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A maturagdo nuclear do od6cito bovino refere-se a segregacdo cromossOmica. A maturagido
citoplasmatica pode ser subdivida, didaticamente, em: 1) Redistribuicdo das organelas; 2) Dindmica dos
filamentos do citoesqueleto; e 3) Maturagdo molecular. Os filamentos do citoesqueleto movimentam as
organclas citoplasmaticas e também atuam na segrega¢do cromossOmica. A poliadenilacdo ¢ o principal
mecanismo de inicio de tradugdo de proteinas que atua sobre 0 mRNA materno estocado durante a maturagéo
molecular. Inimeras proteinas ¢ moléculas marcadoras de maturagdo citoplasmatica sdo transcritas durante esse
estadio. Diversas modificagdes ocorrem no citoplasma do odcit o bovino durante a aquisicdo de competéncia
meidtica para o desenvolvimento.
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Abstract

Nuclear maturation of bovine oocytes involves chromosomal segregation. Cytoplasmic maturation can
be subdivided, didactically, into: 1) Organelle redistribution, 2) Filaments of the cytoskeleton dynamics, and 3)
Molecular maturation. The filaments of the cytoskeleton promote the movements of the organelles and act on
chromosome segregation. Polyadenylation is the main mechanism that initiates protein transduction and acts on
the stored maternal mRNA during molecular maturation. Inumerous proteins and markers of cytoplasmic
maturation are transcribed during this stage. Several modifications occur in bovine oocyte cytoplasm during the
acquisition of meiotic competence for development.
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Introducéo

A complexidade dos eventos que ocorrem durante a maturagdo do oocito depende ndo sé da correta
dinamica de separacdo dos cromossomos na maturagdo nuclear, mas também da redistribuigdo das organelas
citoplasmaticas ¢ do acamulo de mRNA, proteinas e fatores de transcrigdo, necessarios para que 0 processo se
realize.

O estoque de transcritos e proteinas no citoplasma do odcito ¢ de fundamental importancia para o
processo de maturagdo e, principalmente, para assegurar o desenvolvimento embriondrio inicial até o estadio de
oito células (bovinos), quando o genoma embrionario ¢ ativado, e a sintese de novas proteinas torna-se
necessaria. Essa fase ¢ denominada transicdo materno-zigoética (MZT, do inglés maternal zigotic transition) e a
expressdo de certos genes durante esse periodo determinara o sucesso da embriogénese no estadio de pré-
implantagdo (Meirelles et al., 2004).

Apesar de serem processos distintos, a maturagdo nuclear e a maturagdo citoplasmatica sdo eventos
interligados e que ocorrem de modo simultdneo em determinados momentos, embora a programagdo molecular do
citoplasma tenha inicio ainda na fase de crescimento do odcito (Brevini-Gandolfi e Gandolfi, 2001). Pode-se, contudo,
subdividir o processo de maturagdo citoplasmatica em trés eventos principais: 1) redistribuicdo das organelas
citoplasmaticas; 2) dindmica dos filamentos do citoesqueleto; e 3) maturagdo molecular (Ferreira et al., 2009).

Portanto, o objetivo dessa revisdo é enfocar o processo de maturagdo citoplasmatica, tendo em vista as
modificagdes que ocorrem nesse compartimento durante a aquisicdo de competéncia meidtica para o
desenvolvimento.

Redistribuicéo das organelas citoplasmaticas

Ja estd bem estabelecido que, durante a maturagdo oocitaria, inimeras modificagées ultraestruturais podem ser
observadas nas organelas citoplasmaticas, tanto no que se refere a morfologia quanto a redistribuig¢@o. O trafego
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das organelas citoplasmaticas durante a maturacdo ¢ feito via citoesqueleto, através dos microfilamentos e
microtibulos, e seu reposicionamento depende das necessidades da célula em cada estadio de desenvolvimento.

Mitocondrias

A ativagdo de determinadas vias metabdlicas, envolvidas na sintese e na fosforilagdo de proteinas, ¢
indispensavel para a maturagdo do citoplasma. Nesse contexto, a mitocondria tem um papel de extrema
importancia, ja que ¢ um componente-chave da maquinaria metabolica, responsavel por fornecer a energia a ser
consumida no processo de maturagdo (Krisher e Bavister, 1998; Stojkovic, 2001). O movimento de mitocondrias
para areas de grande consumo de energia ¢ crucial para o o6cito e para os blastdomeros do embrido durante
periodos criticos do ciclo celular. De acordo com estudos prévios, durante a maturagdo, as mitocondrias
sintetizam o ATP necessario para a sintese de proteinas que darfo suporte a conclusdo dos processos de
maturacdo e desenvolvimento embriondrio subsequente (Krisher e Bavister, 1998; Stojkovic, 2001).

