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Resumo

A competéncia oocitaria para suportar os posteriores estagios do desenvolvimento depende ndo somente
da correta segregacdo cromossomica e de transformagdes citoesqueléticas, mas, principalmente, da adequada
transcricdo e estoque de mRNAs cruciais ao desenvolvimento e a viabilidade celular. Com a retomada da
meiose, no entanto, embora o o6cito mantenha a capacidade de traducdo génica e de sintese proteica, sua
atividade transcricional ¢ interrompida, sendo restabelecida apenas com a ativagdo do genoma embrionario.
Deste modo, todo mRNA materno mobilizado durante maturagdo, expansdo do cumulus, fertilizagdo e
embriogénese inicial deve ser sintetizado e estocado, em sua forma traducionalmente inativa, nos oodcitos
mantidos no estagio diploteno da profase I. Complexos mecanismos regulatorios, os quais envolvem a
poliadenilagdo e a desadenilagdo do mRNA, estdo implicados no processo de ativagdo e silenciamento tanto
transcricional quanto traducional. Assim, dada a relevincia do tema, esta revisdo se propde a abordar os
principais eventos moleculares envolvidos no controle da expressdo, do estoque, da traducdo e da degradagdo de
transcritos maternos imprescindiveis ao desenvolvimento oocitario e embrionario.
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Abstract

The oocyte competence to support the later stages of development depends not only on correct
chromosome segregation and cytoskeletal changes, but mainly, the proper transcription and storage of mRNAs
critical to the cellular development and viability. However, with the resumption of meiosis, although the oocyte
kept the ability of gene translation and protein synthesis, its transcriptional activity is interrupted and restored
only with embryonic genome activation. Thus, all maternal mRNA mobilized during maturation, cumulus
expansion, fertilization and early embryogenesis must be synthesized and stored, in its translationally inactive
form, in oocytes kept in the diplotene stage of prophase I. Complex regulatory mechanisms which involve
deadenylation and polyadenylation of mRNA are involved in this process of activation and silencing as
transcriptional as translational. So, due to the importance of the topic, this review proposes to discuss the main
molecular events involved in the control of expression, storage, translation and degradation of maternal
transcript essential to the oocyte and embryo development.
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Introducao

Ainda durante a vida intrauterina, apds intensas divisdes mitéticas, as oogonias se diferenciam em
odcito e iniciam a meiose, a qual ¢ bloqueada no estigio diploteno da profase I, morfologicamente identificado
pela vesicula germinativa (VG; Hirshfield, 1991). Assim permanecem até a puberdade, quando, proximo a
ovulagdo, a meiose é retomada, in Vvivo pelo estimulo gonadotrofico, caracterizada pela quebra da vesicula
germinativa (QVG; Gosden et al., 1997). A partir de entdo, inicia-se o processo de maturagdo oocitaria, que
envolve todas as alteragdes nucleares, citoplasmaticas e moleculares até o oocito alcangar o estagio de metafase
11 (MII; Tosti, 2006).

Durante o periodo de bloqueio meidtico, apesar da aparente quiescéncia, os 00citos aumentam
expressivamente de volume e sofrem importantes transformagdes citoesqueléticas e moleculares, que conferem
potencial para suportar os demais estagios de desenvolvimento. Tais transformagdes envolvem ndo somente a
diferenciacdo e o deslocamento de organelas citoplasmaticas, mas, principalmente, a transcricdo e o estoque de
mRNAs, que serdo mobilizados em momentos especificos para sintese proteica (Brevini-Gandolfi e Gandolfi,
2001; Sirard et al., 2006). Concomitantemente, as células da granulosa se proliferam, diferenciam-se e
estabelecem comunicagdo com os odcitos por meio das juncdes GAP, com transferéncia bidirecional de fatores
de baixo peso molecular, constituindo o complexo cumulus-odcito (Tanghe et al., 2002).

Com a retomada e a progressdo da meiose, no entanto, embora o 06cito mantenha a capacidade de
tradugdo génica e de sintese proteica, a atividade transcricional ¢ interrompida, sendo restabelecida somente com
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a ativagdo do genoma embrionario, quando o embrido passa a produzir seus proprios mRNAs e proteinas
(Minami et al., 2007). Deste modo, todo o processo de maturacdo oocitaria, expansdo do cumulus, fertilizagao e
embriogénese inicial € controlado pelos transcritos maternos, os quais sdo armazenados no ooplasma em sua
forma traducionalmente inativa, sendo traduzidos, sob sinais especificos, quando requeridos (Brevini-Gandolfi e
Gandolfi, 2001).

