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Resumo

A maturação envolve mudanças nucleares, citoplasmáticas e moleculares que conferem ao
ovócito a capacidade de se desenvolver ao estágio de blastocito, sendo um processo chave na
produção in vitro de embriões. Apesar dos avanços obtidos nos últimos anos no sistema de
produção in vitro de embriões bovinos, a percentagem de embriões produzidos de ovócitos
maturados in vitro ainda é inferior àqueles maturados in vivo. Vários fatores afetam o sucesso da
maturação in vitro, dentre eles a presença das células do cumulus e as condições de cultivo tem
destacada importância. Entretanto, o fator mais importante em determinar o destino final do
ovócito é a sua competência para o desenvolvimento. Em que momento ocorre à aquisição dessa
competência e qual o mecanismo responsável, ainda não são conhecidos.  Estudos indicam que
a competência está determinada pela composição e quantidade de transcritos, que são estocados
durante o crescimento e fase final da foliculogênese. Portanto, a diferença entre ovócitos
competentes e incompetentes se deve a expressão diferenciada de genes. Somente pela
identificação e avaliação funcional de genes associados à competência, será possível desvendar
os mecanismos envolvidos na sua aquisição. Esse conhecimento possibilitará a definição de
sistemas mais eficientes, para aumentar a disponibilidade de ovócitos com capacidade de
desenvolvimento e, otimizar a utilização das técnicas de reprodução assistida. Palavras chaves:
ovócito, maturação, competência, expressão gênica.

Introdução

A maturação de ovócitos é um procedimento chave na produção in vitro de embriões (PIV),
visto que as demais etapas do processo dependem da quantidade de ovócitos maturos e com
potencial de desenvolvimento (Dieleman et al., 2002). Portanto, o sucesso tanto da PIV como de
várias técnicas de reprodução assistida dependem, basicamente, da disponibilidade de uma
população uniforme e competente de ovócitos imaturos para serem utilizados na maturação in
vitro.

Mesmo após a rigorosa seleção de ovócitos, a taxa de produção de embriões viáveis é
menor em ovócitos maturados in vitro do que naqueles produzidos in vivo (Van de Leemput et
al., 1999; Takagi et al., 2001; Rizos et al., 2002). Portanto, pode-se supor que a maturação ainda
é um fator limitante na PIV, e que apesar de milhares de produtos terem sido produzidos a partir
de ovócitos imaturos em bovinos, os eventos fisiológicos que ocorrem durante a maturação são
pouco conhecidos.

Inúmeras evidências têm sido apresentadas nos últimos anos indicando que o potencial de
desenvolvimento de embriões in vitro, depende da qualidade dos ovócitos dos quais se originam
(Sirard et al., 2003, Lonergan et al., 2003, Rodriguez & Farin, 2004), sendo que essa qualidade
afeta não só o desenvolvimento embrionário, mas também a prenhez e o desenvolvimento fetal
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posterior (Krisher, 2004).  A maioria dos ovócitos proveniente de folículos antrais é capaz de
completar a maturação nuclear, mas somente os competentes têm a capacidade de ter
desenvolvimento embrionário normal (Sirard et al., 2006). Os mecanismos que controlam a
aquisição dessa competência têm sido extensivamente estudados, e as pesquisas nessa área estão
sendo progressivamente direcionadas para uma abordagem mais molecular, na tentativa de elucidar
esses mecanismos.

Essa revisão aborda alguns aspectos celulares e moleculares da maturação ovocitária e
aquisição da competência, que afetam a capacidade do ovócito de sustentar o desenvolvimento
embrionário.

Maturação Ovocitária

Durante a ovogênese, os ovócitos de mamíferos permanecem retidos no estágio de diplóteno
da prófase da primeira divisão meiótica, desde a vida fetal até pouco antes da ovulação (Wassarman
& Albertini, 1994).  A retomada da meiose pode ser mediada por um estímulo hormonal in vivo,
em resposta ao pico pré-ovulatório de LH, ou pela retirada do ovócito de dentro do folículo.
Sendo o período da maturação o estágio final da preparação do ovócito para a fecundação.

