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RESUMO 

 
QUETGLAS, M.D. Efeito do bloqueio meiótico na expressão, atividade e 
distribuição do fator promotor da meiose (MPF) e da proteína cinase 
ativada por mitógenos (MAPK) em oócitos bovinos. 90 f. 2007. Tese 

(Doutorado) – Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, 

Universidade de São Paulo, Pirassununga 2007. 

 

Apesar dos grandes avanços na produção in vitro (PIV) de embriões 

bovinos, a produção de blastocistos se mantém ainda aquém do observado in 

vivo, indicando que melhorais ainda são necessárias no processo de PIV. A 

competência para o desenvolvimento de oócitos tem sido relacionada, entre 

outros fatores, à interrupção do período de capacitação. Foi sugerido que o 

bloqueio meiótico poderia permitir ao oócito um tempo adicional para adquirir a 

competência. Embora ainda não se tenha melhorado o desenvolvimento 

embrionário com esse procedimento, o bloqueio meiótico com inibidores de 

cinases dependentes de ciclinas (CDK), como a butirolactona I (BLI), pode ser 

uma ferramenta útil na compreensão do desenvolvimento do oócito. O 

presente trabalho teve por objetivo averiguar o efeito da inibição de CDK com 

BLI, para bloquear temporariamente a retomada da meiose, sobre fatores que 

controlam o ciclo celular meiótico de oócitos bovinos. Oócitos bovinos obtidos 

de abatedouros foram bloqueados em vesícula germinativa (VG) in vitro com 

10 µM de BLI por 24 h (BVG – bloqueado imaturo). Parte desses oócitos foi 

depois maturada in vitro por mais 24 h (BMII – bloqueado maturado). Como 

controles foram utilizados oócitos recém-aspirados dos folículos (VG – controle 

imaturo) ou maturados in vitro sem bloqueio meiótico prévio (MII – controle 

maturado). Os diferentes grupos de oócitos foram avaliados quanto a: 1) 

expressão de RNAm dos componentes do MPF (p34cdc2 e ciclina B1) e da 

MAPK; 2) expressão das proteínas do MPF (p34cdc2 e ciclina B1) e MAPK (p44 

e p42); 3) atividade das proteínas MPF e MAPK durante a maturação in vitro 

de oócito submetidos ou não ao bloqueio da meiose pré-maturação e 4) a 

localização subcelular das proteínas p34cdc2, ciclina B1 e MAPK nos oócitos. 

Foi observado que: 1) a abundância relativa do RNAm de p34cdc2 e MAPK 

reduziu-se com a maturação, enquanto a ciclina B1 menteve-se estável; o 
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bloqueio meiótico manteve o mesmo padrão de acordo com o estádio de 

maturação; 2) as proteínas de p34cdc2 e MAPK mantiveram-se estáveis durante 

a maturação, enquanto a ciclina B1 não foi detectada em oócitos imaturos e o 

foi nos maturados; o bloqueio meiótico também manteve a expressão das 

proteínas de acordo com o estádio de maturação; 3) as atividades de MPF e 

MAPK foram pouco afetadas pelo bloqueio meiótico; 4) as proteínas foram 

todas detectadas no citoplasma dos oócitos imaturos (bloqueados ou não) e 

maturados (bloqueados ou não), sendo apenas a p34cdc2 também localizada no 

núcleo de oócitos imaturos (bloqueados ou não). Diante dos resultados 

conclui-se que o bloqueio da meiose mantém o mesmo padrão de expressão, 

atividade e localização subcelular do MPF e da MAPK em oócitos imaturos e 

maturados, sugerindo que a tradução das mensagens, a ativação das cinases 

e a distribuição das proteínas foram controladas de acordo com o estádio da 

meiose, não sendo afetadas pelo bloqueio. 

 

 

Palavras-chave: maturação, butirolactona I, competência, expressão, proteína 

cinase. 



 vi

ABSTRACT 
 
 

QUETGLAS, M.D. Effect of meiosis block on expression, activity and 
distribution of meiosis promoting factor (MPF) and mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) in bovine oocytes.  90 f. 2007. Thesis (PhD) – 

Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de São 

Paulo, Pirassununga 2007. 

 

 

 Although there have been great improvements in in vitro production 

(IVP) of bovine embryos, blastocyst production is still beyond that observed in 

vivo, indicating that more improvements are necessary in the IVP system. 

Developmental competence of oocytes has been related to, among other 

factors, the interruption in oocyte capacitation. Is has been suggested that 

meiosis block would allow the oocyte additional time to acquire competence. 

Although this procedure has not been successful in increasing embryo 

development, meiosis block with cyclin dependent kinase (CDK) inhibitors, 

such as butyrolactone I (BLI) can be a useful tool to study oocyte development. 

The present study aimed to assess the effects CDK inhibition with BLI, to 

temporarily block meiosis resumption, on factors involved in meiosis cell cycle 

control in bovine oocytes. Oocytes, obtained form slaughterhouse ovaries, were 

maintained in germinal vesicle (GV) arrest in vitro with 10 µM BLI for 24 h (BVG 

– blocked immature). A part of these oocytes was matured in vitro for another 

24 h (BMII – blocked and matured). As controls, oocytes were also assessed 

soon after follicle aspiration (GV –immature control) or matured in vitro for 24 h 

without prior meiosis block (MII – matured control). The different groups of 

oocytes were assessed for: 1) mRNA expression for the MPF components 

(p34cdc2 and cyclin B1) and MAPK; 2) expression of MPF (p34cdc2 and cyclin B1) 

and MAPK (p44 and p42) proteins; 3) MPF and MAPK activities during 

maturation of oocytes submitted or not to prematuration meiosis block and 4) 

p34cdc2, cyclin B1 and MAPK subcellular localization within oocytes. During the 

study it was observed that: 1) relative abundance of p34cdc2 and MAPK mRNA 

was reduced after maturation, while cyclin B1 mRNA remained stable; meiosis 
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block maintained the same pattern according to maturation stage; 2) p34cdc2 

and MAPK proteins remained stable after maturation while cyclin B1 protein 

was undetected in immature oocytes and detected in the matured ones; 

meiosis block also maintained the same protein expression according to 

maturation stage; 3) MPF and MAPK activities were little affected by meiosis 

block and 4) all proteins were detected in the cytoplasm of immature (blocked 

or not) and matured (blocked or not) oocytes, and only showed a specific 

nuclear localizations in immature oocytes (blocked or not). According to the 

results it may be concluded that meiosis block maintained the same pattern of 

MPF and MAPK expression, activity and subcellular localization in immature 

and matured oocytes, suggesting that mRNA translation, kinase activation and 

protein distribution were controlled according to the maturation stage and were 

not affected by meiosis block. 

 

 

Keywords: maturation, butyrolactone I, competence, expression, protein kinase. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

O gameta feminino é central para várias biotecnologias ligadas à 

reprodução animal, desde a produção in vitro (PIV) de embriões, já utilizada em 

escala comercial em vários países incluindo o Brasil (DAYAN et al., 2000; 

RODRIGUES; GARCIA, 2000), até técnicas mais sofisticadas como clonagem 

e transgênese, mais restritas à pesquisa científica. Para que tenham sucesso, 

tais tecnologias dependem, entre outros fatores, da qualidade e da 

competência meiótica e de desenvolvimento dos oócitos, que por sua vez são 

influenciados pelas condições de cultivo in vitro. 

 Embora em muito tenham avançado as técnicas para a PIV, a produção 

de blastocistos para transferência ainda se mantém em torno de 30-40%, 

enquanto que a produção in vivo chega a 60-80 % (RIZOS et al, 2002a). Há 

diferenças ainda em termos de qualidade dos embriões e de taxas de prenhez 

(HOLM; CALLESEN, 1998). 

 Dentre as diversas etapas envolvidas na PIV, a maturação do oócito 

certamente merece destaque, visto que foi demonstrado que a proporção de 

embriões produzidos por PIV é influenciada pela qualidade intrínseca do oócito 

(RIZOS et al, 2002b). A compreensão dos mecanismos responsáveis pela 

maturação do oócito é, portanto, crítica para a identificação de estratégias para 

melhorar a competência para o desenvolvimento de oócitos maturados in vitro, 

conseqüentemente melhorando a eficiência de técnicas de reprodução 

assistida, usadas para animais domésticos, espécies silvestres e na medicina 

humana.  

