfluénciainibitoriaimpostapelo ambientefolicular causauma
diminuicdo do AMPc intra-ovocitério, que pode ocorrer passivamente ou por ativacdo da
fosfodiesterase A3 presente no citoplasma do ovocito (Conti et al. 1998; Richard et al. 2001),
causando aretomada da meiose.

Em contraste, quando o FSH esta presente el e seligaao seu receptor nas célulasdo cumulus
aumentando o AMPc, que é transmitido para o ovécito atraves de juncdes gap (Webb et al.,
2002) e ativa dois tipos de proteinas kinase A (PKA) 1 ell. A PKA |, causa um aumento
temporario dos niveisde AMPc no ovacito, prevenindo a GV BD (Rodriguez & Farin, 2004). A
ativacdo da PKA 1, por outro lado, resulta natranscricdo de genes necessarios para o inicio da
maturacdo. Entretanto, a PKC também tem sido apontada como tendo papel importante na
transducéo do sinal do FSH, especialmente, no que se refere aos processos de transcricéo e
traducéo que sdo requeridos paraafase estimulatériada GV BD mediada pelas gonadotrofinasin
vitro (Ali & Sirard, 2005). E possivel que a inibicdo temporéaria da retomada da meiose seja
essencial paraque esses processos ocorram, e comisso apresencado FSH melhore o potencial
de desenvolvimento dos ovacitos. O que pode ser comprovado pelo fato do FSH ser necessario
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somente nas primeiras horas da maturacéo in vitro (Ali & Sirard, 2005). Portanto, in vitro, o
FSH e ndo o LH € o horménio chave paraa maturagéo ovocitéria.

Além das gonadotrofinas outros hormonios tém sido utilizados durante a maturacéo de
ovocitos bovinos com resultados similares aos obtidos com apresencade FSH. O EGF éutilizado
rotineiramente em a gunslaboratorios em substitui cao as gonadotrofinas, e seu efeito naexpansao
dacélulasdo cumulus (Lonergan et al., 1996), na maturacéo (L onergan et al. 1996; Oyamada et
al., 2004) e no desenvolvimento embrionario (Watson et al., 2000, Oyamada et al., 2004), tem
sido relatado. Entretanto, o envolvimento do EGF, e de outrosfatores que fazem parte dagrande
familia do EGF, na maturacéo néo estd bem claro (Dekel, 2005).

Da mesma forma, o GH adicionado no meio de maturacdo, acelera a GVBD, induz a
expansdo das células (Izardyar et al., 1996), melhoraa maturagéo citoplasmética (1zadyar et al.,
1998b) e aumenta as taxas de blastocisto (Izadyar et al., 1996). A adicdo de GH no meio de
maturacdo provoca uma diminuicdo significativa nas jungdes gap e uma menor expressao da
Cx43 (Kolleetal., 2003), sugerindo que o efeito do GH em acel erar ameiose se deve amudancas
na comunicagao intercelular, agindo nas células do cumulus (Kolleet al., 2003). Apesar de agéo
do GH e do FSH depender do AMPc, o efeito parece ser diferente no que se refere aacelerar a
retomada da meiose, e ao grau de expansdo das células do cumulus (Bevers & lzadyar 2002).
Mesmo assim, ambos melhoraram as taxas de blastocisto in vitro (Izadyar et al., 19984).

A presencade RNAm para receptor de GH, assim como a presenca do proprio hormonio
tem sido demonstrado nas células da granulosa, do cumulus e em ovacitos de foliculos antrais
medios (Izardyar et al., 1997; Kolle et al., 1998). Entretanto, 0 RNAmM para GH esta presente
somente nas células murais dagranulosa (lzadyar et al., 1999) e em ovOcitosimaturos e maturos
(Joudrey et al., 2003). Além disso, transcritos para Pit-1, que € o regular datranscricdo do GH,
foram detectados em ovécitos (Joudrey et al., 2003), sugerindo que esse é sintetizado pel o ovécito.

Considerando que apresencade GH e de seu RNAm sb foi observadaem foliculos maiores
do que 2 mm de didmetro e ndo em foliculos pré-antrais ou antrais pequenos (Joudrey et al.,
2003), pode-se supor que acapacidade do ovécito de sintetizar GH € adquiridaconcomitantemente
com a capacidade de completar ameiose. Portanto, apesar da agdo do GH e suaimportanciana
maturacdo in vivo ein vitro ndo estar clara, € possivel que esse tenhaum papel fisiol gico nesse
processo e que possa estar relacionado com a competéncia ovocitaria.

