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The oocyte maturation is a process tightly regulated by a cascade of enzymatic
events based on several ways of phosphorylation and dephosphorylation as a means
to activity control of many enzymes involved in this pathway. In general, the results
of the research has shown that there is an influence of insulin-signaling pathway in the
maturation of bovine oocytes and that the deepening of this study may contribute signi-
ficantly to the improvement of in vitro production of bovine embryos. It has been sho-
whn that the phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) participates in this process regulating
the activity of important reactions related to the resumption of meiosis. The inhibition
of PI3K could affect events of actin microfilaments polarization and depolarization
leading to produce changes in the movement patterns of leading cellular organelles.
Taken together the evidences demonstrated until now reinforce the hypothesis about
involvement of insulin on oocyte maturation in bovines.
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RESUMO. A maturagdao oocitaria ¢ um processo
bem regulado por uma cascata de eventos enzima-
ticos baseado em vérios processos de fosforilagdo
e desfosforilagdo como forma de controle da ativi-
dade de muitas das enzimas envolvidas nessa via.
De uma forma geral, os resultados das pesquisas
tem mostrado que ha uma influéncia da via de si-
nalizagdo por insulina (PI3K/AKT) na maturagdo
dos odcitos bovinos e que o aprofundamento desse
estudo podera contribuir significativamente para a
melhoria da producdo in vitro de embrides bovinos.
Tem sido demonstrado que a fosfatidil inositol 3
quinase (PI3K) participa nesse processo, regulando
a atividade de importantes reagdes relacionadas a

retomada da meiose. A inibi¢do de PI3K pode afe-
tar os eventos de polarizagdo e despolarizagdo dos
microfilamentos de actina levando a produzir mu-
dangas nos patrdes de movimentacao das principais
organelas celulares. O conjunto destes resultados
reforga a hipotese do envolvimento da cascata de
Insulina na maturac¢do oocitaria em bovinos.

PALAVRAS-CHAVE. Cascata da insulina, fosfatidilinositol 3
quinase, maturagao oocitaria.

INTRODUCAO
O objetivo da maturagdo oocitdria, seja ela in
vivo ou in vitro, é a obten¢ao de um oodcito com-
petente para continuar com sucesso a fertilizagdo e
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posterior produ¢do de um embrido viavel.As pes-
quisas realizadas nessa area afirmam que os 06citos
aspirados de foliculos antrais evoluem facilmente
até metafase Il em cultivo e podem ser fertilizados,
mas seu potencial de desenvolvimento apds fertili-
zac¢do ¢ muito baixo. Diante disso, evidencia-se que
as condig¢des in vitro sdo inferiores das in vivo por
razoes ainda nao esclarecidas (Fulka et al. 1998, Va-
rago et al. 2008).

O processo de maturagdo compreende duas eta-
pas principais: primeiro a maturacdo nuclear que
envolve a condensacao do material nuclear para for-
mar os cromossomos, seguida por dois ciclos mei-
oticos; e segundo, a maturagdo citoplasmatica, que
compreende a redistribuicdo de organelas (Szollosi
1993, Mermillod et al. 2008). Odcitos imaturos tor-
nam se ovos férteis pelo processo chamado matura-
¢do meiodtica que ¢ induzido pela ativaciao de vias
de transducdo de sinais especificas que convergem
para ativar o fator promotor da maturagdo (MPF), o
qual ¢ a chave da atividade que catalisa a entrada na
fase-M da meiose | e meiose II (Schmitt et al. 2002,
Pradeep et al. 2009).

A cascata de Insulina tem sido muito relaciona-
da com o metabolismo energético celular pela agao
j& conhecida sobre a glicogénio sintase quinase 3
(GSK3), que esta envolvida na sintese de glicoge-
nio. Mas a enzima PI3K estd inserida em outras
acdes que podem afetar o desenvolvimento ooci-
tario como a regulacdo das quantidades de cAMP,
que mantém a parada meiotica e a remodelacao do
citoesqueleto para a movimentagdo de organelas,
necessarias para a maturagao do odcito (Jagarlamu-
di et al. 2009).

Nesse contexto nosso objetivo foi revisar os
eventos relacionados a maturag¢ao oocitaria com €n-
fase na participacao de enzimas da cascata de insu-
lina destacando a PI3K nesse processo.

