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MARCADORES MOLECULARES PARA QUALIDADE DE OVOCITOS BOVINO

Molecular markers for quality of bovine oocytes
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Brazil. A selecéo de ovécitos baseada em critérios morfolégicos tem sido o método utilizado até o

presente, no entanto, esse método apresenta limitacdes quanto a acurdcia, objetividade e
consténcia. Dessa forma, existe a necessidade de se buscar outras ferramentas que permitam

E-mail address: uma selecdo mais acurada de ovécitos competentes. Considerando que o ambiente folicular

margot.dode@embrapa.br  pode refletir caracteristicas do ovécito, esse pode fornecer alternativas para a avaliagdo néo
invasiva da qualidade do ovécito. Nesse sentido, os esforgos estdo concentrados no perfil
transcricional de células do cumulus (CC) e células da granulosa (CGM) e no perfil bioquimico do
liquido folicular (LF). Entre as abordagens estdo a andlise do transcriptoma, proteoma e
metaboloma. Nessa revisdo inicialmente sdo descritos estudos que visam identificar marcadores
no préprio ovécito, que apesar de fornecerem informagdes importante para o entendimento
sobre a regulagdo da capacidade de desenvolvimento, inviabilizam o uso subsequente do
ovécito. Posteriormente, sdo revisados os estudos que avaliam a andlise transcricional das CCs e
da CMG em correlagdo com a competéncia do ovdcito e, em especial, os que acompanham o
desenvolvimento embriondrio para validar marcadores. E, finalmente é abordada a
possibilidade de se identificar marcadores bioquimicos no LF e a tendéncia dos Ultimos anos, que
tem passado de estudo marcadores Unicos para técnicas mais complexas que estudam todos os
metabdlitos de LF utilizando a metaboldmica como ferramenta.
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ABSTRACT

Oocyte selection using morphological criteria is currently used, but this selection approach has
limitations in terms of accuracy, objectivity, and constancy. Therefore, the development of new
methods that could allow the identification of molecular markers that can predict the oocyte
competency more accurately is needed. Considering that follicular environment may reflects
oocyte status, it can provide new alternatives for non-invasive assessment of oocyte quality. The
efforts are concentrated on determining transcriptional profiling of cumulus (CC) and granulosa
cells (MGC) and on biochemical profiling of follicular fluid (FF). The approaches used are
transcriptomics, proteomics, and metabolomics technologies. In this review, we first describe the
studies that aimed to identify molecular markers on the oocyte itself, that although gives relevant
information regarding to the understanding of competency acquisition, they destroy the oocyte.
Then, studies that evaluated cumulus/granulosa cell gene expression and especially those that
followed the embryo development until the blastocyst stage are reported. Lastly, the possibility
of identifying markers on FF is discussed as well as the tendency observer on the last few years
of evaluating not only one metabolite but all metabolites using metabolomics as tool.
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INTRODUGAO

As técnicas de reprodugdo assistida (TRAs) sdo ferramentas
importantes para a produgéio animal, preservagdo de
espécies e medicina humana. Algumas das TRAs estdo bem
estabelecidas e sendo utilizadas rotineiramente, como é o
caso da produgdo in vitro de embrides (PIVE). Apesar dos
muitos esforgos feitos nos Ultimos 20 anos, visando melhorar a
eficiéncia dessa biotecnia, os avancos tém sido limitados.
Tanto que a produgdo de embrides nos Ultimos anos tem se
mantido em torno de 40% (Pontes et al., 2011; Barcelo-
Fimbres et al., 2015) sem que um aumento significativo tenha
sido observado. O sucesso da PIVE depende de vdrios
fatores, dentre esses a qualidade ou competéncia ovocitéria,
o qual é um dos fatores mais limitante em animais domésticos.
Isso porque, na maioria dos casos, os ovdcitos utilizados para
as TRAs séo retirados prematuramente dos foliculos ovarianos
em vdrios estdgios de desenvolvimento e, assim, os ovédcitos
recuperados possuem diferentes graus de competéncia.