 O bloqueio meiótico tem sido utilizado como forma de permitir ao oócito 

maior tempo para adquirir a competência para o desenvolvimento antes de 

submetê-lo à maturação in vitro. Para tanto, tem-se utilizado de inibidores de 

cinases dependentes de ciclinas (CDK), tais como a butirolactona I, que 

bloqueiam a atividade do fator promotor da maturação (MPF). Embora tal 

procedimento resulte na maior parte das vezes em desenvolvimento apenas 

similar a embriões oriundos de oócitos não tratados, tem se prestado como 

importante ferramenta para a pesquisa do desenvolvimento e da diferenciação 

do oócito (SIRARD, 2001). 
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 O MPF e a proteína cinase ativada por mitógenos (MAPK) são os 

principais fatores reguladores da maturação e suas atividades são direta (MPF) 

e indiretamente (MAPK) afetadas por tais inibidores de CDK (KUBELKA et al, 

2000). O controle do ciclo celular meiótico depende em boa parte da existência 

das proteínas que constituem o MPF, a p34cdc2 e a ciclina B1, e também da 

MAPK, representada pelas proteínas p44 e p42 (ERK1 e ERK2). Além disso, a 

localização específica dessas proteínas no citoplasma celular também parece 

estar envolvida no controle de suas atividades durante o ciclo celular em 

oócitos e embriões (MARANGOS; CARROLL, 2004; NAKAMURA et al, 2005). 

 Os objetivos deste estudo foram de avaliar o efeito do bloqueio da 

meiose de oócitos bovinos com o inibidor de CDK butirolactona I sobre: 1) a 

expressão de RNAm de p34cdc2 e ciclina B1; 2) expressão das proteínas 

p34cdc2, ciclina B1 e MAPK; 3) atividade de MPF e MAPK e 4) localização das 

proteínas p34cdc2, ciclina B1 e MAPK. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1Foliculogênese e Oogênese 
 

 

Nos mamíferos, a oogênese tem início durante o desenvolvimento fetal. 

Em bovinos, por volta dos 80 dias de gestação inicia-se a meiose (RÜSSE, 

1983). O ciclo celular, no entanto, é bloqueado na prófase da meiose I, 

conhecido também como estádio de vesícula germinativa (VG), e assim 

permanece por meses ou anos até a puberdade. Pouco antes da ovulação, os 

oócitos são estimulados a retomar a meiose em resposta à onda pré-ovulatória 

de hormônio luteinzante (LH) e o ciclo celular progride até o estádio de 

metáfase II (MII), em que e novamente bloqueado. Este ciclo só será reiniciado 

e completado, após a ovulação, quando houver a fecundação pelo 

espermatozóide que provoca a sua ativação. Uma vez ativado o oócito 

completa a meiose e inicia os ciclos mitóticos do desenvolvimento embrionário. 

 A foliculogênese, por usa vez, inicia-se com a formação dos folículos 

primordiais, quando uma única camada de células pavimentosas (células pré-

granulosas) se posiciona em torno do oócito primário por volta dos 90 dias de 

gestação em bovinos (MEYES, 2002). Esta estrutura tem um diâmetro de cerca 

de 40 µm (Van WEZEL; RODGERS, 1996), contendo um oócito de cerca de 30 

µm (PICTON, 2001). Posteriormente, as células tornam-se cubóides (células da 

granulosa) dando origem ao folículo primário aos 140 dias de gestação. Inicia-

se a formação da zona pelúcida e das junções comunicantes entre as células 

da granulosa e o oócito (RÜSSE, 1983). Em torno de 210 dias de gestação, as 

células foliculares multiplicam por mitose dando origem ao folículo secundário, 

que apresenta pelo menos duas camadas de células da granulosa e um oócito 

de 50-60 µm (HYTTEL et al, 1997). Na fase seguinte, começa a surgir uma 

cavidade preenchida com líquido (antro), dando origem ao folículo antral ou 

terciário aos 230 dias de gestação (RÜSSE, 1983). O folículo tem agora cerca 

de 120-280 µm de diâmetro (MONNIAUX et al, 1997). Quando o folículo atinge 

~3 mm de diâmetro, o oócito chega a cerca de 120 µm, reduzindo muito seu 
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ritmo de crescimento e cessando a sua atividade de síntese de RNA (HYTTEL 

et al, 1997). Daí por diante, o folículo cresce em tamanho até atingir o diâmetro 

pré-ovulatório (15-20 mm) enquanto o oócito tem um pequeno crescimento 

(ARLOTTO et al, 1996). Após o pico de LH, será retomada a meiose do oócito 

nele contido, que será ovulado em metáfase II (CALLESEN et al, 1986). 

 

 

2.1.1 Crescimento do oócito 
 

 

A fase de crescimento do oócito começa juntamente com crescimento do 

folículo e está quase completa quando ocorre a formação do antro. Durante 

esse período o oócito bovino aumenta de tamanho dos 35µm até cerca de 

120µm de diâmetro (HYTTEL et al, 1997). Essa fase se caracteriza não só pelo 

aumento do tamanho do oócito ainda bloqueado na meiose I, mas também pelo 

aumento na quantidade de organelas e pela modificação da distribuição e 

morfologia das mesmas (HYTTEL et al, 1997). O oócito também sintetiza 

ativamente e armazena RNAs e proteínas essenciais para a futura maturação, 

fecundação e o início do desenvolvimento embrionário (SIRARD; COENEN, 

1994). Essa fase coincide com o desenvolvimento do folículo primordial e 

cessa quando o folículo atinge 3mm. A partir daí o oócito cessa quase 

totalmente sua atividade transcricional (HYTTEL et al, 1997). Hyttel et al (1997) 

estudando a ultra-estrutura de oócitos ao longo de sua fase de crescimento in 

vivo antes de maturação, observaram que durante essa fase, onde o oócito 

encontra-se dentro de um folículo também em crescimento, ocorre uma série 

de eventos que incluem: desenvolvimento de organelas e inclusões tais como 

retículo endoplasmático liso, complexo de Golgi, vesículas, gotículas de 

lipídios, grânulos corticais; formação da zona pelúcida; modificação morfológica 

das mitocôndrias; formação das gap junctions (junções comunicantes) com as 

células da granulosa. Além disso, os oócitos acumulam transcritos e proteínas 

necessários para a competência para o desenvolvimento que correspondem à 

intensa atividade do nucléolo. Quando o oócito atinge o diâmetro de 110 µm, já 

ao fim da fase de crescimento, o nucléolo vai sendo inativado. 
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2.1.2 Capacitação do oócito 
 

 

A etapa entre o final do crescimento e o início da maturação in vivo com 

o pico de LH tem sido chamada de capacitação oocitária (HYTTEL et al, 1997; 

DIELEMAN et al, 2002). Nesse período em que praticamente cessa a síntese 

de RNA, ocorre uma série de modificações ultraestruturais fundamentais para 

a futura competência do oócito em desenvolver-se em um embrião viável. 

Nessa fase, observa-se que embora o oócito praticamente não cresça nem 

sintetize RNAs, o folículo terciário que o contém continua seu crescimento até 

um diâmetro próximo ao ovulatório (HYTTEL et al, 1997). Os eventos 

moleculares desse período são ainda desconhecidos e o oócito é ainda 

mantido em seu bloqueio meiótico na prófase I. 

Blondin et al (1997) estudando o efeito do intervalo entre o abate e a 

recuperação dos oócitos dos ovários, observaram que melhores resultados 

poderiam ser obtidos mantendo os oócitos dentro dos folículos ovarianos por 

até 4 horas após o abate, comparativamente aos puncionados imediatamente 

após o abate. Concluíram neste estudo, que a aquisição de competência para 

o desenvolvimento pode ocorrer, em parte, antes mesmo da maturação in vitro. 

Os estudos do Blondin et al (2002) in vivo, também reforçam essa observação. 

Trabalhando com intervalos variáveis entre o tratamento de superovulação de 

vacas e a aspiração folicular guiada por ultra-som, seguida de maturação, 

fecundação e o cultivo in vitro, observaram que intervalos maiores levavam a 

maiores taxas de desenvolvimento, alcançando até cerca de 80% de 

blastocistos. Rizos et al (2002a,b), concluíram que a qualidade dos embriões 

obtidos na PIV seria relacionada ao sistema de cultivo in vitro, mas que as 

taxas de desenvolvimento (porcentagem de blastocistos) seria relacionada à 

qualidade intrínseca do oócitos antes mesmo da maturação. 