DESCRICAO DAS VIAS PI3K/AKT e MAPK

As vias de sinalizagao da PI3K/AKT e MAPK
(Raf/MEK/ERK) sdo pontos cruciais onde conver-
gem multiplos sinais de sobrevivéncia celular. Em
diversos tipos celulares a PI3K e seu principal alvo, a
proteina quinase B (PKB), também chamada de AKT,
sdo mediadores de sinais de sobrevivéncia, diferen-
ciacao e proliferacdo celular (Zhou et al. 1998, Huang
& Reichardt 2001, Zheng & Liu 2011). A familia das
PI3Ks ¢ formada por um complexo heterodimérico
compreendido por uma subunidade reguladora de
85 kDa e uma catalitica de 110 kDa, encarregada da

fosforilacdo de lipidios de inositol gerando 3-fosfoi-
nositoles (PI(3)P, PI(3, 4)P2 e PI(3, 4, 5)P3). Estes se
unem a uma grande variedade de moléculas de sinali-
zacao, alterando sua atividade e localizagio subcelu-
lar (Leevers et al. 1999). As PI3Ks estdo envolvidas
em varias fungoes celulares que incluem crescimento
celular, proliferacdo, diferenciacdo, mobilidade, so-
brevivéncia e trafico intracelular. Elas sdo expressas
tanto nos odcitos quanto nas células do cumulus e
possuem importante papel na maturacao oocitaria
dos mamiferos (Park et al. 2011).

A familia das fosfatidil inositol 3 quinases (PI-
3Ks) esta dividida em quatro grupos (1A, IB, II, e
IIT) de acordo com suas caracteristicas estruturais e
substratos especificos. Dessas, somente as enzimas
da classe I catalisam a produgdo de PI(3,4,5)P3 e
P1(3,4)P2 in vivo (Kumar et al. 2011). Nos mami-
feros, ha trés classes de PI3K. (Zhou et al. 2011,
Vivanco & Sawyers 2002). PIP3 atua como um se-
gundo mensageiro intracelular que participa na ati-
vacdo da AKT pela sua fosforilagdo, a AKT se torna
ativa e pode inibir diversos alvos, resultando em
crescimento celular, sobrevivéncia e proliferacao
através de distintos mecanismos. PI3K tem mos-
trado ser reguladora da atividade de outros alvos
celulares, tais como a quinase induzivel por soro e
glicocorticoides (SGK), as pequenas proteinas de
ligagdo GTP-Racl e Cdc42, e a proteina quinase C
(PKC), numa forma AKT independente por meio de
mecanismos ainda nao caracterizados (Figura 1). A
atividade destes alvos conduz a sobrevivéncia ce-
lular, rearranjo e transformagado do citoesqueleto e
patogénese de grande niimero de enfermidades in-
cluindo as neoplasias (Franke et al. 2003, Vivanco
& Sawyers 2002). O produto da PI3K, conhecido
como PIP3 tem sido reconhecido constantemente
nos embrides desde o estddio de uma célula até o
blastocisto (Zheng & Liu 2011).

A regulacdo da sobrevivéncia por PI3K, em par-
ticular, estd mediada pela ativagdo da AKT, que re-
quer sua transloca¢do para a membrana plasmatica
e fosforilagdo na treonina 308 (Thr 308) e na serina
473 (Ser 473) (Scheid et al. 2002). Os alvos da AKT
sdo diversos e tém sido associados com respostas
metabolicas e de sobrevivéncia celular, resultando
na inativacdo de mediadores pro-apoptdticos (Bad,
Bax, caspasa 9, fator de transcricdo Forkhead,
GSK3 e P53) e a ativagdo de proteinas anti-apop-
toticas (Bcl-2, Bel-xL, IAP e mTOR) que em con-
junto vao determinar as diversas fungoes desta via
(Figura 1) (Dudek et al. 1997, Brunet et al. 2001).
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Figura 1. Esquema da via de sinalizagéo de PI3K. Subs-
trato do receptor de insulina (IRS), P85 (Subunidade
reguladora da PI3K), P110 (Subunidade catalitica da
PI3K), fosfo inositol fosfato (PIP), homologo da fosfa-
tase e tensina (PTEN), fosfo inositide 3 dependiente
de quinases (PDK), proteina quinase B (AKT/PKB),
quinase induzida por soro e glicocorticoides (SGK),
pequena proteina G da subfamilia Ras corresponden-
te & familia Rho de GTPases (RAC1), proteina do con-
trole da divisdo celular 42 (CDC42), proteina quinase
C (PKC), oncogene murino “double minute” (MDM2),
proteina supressora de tumor 53 (P53), proteina alvo
da rapamicina (mTOR), Glicogénio sintase quinase 3
beta (GSK3), fator nuclear capa B (NFkB), familia de
fatores de transcricdo Forkhead (FKHR) e proteina
pro-apoptética da familia BCL2 (BAD) (Adaptado de:
Vivanco & Sawyers 2002).