A competéncia é definida como a capacidade do ovécito de
maturar, ser fecundado e de formar um embrido vidvel capaz
de induzir uma gestagéio e o nascimento de um produto
sauddvel (Orozco-Lucero et al., 2014). Esta competéncia é
desenvolvida ou adquirida durante a foliculogénese e se
refere a uma série de modificacdes celulares e moleculares
que conferem ao ovécito a capacidade de desenvolvimento
(Lonergan et al., 2003). Essas modificacdes dependem de
miltiplos fatores que envolvem a transcricéio e estoque
RNAms, estoque e tradugdo de proteinas, organizagdo de
organelas e estabelecimento da maquinaria necesséria para
retomada e progressdo da meiose. Somente os ovdcitos
competentes tém capacidade de formar embrides, desta
forma se a populagdo de ovécitos a serem utilizados nas TRAs
forem mais competentes certamente a eficiéncia da técnica
aumentard e mais produtos poderdo ser obtidos a partir de
uma mesma manipulagdo.

Até o presente, o método utilizado para a selegdo de
ovécitos é a avaliagéo morfoldgica, em que critérios tais como
a coloragdo, uniformidade de citoplasma e, o nimero e
uniformidade das células do cumulus (CC) sdo levados em
consideracdo. Apesar de ser uma ferramenta simples e
rdpida, a avaliagdo morfoldgica tem uma eficiéncia limitada
para predizer o competéncia ovocitdria. Portanto, a
identificagdo de marcadores mais objetivos e que possam
predizer com maior precisdo a capacidade de um ovécito de
se desenvolver tem grande importdncia para os programas
de produgdo de embrides em espécies domésticas. A busca
por pardmetro de selegéio além dos aspectos morfolédgicos,
tem sido realizada por vdrios grupos de pesquisa em vdrios
paises, utilizando novas tecnologias tais como transcriptdmica,
protedmica e metaboldmica (Assou et al., 2006; Bettegowda
et al., 2008; Regassa et al., 2011; O Gorman et al., 2016).
De fato, marcadores bioquimicos presentes nas CC, células da
granulosa mural (CGM), liquido folicular (LF), meio de
maturagdio e no préprio ovécito, para predizer a
competéncia ovocitdria j& foram identificados (Bettegowda et
al., 2008; Bunel et al., 2015; Caixeta et al., 2009; Kussano et
al., 2016; Matoba et al., 2014).

Esta reviséo tem o objetivo de abordar as pesquisas recentes
na busca por marcadores para a qualidade ovocitéria e,
reunir evidéncias da literatura sobre os avangos, nessa drea
utilizando o préprio ovécito, as CC, CGM e também o LF.
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Marcadores no ovécito

A competéncia pode ser correlacionada com didmetro do
ovécito e também com o didmetro folicular. Em bovinos, um
didmetro minimo de 120Um é essencial para que o ovécito
possa ser competente. Isso porque aqueles que apresentam
di@metro menor ainda ndo completaram o seu crescimento e,
esse fator é fundamental para que o mesmo possa adquirir a
competéncia para o desenvolvimento (Fair et al., 2003). Tanto
que ovdcitos provenientes de foliculos entre 1,0-1,5 mm, por
exemplo, que medem menos de 120UM e que ndo
completaram o seu crescimento séio capazes de retomar a
meiose, porém, dificilmente completam a meiose e ddo
origem a um embrido (Miyano et al., 2003). Existe também
uma relagdo entre tamanho do foliculo e competéncia, sendo
que ovdcitos provenientes de foliculos maiores, em geral, tem
maior potencial para desenvolvimento quando comparado &
ovécitos totalmente crescidos, mas provenientes de foliculos
menores (Caixeta et al., 2009). Estas informagdes sugerem
que além de fatores intrinsecos dos ovécitos, estes sdo
afetados pelo ambiente em que estdo inseridos, e que,
portanto, nem o tamanho do ovécito nem do foliculo é capaz
de diferenciar os competentes dos incompetentes.