 Tais observações correspondem bem às conclusões dos estudos 

de Assey et al (1994), onde oócitos de folículos dominantes antes da onda de 

LH e, portanto, antes da maturação, sofrem modificações nucleares e 

citoplasmáticas envolvidas com a competência para o desenvolvimento.. No 

entanto, no período entre o final do crescimento do oócito até a onda pré-

ovulatória de LH que estimula a retomada da meiose e início da maturação 
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oocitária, o oócito não entra numa total quiescência. Algumas modificações são 

observadas e incluem redução dos microvilos e do complexo de Golgi, retração 

das ligações com as células da granulosa, aumento do espaço perivitelínico, 

aumento da quantidade de gotículas de lipídios, início do deslocamento dos 

grânulos corticais para a periferia, ondulação da membrana nuclear e 

modificação da morfologia do nucléolo. Essa modificação nucleolar poderia 

estar relacionada a uma retomada de sua atividade transcricional. Esse 

intervalo foi denominado de “capacitação oocitária” e estaria relacionado com a 

aquisição final de competência para o desenvolvimento pelo oócito (HYTTEL et 

al, 1997). 

 

 

2.1.3 Maturação do oócito 
 

 

A maturação do oócito compreende o período logo após o pico 

ovulatório de LH quando o oócito retoma a meiose e passa pelas modificações 

finais que o tornam apto a ser fecundado por um espermatozóide. Compreende 

dois aspectos chamados de maturação nuclear e maturação citoplasmática. 

 

 

2.1.3.1 Maturação nuclear 
 

 

A maturação nuclear compreende o processo de reversão do primeiro 

bloqueio meiótico do oócito em vesícula germinativa (VG) até o segundo 

bloqueio meiótico em metáfase II (MII). Inicia-se no momento em que ocorre a 

retomada da meiose a partir do estádio de diplóteno da prófase I, marcada pela 

condensação dos cromossomos e rompimento da vesícula germinativa (RVG), 

ou seja, do envelope nuclear. Após o RVG, o oócito passa pelo estádio de 

diacinese, metáfase I (MI), anáfase I (AI), telófase I (TI), completando a 

primeira divisão meiótica, e então, rapidamente, passa para a MII da segunda 

divisão meiótica, quando há novo bloqueio do ciclo celular (segundo bloqueio 

meiótico). Ao longo desse processo, os cromossomos homólogos (2n) são 
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divididos em dois grupos, com a metade do número original de cromossomos. 

Ao término da primeira divisão meiótica o citoplasma é dividido 

assimetricamente (CAN et al., 2003), gerando duas células de tamanhos 

diferentes: uma pequena chamada de corpúsculo polar e outra grande, o oócito 

secundário. Cada uma das células contém a metade do número de 

cromossomos da espécie. Ao término da maturação nuclear o oócito 

permanece nesse estádio do ciclo celular (MII) até a fecundação (MAYES; 

SIRARD, 2001) ou ativação partenogenética (YI; PARK, 2005). A maturação 

nuclear pode ser avaliada diretamente pela observação da configuração de 

cromatina no núcleo. 

 

 

2.1.3.2 Maturação citoplasmática 
 

 

Além da progressão da meiose, que caracteriza morfologicamente a 

maturação do oócito e que por si só não garante o desenvolvimento 

embrionário futuro, o mesmo sofre modificações em seu citoplasma 

denominadas maturação citoplasmática. 

A maturação citoplasmática compreende as mudanças estruturais e 

moleculares que ocorrem no citoplasma oócito do estádio de VG até o fim da 

MII. A avaliação dessa maturação pode ser feita indiretamente pela habilidade 

do oócito maduro em clivar e desenvolver-se a blastocisto após fecundação ou 

ativação partenogenética. Outros parâmetros morfológicos indiretos como a 

expansão das células do cumulus (CC), a velocidade de extrusão do primeiro 

corpúsculo polar e aumento do espaço perivitelínico, também podem ser 

utilizados para avaliação da maturação citoplasmática (KRUIP et al, 1983). 

 As modificações ultraestruturais dizem respeito a uma reorganização 

citoplasmática, em que a maioria das organelas migra pelos microtúbulos e 

microfilamentos. As mitocôndrias e o complexo de Golgi, que se localizam mais 

perifericamente no oócito imaturo, migram e se distribuem numa posição peri-

nuclear. Os grânulos corticais, produzidos pelo complexo de Golgi e situados 

originalmente no centro do oócito, migram para periferia do mesmo e ancoram-

se na membrana citoplasmática (CRAN; ESPER, 1990).  
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As mudanças moleculares também são necessárias para que os oócitos 

possam prosseguir pelo processo de maturação. Entre as proteínas mais 

importantes que regulam o mecanismo de maturação estão as do complexo 

MPF (fator promotor da maturação) e as proteínas da família MAPK (proteína 

cinase ativada por mitógenos) (SHENG et al, 2002).  

 O MPF é um dos principais reguladores das alterações morfológicas que 

ocorrem durante a maturação do oócito, regulando a condensação dos 

cromossomos, o rompimento do envelope nuclear e a reorganização dos 

microtúbulos (KIM et al, 2000). Em oócitos em estádio de VG (imaturos), o MPF 

mantém-se com baixa atividade. Na retomada da meiose, este torna-se ativo 

atingindo máxima atividade em MI. Sofre depois um declínio transitório entre MI 

e MII e nessa última fase mantém-se novamente em atividade máxima 

(MOTLIK et al, 1998). Sua inativação em oócitos em estádio de MII é induzida 

pela fecundação ou ativação paternogenética e é necessária para que ocorra o 

desbloqueio da meiose e sua conclusão (TAIEB et al, 1997). 

O que desencadeia a ativação do MPF, que caracteriza 

bioquimicamente a retomada da meiose e, conseqüentemente, o início da 

maturação, parece ser a concentração de AMPc no complexo cumulus-oócito. 

Quando há uma redução dos níveis de AMPc, finda a inibição sobre a atividade 

do MPF (GOREN; DEKEL, 1994). Uma vez ativo, o MPF desencadeia os 

eventos observados na maturação nuclear. 

A via da MAPK também é ativada universalmente durante a maturação 

meiótica. Atua na fosforilação de diversos substratos incluindo fatores de 

transcrição e proteínas do citoesqueleto (ROUX; BLENIS, 2004). Em oócitos de 

bovinos sua ativação ocorre com a proximidade do rompimento da VG, 

apresentando um aumento gradual até 12-14 horas de maturação e se mantém 

estável até o seu final. Isso sugere que a MAPK não é requerida para o reinício 

da meiose, mas é essencial em eventos pós-rompimento da VG (KUBELKA et 

al, 2000).  
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2.2 Controle da maturação 
 

 

Durante o crescimento, a “capacitação” e a maturação do oócito, 

diversas moléculas de RNA e proteínas são sintetizadas e armazenadas. 

Essas moléculas vão dar suporte à maturação e ao desenvolvimento após a 

fecundação, até que o genoma do embrião se torne transcricionalmente ativo e 

as mensagens derivadas do embrião comecem a regular a embriogênese 

(CHA; CHIAN, 1998; MEIRELLES et al, 2004; MERMILLOD et al, 2000). A 

maioria dos RNAm (ácido ribonucléico mensageiro) no oócito é sintetizada e 

acumulada durante o período de crescimento do oócito (De SOUSA et al, 

1998). Esse metabolismo no oócito é caracterizado pela transcrição e pela 

tradução ativa durante o período pré-ovulatório. Entretanto, a transcrição 

gênica bovina cessa antes da ovulação, assim, o oócito, o zigoto e o embrião 

com menos de 16 blastômeros são dependentes do pool dos RNAs e das 

proteínas acumuladas durante o período de crescimento e de maturação do 

oócito (GANDOLFI; GANDOLFI, 2001; LONERGAN et al, 2003 MEMILI; FIRST 

2000).  

Oócitos de muitas espécies dependem da síntese e da ativação de uma 

variedade de proteínas para que possam ingressar e prosseguir no processo 

de maturação. Entre as proteínas mais importantes que regulam o mecanismo 

da maturação oocitária estão as proteínas do complexo MPF e s da família das 

MAPK (JONES, 2004; SHENG et al, 2002; TIAN et al, 2002) 

 

 

2.2.1 MPF  
 
 

O MPF é um heterodímero composto por uma cinase catalítica (p34cdc2 

ou CDK1) e uma subunidade de ciclina B regulatória (ABRIEU et al, 2001; 

JONES, 2004). Há ao menos três tipos de ciclinas B (B1, B2 e B3), e nos 

mamíferos parece que a ciclina B1 é a principal responsável pela atividade do 

complexo MPF. Embora a ligação da CDK1 com a ciclina B1 seja necessária, 
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não é o suficiente para desencadear a atividade do complexo MPF (CASTRO 

et al, 2001; JONES, 2004), que é dependente dos mecanismos subseqüentes: 

fosforilação da CDK1 nos resíduos de tirosina 15 (Y15), treonina 14 (T14), 

treonina 161 (T161) e a posterior desfosforilação dos resíduos Y15 e T14 

(JOSEFSBERG; DEKEL, 2002; KIKUCHI et al, 2000; VAILLANT et al, 2001;). 