Somente ovócitos competentes têm a capacidade de sofrer a maturação completa. Essa
competência é progressivamente adquirida durante os estágios finais da foliculogênese, através
de várias mudanças celulares e moleculares que conferem ao ovócito a capacidade de completar
a divisão meiótica, garantir uma fecundação monospérmica, descondensar a cabeça do
espermatozóide, transpor a transição materno-zigótica (MZT) e prosseguir o seu desenvolvimento
(Coticchio et al., 2004). Portanto, quando um ovócito imaturo é removido do folículo ele deve
ser capaz de sofrer não só a maturação nuclear e citoplasmática, mas também a maturação
molecular. A maturação molecular, apesar de ser um componente da citoplasmática (Sirard, 2001),
pode ser abordada separadamente devido a sua complexidade .

Os eventos nucleares que ocorrem durante a maturação envolvem a reorganização da rede
de microtúbulos, rompimento do envoltório nuclear, condensação dos cromossomos e progressão
da meiose para metáfase I, anáfase I, telófase I, expulsão do primeiro corpúsculo polar e retenção
no estágio de metáfase II (Cha & Chian, 1998).  A programação da maturação nuclear no ovócito
é automaticamente ativada após a sua remoção do folículo (Sirard et al., 2006). Os ovócitos que
atingem o seu crescimento total completam a maturação nuclear, mesmo na ausência de qualquer
agente estimulador como, por exemplo, as gonadotrofinas (Dode & Adona, 2001; Ali & Sirard,
2005). A retomada da meiose induz a inativação da transcrição e imediatamente limita o programa
molecular do ovócito requerido para passar a MZT. Portanto, ações para modificar o programa
molecular do ovócito devem ocorrer antes do rompimento da vesícula germinativa (GVBD).

O primeiro indicativo de mudança citoplasmática é a compactação do nucléolo, sugerindo
a diminuição e/ou perda da atividade transcricional (Fair et al., 1995; Hyttell et al., 1997). Ainda
durante a maturação, ocorrem mudanças na organização do citoplasma tais como um contínuo
desenvolvimento dos estoques de lipídios, redução do aparelho de Golgi, redistribuição de
ribossomos, rearranjo das mitocôndrias, e alinhamento dos grânulos corticais próximo à membrana
plasmática (Hyttell et al., 1997).  Portanto, a maturação citoplasmática está associada com as
mudanças celulares que permitem que a fecundação ocorra com sucesso.

 Um aspecto importante durante o crescimento do ovócito é seu alto grau de atividade
transcricional, refletindo a importância do acúmulo de proteínas e RNAm de origem materna, os
quais são necessários não só para o crescimento e maturação mas, especialmente, para o
desenvolvimento embrionário inicial (Song & Wessel, 2005). Em mamíferos superiores, o ovócito
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precisa acumular, durante a foliculogênese, todos os fatores maternos necessário para sustentar a
maturação e o desenvolvimento até a ativação do genoma embrionário. Em bovinos a retomada
da meiose induz a perda da capacidade de transcrição, e apesar de haver uma pequena atividade
transcricional no estágio de 1-2 células (Viuff et al., 1996), o aumento substancial nessa atividade
só ocorre no estágio de 8-16 células (Memili & First, 2000). A formação desse estoque de RNAm
e proteínas de origem materna, que confere ao ovócito o programa molecular necessário para a
MZT, se refere à maturação molecular.

Tendo em vista que ovócitos maturados in vitro apresentam menores taxas de blastocisto
após a fecundação e o cultivo in vitro quando comparados aos in vivo (Takagi et al., 2001; Rizos
et al., 2002), pode-se presumir que o baixo desenvolvimento embrionário se deve a deficiência
do ovócito seja na maturação nuclear, citoplasmática ou na molecular.  Vários fatores podem
afetar o sucesso da maturação ovocitária, entre eles pode-se destacar a morfologia do complexo
cumulus-ovócito (CCO), as condições de maturação e a competência do ovócito.

Papel das Células do Cumulus

A associação íntima entre células do cumulus e o ovócito é um requisito básico para o
crescimento folicular e ovocitário, para a aquisição da competência e para a coordenação da
maturação nuclear e citoplasmática (Vozzi et al., 2001; Fair, 2003; Rodriguez & Farin, 2004; Ali
et al., 2005).