Uma caracteristica do ovécito é que, ao contrério do que
ocorre com qualquer célula somdtica, as moléculas de RNAm
sdo armazenadas em uma forma quiescente até que sejam
usadas ao longo da maturagdo e do desenvolvimento
embriondrio inicial (Sirard, 2001). Sendo assim, a eficiéncia
desse armazenamento, ou seja, o tipo e a abunddncia de
transcritos  especificos no pool de RNAm estocados
determinam o grau de competéncia ao ovécito (Picton et al.,

1998).

Portanto, os estoques de RNAm sdo diferentes quando se
compara ovdcitos com diferentes graus de competéncia,
sendo essa diferenga uma alternativa para identificagdo de
genes marcadores (Racedo et al., 2008). Estudos com esse
objetivo foram realizados por vdrios grupos de pesquisa, o
que resultou na identificagdo de vérios marcadores potenciais
(Tabela 1), com diversas fungdes biolégicas (Robert et al.,
2000; Donnison and Pfeffer, 2004; Mourot et al., 2006;
Pfeffer et al., 2006; Ghanem et al., 2007; Patel et al., 2007;
Racedo et al.,, 2008; Caixeta et al., 2009; Bessa et al.,
2013).

Apesar desse tipo de estudo fornecer informagdes importante
para o entendimento sobre a regulagdo da capacidade de
desenvolvimento, é necessério a destruicdo do ovécito para
realizar a andlise molecular. Portanto, esses néio podem ser
utilizados como marcadores para selecionar ovécitos mais
competentes, o que leva a busca por outros métodos que ndo
sejam invasivos.
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Tabela 1. Marcadores moleculares de competéncia em ovécitos bovinos.

Gene Estdgio i’e Referéncia
maturagao

CCNBI VG (Robert et al., 2000)

CCNB2, CKS1B, CDC5L, PSMB2, SKIIP, VG (Mourot et al., 2006)

RGS16, PRDX1

CCMA2, NDFIP1, OCT4, MSX1, ZNF198, VG (Donnison and Pfeffer, 2004)

SLBP

DNAJAT (DJA4), GDF9, TRAPPC3 b= [0 C1i ik, 2887,

DYNLLT, DYNC1I1 VG (Racedo et al., 2008)

PTG VG (Mourot et al., 2006; Ghanem et al., 2007)

H2A vG (Caixeta et al., 2009)

RPL24, MSX1 VG (Ghanem et al., 2007)

INHBA, INHBB vG (Patel et al., 2007)

PRDX1, PRDX2 VG (Romar et al., 2011)

G6PDH vG (Ghanem et al., 2007)

RBM42, LSM10, HAUS8, AURKAIP1, CDK1, VG (Labrecque et al., 2013)

PAIP2, ENY2, ESCO2, PMS1, ELP4, TFTP1,

SFRS7, TAF1A

CCNB1, GDF9, SOD1, SOD2 MII (Lonergan et al., 2003)

AQP3, SEPT7, ABHDA, SIAH2 MII (Katz-Jaffe et al., 2009)

SFRS14, DDR1, NDUFB6, UQCRH, DUSP6, MII (Biase et al., 2014)

NDUFS4

HDAC2 VG (Bessa et al., 2013)

Marcadores moleculares nas CC e CGM

Uma alternativa interessante para avaliar a qualidade do
gameta feminino, de forma né&o invasiva é o uso de
componentes do ambiente folicular tais como as células
somdticas que o constituem.

Durante a ovogénese e foliculogénese, os ovécitos crescem e
se desenvolvem com uma relagéo direta com as células
somdticas adjacentes. Durante a, a formagdo do antro, as
células da granulosa que rodeiam o ovécito se diferenciam
em duas linhagens funcional e anatomicamente distintas: as
CGM que se aderem & parede do foliculo e tem papel
importante na esteroidogénese, e as CGCs, que sdo
metabolicamente ligadas com o ovécito. As CCs possuem
projegdes citoplasmdticas trans-zonais que séo altamente
especializadas e que penetram através da zona pelicida e
fazem contato diretamente com o citoplasma do ovécito pelas
juncdes GAP, formando o complexo-cumulus-ovécito (Albertini
et al., 2001; Yeo et al., 2009). Essa estrutura facilita a
transferéncia  de moléculas reguladoras e metabdlitos
necessdrias para o desenvolvimento do ovécito e o controle
do ciclo meiético (Gilchrist and Richani, 2013).