As MAPK sdo enzimas muito conservadas evo-
lutivamente que respondem a estresses fisicos e
quimicos, controlando a sobrevivéncia e adaptagao,
e estdo implicadas em processos de crescimento
e diferenciacdo. Sua atividade esta regulada pela
cascata composta pela MAPK, MAPK quinase,
(MAPKK, MKK o MEK), e as MAPKK quinase
ou MEK quinases (MAPKKK o MEKK). Nos ma-
miferos existem trés grupos de MAPK: ERK, p38
e JNK. As MAPK participam em multiplos proces-
sos celulares como diferenciacdo celular, movimen-
tacdo de organelas, proliferagdo celular e apopto-
se. (Schaeffer & Weber 1999, Wagner & Nebreda
2009). A via de sinalizacdo da ERK foi a primeira
via de sinalizacdo de MAPK estudada em mami-
feros. A ativagdo das pequenas proteinas G leva a
ativacao da via das MAPKs assim: Ras/Raf/MEK/
ERK para governar os processos de proliferagao,
diferenciagdo, angiogénese e sobrevivéncia celular
(Kolch 2000, Wilhelm et al. 2004).

MATURACAO IN VITRO DOS OOCITOS

A producao de embrides in vitro (PIV) se baseia
essencialmente na obtencao de oodcitos dos foliculos

ovarianos, sua maturagao in vitro (MIV) mediante o
aporte de um microambiente e estimulos hormonais
adequados, além da fecundagdo in vitro (FIV) e do
cultivo (CIV) dos embrides obtidos até fases de de-
senvolvimento adequadas para sua transferéncia ou
congelamento (Pfeifer et al. 2008)

Na espécie bovina, a PIV de embrides alcangou
um desenvolvimento tecnologico que atualmente
permite a sua aplicacdo em escala comercial, po-
dendo-se obter em média cerca de 50 a 100 embri-
oes/fémea/ano (Varago et al. 2008). Foi observado
que a inadequada maturagdo do odcito reduz as ta-
xas de fecundagdo e de desenvolvimento embrio-
nario, e pode ser decorrente de falhas na maturagdo
nuclear e citoplasmatica (Rizos et al. 2002, Cognie
et al. 2003). Odcitos imaturos tornam se férteis por
meio do processo chamado maturag@o oocitaria que
¢ induzido por hormonios especificos envolvendo a
ativacdo de vias de transducdo de sinais especificas
que convergem para ativar o fator promotor da ma-
turacdo (MPF), o qual ¢ a chave da atividade que
catalisa a entrada na fase-M da meiose I e meiose
I1, (Schmitt et al. 2002, Madgwick & Jones 2007).
Quando os odcitos atingem o crescimento total
permanecem parados na préfase (diploteno) da pri-
meira meiose. As etapas da maturagdo meiodtica nos
odcitos dos vertebrados sdo (1) retomada da meiose
I incluindo a quebra da vesicula germinativa, con-
densacao dos cromossomos ¢ formacdo do fuso,
(2) transi¢ao entre meiose I e meiose II incluindo a
inibi¢do da fase-S e (3) parada na metafase II pela
atividade do fator citostatico (CSF). A meiose II ¢
completada apds a fertilizagdo do odcito maturo
(Schmitt et al. 2002).

