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LISTA DE ABREVIATURAS

Al =An&asel

AM Pc = monofosfato de adenosina cidico
c-kit = receptor do KL — “kit ligand’

DNA = &cido desoxirribunudeico

EGF = fator de crescimento epidermal

ERK =*“extracdlular regulated kinasg’ ou MAPquinase
FGFb = fator de crescimento fibrobléstico basco
G, = Fase em que o0 gameta € diplGide— 2n
Gz = Fazem que o gametaé 4n

GVBD = Rompimento da vesiculagerminativa
I P; =inogtal trifosfato

LH = Hormdnio luteinizante

M = Fase de divisio mitdtica

M 1 = Primeiradivisfo meidtica

M , = Segunda divisio meidtica

M| =Met&fasel

M1l =Met&asell

MAP = “mitogen-activate protein”

MPF = fator promotor dafase M intracelular
PK -C = Proteina quinese-C

RNAM = Acido ribonudeico mensageiro
RNAr = Acido ribonudeico ribossdmico

S= Fase de sintese de DNA

Tl = Tel6fase |

VG = Vesiculagerminativa



INTRODUCAO

Os odcitos bovinos devemn sofrer varias mudangas morfologicas e bioquimicas para
adquirirem a competéncia meidtica necessaria para reniciarem a meiose, serem fetilizados e
terem um adequado desenvolvimento embrionaio. Mudancas estruturais e bioquimicas ocorrem
durante a maturagdo do 06cito competente depois do pico pré-ovulatdrio de LH. O reinicio e a
completa maturacdo meiGtica sfo regulados por processos de fosforilacdo e desfosforilacéo.

Pesguisadores do mundo inteiro tém dedicado muitos esforgos para determinar a fungéo
de uma vaiedade de eventos e faores envolvidos na mauragdo nuclear e citoplasméica de
oocitos diferentes espécies animais. As técnicas moleculares e os procedimentos in vitro sdo
muito importantes para investigar aspectos fisoldgicos e bioquimicos da mauracdo do odcito.
O entendimento da regulacdo da mauracdo do oocito € a base paa produzir novas
biotecnologias que busquem um mehor gorovetamento do potencid reprodutivo de uma fémea
O objetivo dete trabdho € discutir dguns eventos cdulares e moleculares relacionados aos
processos de desenvolvimento e maturag@o do odcito bovino.



OOGENESE

A oogénee pode ser definida como sendo um processo de formagdo, creimento e
maturacéo do gameta feminino, que tem inicio na vida fetld e culmina anos depois, pouco antes
da ovulagdo, no animd adulto. A oogénese comeca com a formagdo das cdulas germinativas
primordias, cuja origem é extragonadd, sendo oriundes da porgdo caudd da linha primitiva,
provenientes das cdulas tronco embrion&ias (WASSARMAN & ALBERTINI, 1994). Com a
formacdo dos corddes sexuas, nos bovinos aos trinta dies de gestacdo, as cdulas somaicas que
acompanharam a trgetdria das cdulas germindtivas até a crista genitd, circundam o gameta e o
isolam aravés de uma membrana basd. A interagdo entre as cdulas da granulosa e o gameta é
de fundamenta importncia para 0 desenvolvimento do odcito (CAIN et al., 1995), as trocas
metabolicas entre esses dois tipos de cdulas ocorre aravés dos complexos intercomunicantes
(EPPIG & SHROEDER, 1989).

As cdulas germindivas primordias tranformamse em oogbnias, as quas diferenciam+
* das outras cdulas por goresentarem um cditoplasma daro, devido a pouca quantidade de
organdas e agoresentarem uma dta freqiéncia de divisio mitdtica, chegando a 2.700.000
oogbnias no dia 110 de gedacdo (ERICKSON, 1966). Porém, esse nimero diminui, jA que
muitos odcitos sofrem processos  degenerativos como resultado de erros genéticos  ocorridos
durante 0 “crossng over” ou a disurbios metabdlicos €lou vasculares (MOTTA et al., 1997).
Em torno dos 7282 dias de gedacdo na vaca, dguns odcitos ja iniciaram a primera préfase
meidtica (ERICKSON, 1966). Quando cessa a divisdo mitdtica das oogbnias, e essas etdo em
um foliculo primordid, passam a ser chameas de odcitos primérios (RICHARDS, 1980).