O crescimento e desenvolvimento das células somáticas e das célula germinativas que
formam o folículo ovariano, é altamente coordenado e mutuamente dependente (Gilchrist et al.,
2004). Essas células formam uma unidade funcional consistindo de contato físico, mediado por
junções gap, e por sinais parácrinos, sendo essa comunicação bi-direcional (Albertini & Barrett,
2003; Gandolfi et al., 2005). Sinais parácrinos secretados pelo ovócito regulam a função folicular,
sendo que os principais são os fatores da superfamília TGF-â, particularmente GDF9, GDF-9B
(BMP-15) (Vanderhyden et al., 2003; Gilchrist et al., 2004). As células somáticas, por sua vez,
também regulam o ovócito através de secreção de fatores tais como kit ligand, esterol ativador
da meiose (MAS) e peptídeos semelhantes ao EGF (Byskov et al., 1997; Albertini & Barret,
2003; Gilchrist et al., 2004; Conti et al., 2006; Wang et al., 2006).

À medida que o folículo cresce e o antro é formado, as células da granulosa se separam em
dois subtipos anatomicamente distintos, as células do cumulus que são íntima e metabolicamente
ligadas ao ovócito, e as células murais, que formam a parede do folículo (Gilchrist et al., 2004).
As células do cumulus são altamente especializadas e tem projeções celulares que atravessam a
zona pelúcida e formam pequenas junções com o citoplasma (gap). Essas junções são formadas
por proteínas, as conexinas, que são classificadas de acordo com seu peso molecular (Rodriguez
& Farin, 2004), e cuja expressão em bovinos varia com o estágio de desenvolvimento folicular
(Fair, 2003). Sendo que a conexina 43 (Cx43) é a mais abundante no ovário e seu estado de
fosforilização é o que determina a permeabilidade e condutibilidade das junções gap (Sela-
Abramovich et al., 2006). Essas junções permitem a transferência, direta para o ovócito, de
moléculas de pequeno peso molecular tais como íons, metabólitos, nucleotídeos e aminoácidos
que são necessários para o seu crescimento, assim como pequenas moléculas reguladoras como
o AMPc (Thomas et al., 2004; Gandolfi et al., 2005). Enquanto que, moléculas maiores, são
transferidas também por essas junções, mas de forma indireta, ou seja, após se ligarem a seus
receptores celulares.

Além de ter um papel importante na manutenção dos ovócitos em estágio de VG (Thomas
et al., 2004) e na indução da retomada da meiose (Vozzi et al., 2001), o contato funcional entre
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células do cumulus e ovócitos durante a maturação é essencial para  expressão da total competência
ovocitária (Vozzi et al., 2001; Ali et al., 2005). Visto que, a presença de um inibidor das junções
gap, durante o período inicial da maturação, causa uma diminuição drástica na taxa de blastocisto
em bovinos (Ali et al., 2005).   Além disso, as células do cumulus, que permanecem em contato
com os ovócitos, são fundamentais para a regulação da repressão transcricional necessária em
ovócitos  pré-ovulatórios (De La Fuente, 2006).

Papel das Condições de Cultivo

Além das características morfológicas, as condições de cultivo também afetam o sucesso
da maturação in vitro. A presença de hormônios, substâncias antioxidantes, fatores de crescimento,
temperatura, atmosfera gasosa, tipo de suplemento protéico, e densidade (número de estruturas
por volume de meio) são alguns dos fatores que influenciam a maturação (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 modificações no meio de maturação possam afetar a produção de
blastocistos in vitro, os benefícios obtidos com essas modificações são geralmente modestos e
mesmo nos melhores resultados, aproximadamente metade dos ovócitos ainda falha em atingir o
estágio de blastocisto. Os efeitos mais marcantes na maturação, quando o meio é modificado,
são observados quando os ovócitos são ou não expostos às gonadotrofinas.

O papel do LH in vivo é estimular a retomada da meiose, devido à indução da hiper-
fosforilização da Cx43 que compõem as junções gap, causando com isso o fechamento dessas
junções (Pant et al., 2005). Com a perda de comunicação entre essas células, cessa o suprimento
de AMPc das células do cumulus para o ovócito, resultando em uma diminuição de sua
concentração intra-ovocitária. (Sela-Abramovich et al., 2006). O LH age nas células somáticas,
e seu efeito parece ser mediado por fatores de crescimento semelhantes ao EGF como a epiregulina,
anfiregulina e beta-celulina (Conti et al., 2006). Apesar da controvérsia, estudos tem mostrado
que a GVBD ocorre após a perda de certo grau da funcionalidade das junções gap (Sutovsky et
al., 1993; Thomas et al., 2004), mesmo assim é possível que outros efeitos possam estar envolvidos
na diminuição do AMPc  intra-ovocitário,  e na retomada da meiose in vivo.