Andlises da ultraestrutura de oo6citos maturados in vitro (MIV) mostraram que as mitocondrias se
movimentam de uma posi¢do mais periférica, para uma distribuicdo mais espacial apds 12-18 horas de cultura
(Hyttel et al., 1986). Este padrao é bem semelhante ao que foi observado in vivo, em que se notou uma
distribui¢do mais periférica antes do pico do horménio luteinizante (LH), uma formagfo cortical agrupada,
semelhante a clusters, nos estadios finais da matura¢ao nuclear e uma dispersdo ap6s a extrusdo do corpusculo
polar, aproximadamente 19 horas apds o pico de LH (Kruip et al., 1983; Hyttel et al., 1997). Quando o odcito
atinge o estadio de metafase II (MII), as mitocondrias, juntamente com gotas lipidicas, assumem uma posi¢ao
central na célula (Hyttel et al., 1997; ver Fig. 1-A). Em adigdo, estudos recentes mostram que o niimero de
mitocondrias presentes no citoplasma do odcito varia de acordo com o estadio de desenvolvimento em que este
se encontra. Oocitos primarios contém aproximadamente 6.000 mitocondrias, e esse nimero aumenta para mais
de 100.000, durante a maturagdo citoplasmatica (Trimarchi et al., 2000; Cummins, 2004; Tarazona et al, 2006).

Estudos recentes confirmam a correlagdo entre a reorganizagdo das mitocondrias nos odcitos apos a
maturag¢do in vitro, os niveis de ATP e o nimero total de células nos blastocistos. Embrides com menor
quantidade de ATP no citoplasma mostraram um desenvolvimento mais lento, resultando em um menor numero
de células (Liu et al., 2000; Stojkovic et al., 2001). Também foi observado que, antes da ativagdo do genoma
embrionario (aproximadamente 72h de cultivo), as mitocondrias apresentam niveis intermediarios de atividade, o
que pode ser explicado pela protecdo adaptativa contra as espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen
species), resultantes do metabolismo mitocondrial (Nohl et al., 2005; Tarazona et al., 2006). Essa protecdo ¢é
feita por moléculas scavengers como a glutationa e as peroxidases, produzidas durante a maturagdo molecular do
00cito ou por transcri¢ao permissiva no estddio embrionario de duas células (Lonergan et al., 2000). Assim, se
houvesse uma alta atividade mitocondrial durante os estadios iniciais do desenvolvimento embrionario, os
embrides provavelmente ndo sobreviveriam, por ndo conseguirem eliminar a produgdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio em tais processos (Tarazona et al., 2006). Apds o inicio da transcrigdo do genoma
embriondrio, a atividade mitocondrial diminui a medida que o embrido passa a utilizar outras vias metabolicas,
como a glicdlise anaerdbia, para produzir energia (Eckert et al., 1998; Tarazona et al., 2006).

Em blastocistos eclodidos, a distribui¢do das mitocdndrias nos blastomeros passa de perinuclear para
pericitoplasmatica, enquanto nas células da massa celular interna essa distribuigdo ndo se altera. Tal fato pode
ser explicado pelo inicio da expressdo de proteinas de adesdo pelas células trofoblasticas (Lu et al., 2002) que, ao
se prepararem para o reconhecimento materno e a adesfo na implantagdo, consomem mais moléculas de ATP
nas proximidades da membrana plasmatica do que as células do embrioblasto (Tarazona et al., 2006).