Pouco antes do nascimento, 0s odcitos encontramse no estadio de dipldteno da primeira
profase medtica, também denominado edtadio de dictidteno ou de vesicula germinativa (VG)
devido a goaéncia vedcular do nudeo, carecterizando-se pela presenca de Cromossomos
dtamente difusos. Nede estadio ocorre 0 primeiro blogueio da meiose, sendo a primera divisto
meidticainiciada e conduida somente pouco antes da ovulagéo, gpds a puberdade.

MITOSE E MEIOSE

O cido cdular da mitose consste em fases dternativas, G (0 gameta € dipldide — 2n), S

(sintese de DNA), G (0 gameta € 4n) e M (de divisito mitética). A fase S dobra o niUmero de

cromossomos, de 2n para 4n. Na fase M, 0s cromossomos voltam a ser 2n porque as cromdides



irmés duplicades S0 sepaadas. A fae M é aubdividida em cinco estédios profese, pro-
metéfase, metéfase, andfase e teldfase. A fase G € a mas longa do cido e é a fase em que os
0dcitos permanecem parados.

Na meose, o gameta 2n tem o seu DNA duplicado numa fase S “prémeidtica’, depois
vem a fase M1 (primeira divissto meidtica). Como ocorre duas sucessvas divisdes Mt e M2, sem
uma fase S no meio, @ find da M, temse uma cdula hapldide (1n). O gameta feminino forma
durante cada divisito meidtica um corpisculo polar para ser diminado, na My com metade dos

Cromossomos e na M2 com metade das cromatides, como citado por Sagata (1996).

COMPETENCIA MEIOTICA

Competértia meidtica é a fase de crescimento do odcito, em que 0 mesmo deve passar
por diversas mudancas fisologicas e bioquimicas para estar apto para sofrer 0 processo de
meiose, essa fase também é conhecida como capacitacdo meidtica A competéncia para reiniciar
a mauracdo meidtica é obtida no find da fase de desenvolvimento, quando os odcitos estéo em
foliculos antrais. Os odcitos bovinos crescem de menos de 30im (em foliculo primordid) a mas
de 120im (em foliculo ovuladrio), como mencdonado por Hyttd et al. (1997). Os odcitos
devem adquirir a competéncia meidtica para responder a0 estimulo hormond antes da ovulacéo
e sofrer maturacd. Em gerd, a completa competéncia meidtica é findizada quando os faliculos
aingem um didmetro de 3mm e os odditos 110 im de didmetro (FAIR et al., 1995).

Nos foliculos primordiais, 0 nideo do odcito € rodeado pelas mitocondrias, reticulo
endoplasmaico rugoso e um pequeno complexo de Golgi. Como foi demondrado por Matlik e
Fulka (1986), os nucledlos do odcito agpresentamse vacuolizados e com estruturas heterogénees
compodtas de dementos fibrilogranulares com  discretos centros fibrilares, neste estédio de
desewolvimento. Os nudeolos tém um importante pgpd na dSntese de &ido ribonudeico
ribossOmico (RNAr). A sintese das proteinas da zona pelcida comega nos foliculos primordias
(VAN WEZEL & RODGERS, 1996), embora a zona pelicida estgja morfologicamente presente
somente nos odcitos dos foliculos secundaios (HYTTEL et al., 1997). Nesses foliculos o odcito
ja gpresenta “gep junctions’ e o nucleolo aparece com adguns pontos negros na auto-radiografia
apds incubacgo com H- uridina (FAIR et al., 1996).

As modificagbes principais observadas durante a fase de desenvolvimento do odcito séo
a formacdo dos “ggp junctions’ entre 0 odcito e suas cdulas somdicas circundantes,
desenvolvimento e dedocamento para a periferia do odcito do complexo de Golgi, do reticulo



endoplaamnéico liso, e das gotas lipidices, formagdo dos grénulos corticais e zona pecida,
diferenciacéo da mitocOndria, quebra dos centriolos, deposicdo ou sintese dos RNAm (&cido
ribonucleico mensageiro) maernos para a sintese de proteina do odcito, des cdulas soméicas e
mas tarde para 0 desenvolvimento (FAIR et al., 1996, HYTTEL et al., 1997). Além diso, o
nudeolo tornase uma esfera de fibrilas empacotadas densamente e pode ser vecuolizada (FAIR
et al., 1996). Com essa ultraestrutura e outras transformagdes bioquimicas, 0s odcitos estéo
gptos para serem maturados e fecundados.