In vitro, a retirada do ovócito de dentro do folículo induz  a maturação espontânea (Bevers
& Izadyar, 2002).  A remoção da influência inibitória imposta pelo ambiente folicular causa uma
diminuição do AMPc intra-ovocitário, que pode ocorrer passivamente ou por ativação da
fosfodiesterase A3 presente no citoplasma do ovócito (Conti et al. 1998; Richard et al. 2001),
causando a retomada da meiose.

Em contraste, quando o FSH está presente ele se liga ao seu receptor nas células do cumulus
aumentando o AMPc, que é transmitido para o ovócito através de junções gap (Webb et al.,
2002) e ativa dois tipos de proteínas kinase A (PKA)  I e II.  A PKA I, causa um aumento
temporário dos níveis de AMPc  no ovócito, prevenindo a GVBD (Rodriguez & Farin, 2004). A
ativação da PKA II, por outro lado, resulta na transcrição de genes necessários para o início da
maturação. Entretanto, a PKC também tem sido apontada como tendo papel importante na
transdução do sinal do FSH, especialmente, no que se refere aos processos de transcrição e
tradução que são requeridos para a fase estimulatória da GVBD mediada pelas gonadotrofinas in
vitro (Ali & Sirard, 2005). É possível que a inibição temporária da retomada da meiose seja
essencial para que esses processos ocorram, e com isso  a presença do FSH melhore o potencial
de desenvolvimento dos ovócitos. O que pode ser comprovado pelo fato do FSH ser necessário
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somente nas primeiras horas da maturação in vitro (Ali & Sirard, 2005). Portanto, in vitro, o
FSH e não o LH é o hormônio chave para a maturação ovocitária.

Além das gonadotrofinas outros hormônios têm sido utilizados durante a maturação de
ovócitos bovinos com resultados similares aos obtidos com a presença de FSH.  O EGF é utilizado
rotineiramente em alguns laboratórios em substituição às gonadotrofinas, e seu efeito na expansão
da células do cumulus (Lonergan et al., 1996), na maturação (Lonergan et al. 1996; Oyamada et
al., 2004) e no desenvolvimento embrionário (Watson et al., 2000, Oyamada et al., 2004), tem
sido relatado. Entretanto, o envolvimento do EGF, e de outros fatores que fazem parte da grande
família do EGF, na maturação não está bem claro (Dekel, 2005).

Da mesma forma, o GH adicionado no meio de maturação, acelera a GVBD, induz a
expansão das células (Izardyar et al., 1996), melhora a maturação citoplasmática (Izadyar et al.,
1998b) e aumenta as taxas de blastocisto (Izadyar et al., 1996). A adição de GH no meio de
maturação provoca uma diminuição significativa nas junções gap e uma menor expressão da
Cx43 (Kolle et al., 2003), sugerindo que o efeito do GH em acelerar a meiose se deve a mudanças
na comunicação intercelular, agindo nas células do cumulus (Kolle et al., 2003). Apesar de ação
do GH e do FSH depender do AMPc, o efeito parece ser diferente no que se refere a acelerar a
retomada da meiose, e ao grau de expansão das células do cumulus (Bevers & Izadyar 2002).
Mesmo assim, ambos melhoraram as taxas de blastocisto in vitro (Izadyar et al., 1998a).

A presença de RNAm para receptor de GH, assim como a presença do próprio hormônio
tem sido demonstrado nas células da granulosa, do cumulus e em ovócitos de folículos antrais
médios (Izardyar et al., 1997; Kolle et al., 1998).  Entretanto, o  RNAm para GH está presente
somente nas células murais da granulosa (Izadyar et al., 1999) e em ovócitos imaturos e maturos
(Joudrey et al., 2003). Além disso, transcritos para Pit-1, que é o regular da transcrição do GH,
foram detectados em ovócitos (Joudrey et al., 2003), sugerindo que esse é sintetizado pelo ovócito.

