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Ana Carolina Japur de S& Rosa e Silva* qualidade oocitaria e embrionéria tem sido alvo de inimeros estudos, mas muitas questdes ainda necessitam ser

esclarecidas. O objetivo deste trabalho foi revisar a importancia dessa comunicacao, estabelecendo uma relagdo

A interacdo odcito-células da granulosa in vivo e in vitro e sua influéncia na

palavras-chave com a questao da maturacao in vitro de odcitos imaturos humanos aplicando esses conhecimentos para definir
Células da granulosa possiveis marcadores moleculares que poderiam melhorar a selecao de oécitos e, consequentemente, selecionar

Cumulus cells embrides de boa qualidade para posterior transferéncia e sucesso de gravidez de pacientes submetidas ao

Odcitos | tratamento da infertilidade conjugal. As células da granulosa tém um importante papel na maturacéao oocitaria

Técnicas reprodutivas assistidas  j yitro e os beneficios da presenca dessas células durante essa etapa podem ser atribuidos a formacao de
Keywords um microambiente favoravel (bioquimico e metabdlico) ao redor do odcito. Foram identificados nesta revisao
Granulosa cells | Vvarios marcadores em potencial nas células do cumulus de o6citos competentes, incluindo varios genes que

Cumulus cells poderiam ser usados como preditores da competéncia oocitéria, o que pode contribuir para a formulagao de

) ) Oo;ytes critérios mais objetivos e confidveis para a selecao de odcitos e embrides, e consequente aprimoramento e
Reproductive techniques, assisted otimizacao das técnicas em reproducdo humana assistida que séo aplicadas nos procedimentos clinicos atuais

de fertilizacao in vitro.

The interaction of oocyte-granulosa cells in vivo and in vitro and its influence
on oocyte and embryo quality has been the subject of numerous studies, but many issues still need to be clarified.
The objective of this study was to promote a review about the importance of this communication establishing
a connection with the issue of in vitro maturation of immature human oocytes by applying this knowledge to
define potential molecular markers that could improve the selection of oocytes and consequently select good
quality embryos for later transfer and success of pregnancy in patients undergoing treatment of infertility. The
granulosa cells also have an important role in oocyte maturation in vitro and the benefits from the presence of
these cells during this process can be attributed to the formation of a favorable micro-environment (biochemical
and metabolic) around the oocyte. In this review, we identified several potential markers in the cumulus cells
of competent oocytes, including several genes that could be used as predictors of oocyte competence, which
contributes for more objective and reliable criteria for the selection of oocytes and embryos, thus improving and
optimizing techniques in assisted human reproduction that are applied in current clinical in vitro fertilization.
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Introducao

O foliculo ovariano é a unidade funcional do ovério na qual o
componente somatico (células tecais e granulosas) e germinativo
(o6cito) sdo intimamente associados e interdependentes. O ovério
é responsdvel pelo desenvolvimento dos foliculos e pela ovulacio,
bem como pela produgdo de hormonios sexuais que agem no
trato reprodutivo. A secregdo destes horménios, por sua vez, estd
sob o controle das gonadotrofinas adenoipofisdrias, o hormonio
luteinizante (LH) e o horménio foliculo estimulante (FSH), os
quais obedecem a a¢do estimuladora do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) produzido no hipotdlamo. A secre¢io
do GnRH é realizada em pulsos, o que determina também a
pulsatilidade na secre¢dao dos horménios hipofisirios'(A).

Dois processos diferentes ocorrem paralelamente ao longo
do desenvolvimento folicular: a esteroidogénese e a gametogénese.
Portanto, o desenvolvimento coordenado do foliculo constitui-
se em um elemento essencial para a manutengio da viabilidade
oocitdria, jd que fornece o ambiente necessdrio para o crescimento,
maturacio do odcito e produgdo de hormdnios*(A). Ao nascer, as
fémeas de mamiferos apresentam ovdrios contendo milhares de
foliculos primordiais. Durante a infincia ocorre um decréscimo
no numero de foliculos, e somente 300 a 500 desses odcitos vao
se desenvolver em o6citos maduros. Esse declinio progressivo no
ntmero de o6citos ocorre devido ao processo de apoptose que
comanda a atresia folicular’(A).

O ovirio contém foliculos em diferentes estddios de desen-
volvimento e produz minimas quantidades de estrogenos que
sdo suficientes para manter a hipéfise inibida durante a infancia.
A promocio da ativa¢do do eixo hipotdlamo-hipéfise-ovédrio no
inicio da puberdade é controversa. A principio, hd uma ima-
turidade deste eixo e a secre¢do do GnRH tem pulsatilidade
irregular, assim como as gonadotrofinas, por isso ndo existe uma
capacidade de promover um desenvolvimento folicular completo
e consequentemente os ciclos sdo anovulatérios. Conforme ocorre
a maturag¢do do eixo, os ciclos assumem um padrio ovulatério,
com completa sincronia entre o GnRH, o FSH e o LH. Hoje jd se
sabe que ndo hd somente uma interacio entre as gonadotrofinas
e as células somdticas foliculares, mas também um intercAimbio
de substincias entre estas células e os o6citos’(A).

A qualidade do odcito é um fator crucial para a fertilidade
feminina, porém tem-se ainda um conhecimento limitado sobre
o que realmente constitui a qualidade oocitdria e os mecanismos
que a regulam. Um dos grandes desafios que permanecem no
campo da Biologia e Medicina Reprodutiva é entender a natureza
dos processos celulares e moleculares que controlam a aquisi¢ao

da competéncia oocitdria.

O objetivo geral deste trabalho foi primeiramente compilar
referéncias bdsicas que tratam do processo de desenvolvimento
folicular e, num segundo momento, promover uma revisao
conceitual sobre a importincia da comunicagdo entre odcito e
células da granulosa humanas, mais especificamente as do cumulus,
estabelecendo uma relacdo com a questdo da maturagio iz vitro
de od6citos. A partir disso, o objetivo especifico desta revisdo
foi listar possiveis marcadores moleculares que poderiam ser
usados como indicadores da qualidade oocitdria para sele¢do
de melhores embrides a serem utilizados posteriormente em

técnicas de reprodugdo assistida humana.