A variação da atividade do MPF pode ser detectada nos oócitos bovinos 

durante a maturação. Sua atividade é baixa em VG passando a ser observada 

no início do rompimento da VG. Alcança um pico no estádio de metáfase I e 

declina sua atividade durante a transição entre os estádios de metáfase I e 

metáfase II (KUBELKA et al, 2000), reativando para entrada do oócito em 

metáfase II. Sua inativação nos oócitos em estádio de metáfase II é induzida 

pela fecundação ou pela ativação paternogenética (ABRIEU et al, 2001; 

KIKUCHI et al, 2000; KUBELKA et al, 2000; LEDAN et al, 2001). A inativação 

abrupta do MPF é considerada como um disparador necessário para o escape 

da meiose bloqueada em metáfase II (TAIEB et al, 1997).  

O processo de desorganização do heterodímero do complexo MPF 

independe da sua ativação catalítica, que é causada geralmente pela proteólise 

da ciclina B. Em oócitos fecundados de camundongos e de suínos, a 

degradação da ciclina B foi claramente relacionada com a inativação do 

complexo MPF (KIKUCHI et al, 1999; WINSTON, 1997).  

O MPF é um dos principais reguladores das alterações morfológicas 

durante a maturação oocitária, regulando a condensação dos cromossomos, o 

rompimento do envelope nuclear, a reorganização dos microtúbulos e outras 

organelas citoplasmáticas com a participação de outras proteínas (KANO et al, 

2000; KIM et al, 2000; KRISCHEK; MEINECKE, 2002; KUBELKA et al, 2002; 

LEFEBVRE et al, 2002). 

 

 

2.2.2 MAPK  
 

 

Um segundo grupo importante de proteínas que estão envolvidas na 

progressão da meiose pertencem à família das serina/treonina cinases, as 

proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPK) (KUBELKA et al, 2000). 
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Essas proteínas são ativadas dentro de vias específicas de transdução de 

sinais por sinais extracelulares (NEBREDA; FERBY, 2000). Por esta razão, a 

MAPK também é chamada de ERK (cinase regulada por sinal extracelular – 

suas variantes, ERK1/2 – p44/p42 kDa) (KRISCHEK; MEINECKE, 2002). A 

ampla faixa de atuação das MAPKs é mediada pela fosforilação de diversos 

substratos, incluindo fosfolipases, fatores de transcrição e proteínas do 

citoesqueleto. As MAPKs também catalisam a fosforilação e a ativação de 

diversas proteínas cinases, denominadas de proteínas cinases ativadas pelas 

MAPKs, que representam um adicional enzimático de vários espectros em 

diferentes células (ROUX; BLENIS, 2004). 

A via MAPK é ativada universalmente durante a maturação meiótica em 

oócitos de vertebrados. A ativação da MAPK em oócitos bovinos ocorre após 8 

horas de cultivo in vitro e apresenta um aumento gradual até 12–14 horas e 

mantém-se estável até o final da maturação (KUBELKA et al, 2000). 

As duas principais isoformas (ERK1/2) da MAPK são ativadas com a 

proximidade do rompimento da VG em oócito bovinos (KUBELKA et al, 2000). 

Isso sugere que a MAPK não é requerida para o reinício da meiose, mas é 

essencial em eventos pós-rompimento da VG (KANO et al, 2000; LEFEBVRE 

et al, 2002). Porém, a injeção de MAPK ativa em oócitos de suíno ou de bovino 

induz o rompimento da VG, indicando que essa proteína promove o reinício da 

meiose em condições especiais (FISSORE et al, 1996; INOUE et al, 1998). 

 
 
2.3 Competência oocitária 
 

 

A competência para o desenvolvimento se refere à capacidade do oócito 

em produzir um novo indivíduo após a fecundação (HYTTEL et al, 1997). Ao 

longo do desenvolvimento folicular há um aumento gradual da competência 

para o desenvolvimento (GANDOLFI; GANDOLFI, 2001). Dentre vários fatores, 

o tamanho do folículo e do oócito parecem ter estreita correlação com a 

competência oocitária (HYTTEL et al, 1997). 

Lonergan et al (2001), obtiveram 66% de blastocistos a partir de oócitos 

de folículos maiores (6-8 mm) e 34% a partir de folículos menores (2-6 mm). 
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Yang et al (1998) demonstraram que oócitos oriundos de folículos pequenos 

(<2 mm) são incompetentes para o desenvolvimento tanto após a fecundação 

in vitro (FIV) como após ativação partenogenética e concluíram que a 

incompetência dos oócitos de folículos pequenos é devido tanto ao núcleo 

quanto ao citoplasma. 

Oócitos de diferentes diâmetros também apresentam competência 

meiótica e de desenvolvimento distintos. Na medida em que o oócito aumenta 

de diâmetro, este vai adquirindo progressiva e seqüencialmente a capacidade 

de retomar a meiose (quebra da VG), progredir até MI, MII e, finalmente, de 

desenvolver-se em um embrião (HYTTEL et al, 1997). Parece haver um limite 

mínimo de competência em que oócitos estão aptos a desenvolver após a 

fecundação. Em bovinos esse limite ocorre quando os oócitos atingem um 

diâmetro mínimo de 110-120 µm e que tenham sido obtidos de folículos de pelo 

menos 3 mm de diâmetro (HYTTEL et al, 1997). Isso indica que a competência 

para retomar e concluir a meiose, e posteriormente para ser fecundado e 

desenvolver-se em um embrião viável, é adquirida de forma gradual com o 

crescimento do oócito e do folículo ovariano. Pode-se dizer, porém, que a 

competência para a maturação citoplasmática pode ser adquirida juntamente, 

mas não é coincidente com a maturação nuclear. Isso é patente uma vez que 

se observa que uma proporção bem menor de oócitos atinge o estádio de 

blastocisto (30-40%) em relação àquela que atinge a maturação nuclear (>80% 

de MII). 

 A competência é dependente do estoque e utilização correta das 

moléculas (RNAs e proteínas) oocitárias. Sabe-se que antes da ativação do 

genoma embrionário o desenvolvimento é comandado por RNAs e proteínas 

estocadas no oócito durante o período de crescimento e maturação. Tais genes 

são transcritos de forma estádio e tempo dependente. Dos genes transcritos, 

muitos estão envolvidos com regulação da transcrição e tradução, modificação 

pós-tradução de proteínas, regulação do ciclo celular, entre outros 

(WRENZYCKI et al, 2007).  

Uma das formas de controlar a utilização de RNAs e proteínas de forma 

ordenada ao longo da maturação, fecundação e desenvolvimento embrionário 

até a transição materno-zigótica, é a localização dessas moléculas em regiões 

específicas do citoplasma (BREVINI et al, 2007a,b). Nakamura et al (2005) 
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relataram que a atividade do MPF também é regulada pela localização espacial 

de suas subunidades no citoplasma celular. A localização da MAPK no 

citoplasma também é variável de acordo com seu estado de atividade (GOTO 

et al, 2002; INOUE et al, 1998; LU et al, 2002;). A ciclina B1 (MARANGOS; 

CARROLL, 2004) e a p34cdc2 (HUO et al, 2005) também têm localização 

variável dependendo da fase de maturação do oócito. A capcidade de 

desenvolvimento do oócito em um embrião é, portanto, um evento multifatorial 

com muitos destes fatores a seus respectivos papéis ainda insuficientemente 

conhecidos. 

 

 

2.4 Bloqueio meiótico 
 

 

Na produção de embriões in vitro, os oócitos são aspirados de folículos 

entre 2 e 6 mm de diâmetro. Nessas condições eles estariam sendo removidos 

dos folículos antes de completarem a foliculogênese, o que seria 

provavelmente, um dos fatores envolvidos na baixa produção de embriões in 

vitro. Além disso, os oócitos não passariam pelo período de capacitação que 

ocorre in vivo (DIELEMAN et al, 2002; HENDRICKSEN et al, 2000), em que 

modificações ocorrem emquanto o oócito mantido em VG e o folículo cresce 

ate a ovulação ocorrer. 

In vitro, ocorre o reinício espontâneo da meiose porque o oócito é 

liberado da influência dos inibidores provenientes do folículo (KOTSUJI et al, 

1994). No entanto, a maturação in vitro resulta em uma redução na produção 

de embriões, sugerindo que nem todos os oócitos conseguem maturar 

adequadamente (maturação citoplasmática). 