Assim, entre os aspectos moleculares considerados imprescindiveis para aquisigdo de competéncia
oocitaria, esta revisdo se propde a abordar, de maneira sucinta, os mecanismos regulatorios implicados nos
processos de expressdo, estoque, traducdo e degradacdo dos transcritos maternos considerados relevantes a
oogénese, maturagdo oocitaria, expansdo do cumulus e embriogénese inicial.

Controle transcricional em odcitos

A possibilidade de transcrigdo génica durante o estagio diploteno da profase I confere aos odcitos
capacidade de sintese e de estoque de transcritos essenciais para suportar todo o processo de maturagdo oocitaria
até a embriogénese inicial (Brevini-Gandolfi e Gandolfi, 2001). Biase et al. (2012) demonstraram ainda que o
potencial de desenvolvimento embrionario e a qualidade dos blastocistos sdo determinados pela adequada
concentragdo oocitaria de mRNA.

Em seus estudos com camundongos, Bachvarova (1985) constatou que a elevada atividade
transcricional observada nas oogonias cai a nivel indetectavel nos odcitos no estagio de foliculo primordial, o
qual coincide com o inicio da profase 1. Posteriormente, essa atividade se eleva no foliculo primario e assim se
mantém até o estagio de foliculo antral, periodo no qual os oocitos estdo mantidos em VG. Quando o odcito
atinge seu didmetro maximo no foliculo pré-ovulatério, a transcricdo génica diminui até cessar completamente
com o reinicio meiotico.

Ainda em camundongos, Christians et al. (1999) demonstraram que esse perfil da atividade
transcricional coincide com alteragdes estruturais da cromatina. Segundo esses autores, nos odcitos em
crescimento, nos quais ha transcri¢ao génica, a cromatina se apresenta descondensada e dispersa no ooplasma. Ja
no estagio folicular pré-ovulatorio, a cromatina se condensa, formando uma borda compacta ao redor do
nucléolo. Observagao similar foi realizada por Lodde et al. (2008) em o6citos de bovinos. Nesse contexto, alguns
autores sugerem possivel participagio da quinase p34°“, cuja ativagio precede a QVG (Bouniol-Baly et al.,
1999). Os eventos que determinam a condensacdo da cromatina, no entanto, ndo estdo totalmente desvendados
(Christians et al. 1999).

Até o momento, reconhece-se o envolvimento da RNA polimerase II (RNAPII) e de fatores de
transcrigdo, como o TFII (A,B,D,E,F e H), que, em conjunto, desencadeiam a transcricdo génica. Esses fatores
de transcri¢do se associam ao sitio promotor do DNA, formando um complexo nucleoproteico, o qual induz a
separacdo dos filamentos de DNA e promove o recrutamento da RNAPII. Essa enzima, por sua vez, catalisa a
sintese do mRNA por meio do recrutamento de nucleotideos complementares a fita molde de DNA, num
processo dependente de ATP (Feaver et al., 1994; Orphanides et al., 1996).

Desse processo participam ainda fatores repressores e ativadores, os quais atuam em conjunto,
impedindo ou induzindo a transcricdo, respectivamente. Determinadas proteinas consideradas repressoras
quando associadas ao sitio promotor do DNA, assim como a propria configuragdo cromossdmica, determinam o
estado transcricional inativo por impedirem o acesso dos TFII e da RNAPII. Ja as proteinas ativadoras estdo
implicadas na remogdo desses fatores repressores, no recrutamento dos TFII ¢ da RNAPII ao sitio promotor e na
inducdo de modificagdes na estrutura cromossomica, facilitando, assim, o acesso das moléculas iniciadoras da
transcrigdo (Orphanides et al., 1996).

Estudos relatam ainda que a atividade transcricional nos oocitos esta relacionada ao grau de fosforilagdo
da RNA-polimerase II, de modo que essa enzima consegue interagir com o sitio promotor do DNA apenas
quando seu dominio carboxiterminal ndo esta fosforilado. Tal constatagdo ¢ reforcada pela deteccdo da RNAPII
hipofosforilada nos odcitos em VG, enquanto, com a retomada da meiose, ocorre abrupto incremento do seu
estado hiperfosforilado (Ogani et al., 2012). Além disso, evidéncias indicam que as quinases p34°> ¢ MAPK,
cuja ativagdo coincide com o reinicio meiodtico oocitario, promovem a fosforilagdio da RNAPII (Bellier et al.,
1997).