Muitas das proteinas e fatores envolvidos no
reinicio da meiose sdo sintetizadas durante as pri-
meiras horas do cultivo in vitro com o MPF como
responsavel da retomada da meiose. O MPF ¢ com-
posto por duas subunidades: a ciclina B1 e a p34¢4<,
sendo que o mRNA da ciclina B1 pode ser detecta-
do em od6citos bovinos em estadio de vesicula ger-
minativa (GV) mas a respectiva proteina ainda nao
estd presente. O mRNA da ciclina B1 ¢ armazenado
com uma pequena cauda de poli(A) o que inativa
sua tradugdo. O acimulo deste transcrito leva a po-
liadenilagdo citoplasmatica extensa e subseqiien-
te tradugdo e sintese da ciclina B, que se acumula
e pode ser detectada no citoplasma do odcito trés
horas ap6s o inicio da MIV (Levesque et al. 1996,
Jones 2004, Tremblay et al. 2005).

Em odcitos bovinos tem sido observado que a
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proteina ligadora de poliadenilagdo citoplasmi-
ca (CPEB) e a proteina Aurora-A sao sintetizados
e acumulados no citoplasma durante a maturagao
oocitaria. CPEB estd unido a uma sequéncia espe-
cifica de RNA reprimindo-a. Desta forma a via de
fosforilagdo Aurora-A-CPEB leva a poliadenilacao
e conseqiientemente a tradugdo da proteina p34°?
unida a ciclina B1 sendo esse complexo fosforilado,
0 que leva a formag¢do do chamado pré-MPF que
depois de sua desfosforilagao fica ativado iniciando
a atividade do MPF propriamente dito (Sasayama
et al. 2005).

INFLUENCIA DA PI3K NA MATURACAO
OOCITARIA

A sinalizagdo por PI3K materna pode regular a
ativacdo do genoma embrionario (EGA) e a em-
briogénese pré-implantacional, mas ndo pode regu-
lar a fertilizacdo e a primeira clivagem no embrido
(Zheng et al. 2010). Na via de sinalizagdo da PI3K
podem-se evidenciar varios dos possiveis eventos
que chegam a afetar, tanto a ativagdo do MPF e/
ou da MAPK, quanto de proteinas como a G (Rac
e Rho), que intervém nas constantes associagdes €
dissociacdes do citoesqueleto e, portanto atuam em
eventos como a movimentagdo das mitocondrias e
granulos corticais de igual forma que a formagao e
alinhamento do fuso meiodtico (Chen et al. 2010).

O AMPc, origindrio das células foliculares, al-
canca o oocito por meio das jun¢des gap, manten-
do-se em alta concentracdo, via proteina quinase
A (PKA). Entretanto, o decréscimo deste compo-
nente, induzido in vivo pelo pico pré-ovulatério de
LH, induz a perda da comunica¢do entre as células
foliculares e o oocito, diminuindo a concentragao
de AMPc no odcito, e inativando PKA, o que possi-
bilita a reativacdo do MPF e conseqiientemente, da
divisdo celular (Figura 2) (Dekel 2005).

A proteina MOS, um produto do proto-oncogen
¢c-MOS também ¢ codificada pelo mRNA materno
armazenado durante o periodo de maturagdo, sen-
do que esta proteina ativa a cascata da MAPK, a
qual modula a atividade do MPF levando a célula
a entrar no ciclo celular (transi¢ao da fase G2 para
a fase M). Nos complexos odcito-células do cumu-
lus (COCs) bovinos a poliadenilacio dos mRNAs
de proteinas que codificam para ativagdo de MPF
e MAPK ocorre entre 9 e 12 horas do cultivo in vi-
tro. A apropriada sintese e armazenamento destes
transcritos no citoplasma do oocito sao de crucial
importancia para a continuidade da retomada da
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Figura 2. Esquema demonstrativo do processo de ativa-
¢ao do Fator Promotor da Maturacéo. AMPc: adenosi-
na monofosfato ciclica; PKA: proteina quinase A; Mos:
proteina do pro-oncogenese c-mos; MEK: especifico
MAP-quinase; MAPK: proteina quinase ativada por
mitégeno; myt 1: quinase; Thr 14/Tyr 15: residuos da
subunidade cdc25; P34cdc2: proteina quinase; MPF:
fator promotor de maturagdo e Cdc25: fosfatase de
dupla especificidade (Adaptado de: Van Der Hurk &
Zhao 2005).

meiose (Ferreira et al. 2009). As MAPKSs (mitogen-
-activated kinase protein) sdo uma familia de prote-
inas envolvidas na matura¢ao do odcito. Em o6ci-
tos de mamiferos duas isoformas de MAPKs estao
presentes, ERK1 e ERK2, sendo ativadas por MEK,
que por sua vez, ¢ diretamente regulada por MOS,
produto do protooncogene c-mos, que ¢ codificada
pelo RNA materno e estocada durante o crescimen-
to do odcito (Figura 2).