Ribossomos

A sintese de proteinas ¢ indispensavel ndo apenas para a progressao da maturagdo no odcito per se, mas
também para a formacdo do zigoto e embriogé€nese inicial. Para isso, € necessario que uma quantidade adequada
de ribossomos esteja presente durante a maturagdo. Os ribossomos sdo sintetizados pela transcricdo de genes de
rRNA (ribossomal RNA), pelo processamento dos transcritos e pela adi¢io de inimeras proteinas ribossomais as
suas duas subunidades. O nucléolo ¢ o sitio de formacdo das subunidades dos ribossomos e, durante a fase de
crescimento oocitario e ativagdo do genoma embrionario, se apresenta na forma fibrilo-granular, o que reflete a
alta atividade de sintese de ribossomos e, consequentemente, a sintese proteica. O o6cito de um foliculo
primordial estd transcricionalmente quiescente, ¢ o nucléolo é composto exclusivamente pela por¢ao granular,
sinalizando a auséncia de atividade de sintese de ribossomos (Fair et al., 2001; Hyttel et al., 2001). Durante a
meiose, no estadio de metafase I, ha aproximadamente trés vezes mais sintese de proteinas no odcito do que no
estadio de GVBD (do inglés, germinal vesicle breakdown; Fig. 1-A). Ao alcangar o estadio de metafase II, no
entanto, o 06cito exibe niveis basais de tradugdo de proteinas. Tal fato poderia ser explicado pela auséncia de um
nucléolo funcional, uma vez que a cromatina esta condensada em forma de cromossomos e, assim, nao haveria a
transcri¢do de rRNA e a consequente producdo de ribossomos para a tradugdo do mRNA (Tomek et al., 2002).
Tais evidéncias corroboram a ideia de que a presenca dos ribossomos estd diretamente ligada a sintese proteica
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nos periodos cruciais do desenvolvimento.
Reticulo Endoplasmatico (RE)

As membranas do reticulo endoplasmatico sdo fisiologicamente ativas, interagem com o citoesqueleto e
contém diferentes dominios especializados em fungdes distintas. Dentre as fung¢des do reticulo endoplasmatico
descritas, destacam-se o enovelamento de proteinas e sua degradagdo, o metabolismo de lipideos, a
compartimentalizagdo do nucleo, a regulagio do gradiente de fons Ca®" e a sintese de membranas (Lippincott-
Schwartz et al., 2000). Esse sistema tem um papel de extrema importancia na sinalizagdo intracelular, por
armazenar e liberar o calcio.

Modificagdes bioquimicas e estruturais no reticulo endoplasmatico durante a maturagdo sdo pontos
cruciais para o funcionamento do sistema de regulagéo do calcio intracelular. Em andlises in vivo de odcitos de
camundongos no estadio de vesicula germinativa (VG), o reticulo endoplasmatico apresenta-se uniformemente
distribuido no ooplasma. Ao progredir o desenvolvimento até o estadio de metafase II, observou-se que o
reticulo endoplasmatico se apresenta em regides corticais e acumula-se em pequenas por¢des de 1-2um de
largura (clusters) por todo o citoplasma, exceto nas proximidades do aparato meidtico (Kline, 2000; Stricker,
2006; Fig. 1-A). A sensibilidade do sistema de liberagdo de célcio torna-se aumentada apds a maturagdo. Durante
a fertilizagdo, a entrada do espermatozoide no oocito leva a uma acentuada liberagdo de calcio do reticulo, que
ativa o inicio do desenvolvimento (Kline, 2000) (Fig. 1-B). Sendo assim, no momento de formagdo do segundo
corpusculo polar, aproximadamente 3-4 h apds a inseminagdo e 2 h antes de cessar a sinaliza¢do de célcio no
estadio pronuclear do desenvolvimento, os clusters do reticulo endoplasmatico se desagregam (Jones et al.,
1995; Stricker, 20006).

Granulos corticais

Os granulos corticais sdo derivados do complexo de Golgi (Wessel et al., 2001) e sua exocitose envolve
membros da hipotese SNARE de trafico intracelular (Conner et al., 1997) e filamentos do citoesqueleto (Wessel
et al., 2002). Sabe-se que em odcitos no estadio de vesicula germinativa, os granulos corticais apresentam-se
distribuidos em clusters pelo citoplasma (Hosoe e Shioya, 1997) e, ao final do periodo de matura¢do, quando
esses oocitos atingem o estadio de metafase I, os granulos encontram-se distribuidos por toda a superficie
interna, proximos a membrana plasmatica (Thibault et al., 1987; Wessel et al., 2001), estrategicamente
dispostos, a espera da ativagao (Fig. 1-A).

Os granulos corticais sdo organelas exclusivas dos odcitos, e sua composi¢do inclui uma diversa
populag@o de proteinas, moléculas estruturais, enzimas e glicosaminoglicanas. A exocitose dos granulos corticais
apresentada pelo odcito ¢ um dos mecanismos mais comuns para a prevenc¢do da polispermia (Hosoe e Shioya,
1997). Se houver fertilizacdo por mais de um espermatozoide, o zigoto resultante sofrerad clivagens anormais e se
tornara inviavel, morrendo ainda no inicio das divisdes mitoticas. O mecanismo de bloqueio ¢ altamente
conservado entre 0s grupos animais e se baseia na rapida modificacdo da matriz extracelular oocitaria, pela
liberacdo do conteudo dos granulos corticais na superficie externa, ap6s a ativacdo do oocito pela entrada do
espermatozoide (Haley e Wessel, 2004; Fig. 1-B).