Considerando que a presença de GH e de seu RNAm só foi observada em folículos maiores
do que 2 mm de diâmetro e não em folículos pré-antrais ou antrais pequenos (Joudrey et al.,
2003), pode-se supor que a capacidade do ovócito de sintetizar GH é adquirida concomitantemente
com a capacidade de completar a meiose. Portanto, apesar da ação do GH e sua importância na
maturação in vivo e in vitro não estar clara, é possível que esse tenha um papel fisiológico nesse
processo e que possa estar relacionado com a competência ovocitária.

Competência Ovocitária

Existem inúmeras evidencias de que a origem do ovócito é crucial em determinar a sua
capacidade de ser fecundado e ter desenvolvimento embrionário normal (Hendriksen et al., 2000;
Lonergan et al, 2003; Rodriguez & Farin, 2004).

A identificação de novos métodos para selecionar os ovócitos mais competentes tem sido
uma busca constante, entretanto, além da morfologia do CCO e do tamanho do folículo, que são
extensivamente utilizados em vários laboratórios, nenhum outro parâmetro foi identificado com
indicador de competência. Isso, porque as várias mudanças ultra-estruturais e moleculares que
ocorrem durante o crescimento do ovócito e que estão associadas com a competência, somente
podem ser observadas por métodos invasivo que causam a destruição do ovócito (Hyttell et al.,
1997).

Existe uma correlação evidente entre o tamanho dos folículos e a competência dos ovócitos.
Ovócitos provenientes de folículos de maior diâmetro apresentam maior potencial de
desenvolvimento do que os provenientes de folículos de menor diâmetro (Pavlok et al., 1992;
Lonergan et al., 1994; Dode et al., 2000; Kauffold et al., 2005). Essa relação foi recentemente
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confirmada em um estudo envolvendo três laboratórios distintos, que mostrou que o tamanho do
folículo foi altamente relacionado com a capacidade dos ovócitos maturados in vitro de se
desenvolverem até o estágio de blastocisto (Lequarre et al., 2005).

Durante a foliculogênese o ovócito  cresce até  atingir um diâmetro de cerca de 110 ìm, o
que corresponde a um tamanho folicular de 3 mm. Nesse estágio é que os ovócitos atingem o seu
crescimento,  cessam a atividade do nucléolo e adquirem a  competência meiótica (Fair et al.,
1995, Hyttell et al., 1997; Dieleman et al., 2002; Merton et al., 2003).  Apesar da drástica
diminuição transcricional que ocorre quando o ovócito completa seu crescimento, a transcrição
não é totalmente inativada  (Baran et al., 2004) e o diâmetro do ovócito pode ter um pequeno
aumento na período final do desenvolvimento folicular (Dode at al., 2000; Bevers & Izadyar,
2002; Gandolfi et al., 2005).  Portanto, em folículos entre 3 e 8 mm, o diâmetro do ovócito não
muda, a transcrição é praticamente inativada e seu crescimento está completo (Hyttell et al.,
1997; Dieleman et al., 2002; Merton et al., 2003).

Em folículos entre 8 e 15 mm de diâmetro, período que corresponde à dominância folicular,
o ovócito de mamífero sofre mudanças significativas que se completam antes do pico pré-
ovulatório de LH, essas mudanças são chamadas de capacitação ou pré-maturação, e tem papel
fundamental na aquisição da competência (Fair et al., 1995; Hyttell et al., 1997; Dieleman et al.,
2002; Merton et al., 2003). Entretanto, muitos dos eventos citoplasmáticos e moleculares que
ocorrem durante esse período, ainda não são conhecidos (Humblot et al., 2005). Tentativas para
elucidar esses mecanismos têm sido realizadas avaliando ovócitos obtidos em diferentes momentos
próximos ao pico de LH (Hendriksen et al., 2000; Knijn et al., 2002; Humblot et al., 2005).
Entretanto, os resultados são variáveis e não conclusivos, no que se refere à alteração no padrão
de expressão de genes durante o período próximo a ovulação. Isso se deve, principalmente, a
diferenças nos protocolos de superovulação, momento da aspiração transvaginal (OPU) (Merton
et al., 2003), manipulação dos ovócitos (Watson et al., 2000; Merton et al., 2003) e ao pequeno
número de genes avaliados. Desta forma, ainda não se conhece a mudança no padrão geral da
expressão gênica durante esse período, o que auxiliaria na elucidação dos eventos que ocorrem
durante a aquisição da competência.