Portanto, as jungdes GAP sdo o canal direto de comunicagéo
entre o ovécito e CC, sendo essa comunicagdo essencial para
o crescimento e maturagdo do ovécito (Yeo et al., 2009). Isso
porque existe uma interdependéncia entre esses dois tipos
celulares, sendo que fatores secretados pelo ovécito (OSF)
como o Fator de Diferenciagéio de Crescimento 9 (GDF-9) e a
Proteina Morfogenética de osso 15 (BMP-15) influenciam as
CC regulando seu crescimento e mantendo o seu fenétipo. O
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ovécito, por sua vez, necessita das CC para fornecer produtos
glicoliticos, como piruvato e aminodcidos essenciais para o seu
crescimento (Eppig, 2001; Gilchrist et al., 2008). Desta forma,
é esperado que os eventos inerentes as CGM e
principalmente &s CC possam refletir ou indicar a qualidade
e/ou comprometimento do ovécito. Alguns estudos tém
demonstrado que apesar de serem derivadas das mesmas
células foliculares, apés a diferenciagdo CC e CGM
apresentam uma grande variagdo na expressdo génica
(Burnick et al., 2015; Koks et al., 2016).

Os estudos que utilizam as CGM para identificar genes
relacionados com competéncia sdo menos intensos dos que os
que utilizam as CC, até porque quando da aspiragdo
folicular as CGM muitas vezes néo estdo presentes e, também
quando essas sdo utilizadas é necessdrio utilizar outros
procedimentos para confirmar que sejam realmente CGM e
ndo outro tipo de célula folicular. Em bovinos estudos visando
esclarecer os eventos que ocorrem na camada da granulosa
que levam a aquisicdo da competéncia do ovécito foram
realizados utilizando o modelo de tamanho de foliculo
(Matoba et al., 2014) e de horas de restricdo de FSH (Nivet
et al., 2013). Esses estudos identificaram marcadores para
predizer o potencial de desenvolvimento dos ovécitos, tais
como os genes LHCGR, IGF2, NRP1, VNN1, KCNJ8 (Matoba
et al., 2014; Nivet et al., 2013). No trabalho de Matoba et
al,, (2014) foi identificado uma expressdo aumentada de
LHCGR nas CGM no momento em que o ovdcito teria maior
competéncia, o que estaria relacionado ao inicio da selegdo
do foliculo dominante.
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Quando a privagdo de FSH foi utilizada como modelo, e
andlise molecular foi realizada considerando o periodo da
privagdo que correspondia a obten¢do de ovécitos mais
competentes, trés mudangas funcionais importantes foram
identificadas (Nivet et al., 2013). As mudangas identificadas
considerando a mudanga de expressdo de genes especificos
foram: 1) final do crescimento folicular (genes BMPR1B, IGF2,
RELN) envolvendo interagdes com a matriz extracelular
(TFPI2); angiogénese (NRP1), incluindo hipéxia e estresse
oxidativo (GFPT2, TF e VNN1); 2) apoptose (KCNJ8) e 3)
inflamagdo (ANKRD1).

O maior volume de informagdes disponivel com relagdo a
identificacdo de biomarcadores se concentra nos estudos com
CC. De fato, os biomarcadores que sdo associados a
producdo de embrides, gestagdo e nascimento séo mais
comumente encontrados nas CC do que nas CGM, o que é
esperado considerando que as CC tém contato mais direto
com ovdocitos.