Metodologia

Este trabalho consiste em uma revisdo da literatura com-
preendida entre o ano de 2000 e 2009 enfocando o tema da
foliculogénese, principalmente a interagdo entre o odcito e
as células da granulosa e os fatores secretados por estas duas
estruturas.

Para essa consulta foram utilizadas as seguintes palavras-
chaves: “granulosa cells”, “cumulus cells”, “oocytes”, “Reproductive
Techniques, Assisted” a partir do site de busca PubMed. As
buscas foram limitadas ao intervalo decorrido de 2000 a 2009.
Também foram incluidas algumas referéncias mais antigas, se
pertinentes.

A busca feita por meio das palavras-chaves “granulosa cells”
and “cumulus cells” and “oocytes” forneceu o resultado de 496
artigos. Foi realizada também a busca mais especifica com a
utilizacdo dos termos “granulosa cells” and “Reproductive Tech-
niques, Assisted”, resultando em 70 artigos. Os textos foram
selecionados inicialmente pelo titulo e por meio da leitura
inicial do resumo, selecionando-se, assim, aqueles que davam
énfase aos temas da interagdo odcito-células da granulosa,
aos fatores secretados pelo odcito e 2 maturagio oocitdria. Os
artigos que ndo atenderam a esses critérios de inclusdo foram
excluidos. Também foi feita a inclusdo de alguns artigos a partir
das referéncias bibliograficas dos inicialmente selecionados, por
serem pertinentes e de muita importincia para o tema dessa
revisdo. Apés a escolha dos artigos de maior relevincia, as in-
formacdes foram compiladas e organizadas de forma coerente
e estruturada, concluindo, portanto, os objetivos propostos
pelo presente trabalho.

Muitas das informagdes foram obtidas de estudos com
modelos animais e correlacionadas com situagdes de odcitos
humanos, dadas as ressalvas pertinentes, devido ao pequeno
ndmero de artigos publicado, sendo, portanto, uma limita¢io

do estudo.
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Foliculogénese

Embora muitos dos processos envolvidos na reproducio
feminina sejam ciclicos, o crescimento e a atresia dos foliculos
ocorrem de forma continua desde a vida intrauterina até o final
da vida reprodutiva.

A foliculogénese pode ser definida como o processo de formagao,
crescimento e maturagdo folicular, comegando com a formacido
do foliculo primordial e culminando com o estddio de foliculo
de Graaf ou pré-ovulatério. O crescimento folicular envolve duas
fases: (i) crescimento folicular precoce, do estddio de desenvolvi-
mento primordial ao inicio da fase antral; (ii) desenvolvimento
antral, do inicio da fase antral ao estddio pré-ovulatério. Os
tipos de foliculos ovarianos podem ser classificados em foliculo
primordial, foliculo primdrio, foliculo secunddrio ou pré-antral,

foliculo antral, foliculo pré-ovulatério e corpo liteo.

Foliculo primordial

E composto por um oécito envolvido por uma camada de
células fusiformes do estroma, que sdo precursoras das células
da granulosa. O invélucro mais externo do foliculo é a limina
basal. O crescimento inicial do foliculo parece ndo depender
das gonadotrofinas, fato demonstrado pela presenga de foli-
culos pré-antrais em ratos &nockout para FSH (FSHKO). Os
estddios mais tardios da foliculogénese, como crescimento,
diferenciagdo e sele¢do da coorte de foliculos sdo extremamente
dependentes da atividade do FSH. Duas fases importantes
podem ser identificadas A primeira é o recrutamento inicial,
quando os foliculos primordiais deixam o estado quiescente e
iniciam o crescimento. Uma vez iniciado o crescimento, muitos
foliculos progridem até o estddio antral e, inevitavelmente
sofrem atresia. A segunda € o recrutamento ciclico, quando, apGs
a puberdade, com o suporte de gonadotrofinas, um pequeno
ntimero de foliculos na fase antral pode continuar o seu cres-
cimento. Normalmente, um foliculo de Graaf é formado por
més em preparagdo para a ovulagdo.

Alguns fatores envolvidos na regulacdo dessa fase inicial
de crescimento dos foliculos ovarianos tém sido identificados,
entre eles o kit ligante’(A). O hormdnio anti-miilleriano (AMH)
pertence a superfamilia dos fatores de crescimento § (TGF-f3)
e o seu papel bioldgico na mulher ainda é pouco esclarecido,
mas dados recentes levam a crer que desempenham um papel
importante na funcdo ovariana, e alguns dados experimentais
da literatura sugerem que o AMH pode ser um marcador con-
fidvel da reserva ovariana e atue na modulacio do recrutamento
folicular®(A), atuando nas células pré-granulosas para limitar o

ndmero de unidades recrutaveis.

Durante essa fase inicial do desenvolvimento folicular, as
células da granulosa compreendem uma populagio homogénea
de células em proliferacio que adquirem receptores para FSH
e hormonios esteroides. Ao longo da foliculogénese, os folicu-
los que falharam no processo de desenvolvimento sofrem um
processo degenerativo. Apesar da grande populagdo de foliculos
primordiais presentes no ovirio mamifero, a maioria (99,9%)
morre por atresia, via apoptose, e somente poucos foliculos
conseguem chegar a ovulag@o.

A apoptose é caracterizada por diversas altera¢des morfoldgicas
e bioquimicas das células e pode ser deflagrada por estimulos
externos por meio da ativagdo de receptores especificos presentes
na superficie celular (via extrinseca ou via receptor de morte
celular), chamados receptores da morte, ou pelo estresse intra-
celular (via intrinseca ou mitocondrial). A apoptose nas células
da granulosa pode ocorrer por essas duas vias: a via Fas-Fas L
ou a via mitocondrial. Essas vias culminam com a ativa¢do de
proteases conhecidas como caspases executoras. O processo é

regulado por intimeros fatores inibidores e ativadores.

Foliculo primario

Ocorre alteragio do formato das células da granulosa, de
fusiforme para cuboide, mas mantendo uma camada Gnica
ao redor do odcito que agora é maior. Hd a formagido da zona
peltcida, cuja estrutura compreende uma camada de mucopo-
lissacarideos produzidos pelas células da granulosa que adere ao
o6cito, envolvendo-o completamente.

