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RESUMO: Os mecanismos celulares que tornam urn o6cito competente para ser fertilizado sao
de fundamental importancia para a compreensao da reproducao animal. Dentro deste contexto, a
presente revisdo tem como objetivo abordar os avancos sobre o estudo do controle da maturagdo
nuclear oocitaria, corn enfase para o MPF.
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ABSTRACT: The cellular mechanisms that make an oocyte able to be fertilized are
fundamentally important to understand animal reproduction. Therefore, the aim of the current
review to discuss improvements on the study of the nuclear oocyte maturation control, with
emphasis on the MPF.
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1 INTRODUCAO

Os oocitos da maioria dos animais
permanecem na profase I (diploteno), o que
corresponde a fase G2 do ciclo celular, ate o seu
completo crescimento. A retomada da meiose
in vivo d induzida pelos picos pre-ovulatorios
de gonadotrofinas e in vitro pela remocdo das
celulas que circundam os oocitos e a
subseqiiente transferencia destes para meios de
cultivo apropriados (BUCCIONE;
SCHROEDER; EPPIG, 1990; EPPIG, 1993;
CASTRO et al., 2001; KOTANI;
YAMASHITA, 2002; DEKEL, 2005;
JIMENEZ-MACEDO et al., 2006). Apos a
retomada da meiose a partir da profase I (PI),
evento chamado de rompimento da veslcula
germinativa (GVBD germinal vesicle
breakdown), ocorre a dissolugdo do envelope
nuclear, o oocito progride ate a metafase II
(Mil), onde ocorre a segunda parada na meiose
(BUCCIONE; SCHROEDER; EPPIG, 1990;
EPPIG, 1993; KOTANI ;YAMASHITA, 2002;
DEKEL, 2005).

Os eventos nucleares e
citoplasmaticos que ocorrem durante estes
processos sao chamados de maturacao
oocitaria nuclear e citoplasmatica e sao
necessarios para evitar a ocorrencia de
poliespermia e dar suporte ao desenvolvimento
embrionario inicial (GOSDEN); KRAPEZ;
BRIGGS, 1997; SU et al., 2003). A retomada
da meiose a partir da PI ate a segunda parada na
MII é caracterizada pela condensacao da
cromatina, dissolucao do envelope nuclear,
formacao do fuso mitotic° e separacao dos
cromossomos. A GVBD é controlada por
protefnas kinases e fosfatases, que modulam os
processos celulares atraves de fosforilacao e
defosforilacao (FERREL, 1999 a, b;
KANATSU-SHINOHARA; SCHULTZ;
KOPF, 2000; CASTRO et al., 2001;
WEHREND; MEINECKE, 2001; KOTANI;
YAMASHITA, 2002; MALLER et al., 2002;
SU et al., 2003; VORONINA, MARZLUFF;

WESSEL, 2003; DEKEL, 2005). Dentre estas
enzimas que controlam a maturacao nuclear
esta o fator promotor de maturacao, chamado de
MPF (M-phase promoting factor) (MASUI e
MARKET, 1971; MASUI; CLARKE, 1979;
FERREL, 1999 a, b; TAY, HODEMAN;
RICHTER, 2000; LEDAN et al., 2001), que
mostra atividade oscilatoria durante o processo
de maturacao nuclear (MASUI. MARKET,
1971; MASUI; CLARKE, 1979; WHITAKER,
1996; TAY; HODEMAN; RICHTER, 2000;
WEHREND; MEINECKE, 2001;
KRISCHEK; MEINECKE, 2002).

2 MPF: HISTORICO E PAPEL NO
CONTROLE CITOPLASMATICO DA
MATURACAO NUCLEAR

Os oocitos de Xenopus laevis
naturalmente parados na pr6fase I (final da G2)
sao facilmente induzidos a retomar a meiose,
entrando na fase M sob estfmulo da
progesterona. Durante a maturacao, o nude.°
migra para a regiao cortical do oocito, quando
ocorre a dissolugdo do envelope nuclear,
concomitante com o aparecimento de uma
mancha branca no polo animal do oocito
(BODART et al., 2002). 0 tamanho do oocito
de X. laevis, visfvel a olho nu, e a facilidade de
manuseio e de inducao da GVBD, fizeram deste
urn modelo experimental para estudos sobre a
maturacao oocitaria (FERREL, 1999 b).