Complexo de Golgi

A dinamica das membranas do Golgi durante a maturagdo e a fertilizagdo nos mamiferos ¢ um evento
que ainda necessita de mais informagdes para ser completamente compreendido (Payne e Schatten, 2003). Sabe-
se que odcitos bovinos, no estadio de vesicula germinativa, apresentam fragmentos de Golgi que se transformam
em vesiculas durante a GVBD (Hyttel et al., 1986; Moreno et al., 2002; Payne e Schatten, 2003).

Apesar dos achados até o momento, os dados da literatura com relagio ao papel exercido pelo complexo
de Golgi na maturagdo e eventos subsequentes permanecem conflitantes. Um estudo recente mostrou que, ao
contrario do que ocorre em células somaticas, nas células germinativas em metafase II, proteinas da matriz
extracelular, como a GM130 encontrada nas membranas do complexo de Golgi, sdo fosforiladas e se co-
localizam apenas com os sitios de exportagdo do reticulo endoplasmatico e ndo com o fuso meidtico, o que
sugere que o mecanismo de organiza¢do do complexo de Golgi ¢ independente do centrossomo. Tal diferenga
pode ser explicada pelo fato de que na mitose, ha uma particdo uniforme das proteinas ¢ membranas do Golgi
entre as duas células-filhas, o que ndo ocorre nos odcitos, pela formagao do primeiro e segundo corpusculos
polares. Além disso, o estudo mostrou que, ao contrario do que foi observado em embrides de camundongos e C.
elegans, nem a fertilizacao, nem a divisdo celular até o estadio de oito células necessitam do trafico através da
via secretoria, ja que os zigotos bovinos cultivados na presenga de Brefeldina A (BFA), um metabolito fungico
que inibe a secregdo de proteinas por interromper o transporte de vesiculas RE-Golgi, completaram a citocinese e
se dividiram até o estadio de oito células. Uma hipdtese levantada para explicar tal fato, no entanto, foi a de que
a dose de Brefeldina A utilizada tenha sido baixa e, por isso, insuficiente para inibir a secrecdo (Payne e
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Schatten, 2003). Portanto, novos estudos devem ser conduzidos no sentido de preencher as lacunas existentes
entre a dindmica das proteinas ¢ membranas do Golgi e sua importancia direta tanto na maturagdo do odcito,
quanto na fertilizacao e embriogénese inicial (Moreno et al., 2002).
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Figura 1. Esquema da distribuicdo das organelas citoplasmaticas durante a maturagdo, fertilizacdo e formagéo do
zigoto bovino. A. Progressdo da maturacdo nuclear e movimentagdo das organelas citoplasmaticas, desde o
estadio imaturo de vesicula germinativa até a maturidade plena, em metafase II, e estadio de formagao do zigoto;
B. Distribuicdo das organelas ¢ o mecanismo de liberagdo do conteudo dos granulos corticais, secundario a
liberagio do célcio (Ca") intracelular, engatilhado pela penetragdo do espermatozoide, na fertilizagio.

Dinamica dos filamentos do citoesqueleto durante a maturacao

Os filamentos do citoesqueleto sdo estruturas dindmicas e adaptaveis, que podem se manter ou sofrer
alteragdes, de acordo com as necessidades da célula. Além disso, esse sistema ¢ responsavel pela segregacio dos
cromossomos na meiose ¢ mitose, pela divisdo celular na citocinese e pelo direcionamento e transito de
moléculas e organelas no interior das células (Alberts et al., 2004). Os trés tipos de filamentos do citoesqueleto
sdo formados por subunidades caracteristicas de cada um. Os microtubulos (MT) s@o formados por subunidades
globulares e compactadas de tubulina e os filamentos de actina, pelas subunidades também globulares e
compactadas de actina. Os filamentos intermedidrios sdo formados por subunidades polipeptidicas alongadas e
fibrosas, que se arranjam em um tetramero, analogo as subunidades de aB-tubulina nos microtubulos e ao
mondmero de actina. Sua fun¢do relaciona-se, principalmente, a resisténcia mecanica em resposta ao estresse.
Estes trés tipos de “polimeros” do citoesqueleto sdo mantidos por fracas interagdes nao-covalentes, podendo se
associar e dissociar rapidamente, sem a necessidade de formacdo ou quebra de ligagdes covalentes (Alberts et
al., 2004).