Diferente do que ocorre in vivo, ovócitos utilizados para OPU e FIV são normalmente
obtidos de folículos de 3-8 mm, que não são expostos às mudanças pré-ovulatórias do ambiente
folicular, e são menos competentes do que os de folículos acima de 8 mm (Hendriksen et al.,
2000). A população de folículos de 3-8 mm de diâmetro é muito heterogênea no que se refere aos
estágios de desenvolvimento e grau de atresia (Hendriksen et al., 2000).  É possível que a
competência, de uma porção desses ovócitos, seja induzida por uma atresia inicial e/ou moderada.
Essa hipótese pode ser embasada em estudos ultra estruturais que mostraram que ovócitos de
folículos em atresia inicial, sofrem uma remodelação citoplasmática semelhante ao que ocorre
no período de pré-maturação (Hyttell et al.,1997), proporcionando a esses ovócitos uma alta
capacidade de desenvolvimento. Efeito benéfico da atresia inicial na aquisição da competência,
tem sido demonstrado também, quando ovários são mantidos por algumas horas após o abate,
antes da obtenção dos ovócitos, resultando em uma aumento da taxa de blastocisto, por simular
o início de atresia  (Sirard & Blondin, 1996). Além disso, a análise bi-dimensional das proteínas
produzidas nas células do cumulus de folículos pré-ovulatórios e folículos subordinados, em
diferentes graus de atresia, mostrou haver uma semelhança marcante entre folículos pré-ovulatório
e folículos de 3-8 mm levemente atrético (Dieleman et al., 2002). Esses resultados confirmam
que o início de atresia aumenta a competência dos ovócitos, por causar mudanças semelhantes às
que ocorrem no período de capacitação. Essa idéia também explicaria o fato de que, alguns
ovócitos coletados de folículos grandes continuam incapazes de se desenvolver até blastocisto,
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enquanto outros de folículos pequenos em torno de 3 mm são totalmente competentes (Robert et
al., 2001).

Modificações do ambiente folicular pela utilização de diferentes protocolos hormonais
aumentaram a competência de ovócitos obtidos por OPU (Blondin et al., 1997; Bordignon et al.,
1997; Pivato et al., 1999). Esses resultados indicam que o folículo de origem é vital para conferir
aos ovócitos o ambiente necessário para adquirir competência para o desenvolvimento, e que a
qualidade intrínseca do ovócito no início do processo de PIV, é o fator mais importante em
determinar o seu destino final.

Portanto, a competência pode ser adquirida em condições foliculares específicas (Blondin
et al., 1997). Sendo assim, Blondin et al, (2002) propôs um tratamento hormonal, em que após a
administração de FSH, os animais eram submetidos a um período de coasting, ou seja, sem FSH,
por 48 horas. Esse protocolo resultou em um aumento da competência, sendo que 80% dos
ovócitos maturados, fecundados e cultivados in vitro se desenvolveram até blastocisto. O período
de privação induziu o início da atresia enviando aos ovócitos o sinal apropriado, de forma que
quando foram removidos dos folículos estavam competentes. Entretanto, quando um período de
coasting de 40 horas foi utilizado em sistema comercial de PIV, o aumento da taxa de blastocisto,
apesar de satisfatória, não foi significativa (Durocher et al., 2006). Da mesma forma, quando
animais de raças diferentes foram  utilizados mantendo o período de coasting de 48 horas associado
(Barros et al., 2006) ou não à administração de LH (Durairaj et al., 2005), nenhuma melhora na
taxa de blastocisto foi observada. Esses resultados sugerem que a janela para o coasting é pequena
e pode variar de acordo com a raça, o período do ciclo em que o FSH é administrado, entre outros
fatores. A variação nos resultados, não invalida a hipótese de que os eventos que ocorrem antes
da retirada dos ovócitos do ambiente folicular, têm efeito determinante no seu desenvolvimento
posterior. Deste modo, o estabelecimento de um modelo, em que se possa simular o ambiente
folicular no qual a competência é adquirida, seria muito útil para determinar as mudanças
moleculares e celulares que ocorrem nesse período, e com isso proporcionar aos ovócitos condições
adequadas para melhorar a eficiência das tecnologias in vitro.