Neste sentido, iniciahnente Masui e
Market (1971) e Smith e Ecker (1971)
demonstraram funcionalmente a atividade do
MPF quando o citoplasma de oocitos de
Xenopus parados na MIL (maduros) foi injetado
em oocitos imaturos, parados em PI, o que
resultou na condensacao dos cromossomos,
formacao do fuso mitotic° e retomada da
meiose no oocito imaturo sem o estfmulo
hormonal ou sintese proteica. Os autores
conclufram que oocitos em MIL possuem urn
fator citoplasmatico capaz de induzir a
maturacao oocitaria, conhecido como MPF.
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Por volta da decada de 1980, a
atividade do MPF foi demonstrada em extrato
de celulas somaticas mitoticas incluindo desde
fungo a mamfferos. Desta forma, o MPF foi
renomeado como fator promotor de fase M, que
implica no reconhecimento do MPF como urn
fator promotor de fase M comum a todas as
celulas eucarioticas (KISHIMOTO et al., 1982;
KISHIMOTO, 1988; NURSE, 1990; NURSE;
MASUI; HARTWELL,1998).

Os avancos nas pesquisas sobre o MPF
originaram-se a partir de dois segmentos de
pesquisas distintas e paralelas. Uma das linhas
de pesquisa foi direcionada para o estudo do
gene de cdc2, sendo identificado em leveduras
de fissao como sendo urn regulador
fundamental para a entrada nas fases M e S
(NURSE, 1990). Enquanto que a outra linha de
pesquisa foi direcionada para a atividade de
proteinas conhecidas como ciclinas, as quais
inicialmente foram descobertas ao ser estudado
o inicio dos ciclos de divisdo celular em
molusco e ourico-do-mar. Foi demonstrado que
as ciclinas sfto as proteinas mais sintetizadas e
abundantes, corn seus niveis flutuando durante
todo o ciclo celular, atingindo seus valores
maximos na fase M (HUNT, 1989;
KOBAYASHI et al., 1991).

Devido a convergencia destas
pesquisas separadas corn oocitos de Xenopus,
molusco, ourico-do-mar e fungo, ao termino da
decada de oitenta, a atividade do MPF foi
descrita como se tratando de uma Ser/Thr
kinase, formada por urn complexo proteico
composto por ciclinas do tipo B e uma proteina
kinase homologa do produto do gene cdc2 de
fungo (HUNT, 1989; NURSE, 1990). Corn a
purificacao do MPF, revelou-se em mais
detalhes que se trata de uma proteina
heterodimerica (LOHKA; HAYES;
MALLER, 1988) composta de duas
subunidades: uma catalftica, chamada de
p34cdc2, derivada da familia das cdk, que se
trata de enzimas do tipo serina-tirosina kinase

(FULKA; FIRST; MOOR, 1998), e uma ciclina
B (DUNPHY et al., 1988; GAUTIER et al.,
1988; DRAETTA et al., 1989; LABBE et al.,
1989; NURSE, 1990; DAI et al., 2000;
WEHREND; MEINECKE, 2001).

A progressao da meiose requer tanto a
sintese de ciclina B quanto o seu deslocamento
do citoplasma para o nucleo, juntamente corn a
desfosforilagdo da subunidade catalftica. A
desfosforilagdo da subunidade catalltica é
catalisada por uma fosfatase codificada pelo
gene cdc25, sendo esta reacao a chave na
conversdo do pre-MPF inativo para MPF-
kinase ativo. A ativacao de Ser/Thr Kinase
p34cdc2 requer a sua fosforilacao no residuo de
treonina 161 pela CDK-kinase (LORCA et al.,
1992; FESQUET et al., 1993; POON et al.,
1993; SOLOMON, 1993) e a remocao dos
fosfatos inibitorios dos residuos de Thr 14 e Tyr
15 pela Cdc25 fosfatase (CYERT;
KIRSCHNER, 1988; GAUTIER; MALLER,
1991; GAUTIER et al., 1991; KOBAYASHI et
al., 1991; KUMAGAI e DUNPHY, 1991;
STRAUSFELD et al., 1991; DM et al., 2000).
A desfosforilacao destes residuos, assim como
a subseqiiente conversfto de MPF-inativo para
MPF-ativo, é a chave para a regulacao da
passagem de G2/M (MASUI; MARKET,
1971; SMITH; ECKER,1971).

Na transigao G2/M da maioria das
celulas somaticas de eucariontes e dos oocitos
de X. laevis, os principals componentes para
inducao da fase M estao presentee
(COLEMAN; DUNPHY, 1994; LEW;
KORNBLUTH, 1996), ou seja, a forma inativa
de ciclina B/ Cdc2 na qual os residuos Thr14,
Tyr15, e de Thr161 de Cdc2 estao fosforilados
(GAUTIER; MALLER, 1991; KOBAYASHI et
al., 1991; KISHIMOTO, 1999; KOTANI e
YAMASHITA, 2002); seu ativador direto
Cdc25 fosfatase que desfosforila os residuos de
Thr14 e Tyr15 de Cdc2; e seus inativadores
diretos Weel e Mytl que fosforilam Tyr15 e
Thr14 de Cdc2, respectivamente
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(KISHIMOTO, 1999; KOTANI;
YAMASHITA, 2002).