Competéncia Ovocitaria

Existem inlmeras evidencias de que a origem do ovdcito é crucia em determinar a sua
capacidade de ser fecundado e ter desenvol vimento embrionario normal (Hendriksen et al ., 2000;
Lonergan et al, 2003; Rodriguez & Farin, 2004).

A identificagdo de novos métodos para selecionar 0s ovocitos mais competentes tem sido
umabusca constante, entretanto, além damorfologiado CCO e do tamanho do foliculo, que séo
extensivamente utilizados em vérios | aboratorios, nenhum outro paréametro foi identificado com
indicador de competéncia. Isso, porque as vérias mudancgas ultra-estruturais e moleculares que
ocorrem durante o crescimento do ovAcito e que estéo associadas com a competéncia, somente
podem ser observadas por métodos invasivo que causam a destrui¢do do ovocito (Hyttell et al.,
1997).

Existe umacorrel agdo evidente entre o tamanho dosfolicul os e acompeténciados ovécitos.
Ovacitos provenientes de foliculos de maior diametro apresentam maior potencial de
desenvolvimento do que os provenientes de foliculos de menor didmetro (Paviok et al., 1992;
Lonergan et al., 1994; Dode et al., 2000; Kauffold et al., 2005). Essa relacéo foi recentemente
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confirmadaem um estudo envolvendo tréslaboratorios distintos, que mostrou que o tamanho do
foliculo foi altamente relacionado com a capacidade dos ovécitos maturados in vitro de se
desenvolverem até o estagio de blastocisto (Lequarre et al., 2005).

Durante afoliculogénese o ovécito cresce até atingir um diametro de cercade 110im, o
gue corresponde aum tamanho folicular de 3 mm. Nesse estégio é que 0sovocitos atingem o seu
crescimento, cessam a atividade do nucléolo e adquirem a competéncia meicética (Fair et al.,
1995, Hyttell et al., 1997; Dieleman et al., 2002; Merton et al., 2003). Apesar da drastica
diminuicdo transcricional que ocorre quando o ovécito completa seu crescimento, a transcricéo
ndo é totalmente inativada (Baran et al., 2004) e o didametro do ovocito pode ter um pegqueno
aumento na periodo final do desenvolvimento folicular (Dode at al., 2000; Bevers & |zadyar,
2002; Gandolfi et al., 2005). Portanto, em foliculos entre 3 e 8 mm, o didmetro do ovocito ndo
muda, a transcri¢éo € praticamente inativada e seu crescimento esta completo (Hyttell et al.,
1997; Dieleman et al., 2002; Merton et al., 2003).

Em foliculosentre 8 e 15 mm de diametro, periodo que corresponde adominanciafolicular,
0 ovocito de mamifero sofre mudancgas significativas que se completam antes do pico prée-
ovulatério de LH, essas mudancas séo chamadas de capacitacdo ou pré-maturacéo, e tem papel
fundamental naaquisicéo dacompeténcia(Fair et al., 1995; Hyttell et al., 1997; Dielemanet al.,
2002; Merton et al., 2003). Entretanto, muitos dos eventos citoplasmaticos e moleculares que
ocorrem durante esse periodo, ainda ndo sdo conhecidos (Humblot et al., 2005). Tentativas para
elucidar esses mecanismostém sido realizadas avaliando ovécitos obti dos em diferentes momentos
proximos ao pico de LH (Hendriksen et al., 2000; Knijn et al., 2002; Humblot et al., 2005).
Entretanto, os resultados sdo variaveis e ndo conclusivos, no que se refere a alteracéo no padréo
de expressdo de genes durante o periodo proximo a ovulacdo. Isso se deve, principalmente, a
diferencas nos protocol os de superovul agdo, momento daaspiracdo transvagina (OPU) (Merton
et al., 2003), manipulagdo dos ovécitos (Watson et al., 2000; Merton et al., 2003) e a0 pequeno
numero de genes avaliados. Desta forma, ainda ndo se conhece a mudanca no padréo geral da
expressao génica durante esse periodo, o que auxiliaria na elucidagdo dos eventos que ocorrem
durante a aquisi¢éo da competéncia.