Durante o periodo de crescimento dos odcitos, no estadio de vesicula germinativa, o rearranjo espacial
das organelas se deve a modificagdo da organizagdo do citoesqueleto, que forma uma rede onde as organelas
delimitadas por membranas se movimentam e assumem posi¢oes definidas (Albertini, 1992; Fig. 2). Ao entrar na
fase M do ciclo celular (meiose, no caso dos gametas femininos), o6citos bovinos mostram que, apos a GVBD,
asters de microtibulos aparecem proximos a cromatina condensada e durante a transicdo do estadio de vesicula
germinativa até anafase I, os microfilamentos ou filamentos de actina distribuem-se na area cortical, abaixo do
oolema, sem se conectarem com os microtubulos (Li et al., 2005; Fig. 2). No estadio de metafase I (MI), os
microtibulos sdo nucleados pela polimeriza¢do da tubulina, a partir dos centrossomos ou centros organizadores
de microtubulos (COMs), no citoplasma do odcito, formando o fuso meidtico e a placa metafasica, onde os
cromossomos estdo dispostos equatorialmente (Albertini, 1992; Alberts et al., 2004; Fan e Sun, 2004; Fig. 2-A).
A placa metafasica em metafase I € proporcionalmente maior do que a que ¢ formada em metafase II e, nessa
fase, os filamentos de actina estio fortemente distribuidos na regido cortical e ausentes entre os microtubulos
(Fig. 2). O fuso tem uma forma de barril e seus polos sdo achatados (Li et al., 2005).

Ao atingir o estddio de anafase I, os cromossomos comecam a ser separados e, portanto, uma grande
porc¢do de microtubulos pode ser vista entre os dois conjuntos cromossdmicos em segregacdo. O fuso se alonga e
uma grande quantidade de filamentos de actina passa a ser observada ao redor dos cromossomos (Fig. 2). No
estadio de telofase 1 (TI), os microtubulos que estdo entre os conjuntos cromossomicos formam uma estrutura
triangular semelhante a cones que t&ém uma por¢do mais larga e outra por¢ao mais fina (Fig. 2-B). A por¢do mais
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larga de microtibulos estd ligada ao conjunto cromossdmico destinado a extrusdo, constituindo, assim, o
primeiro corpusculo polar (CP). A por¢do mais fina encontra-se associada ao conjunto que ird permanecer no
odcito e entrar na meiose I, formando novamente a placa metafasica. Portanto, durante a meiose oocitaria, esse
sistema estrutural do citoesqueleto tem ainda um papel fundamental: garantir que quase todo o citoplasma da
célula em divisdo permanega no odcito secundario, ja que este acumulou toda a informagdo necessaria para a
progressdo das etapas subsequentes, e eliminar apenas uma pequena porc¢do citoplasmatica, no momento da
extrusdo dos corpusculos polares. Sendo assim, os filamentos de actina associados aos cromossomos também séo
eliminados no momento da extrusio (Li et al., 2005).

Entre a transi¢do do estadio de telofase I para metafase II, ndo ha um novo periodo de intérfase, apenas
uma rapida condensacdo da cromatina e desaparecimento dos microfilamentos e dos microtubulos do fuso
meiotico, referida como intercinese (Fan e Sun, 2004). A placa metafésica reaparece logo em seguida. O aparato
meidtico em metafase II ¢ menor do que o observado em metéafase I, o que poderia ser explicado pela reducao do
namero de cromossomos que, agora, correspondem a metade do namero inicial (Li et al., 2005; Fig. 2).

Portanto, além do que foi descrito anteriormente a respeito da movimentagdo das organelas
citoplasmaticas, os filamentos do citoesqueleto ainda participam ativamente da capacitagdo do oocito, em fungdo
da aquisi¢cdo de competéncia do material nuclear para a progressdo do desenvolvimento.
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Fonte: Ferreira et al. Theriogenology, 71:836-848, 2009

Figura 2. Dinamica dos filamentos do citoesqueleto durante a maturagdo citoplasmatica e nuclear de odcitos
bovinos. A) Detalhe do fuso meidtico em metafase I e a estrutura do centriolo/centrossomo B) Detalhe do fuso
meidtico em teldfase I, em que podemos ver os microtibulos entre os conjuntos cromossomicos.

Maturacdo molecular

A maturacido molecular corresponde as fases de crescimento e maturagdo do odcito e ¢ assim definida
por se tratar da transcri¢gdo, armazenamento e processamento dos mRNAs expressos pelos cromossomos, que
serdo, posteriormente, traduzidos em proteinas pelos ribossomos. As proteinas derivadas desses mRNAs estdo
envolvidas tanto na maturagdo, quanto nos eventos celulares subsequentes: fertilizagdo, formagdo de pronucleos
e embriogénese inicial, devendo, portanto, ser estocadas até sua utilizagdo (Sirard, 2001).