O horménio anti-miilleriano (AMH) é produzido pelos fo-
liculos em estagios precoces de desenvolvimento e atualmente
demonstra-se como um marcador promissor na determinagio da
quantidade e da qualidade do patriménio folicular ovariano®(A).
Além disso, também desempenha um papel na transi¢do para

a fase folicular antral’(A).

Foliculo secundario ou pré-antral

Ocorre prolifera¢do das células da granulosa, constituindo-se
multiplas camadas, pontos de comunicacdo entre elas (jungies
gap) e acamulo de liquido. Além disso, células mesenquimais
estromais, de forma alongada, dispdem-se ao redor de toda a
limina basal, constituindo a camada tecal. As células tecais mais
proximas da ldmina basal tornam-se epitelioides e adquirem
caracteristicas secretoras, formando a teca interna. As mais
distantes da ldmina basal formam a teca externa. A partir desse
momento da formagdo do foliculo pré-antral é que o FSH se
torna importante. O desencadeante da dependéncia folicular
as gonadotrofinas ndo é conhecido, mas parece se completar

juntamente com o inicio da formagdo do antro. As Gnicas cé-
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lulas que possuem receptores para o FSH sdo as da granulosa,
que aumentam em ndmero, promovendo um incremento de

camadas ao redor do odcito.

Foliculo antral

A medida que o foliculo se desenvolve, os pequenos espacos
entre as células da granulosa ocupados por liquidos coalescem,
formando uma cavidade ou antro. A forma desse foliculo se torna
ovalada e 0 06cito é deslocado para um dos polos e se fixa a parede
folicular através do cumulus oophorus. O liquido folicular se torna
um ambiente rico em estrogénio e isto permite a continua¢ao do
desenvolvimento do foliculo selecionado ovular, aumentando a
proliferacdo das células da granulosa e o ndmero de receptores
de FSH. Com a formagao do antro folicular, a teca interna se
desenvolve plenamente, hd um aumento da massa celular, au-
mento da vascularizacdo e formacdo de vactiolos citoplasmdticos
ricos em lipidios no interior das células da teca. A medida que
o foliculo se expande, as células circunjacentes do estroma sdo
comprimidas e chamadas de teca externa.

A transicdo para o estdgio antral também é acompanhada
pela formagdo de 2 subpopulacdes de células da granulosa que
diferem quanto a localizagio folicular e aspectos morfofuncio-
nais. Essas diferentes subpopula¢des de células da granulosa
sdo: 1. Células murais que estdo préximas da membrana basal;
2. Células do cumulus que circundam o oécito. As células do
cumulus tém maior capacidade de proliferacdo que as murais,
talvez por agio de substincias pardcrinas liberadas pelo odcito.
Nos estddios mais avancados do desenvolvimento folicular, as
células da granulosa murais adquirem propriedades funcionais
e morfoldgicas distintas: as localizadas na periferia, adjacentes
a membrana basal se alongam e formam um epitélio pseudoes-
tratificado; as células localizadas nas camadas mais internas que
contornam o antro folicular, denominadas células da granulosa
antrais, juntamente com as células do cumulus permanecem
poliédricas-arredondadas e continuam a proliferar.

Diferentemente das células do cumulus, as células murais
apresentam namero progressivamente maior de receptores para
o LH ao longo do desenvolvimento folicular, a expressdo destes
receptores e a producido de fluido folicular para preencher o
antro ocorrem em resposta a a¢ao do FSH. A lamina basal que
envolve as camadas das células murais estimula a expressdao do
gene LHCGR (Juteinizing hormonelchoriogonadotropin receptor),
que codifica os receptores para o LH, mas experimentos iz vitro
demonstraram que a presenga do odcito inibe a expressdo deste
gene e que a auséncia do mesmo pode permitir o desenvolvimento
da expressdo deste gene nas células do cumulus, indicando que

provavelmente o odcito esteja envolvido na diferenciagdo dos tipos

de células da granulosa de acordo com a fun¢io que exercerdo, e
este processo parece ser mediado pelo GDF-9%(A).

As células da granulosa mostram grandes mudancas morfold-
gicas e ultraestruturais, com distintos graus de diferenciacdo de
acordo com sua localizacdo folicular, estddio de desenvolvimento
do foliculo ovariano e também de acordo com a fase do ciclo
menstrual. Existem também evidéncias de diferencas morfol-
gicas e funcionais entre células da granulosa antrais e murais em
relacdo a expressdo de receptores de FSH e taxa de mitose’(A).
As células da granulosa antrais e murais também parecem diferir
quanto a capacidade esteroidogénica in vive e in vitro; as células
da granulosa antrais bovinas secretam significativamente mais
esteroides 7z vitro que as células da granulosa murais’(A).

Segundo estudo de Li e colaboradores as células do cumulus
(CC) e as células da granulosa murais (CGM) diferem entre si
em virios aspectos: as CC produzem 4cido hialurénico e sofrem
o processo de expansao do cumulus em resposta ao FSH, enquanto
as CGM, ndo. As CGM possuem maior atividade esteroidogé-
nica do que as CC como indicado por niveis mais elevados de
expressdo de RNAm para as enzimas esteroidogénicas, como
P450 ssc e P450 aromatase nas CC de rato. Os niveis de ex-
pressdo de RNAm de vérios fatores de crescimento e receptores
de horménios também diferem entre esses dois tipos celulares;
por exemplo, as CC expressam niveis menores de RNAm para
receptor de LH, kit ligante e ativador de plasminogénio e niveis
mais elevados para IGF-I quando comparadas com as CGM.
Além disso, elas desempenham funcdes distintas ao longo de
toda a foliculogénese: as CC possuem um papel essencial durante
o crescimento e desenvolvimento do odcito, enquanto as CGM
tém uma fun¢do enddcrina, dando suporte ao crescimento do
foliculo'(A).