O momento de ativagdo da MAPK durante a ma-
turagdo do oocito varia em diferentes espécies, mas
acredita-se que a atividade da MAPK ¢ requerida
para manutenc¢ao da atividade do MPF, formacgao do
fuso meidtico e manutengdo da parada na metafase
IT (Van Der Hurk & Zhao 2005).

O aumento intracelular de célcio, induzido pela
ativagdo do receptor inositol 1,4,5-trifosfato (IP,R)
presente na membrana do reticulo endoplasmati-
co, também pode influenciar a ativacao do odcito.
A mobilizagdo intracelular de calcio € seguida por
influxo de calcio do ambiente extracelular, o qual
parece ser regulado através da estimulag¢do antago-
nista do LH ou da adenilato ciclase (AC) (Williams
2002, Tsafriri & Motola 2007).

Estudos realizados em células de glandula la-
crimal de ratos t€ém demonstrado que a ativagdo da
MAPK ¢ dependente de calcio e PKC quando ati-
vada a via de sinalizagdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), que inclui ativa-
cdo do fator adaptador das proteinas Shc e Grb2,
e a pequena G-proteina Ras. (Inagami et al. 2000,
Hodges et al. 2006).

E importante ressaltar que a ativagdo do odcito
esta diretamente relacionada com a quebra da mem-
brana nuclear, desintegrag¢do da vesicula germinati-
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va, condensacdo da cromatina em cromossomos bi-
valentes e separagdao dos cromossomos homologos.
A retomada da meiose a partir da metafase II ocor-
rera logo apds a fertilizagdo, devido ao aumento dos
niveis de célcio, o que ird induzir a degradagdo da
ciclina e, consequentemente, do MPF. Com o pro-
gresso da metafase II ocorre a divisdo desigual do
citoplasma e liberagdo do segundo corpusculo polar
(Williams 2002, Tsaftriri & Motola 2007).

Maturacao nuclear

A maturagdo nuclear refere-se a habilidade do
nlcleo em retomar a meiose, ou seja, chegar ao es-
tagio de metafase da segunda divisdo meiotica, o
que pode ser observado por microscopia através da
extrusdo do primeiro corpusculo polar (Mermillod
et al. 1996, Crozet 1997). O objetivo da maturacdo
nuclear ¢ a obtencdo de um gameta hapldide através
de dois ciclos de divisdo celular meidtica. A com-
peténcia meiotica inicia-se durante a formacao do
antro, porém o odcito permanece na profase I até
o pico de LH. A retomada da meiose ¢ induzida in
vivo pelo pico de LH ou quando os odcitos sdo iso-
lados do ambiente folicular e colocados em meios
de maturagdo in vitro (Pincus & Enzmann 1935,
Bevers et al. 1997, Mehlmann 2005).

O LH atua via receptores localizados nas células
da granulosa murais afetando de forma indireta a
maturacao do oocito. A retomada da meiose carac-
teriza-se pela quebra da vesicula germinativa segui-
da de condensacdao dos cromossomos ¢ formagao
do fuso da metafase I (MI). Esta primeira divisdo
meidtica se completa com a segregacdo de cromos-
somos homologos entre o 00cito € o primeiro cor-
pusculo polar, levando o odcito a metafase I (MII)
onde permanece até a fecundacao (Dekel 2005).

A maturagdo molecular refere-se as fases de
crescimento e maturacdo do odcito envolvendo a
transcri¢do, armazenamento e processamento dos
mRNAs expressos pelos cromossomos, que podem
posteriormente ser traduzidos pelos ribossomos
como proteinas. As proteinas derivadas destes mR-
NAs estdo envolvidas na maturagdo e subseqiientes
eventos celulares, tais como fertilizacao, formacao
de pronucleos e embriogénese inicial (Schmitt &
Nebreda 2002).