Diferente do que ocorre in vivo, ovocitos utilizados para OPU e FIV sdo normalmente
obtidos de foliculos de 3-8 mm, que ndo sdo expostos as mudancas pré-ovulatérias do ambiente
folicular, e s3o menos competentes do gque os de foliculos acima de 8 mm (Hendriksen et al.,
2000). A populagdo defoliculos de 3-8 mm de didametro € muito heterogéneano que serefere aos
estégios de desenvolvimento e grau de atresia (Hendriksen et al., 2000). E possivel que a
competéncia, de umaporcao desses ovocitos, sgjainduzidapor umaatresiainicia €/ou moderada.
Essa hipotese pode ser embasada em estudos ultra estruturais que mostraram que ovocitos de
foliculos em atresiainicial, sofrem uma remodel agdo citoplasmética semelhante ao que ocorre
no periodo de pré-maturacdo (Hyttell et al.,1997), proporcionando a esses ovocitos uma alta
capacidade de desenvolvimento. Efeito benéfico daatresiainicial naaguisicdo dacompeténcia,
tem sido demonstrado também, quando ovarios séo mantidos por algumas horas apds o abate,
antes da obtenc&o dos ovacitos, resultando em uma aumento da taxa de blastocisto, por ssimular
oiniciodeatresia (Sirard & Blondin, 1996). Além disso, aandlise bi-dimensional das proteinas
produzidas nas células do cumulus de foliculos pré-ovulatérios e foliculos subordinados, em
diferentesgrausde atresia, mostrou haver umasemel hangamarcante entrefolicul os pré-ovulatorio
e foliculos de 3-8 mm levemente atrético (Dieleman et al., 2002). Esses resultados confirmam
gue oinicio de atresiaaumentaacompeténciados ovocitos, por causar mudangas semel hantes as
gue ocorrem no periodo de capacitacdo. Essa idéia também explicaria o fato de que, alguns
ovacitos coletados de folicul os grandes continuam incapazes de se desenvolver até blastocisto,
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enguanto outros de folicul os pequenos em torno de 3 mm s&o total mente competentes (Robert et
al., 2001).

ModificagOes do ambiente folicular pela utilizacdo de diferentes protocolos hormonais
aumentaram a competénciade ovacitos obtidos por OPU (Blondin et al., 1997; Bordignon et al .,
1997; Pivato et al., 1999). Essesresultadosindicam que o foliculo de origem évital paraconferir
aons ovocitos 0 ambiente necessario para adquirir competéncia para o desenvolvimento, e que a
qualidade intrinseca do ovocito no inicio do processo de PIV, é o fator mais importante em
determinar o seu destino final.

Portanto, a competéncia pode ser adquiridaem condi¢besfoliculares especificas (Blondin
et al., 1997). Sendo assim, Blondin et al, (2002) propds um tratamento hormonal, em que apésa
administracéo de FSH, os animais eram submetidos aum periodo de coasting, ou seja, sem FSH,
por 48 horas. Esse protocolo resultou em um aumento da competéncia, sendo que 80% dos
ovaocitos maturados, fecundados e cultivadosin vitro se desenvol veram até blastocisto. O periodo
de privacéo induziu o inicio da atresia enviando aos ovécitos o sina apropriado, de forma que
guando foram removidos dos folicul os estavam competentes. Entretanto, quando um periodo de
coasting de40 horasfoi utilizado em sistemacomercial de PIV, o aumento dataxade blastocisto,
apesar de satisfatoria, ndo foi significativa (Durocher et al., 2006). Da mesma forma, quando
animaisderacasdiferentesforam utilizados mantendo o periodo de coasting de 48 horas associado
(Barroset al., 2006) ou ndo aadministracéo de LH (Durairg et al., 2005), nenhumamelhorana
taxade blastocisto foi observada. Esses resultados sugerem que ajanelapara o coasting € pequena
epodevariar de acordo com araga, 0 periodo do ciclo em que o FSH é administrado, entre outros
fatores. A variagdo nos resultados, ndo invalida a hipétese de que 0s eventos que ocorrem antes
daretirada dos ovocitos do ambiente folicular, tém efeito determinante no seu desenvolvimento
posterior. Deste modo, o estabelecimento de um modelo, em que se possa ssimular 0 ambiente
folicular no qual a competéncia € adquirida, seria muito Gtil para determinar as mudancgas
molecul ares e cel ulares que ocorrem nesse periodo, e com i Sso proporcionar aos ovocitos condicdes
adeguadas para melhorar a eficiéncia das tecnologiasin vitro.