Para contornar a foliculogênese interrompida a que os oócitos são 

submetidos, uma alternativa seria mantê-los por um determinado período com 

a mesma configuração nuclear daquela encontrada nos folículos. Para tal, os 

oócitos seriam submetidos ao bloqueio meiótico, evitando a retomada da 

meiose logo após a sua remoção dos folículos, para que tenham o tempo 

necessário para sofrerem as mudanças essenciais antes de serem submetidos 

à maturação in vitro. 
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Inibidores específicos de cinases dependentes de ciclinas (CDKs) tais 

como butirolactona I podem ser utilizados no cultivo de pré-maturação antes de 

submeter os oócitos à maturação, fecundação e ao desenvolvimento 

embrionário. Adona e Leal (2004) relataram que a BLI pode ser utilizada em 

baixa concentração pra bloquear de forma segura e eficaz a meiose em oócitos 

de bovinos, prestando-se como ferramenta para estudar as condições de 

cultivo para produção de embriões in vitro. 
 

 

2.4.1 In vivo 
 

 

Está bem estabelecido que o oócito, enquanto mantido dentro do 

ambiente folicular, permanece bloqueado em VG. O AMPc presente em altos 

níveis dentro do oócito tem sido apontado como o principal responsável pela 

manutenção do bloqueio da meiose do oócito até o momento da maturação, 

visto que sua redução é um sinal necessário para a maturação oocitária 

(CONTI et al, 1998; EYERS et al, 2005). O  AMPc é uma molécula sinalizadora 

intracelular que exerce um importante controle na meiose em mamíferos, 

anfíbios e em alguns invertebrados (BILODEAU-GOESEELS, 2003). As células 

da granulosa seriam responsáveis pela síntese do AMPc que passaria ao 

oócito pelas gap junctions (EDRY et al, 2006). Por outro lado, observou-se que 

o oócito também possui a enzima necessária para a síntese desse nucelotídeo 

(adenilato ciclase), sendo, portanto, capaz de sua produção (MEHLMAN et al, 

2005). Ainda não foi provado se uma ou ambas as vias são utilizadas para 

manter o oócito em VG, porém está claro que altos níveis de AMPc são 

necessários para tal bloqueio e que o mesmo ocorre pela ação do AMPc em 

manter o MPF inativado (DUCKWORTH et al, 2002). 
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2.4.2 In vitro 
 

 

Nos procedimentos de maturação in vitro (MIV), utilizam-se usualmente 

folículos entre 3-6 mm de diâmetro, no entanto, é provável que uma parte 

considerável desta população seja incompetente para o desenvolvimento. Os 

oócitos ao serem removidos do ambiente folicular, deixam de ter o sinal que 

mantém o bloqueio meiótico e reiniciam espontaneamente a meiose. Este 

reinício poderia ser, em muitos casos, precoce, ou seja, o oócito ainda não 

estaria apto para maturar eficientemente e, portanto, para fecundar e 

desenvolver (HENDRIKSEN et al 2000; HYTTEL et al, 1997). Possivelmente 

seria necessário manter os oócitos por mais tempo em VG para que tenham 

tempo suficiente para adquirir a competência.  

Lonergan et al (1997) e Hendriksen et al (2000) sugeriram que uma pré-

maturação in vitro poderia permitir que oócitos, que tiveram o final de seu 

desenvolvimento encurtado pela remoção precoce do ambiente folicular, 

fossem capazes de “alcançar” os estádios finais do desenvolvimento. 

Mantendo-se os oócitos bloqueados seria possível procurar mimetizar o 

período da capacitação. 

A regulação das atividades enzimáticas de uma série de proteínas 

cinases e fosfatases controla a meiose em oócitos de mamíferos. Desta forma, 

a meiose pode ser bloqueada por drogas que mantenham altas concentrações 

de AMPc no interior do oócito (BILODEAU-GOESEELS, 2003), por inibidores 

não específicos da síntese protéica (MEINECKE et al, 2001; SAEKI et al, 

1997), de proteínas cinases (ANDRIESZ et al, 2000; DODE; ADONA, 2001) ou 

por inibidores específicos do MPF (ADONA; LEAL, 2004; HASHIMOTO et al, 

2002; KUBELKA et al, 2000). 

 A manipulação dos níveis de AMPc tem tido algum sucesso na pré-

maturação de oócitos de camundongos (NOGUEIRA et al, 2003) e humanos 

(NOGUEIRA et al, 2006). Oócitos bovinos, porém, parecem ser menos 

sensíveis à manipulação dos níveis de AMPc para controlar a meiose. O 

bloqueio é possível por períodos mais curtos de tempo e parece retardar a 

perda de comunicação entre as células da granulosa e o oócito, que ocorre 
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logo após a remoção do oócito do folículo (THOMAS et al, 2004). Grupen et al 

(2006), porém, obtiverem resultados semelhantes entre a milrinona (inibidor de 

fosfodiesterase) e butirolactona I (inibidor de CDK) em termos de bloqueio, 

reversibilidade e desenvolvimento embrionário após tratar oócitos suínos na 

primeira metade do período de maturação. 

Inibidores de síntese protéica como a cicloheximida e de fosforilação 

protéica como a 6-DMAP (AVERY et al, 1998; DODE; ADONA, 2001; 

LONERGAN et al, 1997, 1998; SAEKI et al, 1997) também foram utilizados 

para manter os oócitos em bloqueio meiótico pré-maturação. No entanto, 

embora obtivessem bloqueio reversível e desenvolvimento de blastocistos, o 

desenvolvimento foi inferior aos controles. Estas substâncias são de amplo 

espectro e poderiam estar interferindo com outras vias bioquímicas/metabólicas 

importantes. Como a retomada da meiose é caracterizada pela ativação do 

MPF, um inibidor específico de MPF permitiria a manutenção dos oócitos em 

bloqueio meiótico. 

Algumas drogas inibem especificamente a fosforilação do MPF, 

mantendo-o inativo e, conseqüentemente, permitindo um bloqueio meiótico 

sem interferência com outras proteínas do oócito. A butirolactona I (BLI) é uma 

purina derivada de micélios de Aspergillus sp e inibe especificamente cinases 

dependentes de ciclinas (MOTLIK et al, 1998). Além desta, existem seus 

análogos sintéticos como a roscovitina (ROS) e a bohemine (BOH).  

A ROS (MERMILLOD et al, 2000), a BLI (LONERGAN et al, 2000; 

KUBELKA et al, 2000; MOTLIK et al, 2000), a associação das duas 

(PONDERATO et al, 2001) e a BOH (ADONA; LEAL, 2004) já foram utilizadas 

com algum sucesso para bloquear a meiose em oócito de vacas adultas e 

mesmo de bezerras (ALABARRACÍN et al 2005; DONNAY et al, 2004). Essas 

drogas também já foram utilizadas em outras espécies como suínos (JU et al, 

2003; Le BEAUX et al, 2003; ROMAR; FUNAHASHI, 2006, WU et al, 2002), 

eqüinos (HINRICHS et al, 2002) e caprinos (; HAN et al, 2006; JIMENEZ-

MACEDO et al, 2006). 

A meiose é inibida de forma eficiente e reversível por períodos variados 

de tempo, de 24 h (KUBELKA et al, 2000; LONERGAN et al, 2000; 

MERMILLOD et al, 2000), 48 h (KUBELKA et al, 2000) e até 70 h (PAVLOK et 

al 2000). No entanto, as taxas de desenvolvimento a blastocisto nesses 
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trabalhos não chegaram a ser melhores que as obtidas sem o uso de 

inibidores, mantendo-se em 30-40% (LONERGAN et al, 2000; MERMILLOD et 

al, 2000; PONDERATO et al, 2001). Hashimoto et al (2002), por outro lado, 

conseguiram um aumento significativo nas taxas de desenvolvimento e número 

de células dos blastocistos em relação aos controles, incluindo soro fetal 

bovino no meio de inibição com 100 µM de BLI e reduzindo a tensão de O2 

durante o cultivo de pré-maturação. 