Multiplos mecanismos estao envolvidos na ativa-
¢ao da tradu¢ao do mRNA inativo. Esses mecanis-
mos envolvem a fosforilagdo de muitos fatores que
iniciam a tradugdo. De acordo com esse modelo, a
poliadenilagdo (adi¢do de adenina) da porgao ter-

minal 3" do mRNA citoplasmatico pode estimular a
liberagao de moléculas repressoras ligadas a por¢ao
5" iniciando assim a tradugao (Thach 1992, Colgan
et al. 1996, Gavin et al. 1997, Ferreira et al. 2008).

Este processo de poliadenilagdo inicia no nucleo,
e 250 a 300 residuos de adenina (A) sdo adiciona-
dos a0 mRNA para a formagao da cauda 3" poli(A).
O transporte deste mRNA para o citoplasma ocor-
re por meio de uma juncdo caracteristica da cau-
da poli(A) que, depois de atingir o compartimento
citoplasmatico, torna se menor e mais heterogéneo
em tamanho (Jackson et al. 1990).

O prolongamento da cauda de poli(A) no cito-
plasma esté relacionado com a ativagao da tradugao,
ou seja, a adi¢ao de adenina ao mRNA no citoplas-
ma oocitario durante a maturacao leva a traducao de
proteinas e deadenilacdo, o que por sua vez leva a
degradacao do mRNA particular (Shim et al. 1997).

Quando comparada a qualidade dos embrides de
clivagem inicial (embrides que clivaram até as 27
horas apds insemina¢do) com embrides com baixo
desenvolvimento potencial (clivagem apds 27 ho-
ras) foram observadas varias diferencas nos padroes
de poliadenilagio do mRNA, concluindo que essas
mudancas estdo associadas a modulagdo da expres-
sdo de genes nos embrides durante esta fase. Além
disso, concluiu-se também que niveis anormais de
poliadenilacdo em alguns mRNAs maternos estao
associados com menor potencial de desenvolvimen-
to embrionario (Brevini et al. 2002).

Maturacio citoplasmatica

A maturacao citoplasmatica ¢ um processo pelo
qual, diversas mudancas ultra-estruturais ocorrem
em termos de morfologia e redistribui¢cdo de orga-
nelas no citoplasma do odcito (Ferreira et al. 2009).
A primeira evidéncia da competéncia a maturagao
citoplasmatica encontra-se nas alteragdes ultra-es-
truturais, onde se observa o fim da fase de prepara-
¢ao (sintese de RNA e proteinas), por modificagdes
nos processos de transcri¢ao e tradugdo (Fair et al.
2004).

O processo de maturagdo citoplasmatica inclui
ainda o acumulo de moléculas especificas impor-
tantes que preparam o odcito para fecundagdo e
subsequente desenvolvimento embriondrio (Hum-
blot et al. 2005).

Durante essa fase de desenvolvimento, o 0dcito
aumenta de tamanho, acompanhado do acumulo de
RNAm, proteinas, substratos e nutrientes, os quais
sdo pré-requisitos para o oocito tornar-se competen-
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te (Sirard et al. 2006). Dentre as outras mudangas,
durante a fase de maturacao citoplasmatica, obser-
va-se a redistribui¢do das organelas celulares (Fer-
reira et al. 2009).

Segundo Hytell et al. (1997), inicialmente as
mitocondrias ocupam regides mais periféricas do
citoplasma e a medida que a maturacdo acontece
e alcanca a metafase II, estas organelas ocupam
a posicao central do odcito. Os granulos corticais
também sofrem mudancgas no seu padrao de distri-
bui¢do citoplasmatica durante a maturagdo. Estes,
anteriormente dispersos no citoplasma passam a
ocupar a periferia do odcito (Ferreira et al. 2009).
Apo6s o pico de LH ocorre o rompimento da vesi-
cula germinativa, o o6cito se desenvolve at¢ MII
e apresenta os granulos corticais alinhados com a
membrana plasmatica, as gotas de lipidios e as mi-
tocondrias adquirem uma posi¢do mais central do
odcito deixando uma zona periférica sem organelas.
O espaco perivitelinico se desenvolve para evitar a
poliespermia e o complexo de Golgi praticamente
desaparece (Hytell et al. 1997)