Foliculo pré-ovulatério (Graaf)

Foliculo dominante que produz grandes quantidades de
estrégeno. E cavitado (antro), com vdrias camadas de células
da granulosa ao redor, com mais de 15 mm de didmetro. As
células da granulosa e o o6cito sdo separados das outras camadas
foliculares pela membrana basal, acima da qual se encontram
as tecas interna e externa. A selecdo do foliculo fadado a ovular
ocorre pela domindncia do ambiente folicular estrogénico, o que
o diferencia dos demais foliculos em desenvolvimento. O elevado
nivel de estrégeno produz um feedback negativo na secrecio
de FSH pela hipéfise. Conforme o foliculo é estimulado com
FSH, ocorre a secre¢do de enzimas necessdrias para a producao
de estrégeno e progesterona, essenciais para o desenvolvimento
endometrial e modulagio da secrecio de gonadotrofinas pelo

eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadal.
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As células da granulosa aumentam a quantidade de seus
receptores para FSH, estimuladas pelo mesmo, e induzem a
formagdo de receptores para LH na superficie. Este tltimo
evento protege o foliculo dominante da priva¢do de FSH. No
periodo pré-ovulatério, a produgio de estrégeno pelos ovérios
estd elevada, atingindo seu pico cerca de 24 a 36 horas antes
da ovulagdo. O LH € o responsdvel pelo controle dos receptores
de progesterona nas células da granulosa. Ele faz com que haja
a expressdo destes receptores, para que as células da granulosa
(luteinizadas) aumentem a produgdo de progesterona. O ini-
cio da elevagio do LH ocorre cerca de 34 a 36 horas antes da
ruptura folicular, e seu pico, cerca de 10 a 12 horas antes desta
extrusdo. Este pico promoverd a retomada da meiose pelo odcito,
provavelmente devido 4 agio do AMPc (adenosina monofosfato
ciclico) que anula a a¢@o inibitéria do inibidor de maturagio
oocitdria, maturacdo esta que serd mais detalhadamente descrita

no decorrer do trabalho.

Corpo luteo

Normalmente, o ovédrio humano produz um dnico foliculo
dominante que resulta em uma Gnica ovulagdo a cada ciclo
menstrual. Imediatamente ap6s a ovulagdo ocorrem profundas
alteracdes na organizagdo celular. Apés a ovulacio o foliculo se
transforma em uma glindula endécrina, o corpo lateo. Ele secreta
quantidades considerdveis de progesterona e estradiol. Entender
o0s mecanismos responsaveis pelo controle do foliculo dominante
e do desenvolvimento do corpo liteo é um objetivo crucial na
pesquisa em reproducio. E nesse momento, pela primeira vez,
que as células da granulosa tornam-se acentuadamente luteini-
zadas pela incorporagdo de vactolos ricos em lipidios dentro do
citoplasma. O hormdnio luteinizante é o principal responsdvel
pela ovulagio e formagdo do corpo liteo, considerando que o

FSH € essencial para o desenvolvimento folicular ovariano.

Cross-talk odcito-células da granulosa e
maturacdo oocitaria

Pesquisas tém sido realizadas com objetivo de melhorar a
eficiéncia e o potencial de maturacio de odcitos in vitro. Todas
as informagdes referentes aos odcitos humanos disponiveis na
literatura sdo obtidas a partir de amostras de pacientes subme-
tidas a procedimentos de reprodugio assistida para tratamento
de infertilidade conjugal, no qual sdo utilizadas altas doses de
gonadotrofinas, com a finalidade de provocar superovulagio.
Assim sendo, as conclusdes relacionadas a fisiologia dos foliculos

humanos € limitada a esta situacio especifica, ndo podendo ser

extrapolada para situagdes fisiolégicas normais. De qualquer
maneira, estas informacdes sio extremamente Uteis para nortear
condutas e propor novas opgdes terapéuticas relacionadas a indugdo
de ovulagdo. Entre as novas opg¢Ges terapéuticas recentemente em
voga estd a maturacio iz vitro de odcitos, procedimento no qual,
por razdes diferentes, se obtém odcitos imaturos e produz-se sua
maturidade j4 fora do foliculo. Entretanto, os resultados obtidos
com esta técnica em humanos ainda permanecem piores do que
os encontrados para outras espécies animais, e certamente muito
aquém do desejado.

As células da granulosa e do cumulus se comunicam com o
o6cito por meio de uma rede extensiva de canais transmembrana
conhecidos como jungies gap. As fun¢des fisiolGgicas das jungies gap
no foliculo sdo diversas, fornecendo suporte nutricional, transmi-
tindo sinais elétricos e transportando moléculas mensageiras das
células foliculares ao odcito. Estas moléculas mensageiras podem
passar através das jungies gap para as células vizinhas, propagando
sinais induzidos por estimula¢do hormonal. Desta maneira, a
presenca de células foliculares no o6cito é imprescindivel para
a obtencdo de bons resultados na produgio iz vitro de embrides
(PIV). A utilizagdo de o6citos desnudos na PIV poderd compro-
meter todos estes processos, pois estes frequentemente nao terdo
competéncia para se desenvolver em um embrido vidvel depois
da fecundacio. A presenca das células do cumulus é benéfica para
a obtencdo de embrides bovinos apés FIV, pois a eliminagdo
destas células antes do processo de maturagdao diminui a taxa
de maturacio, fertiliza¢do e desenvolvimento embriondrio até
o estddio de blastocisto. Atuam também na atragdo e sele¢io
de espermatozoides, facilitam a capacita¢do espermdtica, reagdao
acrossomal e penetragéo e previnem o endurecimento precoce
da zona peldcida, sendo, portanto, importantes na fecundagao.
Provavelmente a secre¢do de produtos metabdlicos do cumulus
ao redor do odcito cria um microambiente complexo benéfico
ao processo de fecundacio''(A).