Controle pés-transcricional em odcitos e embrides

Na maioria dos animais domésticos, com a retomada da meiose, seja in vitro pela remogdo do o6cito do
ambiente folicular ou in vivo pelo estimulo gonadotrofico, a atividade transcricional é interrompida. A partir de
entdo, todo o mRNA transcrito e estocado nos o6citos mantidos em VG passa a ser mobilizado, sob sinais
especificos, para sintese de proteinas, que consistem nas verdadeiras moléculas efetoras da atividade bioldgica
(Brevini-Gandolfi e Gandolfi, 2001; Schultz, 2002).

As células dispdem, no entanto, de mecanismos de controle traducional que garantem o adequado
armazenamento de mRNAs com consequente sintese proteica em momentos especificos, evitando, assim, a
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traducdo indefinida de uma mesma proteina. Esses mecanismos de controle, considerados imprescindiveis para o
adequado desenvolvimento oocitario e embrionario, envolvem a ativagdo da traducdo por meio da
poliadenilacdo, além do silenciamento e da degradagdo dos transcritos por meio da desadenilacdo (Decker e
Parker, 1994; Brevini-Gandolfi ¢ Gandolfi, 2001).

Poliadenilacio, estoque e traducio dos transcritos

Dada a quiescéncia transcricional, a expressdao génica ao longo de toda maturagdo oocitaria até a
embriogénese inicial ¢ regulada a nivel traducional, sendo a poliadenilagdo o mecanismo responsavel pelo
controle da tradugdo e pelo armazenamento dos transcritos no ooplasma. O processo de poliadenilagdo envolve
complexos eventos moleculares que resultam na adi¢ao de adeninas a porg¢do terminal 3’do mRNA, constituindo
a cauda poli-A, a qual estd implicada na estabilidade, no transporte e na atividade traducional do transcrito
(Vassali e Stutz, 1995; Benoit et al., 2005).

Apds a transcrigdo génica, ainda no interior do niicleo, 0 mRNA recém-transcrito, considerado
precursor da molécula de mRNA madura (pré-mRNA), ¢ clivado numa ligacdo fosfodiester especifica da porgao
terminal 3°, deixando o grupo 3’- OH livre, ao qual serdo adicionados nucleotideos de adenina. Esse processo de
clivagem depende, no entanto, da presenga de duas sequéncias especificas de nucleotideos: a sequéncia
AAUAAA, localizada cerca de 10 a 30 nucleotideos antes do sitio de clivagem; e uma regido rica em
nucleotideos GU ou apenas U, localizada a mesma distancia ap6s o sitio de clivagem (Wahle e Keller, 1992;
Sachs e Wahle, 1993).

Essas sequéncias de nucleotideos sdo reconhecidas por fatores especificos, que sinalizam o local no qual
a endonuclease realizara a clivagem do pré-mRNA. Em seguida, o fator de especificidade de clivagem e
poliadenilacdo (CPSF) reconhece e se liga a sequéncia AAUAAA, formando um complexo inicialmente instavel,
o qual ¢ estabilizado pela associagdo do fator estimulatério de clivagem (CStF), que também se une a sequéncia
rica em G/U do pré-mRNA (Wahle e Keller, 1992; Sachs e Wahle, 1993). A esse complexo se associam ainda os
fatores I e II de clivagem (CFI e CFII, respectivamente), responsaveis por auxiliar o processo de clivagem, e a
enzima polimerase poli-A (PAP), responsavel pela rapida poliadenilacdo do pré-mRNA clivado, com adigdo de
cerca de 200 a 250 nucleotideos de adenina. Esses processos de clivagem e poliadenilacdo nuclear ocorrem,
portanto, de maneira conjunta e dependente, impedindo assim, a destrui¢do do transcrito por exonucleases
(Takagaki et al., 1989).

Nesse contexto, a proteina nuclear de ligacdo a poli-A II (PABPII) desempenha importante fungéo, uma
vez que, ao se associar a cauda poli-A, regula a atividade da PAP, acelerando a poliadenilagdo e sinalizando seu
término (Benoit et al., 2005). Deste modo, apos a clivagem e a poliadenilag@o intranuclear, o mRNA ¢ exportado
para o ooplasma contendo uma cauda poli-A néo codificada pelo DNA (Sachs e Wahle, 1993).

No citoplasma do odcito em VG, a cauda poli-A dos mRNAs que ndo serdo prontamente traduzidos ¢é
reduzida a cerca de 30-40 nucleotideos por agdo de desadenilases, num processo designado desadenilagdo
(Huarte et al., 1992). Embora o completo mecanismo implicado nesse processo ainda nio esteja totalmente
desvendado, sabe-se que a redu¢do em comprimento da cauda poli-A determina a inatividade traducional e a
estabilidade do mRNA, garantindo seu estoque citoplasmatico (Vassali e Stutz, 1995). Deste modo, a qualquer
momento, conforme a necessidade celular, ocorre a readenilagdo e consequente tradug¢do dos transcritos
estocados (Huarte et al., 1992).