A maturacdo citoplasmatica ndo pode ser iden-
tificada somente pela organizacdo de suas organe-
las, e sim em niveis moleculares (Duranthon & Re-
nard 2001, Mermillod et al. 2008). O processo de
maturacao citoplasmica pode ser dividido em trés
principais eventos: a) redistribui¢do de organelas
citoplasmadticas, b) movimentagdo de filamentos do
citoesqueleto e ¢) maturagdo molecular (Maximo
2009).0 trafego de organelas durante a maturagao
ocorre devido a atuacao de microfilamentos ¢ mi-
crotiibulos do citoesqueleto e o reposicionamento
das organelas depende das necessidades da célula
durante cada estdgio de desenvolvimento (Ferreira
et al. 2008). Tanto para a maturagdo citoplasmatica
quanto para a formagdo do zigoto e o desenvolvi-
mento embriondrio inicial ¢ de vital importancia
a sintese de proteinas e para este fim, uma quanti-
dade apropriada de ribossomos deve estar presen-
te durante a maturagdo. Estes sdo sintetizados pela
transcri¢do de genes de RNA ribossomico (RNAr),
pelo processo de transcri¢do e adicdo de proteinas
ribossomais as suas subunidades. Essas subunida-
des sdo formadas nos nucléolos e durante as fases
de crescimento dos oocitos e ativagao do genoma
embriondrio ele estd presente na forma fibrinogra-
nular, refletindo a alta atividade de sintese ribosso-
mal. (Fair et al. 2001).

A presenga de ribossomos, entdo, ¢ diretamente
ligada a sintese protéica durante periodos cruciais

de desenvolvimento (Tomek et al. 2002).As mem-
branas do reticulo endoplasmatico sdo fisiologica-
mente ativas, interagem com o citoesqueleto e con-
tém diferentes dominios especializados em fungdes
diversas. Algumas dessas fungdes sdo a formacao
e degradacao protéica, o metabolismo lipidico, a
compartimentalizagao do nucleo, regulacdo do gra-
diente i6nico de célcio e sintese de membranas (Li-
ppincott-Schwartz et al. 2000).

Mudangas bioquimicas e estruturais no reticulo
durante a maturagdo sdo criticas para um funciona-
mento apropriado da regulacdo intracelular do cal-
cio. Em odcitos de mamiferos o reticulo ¢ encontra-
do em regides corticais e se acumula em pequenos
aglomerados no citoplasma durante seu desenvol-
vimento até metafase II e a liberagao de calcio ¢
aumentada depois da maturacdo. Também durante
a fertilizagdo o reticulo libera célcio como resposta
a entrada do espermatozoide no odcito dando inicio
ao desenvolvimento embrionario (Stricker 2006).

Mais uma organela para ser mencionada sdo
os granulos corticais, os quais sdo derivados do
complexo de Golgi e sua exocitose ¢ um dos me-
canismos para evitar a polispermia. Estes granu-
los encontram-se exclusivamente no odcito, sendo
compostos por proteinas, moléculas estruturais,
enzimas e glicosaminoglicanas. Para oocitos no
estado de vesicula germinativa, os granulos estdo
distribuidos em grupos no citoplasma. No final da
maturacgdo, quando os odcitos atingem o estagio de
metafase II, os granulos se posicionam em contato
intimo com a membrana plasmatica, como forma
estratégica de bloqueio da polispermia (Thibault
et al. 1987, Ferreira et al. 2008). Todos os eventos
mencionados na maturagdo oocitaria sao dependen-
tes do metabolismo energético da célula, em par-
ticular da resposta metabdlica a insulina mediada
primariamente pela enzima PI3K e posteriormente
pela GSK3, que regula tanto a sintese de glicogé-
nio, quanto a de proteinas. A insulina, assim como o
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I),
promove o desenvolvimento embrionario. O recep-
tor para IGF-I ¢ expresso a partir do estagio de mo-
rula (Salute et al. 1992, Herler et al. 1998).