Como grande parte dos transcritos serd consumida previamente a ativagio do genoma embrionario, seu
correto armazenamento no citoplasma do odcito torna-se fundamental, uma vez que, apds a retomada da meiose,
ndo ha mais expressdo génica (Sirard, 2001) e, portanto, tudo o que foi produzido durante a fase de crescimento
devera ser metabolizado no momento adequado.

O mRNA transcrito durante a maturacdo molecular do odcito é acumulado em uma forma estavel,
porém transitoriamente inativa (Sirard, 2001; Tomek et al., 2002). A maquinaria biossintética do citoplasma
processa esse mRNA em particulas ribonucleoproteinicas (Davidson, 1986) e, nessa forma “empacotada”, ele ¢
protegido da degradacdo nucleolitica e permanece estocado até o recrutamento para a traducdo em sinais
especificos gerados tanto na maturagdo quanto no desenvolvimento embrionario inicial (Fulka Jr. et al., 1998).
As maiores causas de falha na maturacdo oocitdria sdo o armazenamento, processamento € recrutamento
inapropriado do mRNA materno (Brevini Gandolfi et al., 1997).
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Poliadenilagédo

Inimeros mecanismos estdo envolvidos na ativagdo do mRNA traducionalmente inativo (Brown e
Schreiber, 1996; Tomek et al., 2002. Tais mecanismos incluem a fosforilagdo de iniumeros fatores que iniciam a
tradugdo, como o elF-4F (Thach, 1992), a fosforilagdo da proteina S6 da subunidade ribossomal 40S (Gavin e
Schorderet-Slatkine, 1997; Fan e Sun, 2004) ¢ a desfosforilagdo da poli(A)-polimerase (Colgan et al., 1996). De
acordo com esse modelo, a poliadenila¢do (adigdo de adenina) na por¢do 3’ terminal do mRNA citoplasmatico
estimularia a liberagdo de moléculas repressoras ligadas a por¢ao 5° (Meric et al., 1996; Tomek et al., 2002) e,
com isso, iniciaria a traducdo. Esse processo de poliadenilagdo ¢ iniciado no nucleo e sdo adicionados 250 a 300
residuos de adenina (A) ao mRNA para a formagdo da cauda poli-(A)-3’. O transporte desse mRNA para o
citoplasma ¢ feito por meio de um encurtamento caracteristico da cauda poli-(A; splicing) que, ao alcangar tal
compartimento, torna-se menor e heterogéneo no tamanho (Jackson e Standart, 1990; Tomek et al., 2002). Sabe-
se que quando as moléculas de mRNA possuem caudas poli-(A) curtas, elas ndo sdo efetivamente traduzidas
(Curtis et al., 1995) e a delecao dessa sequéncia é um passo inicial do processo de degradacdo (Couttet et al.,
1997; Tomek et al., 2002). O prolongamento citoplasmatico da cauda poli-(A), no entanto, esta relacionado a
ativagdo da tradugdo (Shim et al., 1997), isto é, a adi¢do de adenina ao mRNA, no citoplasma do odcito durante a
maturagao, leva a traducdo das proteinas, e a deadenilacdo, por sua vez, leva a degradacdo desse mRNA.

Os principais transcritos produzidos durante a maturagdo molecular dos complexos cumulus-o6cito
(COCs, cumulus-oocyte complexes) sdo, entre outros, os reguladores do ciclo celular: fator promotor de
maturagdo (MPF, maturation promoting factor) e suas subunidades formadoras ciclina B e a p34°**; a proteina
do pro-oncogene c-mos, MOS; e a proteina kinase ativada por mitéogeno (MAPK), além de inumeros outros
mRNAs, que serdo descritos posteriormente (Calder et al., 2003); as proteinas e moléculas marcadoras de
maturagdo citoplasmatica, como a glutationa (Ali et al., 2003) e moléculas de ATP (Stojkovic et al., 2001); ¢ os
componentes do sistema enzimatico antioxidante catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase (Cetica
etal., 2001).