A comunicagdo entre as células da granulosa e o o6cito
€ essencial para a foliculogénese, o crescimento e matura¢io
oocitéria'*(A). Os beneficios da presenga dessas células durante
a maturacdo 7z vitro podem ser atribuidos a forma¢do de um
microambiente favordvel (bioquimico e metabélico) ao redor do
o6cito'*(A). Essas células sio obtidas no momento da captacio
oocitéria nos procedimentos de reproducio assistida, quando jd
sofreram a a¢do do hormdnio luteinizante (LH) ou da gonadotro-
fina coridnica humana (hCG) administrados ao final da indugéo.
Estes hormonios estimulam a conversdo das células da granulosa
em células luteinizadas, com a finalidade de posteriormente
compor o corpo liteo para a produgdo de progesterona. Este

evento tem sido descrito como uma transformacio de célula
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secretora de proteinas para célula secretora de esteroides, que se
opde a proliferacdo e induz diferenciagdo“(A). Pelo fato do hCG
apresentar um periodo de agdo maior do que o LH e interagir
com receptores especificos de LH nas células da teca e da gra-
nulosa, sua utiliza¢do tem a finalidade de favorecer a produgio
e ativa¢do de enzimas que atuam no processo de matura¢do. Ao
longo do processo de crescimento e desenvolvimento de o6citos
invivo, as células foliculares que rodeiam o odcito secretam vdrias
substincias, algumas das quais podem afetar as caracteristicas
oocitérias. O desenvolvimento de o6citos até a fase embriondria de
blastocisto, que alcangaram o estdgio de MII 7 vitro, geralmente
é pior do que aqueles maturados iz vivo. Isso é frequentemente
atribuido a falta de fatores fisiol6gicos na maturagdo iz vitro que
regulam a aquisicio de competéncia pelos odcitos a fim de se
desenvolverem durante esse perfodo. Além desse, outros fatores
oriundos do ambiente artificial de cultivo também influenciam
no processo de maturagdo 7z vitro e nos seus resultados, tais
como: efeito do tempo de cultivo, temperatura, atmosfera ga-
sosa, stress osmotico, o meio de cultura utilizado, entre outros.
Virios fatores de crescimento contidos no fluido folicular foram
listados como fatores que melhoram a competéncia oocitdria tais
como: fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento e
transformacio alfa (TGF-au), fator de crescimento semelhante
a insulina I IGF-I), ativina A, inibina A, fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator neurotrépico (NF) e midkine
(MK)P(A), entre outros.

Ha diversas maneiras de se aspirar o6citos imaturos humanos
e maturd-los iz vitro. Bem como hd grande diversidade dos meios
de cultivo, ndo havendo um consenso sobre quais os melhores
meios de cultivo ou sobre os nutrientes que devem ser adicio-
nados a eles para garantir competéncia oocitdria assim como
seu desenvolvimento 7z vitro. Apesar de toda esta variedade de
formas para se operacionalizar a maturagdo 7z vitro os resultados

em humanos ainda sdo bastante pobres.

Aquisicao da competéncia oocitaria

Em condig¢Ges naturais a maturac¢do oocitdria ocorre apds
um periodo de crescimento e desenvolvimento no interior do
foliculo. Neste periodo o o6cito precisa adquirir a competéncia
para garantir o desenvolvimento embriondrio apés a fertilizacdo.
A aquisi¢do da competéncia oocitdria estd intimamente ligada
ao fendmeno da foliculogénese. Quando falamos de competéncia
oocitdria estamos nos referindo ao processo de maturagio nuclear
e maturagio citoplasmdtica do obcito. A maturagdo nuclear é o
periodo no qual ocorre a dindmica de separa¢do dos cromossomos.

J4d a maturagio citoplasmatica pode ser dividida em trés eventos

principais: mudangas na morfologia e redistribuigdo das orga-
nelas citoplasmdticas; dindmica dos filamentos do citoesqueleto
e maturagdo molecular.

A maturacdo molecular trata da transcri¢do, armazenamento
e processamento dos RNAm transcritos que serdo, posterior-
mente, traduzidos em proteinas pelos ribossomos. As proteinas
derivadas desses RNAm estdo envolvidas tanto na maturagio
quanto nos eventos celulares subsequentes: fertiliza¢do, formagdo
de prontcleos e embriogénese inicial, devendo, portanto, ser
estocadas até sua utilizagio. Como o consumo desses transcritos
serd feito antes da ativa¢do do genoma embriondrio, o armazena-
mento correto deles no citoplasma do o6cito é de fundamental
importancia. Apés a retomada da meiose, ndo haverd mais
expressdo génica e, portanto, tudo o que foi produzido durante
a fase de crescimento deverd ser metabolizado no momento
adequado. As maiores causas de falha na maturag¢do oocitdria sdo
0 armazenamento, processamento e recrutamento inapropriado
do RNAm materno'%(A).

Virias moléculas sdo sintetizadas e acumuladas no interior do
o6cito e sio de fundamental importincia para o desenvolvimento
e progressdo da maturacio e embriogénese inicial. A glutationa
tem sido um dos mais investigados marcadores de maturacio
citoplasmdtica. Seus niveis de concentragdo intracelular aumentam
a medida que o o6cito prossegue seu desenvolvimento do estddio
de vesicula germinativa até a metdfase II. Além da glutationa,
moléculas de ATP também tém sido utilizadas como marcadores.
A quantidade dessas moléculas em odcitos morfologicamente
competentes aumenta de 1,4-1,8 pmol antes da maturacio 7z
vitro para 2,3-2,5 pmol apés a maturacio, com reflexo positivo
também no desenvolvimento embrionario inicial'’(A).

E verificado que durante o processo de maturacio oocitaria
em ratos, os oécitos envolvidos pelas células do cumulus oophorus
sofrem quebra da vesicula germinativa, reiniciando o processo
de meiose em sistema de cultivo contendo glicose como dnica
fonte de energia. Isso sugere interagdo metabdlica entre o6citos
e células do cumulus oophorus, jd que o obcito utiliza o piruvato
metabolizado a partir da glicose pelas células do cumulus. Para o
desenvolvimento do odcito e do foliculo sdo necessdrias comuni-
cagOes pardcrinas e jungies gap, e nestas interagoes estao incluidos
o fluido folicular, fatores esteroides ativadores da meiose, cCAMP,
purinas, pirimidinas, aminodcidos e fatores de crescimento'*(A).
A maturagdo oocitdria parece necessitar muito de piruvato nos
estdgios de préfase I ou metdfase 11, e a estimulacdo das células
do cumulus oophorus pelo FSH aumenta o uso de glicose e a pro-
dugdo de piruvato. As células do cumulus oophorus metabolizam
a glicose até piruvato ou ATP, e sdo transferidos para o odcito

através das jungoes gap'®(A). Além disso, a expansdo do cumulus,
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embora ndo seja consenso e haja diferencas espécie-especificas,
é descrita como um processo critico para o desenvolvimento,
ovulagdo e fertilizagdo de odcitos, jd que odcitos cuja maturagio
ndo estd associada com a expansdo do cumulus tém potencial
limitado para a implantacdo'(A).