Ha uma sdlida evidéncia que pdo menos trés fatores et@o envolvidos no crescimento do
oocito nesta fase de competéncia meidtica, 0 ckit (receptor do KL — “kit ligand”), o EGF (fator
de creximento epideemd) e FGFb (fator de crescimento fibrobléstico basico). Pecker et al.
(1994) obsarvaram um efeto edimulatorio do KL no crescimento do odcito, dém diso,
observou que as cdulas da granulosa, quando cultivadas com o odcito, aumentam a expressio
de KL. EGF e FGF edimulan o aumento no nimero de cdulas da granulosa, aumentando a
quantidede de KL produzida por canada e edimulando assm o crescimento do odcito.
Blogueando a interacdo entre o c-kit e 0 KL in vivo 0 aescimento do odcito e do foliculo foi
completamente interrompido (Y OSHIDA et al.,1997).

DIFERENCIACAO NUCLEAR E CITOPLASMATICA DURANTE A
MATURACAO DO OOCITO

O odcito competente deve sofrer uma maturagdo nucdlear e citoplasmaica para ter um
deservolvimento normd. Do mesmo modo, as cdulas somdicas tém um importante papd na
regulacido do processo de mauracdb do oocito. A meose do obcito € iniciada durante o
desenvolvimento dos ovéaios feas e a primera divissto medtica é mantida no etadio de
diplétero (formacdo da vesicula germinativa) por muitos anos aé atingir a puberdade. O nlcdeo
fre desintegracdo e a membrana nudear (vesicula germinaiva) € completamente desintegrada
dentro de vesiculas de membranas, as quas asociamntse ao reticulo endoplashetico para
paticipar na formacdo da membrana do pro-nucleo. Os odcitos passam pelos estédios de
diaguinese, metdfase | (MI), andfase | (Al), teldfase | (TI) e entéo rapidamente passam para
metéfase 1l (MII). Como resultado dessas mudangas, os cromossomos homologos se separam
com a formagcdo do primeiro corplisculo polar. Esse corplsculo polar contém uma pequena parte
do citoplasma e a metade dos cromossomos homdlogos Ao mesmo tempo, 0 odcito paa o

desenvolvimento  nucdler (segunda parada meidtica) e pemaece nesse edtadio aé a



fecundacdo. O processo de aivagdo do odcito em edtadio de vesicula germinativa, incluindo o
rompimento da vesicula germinativa (“germind vesicde breackdown”’, GVBD) aé a segunda
parada medtica em MIl é a completa maturacéo nuclear. O tempo reguerido para a mauracéo
nuclear varia dependendo da epécie, no bovino, 0 GVBD ocorre de 812 horas, a M| de 12-15
horas, a Al e a Tl de 1518 horas e a Ml de 18-22 horas (SRARD et al., 1989; WU et al.,
1997).

Os faores citoplasméicos que originam durante 0 desenvolvimento e maurago dos
o0citos sf0 essencias paa a capacidade de desenvolvimento, aquiscdo da competéncia
meidtica, fertilizacdo e desenvolvimento embriond&rio. Os obcitos com uma maturagdo nuclear
norma, em tempo regular, mas que possuem uma assincronia entre a maturagdo citoplasméica e
a nuclear, ndo seréo fecundados ou néo irdo ter um desenvolvimento embrion&io (BEVERS et
al., 1997, BLONDIN et al., 1997, HYTTEL et al., 1997). H& uma dgnifictiva mudanca na
dntese proteica detectivel gpds 0 pico de LH (hormbnio luteinizante). O conjunto de processos
na maturacdo parecem ser afetados por mudancas nos niveis proteicos e em outros fatores
promotores de maturagdo detectados no citoplasma de odcitos em maturagdo (CRAN, 1989; LIU
& YANG; 1999; MOTLIK, 1989; MOTLIK et al., 1998).