Assim como na poliadenilagdo, a desadenilagdo do mRNA também ¢ regulada pela proteina de ligagdo
a poli-A designada PABP I ou citoplasmatica (Kithn e Wahle, 2004). Segundo Coller e Parker (2004), ao se
associar a cauda poli-A, a PABPI limita a agdo das desadenilases, impedindo a completa degradacdo dos
nucleotideos de adenina. Ao mesmo tempo, a PABPI interage com o complexo proteico ligante a estrutura 5’cap
do mRNA, impedindo a degradagdo dessa estrutura por exonucleases e conferindo estabilidade e prote¢dao ao
transcrito (Kithn e Wahle, 2004; Friend et al., 2012).

Com o reinicio meiotico, sob sinais especificos, os mRNAs maternos inativos e estocados no ooplasma
sdo recrutados, e a cauda poli-A curta sofre alongamento por adi¢do de adeninas, caracterizando a poliadenilacao
citoplasmatica (Huarte et al., 1992; Sachs e Wahle, 1993). Esse processo também requer a presenca do
hexanucleotideo AAUAAA, além de uma sequéncia especifica de nucleotideos U na regido 3’'URT do mRNA,
designada elemento de poliadenilagéo citoplasmatica (CPE; Fox et al., 1989). Segundo Huarte et al. (1992), essa
estrutura 3’URT consiste numa regido traducionalmente inativa do mRNA, localizada anteriormente a cauda
poli-A.

Evidéncias indicam que a poliadenilagdo citoplasmatica é catalisada pelos mesmos componentes da
reacdo nuclear, como o CPSF ¢ a PAP (Sachs e Wahle, 1993). Além disso, foi detectada, em odcitos e embrides,
uma proteina de ligagdo a CPE, designada CPEB, que reconhece a sequéncia de nucleotideos U na regido 3’URT
do mRNA. Possivelmente, essa proteina CPEB recruta o CPSF e a enzima poli (A) polimerase, os quais
promovem a poliadenilagdo do transcrito (Hake e Richter, 1994; Richter, 2007). Nese processo, a PABPI
também desempenha importante fun¢do, uma vez que, ao se associar & CPEB, estimula a poliadenilacdo e
ativagdo traducional (Kiihn e Wahle, 2004; Friend et al., 2012). Em decorréncia do alongamento da cauda poli-
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A, ocorre tradugdo do mRNA e consequente sintese proteica (Huarte et al., 1992).

Paris et al. (1991) demonstraram ainda que a quinase p34°“*, quando defosforilada em decorréncia da
retomada da maturagdo nuclear, promove a fosforilagio com consequente alteragdo conformacional da CPEB,
facilitando, assim, sua interagdo com a CPE do mRNA. Essa constatacdo torna evidente a relacdo entre os
eventos reguladores do reinicio meidtico oocitario e a poliadenilagdo citoplasmatica. No entanto, nem todos os
mRNAs tém sua traducdo desencadeada dessa forma. Segundo esses mesmo autores, a tradugdo seletiva dos
transcritos maternos €é determinada pela existéncia de sequéncias CEP variaveis entre mRNAs e pela capacidade
dos fatores implicados na poliadenilacdo em discriminar essas sequéncias. Contudo, os complexos eventos
bioquimicos que sinalizam esse processo ainda sdo desconhecidos.

Deste modo, a presenca e o comprimento da cauda poli-A determinam o status traducional dos mRNAs
maternos, sendo os processos de desadenilagdo e poliadenilagdo cruciais. Além disso, a delecdo ou qualquer
mutacdo das sequéncias de nucleotideos implicadas nesse contexto impedira ou prejudicara a clivagem, a
poliadenilacdo e consequente tradugdo do mRNA (Huarte et al., 1992; Vassalli e Stutz, 1995).

Desadenilagio e degradacio do mRNA

Cada mRNA possui uma fungdo especifica nos mais diferentes eventos celulares que regem a
maturacdo, a fertilizagdo e a embriogénese inicial. Deste modo, apds sofrer poliadenilagéo, traducdo e exercer
sua fung¢@o, 0 mRNA ¢ degradado, uma vez que se torna desnecessario (Decker e Parker,1994; Coller e Parker,
2004).