Embora não se tenha conseguido melhorar o desenvolvimento 

embrionário (ADONA, 2005), o bloqueio da meiose pode ser usado como 

ferramenta de pesquisa como modelo para compreensão dos mecanismos 

envolvidos no envelhecimento do oócito (TATONE et al, 2006), em estudos 

sobre o controle da identificação de marcadores de competência (SANFINS et 

al, 2004), o efeito de diferentes fatores durante o período de bloqueio da 

meiose como hormônios (BEKER van WOUNDENBERG et al, 2006; COENEN, 

1994; SIRARD) ou fontes energéticas (BILODEAU-GOESEELS, 2006), controle 

dos vários processos envolvidos na maturação do oócito como condensação 

de cromossomos (JELIKOVÁ; KUBELKA, 2006; KUBELKA et al, 2002), 

expansão das células do cumulus (VIGNERON et al, 2003), vias de sinalização 

(VIGNERON et al, 2004b), tradução, transcrição (VIGNERON et al, 2004a) e 

poliadenilação de RNAm (LEQUARRE et al, 2004). Além disso, o bloqueio 

pode ser utilizado para flexibilização de horários de maturação mais 

convenientes para procedimentos de FIV ou clonagem (IMAI et al, 2002; 

LAGUTINA et al, 2002), transporte de oócitos aspirados em locais distantes 

dos laboratórios de PIV (HASHIMOTO et al, 2003). Mais conhecimentos acerca 

do oócito e do ambiente folicular a que é exposto in vivo, aliado aos dados 

obtidos de estudo in vitro, poderão auxiliar no desenvolvimento de condições 

mais eficientes para a produção de embriões in vitro. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
3.1 Local do Experimento 
 

 

 O experimento foi desenvolvido no Laboratório de Histologia do 

Departamento de Ciências Básicas da Faculdade de Zootecnia e Engenharia 

de Alimentos (FZEA) da Universidade de São Paulo (USP) – Campus de 

Pirassununga. 

 

  

3.2 Coleta dos ovários e seleção dos oócitos 
 

 

 Os oócitos foram obtidos de ovários de vacas zebus ou azebuadas 

oriundos de frigoríficos do Estado de São Paulo numa distância de até 200 km 

da FZEA. Os ovários foram coletados logo após o abate e transportados em 

solução fisiológica estéril (NaCl 0,9% – Sigma, S9625) acrescida de antibióticos 

(100 UI/ml de penicilina – Sigma, P7794 e 100 µg/ml de estreptomicina – 

Sigma, S9137) a uma temperatura de 30ºC. No laboratório, os ovários foram 

lavados com a solução semelhante ao do transporte mais etanol 70%. Os 

folículos de 2 a 6 mm de diâmetro foram aspirados com auxílio de uma agulha 

de 18 “G” (1,20 X 40 mm) acoplada a uma seringa descartável de 10 ml. O 

líquido folicular contendo os oócitos foi depositado em tubos cônicos de 50 ml 

(Cellstar, 227261) e mantido em repouso para decantação por 5 minutos. A 

porção superior do líquido foi retirada e na porção restante foram adicionados 3 

a 5 ml de meio H199 (TCM199 com 25 mM de Hepes – Sigma, M2520) 

acrescidos de 100 UI/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina e 1% de 

soro fetal bovino (SFB, Gibco, 26140-079). Posteriormente, o material do tubo 

foi transferido para placas de Petri (60 x 15 mm – Falcon, 353002) onde foi feita 

a busca dos oócitos sob estereomicroscópio para avaliação e classificação dos 

mesmos. Somente oócitos classificados como graus I e II (DE LOOS et al., 
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1991), com três ou mais camadas de células do cumulus oophorus e 

citoplasma uniforme, foram utilizados para os experimentos. 

 
 

3.3 Bloqueio da meiose 
 
 

Para o bloqueio da meiose os oócitos foram cultivados in vitro com 10 

µM de butirolactona I (BLI) diluída em meio B199 [TCM199 (Sigma, M5017) 

acrescido de 26 mM de NaHCO3 (Sigma, S5761)] suplementado com 0,2 mM 

de piruvato de sódio (Sigma, P5280). A BLI (Biomol, 87414-49-1) foi preparada 

como uma solução estoque de 50 mM em dimetilsulfóxido (DMSO-Sigma, 

D5879) e rediluída em B199 para 5 mM em B199 com 10 µg/ml de 

gentamicina, aliquotado em tubos para microcentrífuga e conservado no 

freezer a -20oC. Para o cultivo a BLI foi rediluída para a concentração de uso 

(10 µM) e os oócitos cultivados em gotas de 100 µl (±20 oócitos por gota) sob 

óleo mineral (Sigma, M8410) em incubadora a 38,5ºC e atmosfera de 5% de 

CO2
 em ar e máxima umedade por um período de 24 horas. 

 

 

3.4 Maturação in vitro dos oócitos 
 
 

Para maturação in vitro (MIV), os oócitos selecionados foram cultivados 

em meio de maturação (MM) constituído de B199 suplementado com 10% 

SFB, 5,0 µg/ml de hormônio luteinizante (LH, Bioniche – Lutropin-V), 0,5 µg/ml 

de hormônio folículo estimulante (FSH, Bioniche – Folltropin-V), 0,2 mM de 

piruvato de sódio e 10 µg/ml de neomicina (Sigma, P6148). Os oócitos foram 

maturados em microgotas de 100 µl de MM (20 a 25 oócitos por gota) sob óleo 

mineral em incubadora a  a 38,5°C, atmosfera de 5% CO2 em ar e máxima 

umidade por 24 horas.  
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3.5 Reação em cadeia de polimerase em tempo real 
 

 

Para a realização da reação em cadeia de polimerase (PCR) em tempo 

real, os oócitos foram congelados em grupos de 250 para avaliação dos RNAm 

transcritos para β-actina, p34cdc2, ciclina B1 e MAPK. Os oócitos foram 

primeiramente desnudados (remoção das células do cumulus) em tubo de 5 ml 

com 0,3 ml de PBS livre de cálcio e magnésio com 0,1% de PVA por agitação 

no vortex (5 minutos). Posteriormente, os oócitos desnudos foram lavados 5 

vezes em PBS/PVA para garantir que células do cumulus não fossem 

congeladas junto com os oócitos. Os grupos de 250 oócitos foram lavados em 

solução de PBS/PVA com 1U/µl de inibidor de RNase (Invitrogen), transferidos 

para microtubos com 1 µl dessa solução, mergulhados no nitrogênio líquido e 

armazenados a -80°C.  

As amostras de oócitos foram depois submetidas à extração de RNA 

com o RNeasy Protect Mini Kit (Qiagen) de acordo com as instruções do 

fabricante. A transcrição reversa foi realizada utilizando a enzima Improm-II 

Reverse Transcriptase (Promega) seguindo as recomendações do fabricante. A 

reação para produção do cDNA foi realizada em termo-ciclador por 60 min a 

42ºC, seguido de aquecimento a 70ºC por 15 min e posterior resfriamento a 

4ºC para congelamento a -20ºC. 

A quantificação dos genes transcritos foi feita por PCR em tempo real 

usando o kit SYBR green PCR master mix (Applied Biosystems) seguindo as 

recomendações do fabricante em equipamento da Applied Biosystems 7500 

RT-PCR System. A temperatura de anelamento para todos os primers foi de 

60ºC. As análises foram realizadas por meio de quantificação relativa, 

tomando-se como normalizador da expressão o gene constitutivo ß-actina. Os 

primers (Prodimol) foram sintetizados para o genes da β-actina, p34cdc2, ciclina 

B1 e MAPK a partir de seqüências conhecidas do GenBank (Tabela 1). Os 

experimentos foram feitos em quatro repetições, tendo cada reação sido feita 

em triplicata. 

Os produtos amplificados foram analisados também por eletroforese 

em gel de 2% de agarose para verificação dos tamanhos dos fragmentos e 

validação dos resultados obtidos pela PCR em tempo real.  
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Tabela 1 – Primers utilizados para PCR em tempo real. 

Gene Primers 

ß-actina 
F-5’-GGATGAGGCTCAGAGCAAGAGA-3’ 

R-5’-TCGTCCCAGTTGGTGACGAT-3’ 

p34cdc2  
F-5’-GGAAGCTTAGCATCCCATGTC-3’ 

R-5’-TCATTAAAGTACGGATGATTCAGTG-3’ 

Ciclina B1 
F-5’-ACACCTACACCAAGTTTCAAATCA-3’ 

R-5’-ATCGTAGTCCAGCATAGTTAGTTCC-3’ 

MAPK-1 
F-5’-TGAACCACATTCTGGGTATTCTT-3’ 

R-5’-TGCTCCACCTCGATCCTCTT-3’ 

 
 

3.6 Western blotting 

 
 

Os oócitos foram desnudados e grupos de 30 foram suspensos em 10µl 

de tampão de amostra (Apêndice A1), fervidos a 90ºC por 5 min e a seguir 

armazenados congelados a -20ºC até o uso. As proteínas foram separadas por 

eletroforese em gel de 10% de policacrilamida-sódio duodecil sulfato 

(LAEMMLI, 1970). Posteriormente, foi feita e eletrotransferência para uma 

membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF, Millipore) que foi depois 

bloqueada com 5% de leite em pó desnatado (Nestlé) em salina tamponada 

com Tris (Invitrogen) (TBS) acrescida de 0,1% de Tween-20 (USB) (TBS-T) por 

1 h. Após uma breve lavagem de 5 min em TBS-T, as membranas foram 

incubadas com os anticorpos primários (p34cdc2 1:1000, ciclina B1 1:200 ou 

MAPK 1:750) diluídos em TBS-T por 2 h. Depois de lavar as membranas 3 x 15 

min em TBS-T, as mesmas foram incubadas com o anticorpo secundário de 

cabra anti-IgG de coelho conjugada à peroxidase (Santa Cruz Biotechnologies) 

diluída 1:4000 em TBS-T por 1 h. Depois de lavadas novamente (3 x 15 min em 

TBS-T) as membranas foram incubadas em reagente quimioluminescente 

(Amersham) por 1 min e expostas a filme de raios-X (Amersham) por 5 min. As 

bandas presentes no filme foram analisadas pelo software Image Master 

Platinum v. 6.0 (Amersham) para densitometria das mesmas. 
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3.7 Ensaio duplo de detecção de atividade de MPF e MAPK 
 
 

As atividades de MPF e MAPK foram avaliadas indiretamente por ensaio 

de histona H1 e de proteína básica de mielina (MBP) (CHRISTMANN et al., 

1994; KUBELKA et al., 2000), que são os substratos fosforilados pelas 

respectivas cinases. Grupos de cinco oócitos foram colocados em tubo de 

microcentrífga contendo 3 µl do tampão de coleta (Apêndice A2) e congelados 

a -70°C até serem utilizados para o ensaio.  