Como jamencionado anteriormente, ovocitos competentes necessitam ter estocado fatores
importantes, na forma de proteinas e RNAm estavel que deverdo ser utilizados durante a
maturagdo, fecundacdo einicio do desenvolvimento embrionario (Gandolfi et al., 2005). O papel
critico do ovécito atéaMZT, quando o genomaembrionario se tornafuncionalmente ativo, pode
ser comprovado pelo fato de que, durante esse periodo, 0 embri&o depende de mecanismos pos-
transcricionais para controlar o desenvolvimento . Isso indica que a competéncia do ovacito,
pode estar determinada pela composi¢do e quantidade de transcritos especificos no seu pool de
RNAmM, que sdo estocados durante o crescimento e fase fina da foliculogénese (Sirard et al.,
2001,2006; Lonergan et al., 2003; Robert et al., 2003; Gandolfi et al., 2005).

Para prevenir a degradacdo de RNAm e proteinas durante a estocagem, mecanismos de
pos-transcricdo e pos-traducdo sdo essenciais no ovocito (Wang & Kiledjian, 2000). Tem sido
demonstrado que atraducéo dos RNAmM maternos no ovacito, € regulada pelamudangana cauda
poli-A, que sdo seqiiénciaslocalizadas naregido ndo traduzivel dofinal 3' damoléculado RNAmM
(Gandolfi & Gandolfi, 2001). Portanto, apoliadenilizacéo representaum fator chave naregulagéo
da expressao génica, sendo que seu padrdo pode ser correlacionado com a capacidade de
desenvolvimento. Estudos em bovinos tém demonstrado que ovdcitos incompetentes contém
RNAmM de alguns genes, com cauda poli-A mais curta (traducionamente inativas) dos que os
totalmente competentes, sendo que essa diferenca esta presente tanto no estégio de GV como em
MII (Brevini-Gandolfi et al., 1999, Lequarre et al., 2004). Da mesma forma, Trenblay et al.
(2005) mostraram que 0o RNAm paraaciclinaB1, que € um fator importante para a maturacéo
ovocitaria, apresentavauma caudapoli-A significativamente maislongaem ovocitos obtidos de
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ovarios transportados a 35°C do que os de ovérios transportados em gelo. Apesar dos autores
terem sugerido que o padréo de poliadenilizac8o possa ser utilizado como marcador para
competéncia, cuidados devem ser tomados, visto que mesmo que o ovocito possua RNAm,
esses podem ndo ser efetivamente traduzidos. A falha natraducéo pode ser devido apresencade
repressores especificos ou mesmo, a uma insuficiéncia na ativagdo do proprio maguinario de
traducéo (Tomek et al., 2002).

Avancos nos Estudos da M atur acéo e Competéncia Ovocitaria

Um ovadcito competente difere de um incompetente por sua capacidade de sustentar o
desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto (Robert et al., 2001). Essadiferencaé
o resultado da expressao diferenciada de genes. Se os estoques de RNAmM maternos contribuem
paraacompeténcia, mudancas qualitativas e quantitativas devem existir entre RNAs de ovocitos
competentes e incompetentes. Portanto, avariacao naexpressao génicapermiteaidentificacdo e
0 isolamento de genes associados com o grau de competéncia do ovocito (Robert et al.,
2001;Robert et al., 2002; Fair et al., 2004), o que forneceriainformagdes valiosas dos mecani Smos
mol eculares envolvidos na maturacéo ovocitéaria completa.

Existe um crescente nimero deinformacdes naliteraturacom relagcéo aexpressao de genes
em ovocitos em diversos estagios de desenvolvimento (Robert et al., 2000, 2002; Dalbies-Tran
& Mermillod, 2003; Donnison & Pfeffer 2004; Assou et al., 2006). Entretanto, existe também
umafalta de informacéo de como esse genes estdo envolvidos nos processos celulares e, como
sdo afetados por mudangas no ambiente do ovocito.

O estudo de genes e de suas fungdes em ovacitos e embrides tem sido mais lento em
relagdo aoutrostipos de cé ulasetecidos. | sto ocorre principalmente, pelalimitadadisponibilidade
de material de ovdcito e embrides. Entretanto, nos Ultimos anos novas técnicas tém surgido
possibilitando utilizar quantidade minimas de material para avaliagdo da expressao génica.