A modulacdo da sintese proteica e outros fatores sGo observados com a reorganizacéo
das organelas citoplasmdicas durante a maturacdo do odcito. Mudangas no nimero, tamanho
glou poscéo das organdas citoplasméicas tem Sdo observado nos odcitos de mamiferos. No
decorrer do remoddamento do citoplasma, a maoria das organdas migram paa 0 centro da
cdula As mitocdndriss e 0 Complexo de Golgi locdizavam-se perifericamente no odcito
imauro, porém gpGs a maturacdo as mitocdndrias extdo didribuidas mais centrdmente na
supafide do ooplasma e o0 complexo de Golgi diminui 0 su  desnvolvimento
Smulaaneamente com 0 agrupamento do reticulo endoplasméico liso (HITTEL et al., 1989).
Entretanto, os grénulos corticais associados com um ssgmento do reticulo endoplasmético liso,
permanecem proximo a periferia da cdula Ha um aumento no nimero dos grénulos corticals
depois do pico de LH (CRAN, 1989; FAIR et al., 1997). O nimero de grénulos corticas no
cortex € dgnificativamente maior nos odcitos gpds 0 GVBD que agueles observados nos odcitos
com avesicula germingtiva intacta

A comunicagdo entre as cdulas do cumulus e o0 odcito € aravés de “gep junctions’, as
céulas sométicas processam um cand aravés da zona pellcida para troca de substéncias com o
citosol do oocito. Apds 0 pico de LH ha uma evidente diminuicdo do fluxo de substéncias das

cdulas da granulosa paa 0 oocito e ocorrem mudangas morfoldgicas nos “gap junctions’. A



mauracd0 do odcito parece estar corrdacionada negdivamente com o0 nimero de “gap
junctions’ por cula(LARSEN et al., 1986).

REGULACAO DA MATURACAO DO OOCITO

Os odcitos devem crescer e sofrer v&ias mudangas ultraedtruturais, no citoesqueleto e
bioquimicas para s competentes para reiniciar e complelar a maturagdo meidtica  Odcitos
incopetentes sf0 deficientes en RNAmM para o faior promotor da fase M intracdular (MPF). Os
ooditos renidam a primara divisso medtica depois do edimulo hormond in vivo.
Provavemente, esse € um snd comum paa divar o MPF e a MAP (“mitogen-activate protein”)
quinase paraa maturacdo dos odcitos nos mamiferos (DEKEL, 1996).

O MPF é composto de dois componentes, a proteina p34™ que controla a divisio
cdular (subunidede catditica de 34 kD) e a proteina ciclina B (subunidade regulatdria de 45
kD). Paa 0 MPF s aivado, a treonina-14 e a tirosna-15 da subunidade catditica devem ser
desfodorilado pela enzima cdc25 fodfatase (KUMAGAI & DUNPHY, 1992, MALLER, 1994).
Os odcitos em Bse de crescimento tém menores niveis de p34 “2 e néo podem progredir da fase
& a M, porém no fim da fase de crescimento ha um grande aumento na concentracdo e na
aividede do p34 “? para a aquisicio da competéncia meidtica (CHESNEL & EPPIG, 1995; DE
VANTERY et al., 1996; HIRAO et al., 1995).

O MPF tem uma forte dfinidade pela quinase da higona H1. Nos odcitos bovinos, essa
quinese etd em menores niveis no et&dio de vesicula germinaiva e tem um aumento gradud
aé aingir seu pico no et&dio de MI. Depois deste ponto, a quinase da hisona H1 (atividade do
MPF) tem uma diminuicdo na sua concentracdo, que coincide com a Al e a Tl. Um maior
aumento da dividade do MPF é obsarvado na MII, que é mantido por véias horas durante a
meturaco do odcito, diminuindo graduamente depois de 30 horas da maturagéo do odcito (WU
et al., 1997).

Em mamiferos ha vaias evidéncias que Va&ios eventos que ocorrem durante a maturacéo
do odcito o regulados pda MAP quinase, também chamada de ERK (“extracdlular regulated
kinasg’). A familia da MAP quinase é ativada em consegiiéncia da fosforilacdo de uma tirosna
e uma treonina especificas durante a maturagdo do odcito. No bovino, a MAP quinase € aivada
no esté&dio de GVBD, e tem sua aividade méxima em Ml e permanece com dta atividade até a
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formacdo dos pro-nicdeos (NURSE, 1990; FISSORE et al., 1996). Esses achados sugerem que a
MAP quinase deve estar envolvida no processo de fecundacéo.