Inbmeros trabalhos em humanos tém sido realizados na
tentativa de identificar nas CC genes relacionados com a
capacidade dos ovécitos de formarem embriGo, produzir
gestagdo e nascimento. Vdrios genes jd foram identificados,
mas até o momento ndo existe nenhum que possa ser utilizado
com precis@o e de forma rotineira. Recentemente, Kordus e La
Voie (2017), realizaram uma compilagéio de todas as
publicagcdes relativas a esse assunto em humanos. Esses
autores agruparam os marcadores em trés classes, os que
estdo positivamente associados & gestagdo ou nascimento, os
que apresentam resultados controversos e os que ndo estdo
associados com prenhez e nascimento.

Apesar dos resultados obtidos em humanos poderem ser
utilizados para direcionar os estudos em animais domésticos
vdrios fatores que influenciam os resultados da PIVE e a
expressdo de genes devem ser levados em conta quando
comparagdes sdo realizadas. Dentre esses fatores, é
importante ressaltar o fato de que em humanos a grande

maioria  dos pacientes recebem diversos tipos de
superestimulagdo  ovariana e  apresentam  diferentes
diagnésticos de infertilidade ou subfertilidade. E que,

portanto, os dados obtidos com TRAs e mesmo com andlise
molecular possam ter sido afetados pela superestimulagéo e
pelo problema reprodutivo. Outro fator importante é que as
CC de ovécito imaturos e maturos tém diferencas na
expressdo de genes (Assou et al.,, 2006; Mamo et al., 2011)
e, trabalhos em humanos, na maioria dos casos, utilizam CCOs
j&@ maturados em contraste com a maioria imaturo em animais.

Estudos realizados até o presente levaram a identificagdo de
milhares de transcritos que séo diferencialmente expressos em
CC de ovdcitos competentes e incompetentes, tornando dificil
a eleicdo dos melhores candidatos potenciais. Na tentativa
de superar esse problema O’Shea et al. (2012) realizaram
uma meta-andlise, onde foi feita a comparagdo de dados jd
publicados em vdrios estudos com CC em que transcritos
diferencialmente expressos foram relatados. Nessa meta-
andlise foram identificados alguns transcritos associados com
aumento ou diminvigdo de competéncia.

A super expressdo do gene ATRX foi associada com menor
competéncia enquanto a menor expressdo com maior
competéncia. J& os genes WASL, ERG1, e HSP90OB1 foram
associados com a maior competéncia dos CCOs. WASL tem
um papel na despolimerizacdo de actina, EGR1 é um fator
de transcricdo envolvido em mitogénese e diferenciagéo e
HSP9OB1 é uma proteina chaperona relacionada & resposta
ao choque térmico (O Shea et al., 2012).
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Os modelos mais utilizados para a comparagdo de CCs de
ovécitos competentes e incompetentes sdo o tamanho do
foliculo, a idade da doadora, a exposicéo e a privagdo de
FSH (Bettegowda et al., 2008; Ghanem et al., 2007; Melo et
al., 2017). Melo et al. (2017), por exemplo, separou CCOs
competentes de incompetentes apds a pungéio de foliculos
grandes (>8mm) ou pequenos (1-3mm), respectivamente. As
biépsias das CCs destes dois grupos de CCOs foram
comparadas pela técnica de Microarranjo, que revelou
expressdo diferencial de 223 genes. Apés a selecdo dos
candidatos para avaliagdo por RT-qPCR, confirmou que CCs
de CCOs obtidos de foliculos maiores apresentavam aumento
da expressdo em trés genes (FGF11, IGFBP4, SPRY1) e a
diminuvicdo em outros quatro (ARHGAP22, COL18A1 e
GPC4). Essa estratégia de prospectar os genes candidatos e
posteriormente validd-los por qPCR tem sido a preferida da
maioria dos grupos de pesquisa tanto em animais como em
humanos.