Bibliotecas de subtrac&o associadas atécnicade microarranjos sdo ferramentas muito Uteis
para selecionar genes candidatos que estéo envolvidos em um determinado estégio fisiol 6gico
(Sirard et al., 2005). Atravésdaformacado de bibliotecas de subtragdo utilizando duas popul aces
distintas, é possivel gerar milhares de clones que séo diferencialmente expressos em uma das
popul agdes (Diatchenk et al., 1996). E se o resultado dessabibliotecade subtracdo for hibridizado
em umalaminade microarranjos, contendo milhares de seqliéncias de cDNA ou oligonucl eotideos
(Schenaet al., 1995), é possivel identificar rapidamente uma colegdo de genes candidatos, que
posteriormente poderdo ser sequienciados e selecionados. Entretanto, a eficiéncia desse método
paraidentificar candidatos esta rel acionada com a diferenca que existe entre os dois tecidos ou
amostras comparadas. Portanto, a confirmagdo da expressdo diferencial deve ser realizada por
outros métodos, como por exemplo, 0 PCR em tempo real (Q-PCR). Embora na maioria dos
estudos, os perfis encontrados naandlise de microarranj 0os sao confirmados pel 0 Q-PCR (Donnison
& Pfeffer, 2004; Zeng et al., 2004; El-Halawany et al., 2005), alguns estudos ndo mostram
mesmarelacdo e, reportam que menos de 30% dos genes sel eci onado apos a hibridizagdo mantém
adiferenca significativaapos aquantificacdo pelo Q-PCR ( Sisco et al., 2003; Fair et al., 2004;
Dode et al., 2006).

Esforcos para identificar marcadores potenciais para competéncia em ovocitos bovinos,
com o auxilio dessastécnicas, tem sido realizados utilizando ovoécitos de diferentes tamanhos de
foliculos (Robert et al. 2000; Donnison & Pfeffer 2004), células do cumulus (Robert et al. 2003)
e ovaocitos que clivam em diferentes momentos apos a fecundagdo (Fair et al. 2004; Dode et al.
2006). Apesar de alguns genes terem sido identificados como relacionados a competéncia,
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ainda ndo se tem um consenso sobre que gene ou genes podem ser usados como marcadores.
Entretanto, aidentificac8o desses genes que S80 mai s expressos Nos ovOci tos competentes, sugere
que esses, provavel mente, tém um papel importante nacompeténciaovocitaria. Estudos posteriores
deavaliacéo funcional desses genes contribuiréo paraa el ucidacdo dos mecanismosresponsaveis
pela aguisicao dessa competéncia.

E importante ressaltar, que quando da utilizacio dessas técnicas, os niveis de RNAmM
fornecem umamedi da de quantidade e que essa pode ser af etadando sO pel os niveisdetranscricéo,
mas também pelo processamento e degradacéo dos transcritos. Além disso, a quantidade de
RNAmM pode n&o corresponder aos niveis daproteina, e nem fornece qual quer informagdo quanto
a sua modificagao, atividade ou localizacdo. Desta forma, uma andlise mais criteriosa deve ser
realiza antes de se tirar conclusdes sobre o significado funcional dos niveis de RNAm de um
gene especifico. Somente apos a avaliagdo do contelido da proteina correspondente, é que se
pode relacionar aquantidade de RNAmM ao seu papel funcional no desenvol vimento embrionario.

Consideracdes Finais

A maturacdo ovocitaria é um processo complexo que envolve amodificacdo do estado da
cromatinado estagio de vesiculagerminativaametafase 11, alteragcbes no citoplasma que levam
a mudancas na distribuicéo e organizacdo de organelas e 0 acimulo de instrugdes moleculares
gue controlam a progressao nuclear e citoplasmética. Portanto, ovocitos devem conter todas as
informagdes em forma de RNAmM estavel, que se acumula durante o crescimento e fase final da
foliculogénese, paraque sejam capazes de maturar, sofrer asprimeirasdivisdes e ativar o genoma
embrionario. Essa competéncia adquirida gradativamente € o que permite que um ovocito tenha
capacidade de ter um desenvolvimento embrionario adequado apos a fecundagéo.

N&o restam duvidas de que acompeténciando se deve aalteracdo de apenas um gene, mas
sim a mudanca no nivel de expressdo de vérios genes. E, somente unindo esforcos de varios
grupos de pesquisas e utilizando técnicas apuradas de identificacdo e avaliagdo funciona de
genes associ ados a essa capaci dade de desenvol vimento, serapossivel desvendar os mecanismos
responsavei s pelaaquisicdo dacompeténcia. A partir desse conhecimento, serdpossivel determinar
as condi¢gdes mais adequadas e reproduzir essas condigdes in vitro, definindo sistemas mais
eficientes paraamaturacdo in vitro, aumentando adisponibilidade de ovicitos competentes para
serem utilizados nas técnicas de reproducdo assistida.
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