0 equilibrio entre esses ativadores e
inativadores tende para a inativacao de ciclina
B/Cdc2 durante a fase G2. No inicio da fase M,
o equilibrio entre ativadores e inativadores
muda para o lado oposto, iniciando a ativacao
de ciclina B/Cdc2 onde somente os residuos de
Thr161 de Cdc2 permanecem fosforilados
(KISHIMOTO, 1999; KOTANI;
YAMASHITA, 2002). Apesar de ainda nao
estar claro o mecanismo in vivo deste
equilibria in vitro a adicao exclusiva de
Cdc25C fosfatase pode converter a forma
inativa de ciclina B/Cdc2 para a forma ativa
(KOTANI; YAMASHITA, 2002). Em celulas
mitoticas somaticas e em oocitos de Xenopus,
os possiveis candidatos que poderiam inclinar o
equilibrio sao o Cdc25B (GABRIELLI et al.,
1997; LAMMER et al., 1998; KUMAGAI;
DUNPHY, 1996; QIAN et al., 1998ab; GAVIN
et al., 1999) e a polo-like kinase (Plk)
(KUMAGAI; DUNPHY, 1996; GLOVER et
al., 1998; QIAN et al., 1998ab; GAVIN et al.,
1999). 0 aumento da quantidade da proteina
Cdc25B ao termino da fase G2, e da
fosforilacao da Plk-dependente, corn a ativacao
de Cdc25C podem ativar a ciclina B/Cdc2
(KUMAGAI e DUNPHY, 1996; BALDIN et
al., 1997; GABRIELLI et al., 1997;
NISHIJIMA et al., 1997; LAMMER et al.,
1998; QIAN et al., 1998 a,b; GAVIN et al.,
1999).

E bem reconhecido que o MPF
amplifica sua propria acao, por ser capaz de
ativar Plk e Cdc25C, e diminuir a ativacao de
Weel e Mytl (KUMAGAI e DUNPHY, 1992;
COLEMAN; DUNPHY, 1994; GLOVER;
HAGAN; TAVARES, 1998; QIAN et al.,
1998a). Estes mecanismos de regulacao
dependem principalmente de fosforilacao de
Plk, Cdc25C e Myt 1, enquanto que com o
Weel pode acontecer uma degradagao parcial
(MICHAEL, NEWPORT, 1998).

Adicionalmente a estes fatores, tem sido
descrito em celulas somaticas que o complexo
ciclina A/Cdc2, ja ativo na transicao da fase
G2/M, pode estar envolvido na ativacao de
ciclina B/Cdc2 de oocitos que se encontram em
transicao da fase G2/M, devido a sua
capacidade de inativar Weel de Mytl
(DEVAULT et al., 1992; PAGANO et al., 1992;
OKANO-UCHIDA et al., 1998).

3 MPF EM OUTRAS ESPECIES DE
VERTEBRADOS

Desde a purificacao do MPF, a sua
atividade durante a maturacao oocitaria ainda
vem sendo estudada em oocitos de X. laevis
(MOOD et al., 2004), mas tambem em outras
esp6cies de anfibios como Xenopus tropicalis
(BODART et al., 2002) e Rana (YOSHIDA;
MITA; YAMASHITA, 2000); suinos
(CHRISTMANN; JUNG; MOOR, 1994;
NAITO; TOYODA, 1991; DAI et al., 2000;
WEHREND; MEINECKE, 2001), peixes
(KISHIMOTO, 1999); bovinos (WEHREND;
MEINECKE, 2001) e murinos (GAVIN;
CACADORE; SCHORDERET; SLATKINE,
1994; LEDAN et al., 2001).

Em contraste corn os oocitos de
Xenopus, oocitos imaturos de peixes (goldfish)
e outros anfibios (Rana) nao contem pre-MPF
na fase G2/M (TANAKA; YAMASHITA,
1995; KOTANI; YAMASHITA, 2002). Apos a
estimulacao hormonal, a ciclina B é sintetizada
a partir de estoques de mRNA e desta forma,
apos ser produzida no oocito sob estimulo
hormonal, podera entao se ligar a Cdc2 para
formar o pre-MPF, que estara apto a ser ativado
atraves da fosforilacao do pre-MPF pelo Cdk7
no residuo T161, ativando o MPF sem a
fosforilacao e desfosforilagao de T14/Y15
(YOSHIDA; MITA; YAMASHITA, 2000).