Como já mencionado anteriormente, ovócitos competentes necessitam ter estocado fatores
importantes, na forma de proteínas e RNAm estável que deverão ser utilizados durante a
maturação, fecundação e início do desenvolvimento embrionário (Gandolfi et al., 2005). O papel
crítico do ovócito até a MZT, quando o genoma embrionário se torna funcionalmente ativo, pode
ser comprovado pelo fato de que, durante esse período, o embrião depende de mecanismos pós-
transcricionais para controlar o desenvolvimento . Isso indica que a competência do ovócito,
pode estar determinada pela composição e quantidade de transcritos específicos no seu pool de
RNAm, que são estocados durante o crescimento e fase final da foliculogênese (Sirard et al.,
2001,2006; Lonergan et al., 2003; Robert et al., 2003; Gandolfi et al., 2005).

Para prevenir a degradação de RNAm e proteínas durante a estocagem, mecanismos de
pós-transcrição e pós-tradução são essenciais no ovócito (Wang & Kiledjian, 2000). Tem sido
demonstrado que a tradução dos RNAm maternos no ovócito, é regulada pela mudança na cauda
poli-A, que são seqüências localizadas na região não traduzível do final 3’ da molécula do RNAm
(Gandolfi & Gandolfi, 2001). Portanto, a poliadenilização representa um fator chave na regulação
da expressão gênica, sendo que seu padrão pode ser correlacionado com a capacidade de
desenvolvimento. Estudos em bovinos têm demonstrado que ovócitos incompetentes contêm
RNAm de alguns genes, com cauda poli-A mais curta (traducionalmente inativas) dos que os
totalmente competentes, sendo que essa diferença está presente tanto no estágio de GV como em
MII (Brevini-Gandolfi et al., 1999, Lequarre et al., 2004). Da mesma forma, Trenblay et al.
(2005) mostraram que o RNAm para a ciclina B1, que é um fator importante para a maturação
ovocitária, apresentava uma cauda poli-A significativamente mais longa em ovócitos obtidos de
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ovários transportados a 35°C do que os de ovários transportados em gelo. Apesar dos autores
terem sugerido que o padrão de poliadenilização possa ser utilizado como marcador para
competência, cuidados devem ser tomados, visto que mesmo que o ovócito possua RNAm,
esses podem não ser efetivamente traduzidos. A falha na tradução pode ser devido a presença de
repressores específicos ou mesmo, a uma insuficiência na ativação do próprio maquinário de
tradução (Tomek et al., 2002).

Avanços nos Estudos da Maturação e Competência Ovocitária

Um ovócito competente difere de um incompetente por sua capacidade de sustentar o
desenvolvimento embrionário até o estágio de blastocisto (Robert et al., 2001). Essa diferença é
o resultado da expressão diferenciada de genes. Se os estoques de RNAm maternos contribuem
para a competência, mudanças qualitativas e quantitativas devem existir entre RNAs de ovócitos
competentes e incompetentes. Portanto, a variação na expressão gênica permite a identificação e
o isolamento de genes associados com o grau de competência do ovócito (Robert et al.,
2001;Robert et al., 2002; Fair et al., 2004), o que forneceria informações valiosas dos mecanismos
moleculares envolvidos na maturação ovocitária completa .

Existe um crescente número de informações na literatura com relação à expressão de genes
em ovócitos em diversos estágios de desenvolvimento (Robert et al., 2000, 2002; Dalbies-Tran
& Mermillod, 2003; Donnison & Pfeffer 2004; Assou et al., 2006). Entretanto, existe também
uma falta de informação de como esse genes estão envolvidos nos processos celulares e, como
são afetados por mudanças no ambiente do ovócito.

O estudo de genes e de suas funções em ovócitos e embriões tem sido mais lento em
relação a outros tipos de células e tecidos. Isto ocorre principalmente, pela limitada disponibilidade
de material de ovócito e embriões. Entretanto, nos últimos anos novas técnicas têm surgido
possibilitando utilizar quantidade mínimas de material para avaliação da expressão gênica.