Reguladores do ciclo celular

Sabe-se que um evento preliminar a retomada da meiose em o6citos bovinos ¢ a sintese de novas
proteinas (Levesque e Sirard, 1996; Tremblay et al., 2005). A maioria das proteinas e fatores envolvidos nesse
processo € sintetizada nas primeiras horas de cultivo in vitro, sendo o fator promotor de maturacao responsavel
pelo inicio da retomada da meiose (Tremblay et al., 2005). O fator promotor de maturagdo é um heterodimero
formado pelas subunidades regulatoria ciclina B1 e catalitica p34°®® (Jones, 2004). Em odcitos bovinos no
estadio de vesicula germinal, provenientes de ovarios recuperados em abatedouro, sdo detectados estoques
maternos do mRNA de ciclina B1, porém, ndo hé ainda presenga da proteina. Sabe-se que o mRNA de ciclina
B1 ¢ estocado com uma cauda poli-(A) curta, em uma forma traducionalmente inativa, e o acumulo desse
transcrito leva a uma grande poliadenilagdo citoplasmatica. Dessa forma, tem inicio a traducdo e a sintese da
proteina ciclina B1, sendo esta acumulada e detectada no citoplasma do oécito 3h apds o inicio da maturagéo in
vitro (Levesque e Sirard, 1996; Tremblay et al., 2005). Estudos em odcitos de Xenopus leavis e em células
somaticas humanas cultivadas in vitro revelaram que o mRNA da proteina kinase p34°** ou Cdk1 também sofre
um alongamento da cauda poli-(A) por poliadenilagdo, em um processo que envolve a fosforilagdo da proteina
ligada ao elemento de poliadenilagdo citoplasmatica (CPEB, cytoplasmic polyadenylation element-binding
protein) pela agdo da kinase mitdtica Aurora-A. A proteina ligada ao elemento de poliadenilagdo citoplasmatica
estd ligada de maneira repressora a uma sequéncia especifica de RNA (UUUUUAU), o elemento de
poliadenilagdo citoplasmatica (CPE, cytoplasmic polyadenylation element), localizado na regido 3’ ndo traduzida
dos mRNAs, consistindo em um sitio de reconhecimento do mRNA para o inicio da poliadenilagdo. Assim, a via
de fosforilagio Aurora-A-CPEB leva ao inicio da poliadenilagdo e, consequentemente, a tradugio da p34°‘
(Stebbins-Boaz et al., 1996; Mendez e Richter, 2001; Sasayama et al., 2005). Apos a tradugio, a proteina p34°4
une-se a ciclina B, e esse complexo ¢, entdo, fosforilado pelas kinases Weel/Mytl e, assim, é formado o
chamado pré- fator promotor de maturagdo que, apos sofrer desfosforilacdo pela fosfatase cdc25, é ativado e
passa a ter a atividade funcional de fator promotor de maturagdo propriamente dito (Jones, 2004).

A proteina MOS, produto do proto-oncogene c-MOS, ¢é codificada também por um mRNA materno,
estocado durante o crescimento do odcito. Durante o periodo de maturacdo, esse mRNA ¢ traduzido e degradado,
juntamente com outros mRNAs em fases posteriores do desenvolvimento, de acordo com a espécie estudada. A
proteina MOS ativa a cascata da proteina kinase ativada por mitdgeno, que modula a atividade do fator promotor
de maturagdo ¢ leva a entrada no ciclo celular (transicdo da fase G2 para a fase M; Brevini-Gandolfi ¢ Gandolfi,
2001). Em complexos cumulus-odcito bovinos, a poliadenilagdo de mRNAs que codificam proteinas necessarias
para ativagdo do fator promotor de maturagdo e da proteina kinase ativada por mitdgeno ocorre entre 9h ¢ 12h de
cultivo in vitro (Krischek e Meinecke, 2002; Rodriguez e Farin, 2004). Assim, a sintese ¢ 0 armazenamento
apropriados desses transcritos no citoplasma do odcito serdo cruciais também para a continuidade dos eventos
nucleares de retomada e progressao da meiose.
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Outros mRNAs envolvidos na aquisicdo de competéncia para o desenvolvimento

Outros transcritos codificados durante a maturagdo dos complexos cumulus-odcito somam-se aos aqui
listados em fungdo do equilibrio e da coordenac@o dos eventos celulares envolvidos na aquisi¢do de competéncia
como um todo. As gonadotropinas tém um papel primordial de coordenagdo fisiologica e, por isso, mMRNAs que
codificam receptores de FSH, LH (FSHr e LHr) e conexina 43 (Cx 43r) também devem ser transcritos pelo
complexo cumulus-odcito para que, quando adicionados in vitro, os horménios possam agir durante a maturacao
oocitaria. As conexinas sdo proteinas transmembrana que formam as jungdes gap, responsaveis pela
comunicagdo entre o odcito e as células do cumulus circundantes (Calder et al., 2003). A conexina 43 (Cx43),
em particular, estd envolvida no crescimento folicular e seu mRNA e proteina estdo presentes durante a
maturacdo de complexos cumulus-odcito bovinos (Modina et al., 2001). Os mRNAs de FSHr, LHr e Cx43
poderiam ser considerados preditores de competéncia oocitaria in vitro, por exercerem fungdes tdo importantes
na sinalizagdo celular e foliculogénese. Estudos recentes mostram que os niveis mRNAs que codificam tais
proteinas dependem do tempo de maturagdo e da qualidade do odcito (Calder et al., 2005).