Para a realização do ensaio, as amostras foram descongeladas e às 

mesmas foram adicionados 3 µl do tampão de homogeneização (Apêndice A3). 

As amostras foram incubadas a 37°C por 15 min. Após esse período foram 

adicionados 4µl do tampão de reação (Apêndice A4) contendo 1 mg/ml de MBP 

(Sigma); 1mg/ml de histona H1 (Sigma) e 1,8 MBq/ml [gama-32P] ATP (166 

TBq/mM, Amersham). A reação prosseguiu por 30 min a 37°C antes de ser 

interrompida pela adição de 10µl de tampão de amostra (Apêndice A4) 2X 

concentrado (volume final 20µl). Para a separação da histona H1 e da MBP, 

marcadas radioativamente, as amostras foram fervidas por 5 min a 95°C e 

levadas para eletroforese em gel de 12,5% de policacrilamida-sódio duodecil 

sulfato (LAEMMLI, 1970). 

 O gel foi desidratado e exposto à placa de imagem do sistema de 

análise FUJI-FLA 2000g para detecção e posterior análise das bandas pelo 

software Image Gauge 3.1, Fuji Film. As atividades de oócitos controle em VG 

(atividade mínima) foram arbitrariamente determinadas como normalizadoras e 

as atividades das amostras foram determinadas como múltiplos destas.  

 
 
3.8 Imunofluorescência para determinação das proteínas p34cdc2, ciclina 
B1 e MAPK 
 
 

Os oócitos foram fixados em 3,7% paraformaldeído em PBS/PVA por 1 h 

e depois permeabilizados em PBS/PVA contendo 0,5% Triton X-100 por 30 
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min. Foram depois incubados em soro de cabra (Sigma) a 10% em PBS/PVA 

por 45 min e depois separadamente com cada anticorpo primário policlonal de 

coelho (p34cdc2 1:200, ciclina B1 1:50 ou MAPK 1:100, Santa Cruz 

Biotechnologies) diluído em PP (controles da reação apenas em PBS/PVA). Os 

oócitos foram lavados em PBS/PVA (3 x 5 min) e, posteriormente, incubados 

com o anticorpo secundário de cabra anti-IgG de coelho de conjugado ao FITC 

(1:100, Vector Laboratories) diluído em PBS/PVA por 1 h seguido de marcação 

do DNA com iodeto de propídio (10µg/ml) por 10 min. Os oócitos corados foram 

montados entre lâmina e lamínula em solução Vectahsield (Vector 

Laboratories) para reduzir a perda de fluorescência e avaliados sob 

microscópio de epifluorescência para detecção das diferentes proteínas nos 

mesmos. 

 
 
3.9 Delineamento Experimental 
 
 
 Nesse trabalho foi avaliado o efeito do bloqueio da meiose na expressão 

de RNA e proteínas alem da atividade e distribuição de proteínas relacionadas 

ao controle do ciclo celular meiótico de oócitos bovinos. Foram comparados 

oócitos mantidos imaturos (bloqueado imaturo = BVG) pelo cultivo por 24 h na 

presença de 10 µM butirolactona I e os oócitos maturados in vitro após o 

bloqueio prévio da meiose (bloqueado maturado = BMII). Foram ainda 

comparados oócitos obtidos logo após a aspiração folicular (controle imaturo = 

VG) e oócitos maturados in vitro sem bloqueio meiótico prévio (controle 

maturado = MII). 

Os diferentes grupos de oócitos foram avaliados, em experimentos 

distintos, quanto à: 

 

1) Experimento 1: expressão dos genes p34cdc2 e ciclina B1, bem como do 

gene constitutivo β-actina, para determinar a expressão relativa dos genes do 

ciclo celular por PCR em tempo real. Foram avaliados pools de 250 oócitos por 

grupo em três repetições; 



 36

2) Experimento 2: expressão das proteínas p34, ciclina B1 e MAPK por western 

blotting. Foram avaliados pools de 30 oócitos por grupo em três repetições; 

3) Experimento 3: atividade das proteínas MPF e MAPK, por ensaio indireto, 

via detecção de fosforilação dos respectivos substratos (histona H1 e MBP). 

Foram avaliados pools de 5 oócitos por grupo coletados de 3 em 3 horas em 

três repetições; 

4) Experimento 4: distribuição das proteínas p34, ciclina B1 e MAPK nos 

oócitos por imunofluorescência. Foram avaliados 15-20 oócitos por grupo, 

distribuídos em três repetições. 

 

 Esquemas resumidos dos grupos avaliados e das avaliações realizadas, 

encontram-se nas Figuras 1 e 2, respectivamente. 
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Figura 1 - Diagrama representativo dos grupos experimentais. 
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Avaliações 

 
Atividade do MPF e MAPK  

 
 
Figura 2 - Diagrama representativo das avaliações experimentais. 
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3.10 Analise Estatística 
 
 

Os dados foram analisados por ANOVA.  Para os dados relativos ao 

PCR e western blotting foi utilizado o software o Bio Estat, versão 4.0 (AYRES 

et al., 2005) e o teste de Tukey para comparar os tratamentos. Para atividade 

de MPF e MAPK foi usado o pacote estatístico Statistical Analysis System, 

versão 9.1.3 (SAS, 1995) utilizando o método dos quadrados mínimos (PROC 

GLM). Foi considerado um nível de significância de 5% em todas as análises.  
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4 RESULTADOS  
 
 
4.1 Experimento 1 - Efeito do bloqueio meiótico na expressão de RNAm 
para p34, ciclina B1 e MAPK 
 
 

Na Figura 3 encontra-se a representação gráfica das expressões 

relativas dos transcritos avaliados pela PCR em tempo real e na Figura 4 uma 

imagem digitalizada representativa dos fragmentos observados no gel de 

agarose 2%. 

 Os transcritos para p34cdc2, ciclina B1 e MAPK foram detectados em 

todas as categorias de oócitos. Ao comparar os oócitos imaturos controles (VG) 

e os imaturos bloqueados (BVG), observou-se que os transcritos mantiveram-

se estáveis, não havendo efeito do bloqueio na expressão de nenhum dos 

genes avaliados (P>0,05), enquanto os oócitos foram mantidos imaturos in 

vitro. 

Quando os oócitos controles (não bloqueados) foram maturados in vitro, 

as expressões relativas de p34cdc2 e de MAPK foram reduzidas (P<0,05) 

enquanto que a de ciclina B1 manteve-se estável (P>0,05). O mesmo padrão 

foi observado após a maturação in vitro dos oócitos bloqueados. Não houve 

diferença na expressão de nenhum dos genes entre os oócitos maturados 

bloqueados ou não (P>0,05), indicando que após a maturação também não 

houve efeito do bloqueio da meiose pré-maturação. 
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Figura 3 - Abundância relativa dos transcritos para p34cdc2 (A), ciclina B1 (B) e MAPK (C) 
antes e após a maturação in vitro de oócitos bovinos submetidos ou não ao bloqueio prévio 
da meiose. VG, oócitos imaturos controles recém-aspirados dos folículos ovarianos; BVG, 
oócitos imaturos após o bloqueio meiótico in vitro; MII, oócitos controles maturados in vitro 
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(metáfase II); BMII, oócitos maturados in vitro após o bloqueio meiótico. Letras diferentes 
indicam diferença estatística entre os grupos (P<0.05). 