Em alguns paises, devido a limitagGes legais nem todos
os o6citos obtidos podem ser fertilizados. Nessas situacdes, a
predi¢do da qualidade embriondria é um desafio ainda maior,
porque o tempo em que a avaliagdo preditiva pode ser feita é
limitado ao intervalo entre a obten¢do do odcito e a fertilizagdo.
Esse fato prop0s a procura por pardmetros adicionais que possam
dar suporte as avalia¢des morfoldgicas e metabdlicas de odci-
tos a fim de selecionar apropriadamente aqueles que possuem
maiores chances de fertilizagdo e desenvolvimento. Em relacdo a
isso, a andlise das células do cumulus é uma boa abordagem para
fornecer essas informagdes suplementares. Essas células, de fato,
sdo intimamente conectadas ao odcito através de redes de jungoes
gap durante o desenvolvimento folicular e a ovulagio, formando
uma interconexio funcional reciproca'*(A).

Com o mesmo propésito de selecionar melhores oécitos a
partir de novos pardmetros, Zhang et al. demonstraram que a
qualidade dos odcitos obtidos com a hiperestimulagio ovariana
controlada varia consideravelmente nas técnicas de reprodugdo
assistida. Apenas metade desses odcitos fertilizados completa o
desenvolvimento pré-implantacional, e poucos desses chegam a
implantar. As mudangas na expressdo de genes como o GDF-9 e
BMP-15 nos o6citos, ou da pentraxina 3 nas células do cumulus,
podem ser monitorados para uma sele¢ao apropriada do odcito
a ser fertilizado?(A). O GDF-9, um membro da superfamilia
do TGEF-B, foi o primeiro fator odcito-especifico que mostrou
causar a expansdo do cumulus. Ele funciona como um fator de
acdo pardcrina do odcito, que regula vérias enzimas-chave das
células da granulosa importantes na expansdo das células do
cumulus e cria um microambiente 6timo para a aquisi¢dao da
competéncia de desenvolvimento do o6cito?'(A). Os autores
pretendiam verificar se o nivel de expressio dos genes-alvo do
GDF-9 nas células do cumulus poderia ser correlacionado com a
qualidade do oécito, a qual foi avaliada como competéncia para
ser fertilizado e para clivar in vitro.

O GDF-9, 0 BMP-15 e 0 BMP-6 sdo expressos seletivamen-
te pelo o6cito em diferentes espécies, nos estddios iniciais da
foliculogénese. Mutacoes e dele¢des nos genes GDF-9 e BMP-
15 geram consequéncias no nimero de foliculos dominantes
e taxa ovulatéria em camundongos e ovelhas, demonstrando
a importancia destas proteinas secretadas pelo odcito na fun-
¢do ovariana. Estudo realizado em ovelhas demonstrou que a

mutag¢do em heterozigose nesses genes causou a hiperovulagio,

pois mesmo os niveis reduzidos de BMP-15 e GDF-9 eram
suficientes para que as células da granulosa sofressem mitose,
estimulando os foliculos a progredirem além do estdgio primdrio.
Entretanto, diminufa a citodiferenciagdo induzida pelo FSH, o
que levou ao aumento do nimero de foliculos pré-ovulatérios
a sofrerem maturagdo precoce e ovularem mesmo pequenos.
J4 ovelhas com mutac¢do em homozigose eram inférteis e com
defeito no desenvolvimento folicular devido a um bloqueio
da foliculogénese no estddio primdrio. Alguns autores tam-
bém tém investigado a correlag¢do, no ovdrio humano, entre
mutag¢des nos genes GDF-9 e BMP-15 e patologias como a
faléncia ovariana prematura (FOP) e a sindrome dos ovirios
policisticos (SOP)*(A). O achado de RNAm do GDF-9 e BMP-
15 em odcitos humanos normais prediz que esses fatores de
crescimento podem ter fun¢do fundamental na foliculogénese
e fertilidade nas mulheres?*(A).

Para identificar candidatos que se correlacionem positivamente
com o potencial de desenvolvimento do odcito é importante
incluir genes associados a esteroidogénese e genes com envolvi-
mento na apoptose, mas ndo se limitar a eles?*(A). Van Montfoort
et al. examinaram CC oriundas de odcitos que resultaram em
embrides com clivagem precoce e de odcitos cujos embrides ndo
clivaram precocemente, utilizando técnica de Microarray. Esse
estudo revelou 8 genes com diferencas consistentes de expressdo:
CCND2 (cyclin D2), CXCR4 (chemokine C-X-C motif receptor
4), GPX3 (glutathione peroxidase 3, plasma), CTNNDI1 (cate-
nin, cadherin associated protein, delta 1), DHCR7 (7 dehyro-
cholesterol reductase), DVL3 (dishevelled, dsh homologue 3),
HSPB1 (heat shock 27 kDa protein 1) e TRIM28 (tripartite
motif containing 28). A fungido desses genes sugere um estado
de hip6xia no microambiente das células do cumulus (CXCR4,
GPX3, DVL3, HSPB1) ou de maturagdo tardia dos o6citos
(CCND2, TRIM28, DHCR7, CTNNDI1) nos embrides que
ndo clivaram precocemente®(A).

Sem divida, o odcito se beneficiard de um microambiente no
qual as células do cumulus se mantém apropriadamente vidveis.
Hussein et al. demonstraram que o odcito é capaz de criar esse
microambiente favordvel utilizando as células somdticas que o
cercam®(A). A partir disso, o seguinte questionamento pode
ser feito: os fatores secretados pelos oécitos podem ser aplicados

in vitro para melhorar a qualidade oocitdria?

Fatores secretados pelo odcito

Por um bom tempo acreditava-se que os odcitos de mamiferos
eram passivos na relacdo com suas células somdticas foliculares.