Marcadores de maturacao citoplasmatica e sistema enzimético antioxidante

Além dos reguladores do ciclo celular, outras moléculas fundamentais para desenvolvimento e
progressdo da maturacdo e embriogénese inicial sdo sintetizadas e acumuladas no interior do oécito, sendo sua
presencga considerada um marcador da aquisi¢do de competéncia citoplasmatica para suportar as fases seguintes.
Nesse contexto, a glutationa tem sido um dos mais investigados marcadores de maturagao citoplasmatica. Varios
estudos mostram que essa enzima tem um papel fundamental na protecdo das células contra danos oxidativos
(De Matos e Furnus, 2000), através da eliminacdo das espécies reativas de oxigénio produzidas durante o
metabolismo mitocondrial, como mencionado anteriormente. Seus niveis de concentragdo intracelular aumentam
a medida que o oocito prossegue seu desenvolvimento do estddio de vesicula germinativa até metafase II
(Miyamura et al., 1995; Ali et al., 2003). Apos a fertilizagao, a atividade enzimatica da glutationa relaciona-se a
descondensacdo da cromatina espermatica, com consequente ativacdo do odcito e, também, a transformagao da
cabeca do espermatozoide em pronticleo masculino (De Matos e Furnus, 2000). A sintese dessa enzima durante a
maturagdo in vitro parece depender da disponibilidade de cisteina no meio de cultura (Furnus e De Matos, 1999).
Assim, se o0 meio utilizado na maturagdo in vitro for deficiente nesse precursor, a sintese de glutationa sera
afetada por insuficiéncia de substrato, e os o6citos serdo cultivados em condigdes subotimas, resultando em um
desenvolvimento embrionario insatisfatorio (De Matos e Furnus, 2000; Ali et al., 2003). Além da glutationa,
moléculas de ATP também tém sido utilizadas como marcadores de maturagdo citoplasmatica (Stojkovic et al.,
2001; Herrick et al., 2003). Estudos recentes mostram que a quantidade de moléculas de ATP em odcitos
morfologicamente competentes (categorias 1-3) aumenta de 1.4-1.8 pmol antes da maturagfo in vitro para 2.3-
2.5 pmol ap6s a maturagdo, com reflexo positivo também no desenvolvimento embrionario inicial (Stojkovic et
al., 2001).

Juntamente com a glutationa, outras moléculas do sistema enzimatico antioxidante tém um importante
papel atenuante dos efeitos deletérios do estresse oxidativo provocado pelas espécies reativas de oxigénio
(Cetica et al., 2001). Ja foi demonstrado que a catalase, a superdxido dismutase e a glutationa peroxidase estao
presentes em 06citos bovinos e células do cumulus apos a maturagdo in vitro. Em adigdo, seus niveis em o0citos
desnudos sdo menores do que aqueles observados em complexos cumulus-odcito, embora ndo tenha sido
detectada diferenga entre os dois grupos em relagdo a producdo de espécies reativas de oxigénio (P > 0,05;
Cetica et al., 2001).

As modificagdes estruturais e bioquimicas aqui descritas quanto a redistribui¢do das organelas, a
dindmica dos filamentos do citoesqueleto e maturagdo molecular tém inicio ainda na fase de crescimento e se
completam com a progressdo do desenvolvimento, como consequéncia direta da maturagdo citoplasmatica do
odcito. Tais modificagdes refletem a amplitude da organizagdo e programacdo celular altamente conservadas
evolutivamente ndo s6 nos mamiferos, mas também em vertebrados de posigdo inferior na escala evolutiva e
invertebrados, refletindo, assim, o gasto de energia empregado pelo gameta feminino em assegurar a perpetuagao
das espécies. Portanto, o processo de maturagdo citoplasmatica deve ser interpretado como uma capacitacio
gradual que, juntamente com a competéncia meidtica nuclear, descreve mecanismos-chave que compdem a
fascinante biologia do odcito.
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