Em camundongos, cerca de 30% dos transcritos maternos sdo degradados ao longo da maturagdo
meidtica (Bachvarova, 1985). Resultado similar foi observado por Biase et al. (2008) em bovinos. Apesar disso,
a taxa de degradacdo durante esse periodo ¢ lenta, sendo intensificada apds a fertilizagdo quando grande parte
dos mRNAs necessarios a embriogénese inicial passa a ser mobilizada, alcangando taxa de 90% de degradacdo
(Schultz, 2002). Essa intensa degradagdo de transcritos maternos ¢ imprescindivel, visto que a atividade
transcricional € restabelecida com a ativagdo do genoma embrionario, a qual ndo ocorre numa Unica etapa, mas,
sim, de maneira gradual (Minami et al., 2007; Graf et al., 2014).

Nesse processo de degradagdo do mRNA, a desadenilagdo e a consequente remocdo da cauda poli-A
consistem num pré-requisito, uma vez que a presenga dessa estrutura confere estabilidade e protegdo ao
transcrito (Vassalli e Stutz, 1995). Sachs e Wahle (1993) relataram ainda que a taxa de degradacdo de cada
mRNA esta diretamente relacionada a velocidade de desadenilagdo da cauda poli-A.

Recentemente, microRNAs (miRNAS), pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) e RNA de interagdo
com a proteina Piwi (piRNA) foram detectados em odcitos ¢ embrides de camundongos (Ohnishi et al., 2010).
Embora as funcdes especificas dessas moléculas ndo estejam bem estabelecidas, evidéncias sugerem
envolvimento no silenciamento e na degradagdo de transcritos (Tripurani et al., 2010). Além disso, o siRNA ¢ o
piRNA sdo reconhecidos por atuarem como defensores da integridade gendmica (Meister ¢ Tuschl, 2004;
Klattenhoff e Theurkauf, 2008).

Tanto o miRNA, que consiste numa fita simples de RNA, quanto o siRNA, que corresponde a uma fita
dupla de RNA, sdo constituidos por 21 a 23 nucleotideos ndo codificantes, formados a partir da clivagem de
percursores de RNA de cadeia dupla pela enzima DICER. Para promover o silenciamento génico e a destruigdo
dos transcritos, essas estruturas precisam, no entanto, associar-se as proteinas da familia Argonauta. Assim, uma
vez clivados, uma das fitas do miRNA ou siRNA ¢ incorporada a um complexo proteico, denominado RISC
(RNA-Induced Silencing Complex), do qual fazem parte as proteinas Argonauta (Meister e Tuschl, 2004; Fabian
et al., 2010).

Em seguida, essas proteinas promovem o pareamento entre a fita do miRNA ou siRNA a regido
homologa do mRNA alvo, sendo que, na presenga de complementaridade entre bases, 0 mRNA ¢ degradado
(Ding, et al., 2009). Além disso, uma vez associadas ao miRNA ou siRNA, as proteinas Argonauta interagem
com outras proteinas, como a GW 182, interferindo na func¢do da PABPI, a qual perde sua afinidade a cauda poli
A, expondo-a a agdo de desadenilases (Wu et al., 2006). Na auséncia da cauda poli A e da PABPIL, ocorre
clivagem da estrutura 5’cap do mRNA pelas proteinas Dcplp e Dcp2p, num processo designado decapping,
expondo o transcrito & digestdo por exonucleases e consequente degradagdo (Decker e Parker,1994; Schultz,
2002).

Ja o piRNA consiste numa fita simples de RNA constituida por cerca de 25-31 nucleotideos ¢ formada
por um processo independente da enzima DICER. Embora a biogénese e a fungdo exata do piRNA ainda nio
estejam totalmente esclarecidas, estudos demonstram que essa molécula se associa a proteinas da subfamilia
PIWI para regular a expressdo génica durante a gametogénese (Klattenhoff e Theurkauf, 2008).

Consideracoes finais

O esclarecimento de alguns dos principais mecanismos moleculares implicados no controle da
expressao, no estoque, na traducdo e na degradacdo dos mRNAs, tanto em odcitos quanto em embrides, contribui
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sobremaneira para a compreensdo dos eventos fisiologicos que regem os processos de oogénese, maturagao
oocitaria, fertilizagdo e embriogénese inicial. No entanto, apesar do evidente progresso cientifico, ainda existem
muitas incognitas a serem desvendadas. Assim, novas pesquisas devem ser desenvolvidas com o intuito de
definir os eventos celulares envolvidos na aquisi¢do de competéncia oocitdria e, consequentemente, promover
avancos biotecnologicos.
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