A quantificagdio da expressdo de genes nas CCs de CCOs
que comprovadamente sdo capazes ou ndo de produzir
embrides é o melhor método para validar genes candidatos
como marcadores moleculares para ovécitos competentes.
Entretanto, em bovinos poucos estudos seguem o
desenvolvimento embriondrio para confirmar a associagéio do
padréo de expressdo de genes candidatos nas CCs com a
qualidade do ovécito (Bunel et al, 2015; Kussano et al.,
2016; Matoba et al.,, 2014). Portanto, alguns genes j& foram
validados utilizando esses procedimentos (Tabela 2). Em
todos esses estudos foi realizada a quantificagéio da
expressdo génica de bidpsias de CCs de CCOs que foram
submetidos a maturagdo, fecundagéio e cultivo in vitro, em
cultivo individual. Apés a PIVE as bidpsias eram agrupadas
de acordo com o resultado da produgdo de embrides sendo
CCOs de ovécitos que ndo produziram embrides e dos que
alcancaram o estdgio de blastocisto. O objetivo era
correlacionar a expressdo génica das células, em CCOs que
se desenvolveram ou ndo ao estdgio de blastocisto. Foi
detectada a expressdo de alguns genes ligados ao
metabolismo de lipideos (AGPAT9) e transporte molecular
(CLIC3, KRT8 e LUM) em CC de CCOs que ndo atingiram o
estdgio embriondrio apds o cultivo. Ainda, nestes estudos os
genes GATM ligado ao metabolismo proteico, GPC4 e o
TNFAIP6 envolvidos na expanséo das CC apresentaram
expressdo aumenta em CC de CCOs que se desenvolveram
ao estdgio de blastocisto.

Tabela 2- Marcadores moleculares de competéncia ovocitdria
em células do cumulus bovinas.

Gene Referéncias

HAS, INHBA, EGFR, GREM1,
BTC, CD44, TNFAIP6, PTGS2
CTSB, CTSS, CTSZ

(Assidi et al., 2008)
(Bettegowda et al., 2008)
CYP11A1, NSDHL, GATM,

MANTAT, VNNT, NRP1
TNFAIP6

(Bunel et al., 2013)

(Matoba et al., 2014)

AGPAT9, CLIC3, KRT8, LUM (Bunel et al., 2013)

GPC4 (Kussano et al., 2016)

FGF11, IGFBP4, SPTY1,
ARHGAP22, COL18A1, GPC4
FSHR, GHR, EGFR

(Melo et al, 2017)

(Caixeta et al., 2009)




DOI. 10.18548 /aspe/0005.03

Spricigo JF, Dode MA. SPERMOVA. 2017, 7(1): 11-17

Marcadores bioquimicos no liquido folicular

Outra estratégia interessante para identificagdo de
marcadores é a avaliagéo da composicéo do liquido folicular
(LF). O LF é facilmente recuperado durante a aspiragéio
folicular e, teoricamente, representa uma excelente fonte de
substéincias que podem predizer de forma ndo invasiva a
qualidade do ovdcito.

De acordo com Revelli et al. (2009), os componentes quimicos
do LF podem ser agrupados nas seguintes categorias a)
horménios; b) fatores de crescimento da super familia do
Transforming Growth Factor-beta (TGF-beta); c¢) outros
fatores de crescimento e interleucinas; d) espécies reativas de
oxigénio (ROS); e) fatores anti-apoptéticos; f) proteinas,
peptideos e amino-acidOs; g) agucares; h) prostanéides.

Nos 0Oltimos anos, tem sido observado uma tendéncia bem
definida de passar da pesquisa de marcadores moleculares
Unicos para técnicas mais complexas que estudam todos os
metabolitos de LF. A metaboldmica é uma ferramenta
poderosa para estudar marcadores bioquimicos para
ovdcitos no LF, pois estuda pequenas moléculas encontradas
em fluidos biolégicos que representam o fenédtipo funcional de
uma célula, tecido ou organismo (O*Gorman et al., 2013).

Estudos em humanos tem mostrado a relagéio entre presenga
de citocinas, fatores de crescimento, proteinas e metabolitos
com a qualidade do ovécito (Benkhalifa et al., 2015; Dumesic
et al., 2015). Em bovinos, também tem sido relatado que a
andlise metoboldmica do LF pode ser uma ferramenta Util
para caracterizar a qualidade do ovécito (Sinclair et al.,
2014; Bender et al., 2010).