Bibliotecas de subtração associadas à técnica de microarranjos são ferramentas muito úteis
para selecionar genes candidatos que estão envolvidos em um determinado estágio fisiológico
(Sirard et al., 2005).  Através da formação de bibliotecas de subtração utilizando duas populações
distintas, é possível gerar milhares de clones que são diferencialmente expressos em uma das
populações (Diatchenk et al., 1996). E se o resultado dessa biblioteca de subtração for hibridizado
em uma lâmina de microarranjos, contendo milhares de seqüências de cDNA ou oligonucleotídeos
(Schena et al., 1995),  é possível identificar rapidamente uma coleção de genes candidatos, que
posteriormente poderão ser seqüenciados e selecionados.  Entretanto, a eficiência desse método
para identificar candidatos está relacionada com a diferença que existe entre os dois tecidos ou
amostras comparadas. Portanto, a confirmação da expressão diferencial deve ser realizada por
outros métodos, como por exemplo, o PCR em tempo real (Q-PCR). Embora na maioria dos
estudos, os perfis encontrados na análise de microarranjos são confirmados pelo Q-PCR (Donnison
& Pfeffer, 2004; Zeng et al., 2004; El-Halawany et al., 2005), alguns estudos não mostram essa
mesma relação e, reportam que menos de 30% dos genes selecionado após a hibridização mantém
a diferença  significativa após a quantificação pelo Q-PCR ( Sisco et al., 2003; Fair et al., 2004;
Dode et al., 2006).

Esforços para identificar marcadores potenciais para competência em ovócitos bovinos,
com o auxilio dessas técnicas, tem sido realizados utilizando ovócitos de diferentes tamanhos de
folículos (Robert et al. 2000; Donnison & Pfeffer 2004), células do cumulus (Robert et al. 2003)
e ovócitos que clivam em diferentes momentos após a fecundação (Fair et al. 2004; Dode et al.
2006).   Apesar de alguns genes terem sido identificados como relacionados à competência,
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ainda não se tem um consenso sobre que gene ou genes podem ser usados como marcadores.
Entretanto, a identificação desses genes que são mais expressos nos ovócitos competentes, sugere
que esses, provavelmente, têm um papel importante na competência ovocitária. Estudos posteriores
de avaliação funcional desses genes contribuirão para a elucidação dos mecanismos responsáveis
pela aquisição dessa competência.

É importante ressaltar, que quando da utilização dessas técnicas, os níveis de RNAm
fornecem uma medida de quantidade e que essa pode ser afetada não só pelos níveis de transcrição,
mas também pelo processamento e degradação dos transcritos. Além disso, a quantidade de
RNAm pode não corresponder aos níveis da proteína, e nem fornece qualquer informação quanto
a sua modificação, atividade ou localização. Desta forma, uma análise mais criteriosa deve ser
realiza antes de se tirar conclusões sobre o significado funcional dos níveis de RNAm de um
gene específico. Somente após a avaliação do conteúdo da proteína correspondente, é que se
pode relacionar a quantidade de RNAm ao seu papel funcional no desenvolvimento embrionário.

Considerações Finais

A maturação ovocitária é um processo complexo que envolve a modificação do estado da
cromatina do estágio de vesícula germinativa à metáfase II, alterações no citoplasma que levam
a mudanças na distribuição e organização de organelas e o acúmulo de instruções moleculares
que controlam a progressão nuclear e citoplasmática. Portanto, ovócitos devem conter todas as
informações em forma de RNAm estável, que se acumula durante o crescimento e fase final da
foliculogênese, para que sejam capazes de maturar, sofrer as primeiras divisões e ativar o genoma
embrionário. Essa competência adquirida gradativamente é o que permite que um ovócito tenha
capacidade de ter um desenvolvimento embrionário adequado após a fecundação.

Não restam dúvidas de que a competência não se deve a alteração de apenas um gene, mas
sim a mudança no nível de expressão de vários genes.  E, somente unindo esforços de vários
grupos de pesquisas e utilizando técnicas apuradas de identificação e avaliação funcional de
genes associados a essa capacidade de desenvolvimento, será possível desvendar os mecanismos
responsáveis pela aquisição da competência. A partir desse conhecimento, será possível determinar
as condições mais adequadas e reproduzir essas condições in vitro, definindo sistemas mais
eficientes para a maturação in vitro, aumentando a disponibilidade de ovócitos competentes para
serem utilizados nas técnicas de reprodução assistida.
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