Entretanto, hd alguns anos surgiu um novo paradigma na biologia
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oocitdria. Recentemente, tornou-se evidente que o odcito, na
verdade, é o centro regulador de funcdes das células foliculares e
que desempenha um papel importante na regulagdo da oogénese,
das taxas de ovulacio e fecundidade'>**(A). O oécito consegue
fazer isso por meio da secre¢do de fatores de crescimento soltveis
que atuam nas células foliculares vizinhas a ele, regulando assim
as fun¢des das mesmas.

Na década de 70, foi proposto o novo conceito, para a época,
de que o odcito secretava fatores que preveniam a luteinizagdo
folicular, demonstrado através da luteiniza¢io prematura de
foliculos antrais iz vivo de coelhas apés aspiragio do complexo
cumulus oophorus e por meio do cultivo de células da granulosa
na presenga de odcitos, provando que elas tornavam-se menos
luteinizadas comparadas com as cultivadas na auséncia de
o6citos”’(A).

Gilchrist et al. desenvolveram um modelo de cultivo para
determinar a atividade bioldgica dos fatores secretados pelo
o6cito por meio da andlise de sua influéncia sobre o crescimento
das células da granulosa, chamado de Bioassays of native OSFs.
O fundamento desse modelo é cocultivar células da granulosa
ovariana na presenga de odcitos denudados (DOs) e comparar
a resposta delas com a de células da granulosa que foram cul-
tivadas na auséncia de DOs. Foi observado que a presenca dos
DOs na cocultura alterou drasticamente as funcdes das células
da granulosa murais e do cumulus in vitro, e como esses dois
tipos celulares ndo estavam em contato fisico um com o outro,
demonstrou-se que esse efeito era mediado por fatores soldveis
que foram secretados pelos DOs no meio de cultivo e conse-
quentemente as afetaram?®(A).

Concluiu-se, a partir de vérios ensaios, que o odcito regula
as fungdes das células da granulosa e do cumulus em relagdo a:
e Regulagio do kit ligantee das células da granulosa: o kit

ligante é produzido pelas células da granulosa pré-antrais e

promove o crescimento do odcito através do receptor locali-

zado no oolema. Os fatores secretados pelo oécito, GDF-9 e

BMP-15, desempenham um papel nessa regulagao. O GDF-9

inibe a expressdo do kit ligante pelas células da granulosa

enquanto o0 BMP-15 estimula(A).

e Estimulo de proliferacdo das células da granulosa e das do
cumulus: os o6citos secretam substdncias que estimulam a
mitose (oocyte-secreted mitogens) das células da granulosa e as do
cumulus. Observou-se que quanto mais DOs eram colocados
nos pogos de cultivo, maior era a sintese de DNA pelas células
da granulosa, ou seja, estavam se multiplicando devido a
esses fatores secretados. Esse crescimento era analisado pela
incorporagdo de timidina pelas células da granulosa, que é

um marcador para sintese de DNA?(A).

Prevencdo de apoptose das células da granulosa: quando o
o6cito era microcirurgicamente retirado e deixava-se somen-
te o complexo cumulus oophorus (OOX) no meio de cultivo,
observava-se o aumento de apoptose das células do cumulus,
porém quando foram expostas aos fatores secretados por
o6citos, esse processo era revertido. Isso é possivel porque
0 o6cito promove a expressdo de proteinas anti-apoptéticas
Bcl-2 e suprime proteinas pré-apoptose Bax nas células do
cumulus; o efeito antiapoptético dos fatores secretados pelo
odcito protege essas células dos efeitos externos que poderiam
maté-las. Esse estudo também provou que quanto maior
a distincia das células da granulosa em relagdo ao odcito,
maior era o indice de apoptose dessas células, comprovando
mais uma vez o papel protetor dos fatores secretados pelo
06cito?®(A).

Prevencio da luteinizagdo folicular: o marco da luteinizagdo
das células da granulosa é a sua produgio esteroidogénica (de
progesterona, em particular). As células do cumulus oophorus,
adjacentes ao o6cito, produzem baixos niveis de progesterona,
comparadas com as células da granulosa murais do mesmo
foliculo. Quando se retirava o o6cito (OOX) ocorria uma
dramdtica luteinizagao; havia o aumento dos transcritos que
codificam os marcadores de luteinizagio, tais como receptor
de LH, LHCGR?(A), P450ssc (enzima da esteroidogénese),
CYP11A1°'(A), levando ao aumento de secrecdo de pro-
gesterona pelas células OOX murinas, bovinas e suinas. Os
niveis desses marcadores foram restabelecidos aos mesmos
niveis de produg¢io das células do COC, quando os oécitos
denudados foram cocultivados com as OOX, provando que o
o6cito previne a luteinizagdo de suas CC via a¢do dos fatores
solaveis.

Regulac¢do do metabolismo das células da granulosa: os
compartimentos celulares do COC possuem diferencas con-
siderdveis em rela¢do as atividades e condi¢des metabdlicas.
Inicialmente acreditava-se que o odcito do foliculo pré-antral
vivia, provavelmente, em um microambiente de hipéxia ou até
mesmo de andxia. Porém Hirshfield (1991) demonstrou que a
medida que o foliculo cresce, desenvolve-se um gradiente de
oxigénio da teca para o o4cito, e a formagdo do antro folicular
¢ associada com a prevencgdo de condi¢des de hipoxia®(A).
A diferenca entre as necessidades metabdlicas de odcitos e
das CC sugere que ocorra um fendmeno de regulacio entre
esses dois tipos celulares. Sugiura et al. observaram que a
produgio de vérias enzimas glicoliticas pelas CC de foliculos
antrais de ratos era elevada quando comparada com a pro-
dugio das células da granulosa murais do mesmo foliculo.

Tal fato foi confirmado por hibridizag¢do in situ. Além disso,
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mostraram que as c€lulas do OOX (complexo cujo odcito
foi retirado) apresentavam niveis de RNAm de enzimas
glicoliticas e a atividade glicolitica diminuidos, contudo
esse nivel era restabelecido apds o cocultivo das OOXs com
oé6citos, comprovando o papel dos fatores soltveis sobre o

metabolismo celular das células da granulosa®(A).