Ha evidéncias que a maturacdo de odcitos é dependente de horménios esterdides e de
sinas quimicos determinados por horménios proteicos e faores de crescimento. Esses snas
aivam receptores presentes na membrana citoplasmética, edimulando a formacdo intracdular
de sgundos mensageiros (BERRIDGE, 1985), como o diadilglicerdl, o inodtal trifosfato (1Ps) e
cdcio, os quas por divacdo de quinases e fodaases et envolvidos na trangmissio do snd
da membrana cdular a0 nicdleo (BAE & CHANNING, 1985 HOMA, 1991; HOMA et al.,
1991; KAUFMAN & HOMA, 1993). O AMPc (monofosfato de adenosina cidico) tem uma
funcdo inibitéria na mauracdd nuclear de oocitos de muitas egpécies. No  bovino, o AMPc
induz uma inibicdo trandtoria do GVBD, mas ndo impede a progressso aé Ml (HOMA, 1988;
SIRARD, 1990; BILODEAU et al, 1993, HERNANDEZ et al., 1994). SubstAncias que ativam
aproteina quinase-C (PK-C) estimulam o reinicio da meiose (MONDADORI et al., 1999).

INIBICAO NA MATURAGCAO DOSOOCITOS

Os odcitos reiniciam a meiose gpés o pico ovulatdrio de LH, os fatores que levam ao
reinido da meose anda sfo desconhecidos. Os odcitos reniciam a meose espontaneamente
quando isolados de seus foliculos e cultivados in vitro (EDWARDS, 1965).

Em grandes animas foi obsavado que a parede folicular promove inibicdo meidtica
guando o0s odcitos s cultivados com meades foliculares, com ou sem contato fisco
(TSAFRIRI & CHANNING, 1975; LEIBFRIED & HRST, 1980; SRARD & COENEN, 1993).
Quando os odcitos de bovinos com as cdulas do cumulus S0 maturados na presenca da teca
interna ou externa de foliculos de 25 nm, h&d uma inibicdo no renico da meose O faor de
inibicdo produzido pelas cdulas da teca € live no meo e age aravés das cdulas do cumulus
(RICHARD & SRARD, 1996). Os odcitos bovinos que foram cultivados em meo
condicionado com cdules fdliculares também tiveram uma inibicdo na mauragdo meidtica
RICHARD & SIRARD (1998) demongraram a presenca de duas proteinas (210 e 190 kDa) que
S50 secretadas no melo contendo cdulas da teca, uma dessas proteinas, ou as duas, podem ser
regponsveis pea inibicio da maturacdo de odcitos bovinos quando cultivados na presenca de
celulas dateca

As cdulas da granulosa também inibem a mauracdo nudear de odcitos bovinos, quando
na presenca de liquido folicular (GONGCALVES et al., 2001). Odcitos bovinos maurados em
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liquido folicular de foliculos peguencs tiveram uma inibicgdo na maturacdo quando comparados
agudes cultivados em meo de mauracdo (AYOUB & HUNTER, 1993; CHOI et al., 1998;
EMANUELLI et al., 2000).
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CONSIDERACOESFINAIS

Durate todo o processo de oogénee em bovinos 0 gameta deve sofrer diversss
mudancas morfolGgicas e bioquimicas e modificages sdo reguladas por hormdnios e
proteines presentes no ovaio. FHdologicamente, o0 odcito deve ter uma sSncronia entre a
maturacdo citoplasmética e a nuclear. Esse processo € regulado pelas cascatas de fodforilagéo e
desfodforilagéo e controlado pdo MPF e a MAP quinase. Ainda ndo se sabe qud é o snd que
diva 0 obdto a reniciar a meiose, sdhe-se goenas que apds 0 pico de LH ocorrem essas
mudangas no interior do odcito e modificagbes nas concentragbes de dgumas substncias no
liquido folicular. Provavelmente, o LH daue aravés de hormonios proteicos eou fatores de
crecimento presentes no interior do foliculo, aravés da inibicdo ou do etimulo da producéo
dessas substéncias pelas cdulas foliculares O completo entendimento da fisologia do processo
de oogénexe é necessio para mehorar a producdo de embrides in vitro e ter-se um mehor

gproveitamento dos gametas femininos.
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