Um dos fatores limitante para o uso do LF em animais
domésticos é que para poder correlacionar as substdncias
presentes com a qualidade do ovécito é necessdrio que cada
foliculo seja aspirado individualmente, sendo esse
procedimento demorado e trabalhoso e invidvel de ser
realizado na prdtica.

Na tentativa de identificar fatores relacionados com a
qualidade do ovécito Gérard et al. (2015) compararam o LF
de bovinos proveniente de foliculos pequenos e grandes. Os
autores relataram que a concentragdo glicose O e B era muito
maior em foliculos grandes do que em pequenos. Além disso,
diferengas também foram encontradas para o aminodcido
tirosina e o lactato.

J& Matoba et al. (2014), correlacionaram metabdlitos
foliculares, hormdnios esteroides, dcidos graxos saturados e
insaturados, aminodcidos, uréia e a glicose com o
desenvolvimento embriondrio, que foi realizado de forma
individual para CCOs obtidos apés dissecagdo do foliculo. A
andlise dos metabdlitos presentes no LF mostrou diferencas
entre os CCOs que formaram blastocisto e os que
degeneraram. A L-alanina, glicina e L-glutamato foram
positivamente correlacionados e a uréia foi negativamente
correlacionado com a formagdo de blastocisto. Foi também
observada diferenga significativa na fragdo de dcidos graxos
entre os ovdcitos de diferentes qualidades. O LF de ovécitos
que degeneraram apresentava maior concentragdo de dcido
palmitico e total de dcidos graxos saturados.

Apesar desses resultados serem promissores, até o momento
nenhum estudo cujo objetivo era encontrar um bom marcador
para predizer a qualidade do ovécito no LF foi capaz de
identificar uma substéncia que pudesse ser utilizada com
seguranga.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando que o desenvolvimento folicular envolves
multiplas interagdes intra-ovarianas e enddcrinas para criar o
microambiente ideal para o ovécito, é plausivel supor que os
componentes desse ambiente possam indicar a sua qualidade.
Portanto, é esperado que o perfil de expressdo de genes das
células foliculares e ou perfil metabdlico do liquido folicular
reflitam o potencial de desenvolvimento do ovécito.

De fato, vdrios genes candidatos para a competéncia do
ovécito tém sido identificados nas CC e CGM, entretanto
esses marcadores ainda ndo estdo sendo utilizados em
programas de PIVE, nem mesmo em humanos. Isso se deve,
provavelmente, ao fato de que ainda ndo se tem
estabelecido um padrdo de expressdo de genes candidatos
que possa ser utilizado como um método acurado de sele¢do
de ovdcitos. Os fatores que tem limitado o uso desses
marcadores envolvem a variabilidade nos resultados e falta
de consisténcia. Nos estudos revisados, a variabilidade se
deve ao uso de diferentes metodologias, sistemas de cultivo,
estdgios de desenvolvimento folicular, espécies e faixas
etdrias. Portanto, montar um painel de marcadores, que
possa ser utilizado para estimar a competéncia dos CCOs,
nos diferentes sistemas in vitro, utilizados atualmente é um
desafio.

Apesar dos perfis metaboldmicos e protedmicos do liquido
folicular serem promissores, ainda séo demorados de serem
realizados, caros e dependem de equipamentos sofisticados
e pessoal altamente especializado. Além disso, a dificuldade
de aspirar cada foliculo individualmente, na prdtica quase
que inviabiliza o uso dessa estratégia para animais
domésticos.

Finalmente, esforgos devem continuar no sentido de identificar
e validar nas CC mais marcadores, fazendo uso das
tecnologias disponiveis. Assim, fazendo a associagéo entre a
expressdo alterada de RNAm nas CC e o desenvolvimento e
viabilidade embriondria ser& possivel confirmar aqueles que
realmente séio marcadores mais consistentes. E importante
ressaltar que um Unico gene ndo poderd ser usado como
feramente par a selegdo de ovécitos, mas sim um conjunto de
genes (marcadores) séio necessdrios para que seja possivel
formar um padrdo especifico ou que possam coloca-los em
um algoritmo utilizado para esse fim.
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