Perspectivas futuras e conclusées

Devido ao grande interesse em formular critérios mais ob-
jetivos e confidveis para a sele¢do de odcitos e embrides, muitas
pesquisas tém sido realizadas recentemente, com modelos ani-
mais e humanos, para avaliar o perfil da expressdo génica das
células da granulosa como possiveis indicadores moleculares da
competéncia oocitdria?***’(A), e também investigar o perfil da
expressdo génica dos odcitos em relagdo a sua competéncia.

Por meio da utiliza¢do da hibridizacdo subtrativa supressiva
do cDNA e das técnicas de Microarray, o grupo Sirard identificou
védrios marcadores em potencial nas células do cumulus de obcitos
competentes bovinos, incluindo vdrios genes GDF9-alvo, por
exemplo HAS2, TNFAIP6, PTGS2 e GREM1. Outros can-
didatos identificados sdo Inibina A subunidade § (INHBA),
receptor de crescimento epidermal (EGFR), betacelulina (BTC)
e a molécula CD44%7(A).

Li et al. descobriram que a qualidade dos odcitos humanos
também estd relacionada a transcri¢io abundante de genes es-
pecificos GDF-9 alvo (HAS2, PTGS2 e GREM1) nas células do
cumulns*’(A). Recentemente, Feuerstein et al. relataram que um
grande nimero de genes estd associado a maturagdo nuclear do
o6cito, e os niveis de seus transcritos tornam-se elevados apds

reassumirem a meiose>°

(A). Técnicas de Microarray estdao sendo
aplicadas para definir o perfil de expressio génica das células
somdticas ovarianas humanas em relacdo ao desenvolvimento
da competéncia oocitdria?*(A).

Concluiu-se que é necessério identificar candidatos que se
correlacionem positivamente com o potencial de desenvolvimento
do o6cito e que para isso deve-se incluir genes associados a es-
teroidogénese e genes com envolvimento na apoptose, mas nao
se limitar a eles(A). Porém encontramos algumas contradicdes
entre os artigos revisados. O mesmo gene ora € descrito como
pertinente e fornece resultados satisfatérios para ser utilizado
como preditor da qualidade oocitdria, ora é descrito como ndo
sendo relevante e excluido da possivel lista de marcadores.

Essa inconsisténcia na identificacao de marcadores molecu-
lares por esses estudos pode ser resultado da falta de um padrio
para avaliar a competéncia e viabilidade do embrido (o6citos

que clivaram a embrido versus gravidez confirmada), diferencas

de amostras (células do cumulus extraidas do complexo cumulus
oophorus individualente versus pool de células do cumulus ou células
da granulosa murais) ou diferentes plataformas utilizadas para
andlises de genome-wide.

Cillo et al. apoiam a hipétese de que as células do cumulus
sdo promissoras para predizer a qualidade oocitdria, indicando
que a determina¢do dos niveis de transcritos, tais como o de
HAS2 e GREM]1, nessas células, podem nos fornecer informagdes
Gteis que somem conhecimento acerca da sele¢io morfolégica
dos o6citos com melhores chances de serem fertilizados e se
desenvolverem in vitro>(A). Portanto, mais estudos sio neces-
sdrios para avaliar o potencial desses vdrios genes reportados
e que possam ser utilizados como candidatos a preditores da
qualidade oocitdria.

Estudo como o de Hussein et al. demonstrou o conceito e
a validade dos fatores secretados pelo oécito como suplementos
para meios de MIV para melhorar a qualidade oocitéria e subse-
quente potencial de desenvolvimento embrionidrio e fetal®(A).
Os estudos também sustentam o aperfeicoamento de marcadores
diagnésticos do potencial de desenvolvimento oocitdrio baseado
nas fun¢oes especificas das células do cumulus sob o controle dos
fatores solaveis secretados pelo odcito. Tais marcadores podem
ter também um inestimdvel papel em procedimentos clinicos
atuais de fertilizacdo 7z vitro (FIV), 2 medida que os laboratérios se
esforgam para selecionar o melhor odcito para fazer a inseminagdo
e qual embrido transferir em um ciclo de tratamento. Atualmen-
te, a taxa relativamente baixa de sucesso de MIV em humanos
(gerada pelo desenvolvimento embriondrio ruim pés-FIV e pelas
baixas taxas de gravidez, comparadas com a FIV convencional)
é o principal fator limitante de sua implementagio clinica em
larga escala. E necessdria a validacdo da eficicia da adicdo dos
fatores soltveis secretados pelo o6cito nos meios de MIV e, se
isso também levar a um melhor potencial de desenvolvimento
oocitério, poderia ter implicagbes importantes na aplicagio em
larga escala da MIV na pritica clinica e no modo de tratamento
da infertilidade humana.

Percebemos, portanto, que todo esse conhecimento acerca
das células do cumulus e a comprovagdo da sua importincia e
influéncia sobre a qualidade oocitéria e, consequentemente,
a possibilidade desses o6citos gerarem um embrido de boa
qualidade, levou inimeros pesquisadores a olhar com outros
olhos para essas células e, a partir delas, comegar a tentar
listar marcadores moleculares que poderiam ser usados como
preditores da qualidade oocitdria para selecionar, de maneira
mais completa e segura, aqueles que gerariam melhores em-
brides para ser utilizados em procedimentos de reproducio

assistida. E importante ressaltar, também, que o objeto de
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estudo deste trabalho é muito recente, e ainda hd muitos
resultados contraditérios entre os vérios artigos revisados, o
que impossibilita afirmar de maneira concreta e segura quais
os marcadores mais eficazes.

Assim como se tem dado importincia a investigacdo de possiveis
marcadores moleculares a partir das células do cumulus, é preciso
também aprimorar a prética de cocultivo de odcitos com células
da granulosa e estudar a influéncia dos fatores soltveis secretados
por eles na determinagio e regulacdo das fun¢des dessas células.
Comprovando-se a importancia dos fatores secretados pelo odcito,

poderemos utilizd-los como suplementag¢ao para meios de MIV,
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de odcitos imaturos humanos.
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