Quando as células entram em mitose o cresci-
mento dos microtibulos a partir dos centrossomos
se incrementa drasticamente. Estas alteragdes na
dindmica dos microtibulos ocorrem concomitante-
mente com a fosforilagdo de muitas proteinas, por
meio da ativa¢do de uma série de quinases mitoti-
cas, tais como cdc2 quinase, p6lo quinase e aurora
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quinase (Wakefield et al. 2003). Os filamentos do
citoesqueleto sdo estruturas dinamicas e adaptaveis
que podem mudar ou permanecer iméveis segundo
a necessidade da célula. Além disso, este sistema ¢
responsavel pela segregacao dos cromossomos du-
rante a mitose e meiose, pela divisao celular durante
a citocinese e pelo trafego de moléculas e organelas
dentro da célula (Alberts et al. 2004).

Os trés tipos de filamento do citoesqueleto sao
os microtubulos, filamentos de actina e filamentos
intermediarios. Sua fun¢ao principal € a resisténcia
mecanica em resposta ao estresse. Esses trés tipos
de “polimeros” do citoesqueleto estdo unidos por
simples interagdes nao covalentes o que permite as-
sociar-se ou dissociar-se rapidamente sem a neces-
sidade de uma nova formagao ou ruptura de unides
covalentes (Alberts et al. 2004).

Dentre os trés tipos de filamentos os microtubu-
los s@o os mais diretamente envolvidos no processo
de movimentagdo das organelas (Sun et al. 2006).
As subunidades do microtibulo se aderem com pro-
teinas motoras como a dineina, dinactina e kinesina
as quais se ligam a moléculas das membranas das
organelas promovendo o movimento ao longo dos
microtibulos (Steffen et al. 1997). A dinamica dos
filamentos do citoesqueleto estd relacionada com
a aquisicao das competéncias de desenvolvimento
nuclear em od6citos de bovinos e suinos (Albarracin
et al. 2005). Outro dos componentes do citoesquele-
to sdo os microfilamentos os quais sao mediadores
da migragao periférica do aparelho meiotico (cro-
mossomos), movimento excéntrico dos granulos
corticais, ancoragem do fuso e determinante nas
mensagens do cortex, estabelecimento da polari-
dade, e emissao do primeiro corpo polar durante
a maturacao do oocito. Os microfilamentos estdo
também envolvidos na incorporacao do espermato-
z6ide, rotacdo do fuso (em camundongo), exocitose
dos granulos corticais e emissao do segundo corpo
polar durante a fertilizagdo (Sun et al. 2006).

As proteinas que unem nucleotideos de guani-
na, também denominadas proteinas G, possuem um
papel importante na transdugdo de sinais, porque
acoplam um receptor ativado com uma proteina
efetora. Sdo capazes de modular enzimas como a
adenilato ciclase e a fosfolipase C, canais i0nicos,
assim como a expressao de genes, o transporte in-
travesicular e o rearranjo do citoesqueleto de acti-
na (Garcia-Soto et al. 2004).Em eucariotos existem
mais de 100 proteinas G monoméricas, desde leve-
duras até o homem e se agrupam na superfamilia

Ras. Esta compreende as familias Ras, Rho, Rab,
Sarl/Arf e Ran com suas correspondentes subfami-
lias (GArcia-Soto et al. 2004). Qian et al. (2004)
identificaram o mecanismo molecular da PI3K na
remodelagdo dos filamentos de actina e a migragdo
celular em fibroblastos de embrido de frango (CEF).
Este mecanismo mostra como p70S6K1 (proteina
quinase da sub unidade ribosomal S6) ¢ uma molé-
cula capaz de mediar os efeitos da PI3K e da AKT
sobre os filamentos de actina, mas para sua atividade
¢ necessaria a proteina Rac.A utilizacao do inibidor
da enzima PI3K, Wortmannin, aumentou a taxa de
blastocistos obtidos pela técnica de producao in vi-
tro de embrides bovinos, quando usado em concen-
tracdes nanomolares durante a etapa de maturagdo
dos COC'’s (complexos oocito células do cumulus)
(Fernandes 2010), mas ndo foram encontradas dife-
rencas significativas nas concentragoes de glicose
e glicogénio presentes nos oocitos, indicando que
o metabolismo energético ndo ¢ o alvo principal da
via da PI3K durante a maturagao in vitro de ovoci-
tos bovinos.
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