Em marniferos, tern sido descrito que o
MPF é ativado durante a GVBD, atingindo sua
atividade maxima no fim da primeira divisao
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meiotica (MI) (VERLHAC et al., 1994;
HAMPL; EPPIG, 1995). Urn declinio
transitorio no MPF ocorre na transicao entre a
MI e MR. Entao, o MPF sera reativado para
entrar na MII e tera seus niveis mantidos altos
durante a segunda parada da meiose (LEDAN et
al., 2001). Entretanto, ainda nao esta elucidado
qual das subunidades heterodimericas do MPF
de mamfferos possui papel determinante no
controle da atividade do MPF. Tay, Hodgman e
Richter (2000) demonstraram que, embora a
sintese de novas proteinas nao seja requerida
para os oocitos de camundongos atingirem a
GVBD, é essencial para a progressao ate a MII.
Entretanto, neste trabalho nao ficou claro se é a
modulac'do da concentracao de cdc2 ou a de
ciclina que representa maior importancia no
controle da atividade do MPF.

Para elucidar tais questOes, Naito et al
(1995) compararam as concentracoes de
p34cdc2 e ciclina B1 em oocitos suinos,
demonstrando uma maior concentracao de
p34cdc2 livres do que o complexo p34cdc2
Ciclina B 1. Sendo provavel que a sintese de
ciclina B1 nao seja pre-requisito para a
progressao na transicao G2/M. Mais tarde,
Kanatsu-Shinohara, Schultz e Kopf (2000)
comparam as concentracoes de p34cdc2 e
ciclina B1 em oocitos de camundongo
incompetentes e competentes para retomar a
meiose e observaram que as concentracoes de
ambos p34cdc2 e ciclina B1 sao
aproximadamente 3 vezes maior ern oocitos
competentes, quando comparados com oocitos
incapazes de retomar a meiose. Entretanto, a
concentracao de ciclina B1 é ate sete vezes
maior do que a do p34cdc2 em ambos os
estagios. Para estes autores, como a ciclina B1
esta em excesso tanto ern oocitos imaturos
quanto oocitos maduros, o p34cdc2 é que teria
um papel mail central na regulacao da ativacao
do MPF.

Enquanto a identidade deltas protelnas
que devem ser sintetizadas ainda nao esta clara,
outros trabalhos buscam avaliar o envolvimento
de ciclina B1 na GVBD (TAY; HODGMAN;
RICHTER, 2000, LEDAN et al., 2001). As
principais evidencias sugerindo que o aumento
da sintese de ciclinas pode ser responsavel pela
regulacao do MPF tem sido demonstradas corn
o tratamento de oocitos de camundongo corn
um inibidor de sintese proteica, a
ciclohexamida, que resultou na diminuicao da
ativacao de MPF e da retomada da meiose
(HAMPL; EPPIG, 1995). Em outra abordagem,
foi descrito que a injecao de mRNA de ciclina
B1 em oocitos acelera as taxas de maturacdo de
oocitos de camundongo (POLANSKI et al.,
1998; TAY, HODGMAN; RICHTER, 2000), e
que mesmo quando estes sao cultivados na
presenca de dbcAMP, a injecao de mRNA de
ciclina B1 corn cadeia poli (A) longa (150-300
residuos de adenosina) foi capaz de induzir a
GVBD (LEDAN et al., 2001).

Desta forma, apesar de o MPF ser
atualmente aceito como urn regulador universal
da fase M em celulas eucarioticas, a sua
ativacao e interned° corn os eventos envolvidos
tanto na meiose quanto na mitose de celulas
germinativas e somaticas ainda apresentam
varios pontos a serem elucidados.

4 CONCLUSAO

Apesar do grande avanco que se tern
conseguido nos oltimos 35 anos acerca dos
processos envolvidos na maturagao oocitaria,
muitos aspectos ainda necessitam ser
esclarecidos, mesmo em modelos classicos
como oocitos de Xenopus laevis.
Especificamente ern mamfferos, urn dos fatores
limitantes ao avanco de biotecnicas de
reproducao é justamente a obtencao de oocitos
viaveis para a fertilizacao in vitro (FIV) e
producao de embrioes in vitro (PIV). Desta

Rev. eienc. agrar., Belem, n. 49, p.21-30, jan./jun. 2008 25

PDF compression, OCR, web optimization using a watermarked evaluation copy of CVISION PDFCompressor

http://www.cvisiontech.com


SHEYLA FARHAYLDES SOUZA DOMINGUES, JULIANNE SILVA DE LIMA, MARIA CLARA CALDAS BUSSIERE

forma é muito importante a compreensdo dos
diversos eventos nucleares e citoplasmaticos
que ocorrem durante a maturacdo oocitaria e
que d'ao suporte aos processos de fertilizacdo e
desenvolvimento embrionkio inicial. Caso
estes parametros de qualidade possam ser
estabelecidos em estudo de maturagdo in vitro,
poderemos ter grandes avancos no use de
biotecnicas de reproducao que visam a
aumentar o potencial reprodutivo de femeas.
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