 

 

 

 
Figura 4 - Imagem digitalizada representativa das bandas observadas em gel de agarose dos 
fragmentos amplificados por RT-PCR dos genes avaliados para os diferentes grupos. Oócitos 
imaturos (1), oócitos maturados (2), oócitos imaturos após o bloqueio meiótico (3) e oócitos 
maturados após o bloqueio meiótico (4). Marcador de peso molecular (PM) em pares de base 
(pb). 
 

 
4.2 Experimento 2 - Efeito do bloqueio meiótico na expressão das 
proteínas p34, ciclina B1 e MAPK 
 
 
 A p34cdc2 foi detectada em todos os oócitos avaliados, ou seja, imaturos 

controles e bloqueados, bem como maturados controle e bloqueados (Figura 

5). A expressão dessas proteínas manteve-se estável em todos os grupos 

avaliados (P>0,05), não sendo afetadas, portanto, pela maturação in vitro ou 

pelo bloqueio da meiose. 
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Figura 5 - Detecção da proteína p34cdc2 antes e após a maturação in vitro de oócitos bovinos 
submetidos ou não ao bloqueio prévio da meiose. Oócitos imaturos controle (VG) e bloqueados 
(BVG) e maturados controle (MII) e maturados bloqueados (BMII). Na parte superior uma 
imagem digitalizada representativa das membranas em que foi feita a detecção da proteína 
p34cdc2. No gráfico a densitometria das bandas observadas nas membranas. Não houve 
diferença entre os grupos (P>0,05). Resultados de três repetições. 
 

A expressão da ciclina B1 em nível de proteína, também foi detectada 

em todas as categorias de oócitos avaliadas (Figura 6). Observou-se que 

oócitos imaturos, tanto controles (VG) quanto bloqueados (BVG) a proteína não 

foi detectada. O bloqueio da meiose não promoveu a expressão dessa 

proteína, mantendo o mesmo padrão de oócitos imaturos recém-aspirados do 

folículo.  

Após a maturação in vitro, os oócitos maturados apresentaram a 

proteína da ciclina B1 indicando que durante a maturação a mensagem foi 

traduzida. Os oócitos que foram bloqueados antes da maturação também 

apresentaram a ciclina B1 em níveis elevados assim como observados nos 

apenas maturados. O bloqueio não interferiu na capacidade dos oócitos em 

traduzirem o RNA mensageiro e sintetizar a proteína ciclina B1 durante a 

maturação.  

 
 
 

 

cdc2
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Figura 6 - Detecção da proteína ciclina B1 antes e após a maturação in vitro de oócitos bovinos 
submetidos ou não ao bloqueio prévio da meiose. Oócitos imaturos controle (VG) e bloqueados 
(BVG) e maturados controle (MII) e maturados bloqueados (BMII). Na parte superior uma 
imagem digitalizada representativa das membranas em que foi feita a detecção da proteína 
ciclina B1. No gráfico a densitometria das bandas observadas nas membranas. A ciclina B1 foi 
detectada apenas nos grupos submetidos à maturação in vitro (MII e BMII). Oócitos imaturos 
(VG e BVG) não apresentaram a proteína. Resultados de três repetições. 
 

A MAPK, representada pelas proteínas p44 e p42, foi detectada em 

oócitos imaturos e maturados, tanto controles quanto bloqueados (Figura 7). 

Não houve diferenças na expressão dessas proteínas em nenhuma das 

categorias de oócitos avaliadas (P>0,05). A proteína foi estável ao longo da 

maturação e não foi afetada pelo bloqueio meiótico. 

Pode-se inferir, a partir dos dados obtidos, que o bloqueio da meiose nas 

condições estudadas não interferiu na capacidade de expressão adequada das 

proteínas avaliadas. No caso da ciclina B1, que estava ausente em oócitos 

imaturos, o bloqueio não permitiu que houvesse síntese da proteína, mas 

durante o período de cultivo de maturação in vitro o bloqueio não interferiu na 

tradução durante a maturação. 
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Figura 7 - Detecção da proteína MAPK (p44 e p42) antes e após a maturação in vitro de 
oócitos bovinos submetidos ou não ao bloqueio prévio da meiose. Oócitos imaturos controle 
(VG) e bloqueados (BVG) e maturados controle (MII) e maturados bloqueados (BMII). Na parte 
superior uma imagem digitalizada representativa das membranas em que foi feita a detecção 
da proteína p34cdc2. No gráfico a densitometria das bandas observadas nas membranas. Não 
houve diferença entre os grupos (P>0,05). Resultados de três repetições. 
 

 
4.3 Experimento 3 - Efeito do bloqueio meiótico na atividade de MPF e 
MAPK 
 

 Nesse experimento observou-se que a atividade de MPF no grupo 

controle (C, Figuras 8 e 10) encontrava-se em níveis basais entre 0-6 h. Após 6 

h de maturação, começou a haver um ligeiro aumento na atividade desse fator, 

que continuou aumentando progressivamente com um pico às 9 h. Houve uma 

queda transitória entre 12 e 21 h de MIV e depois um segundo pico às 24 h.. 

No grupo bloqueado antes da maturação (B10, Figuras 8 e 10) 

observou-se que já havia alguma atividade presente às 0 h, ou seja, no final do 

bloqueio. Às 6 h de maturação começou a haver aumento de atividade com  

um pico às 9 h. A partir daí, houve um declínio transtiório com um segundo pico 

às 21 h.  Às 24 h houve um declínio de atividade. 
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Figura 8 - Atividade de MPF ao longo da maturação in vitro de oócitos submetidos ao bloqueio 
meiótico (B10) ou apenas maturados in vitro (C). A atividade determinada no oócito imaturo 
controle (0 h) foi considerada como unidade arbitrária (1,0) e as demais atividades 
determinadas como um múltiplo dessa unidade. *Diferença estatística com o controle (P<0,05). 
Resultados de três repetições. 

 

Comparando-se o padrão de atividade entre os dois grupos, observa-se 

que foi similar na maior parte do tempo, mas com pequenas diferenças. No 

inicio da maturação (0 h), que para B10 correspondeu ao final do bloqueio, 

havia um pouco de atividade presente, porém, não foi significativa a diferença 

em relação ao controle (P>0,05). Depois, ao longo da maturação, o 

comportamento dos dois grupos também foi similar (P>0,05). B10 teve um 

segundo pico às 21 h, mas novamente não foi diferente do controle (P>0,05). 

Só houve diferença às 24 h, quando B10 teve atividade de MPF já em queda, 

sendo inferior ao controle (P<0,05). 

Em relação à atividade de MAPK (Figuras 9 e 10), o grupo controle 

manteve níveis basais entre 0-6 h de MIV, começando a aumentar 

progressivamente de atividade até um máximo em torno de 12 h. A partir daí 

até 24 h, a atividade de MAPK manteve-se elevada.  

No grupo tratado (B10), a atividade de MAPK (Figuras 9 e 10) também 

exibiu comportamento similar, com níveis mais baixos entre 0-6 h, aumentando 

até 12 h e depois mantendo a atividade elevada até as 24 h. 
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Figura 9 - Atividade de MAPK ao longo da maturação in vitro de oócitos submetidos ao 
bloqueio meiótico (B10) ou apenas maturados in vitro (C). A atividade determinada no oócito 
imaturo controle (0 h) foi considerada como unidade arbitrária (1,0) e as demais atividades 
determinadas como um múltiplo dessa unidade. Não houve diferença entre os grupos (P>0,05). 
Resultados de três repetições. 
 

Embora o grupo tratado tenha exibido atividade de MAPK ligeiramente 

superior ao controle ao longo do tempo, os grupos não deferiram entre si em 

nenhum dos horários (P<0,05).  

Os perfis de atividade de MPF e MAPK foram similares aos relatados 

anteriormente para oócitos não bloqueados antes da maturação (KUBELKA et 

al., 2000; WU et al., 1997). A ativação de ambas ocorreu próximo ao período 

estimado da quebra da VG (~9 h). Posteriormente, a atividade da MAPK 

manteve-se até o final da MIV (24 h), enquanto o MPF apresentou um ligeiro 

declínio em torno de 12 h, seguido de recuperação com um segundo pico às 24 

h.  
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Figura 10 - Imagem digitalizada representativa das bandas observadas a cada três horas ao 
longo da maturação in vitro (0 às 24 h) do grupo bloqueado com 10 µM de butirolactona I por 
24 horas antes da maturação (B10). HI, histona H1 fosforilada pelo MPF; MPB, proteína básica 
de mielina fosforilada pela MAPK. 
 
 

4.4 Experimento 4 - Efeito do bloqueio meiótico na localização subcelular 
das proteínas p34cdc2, ciclina B1 e MAPK 
 

 

Nos oócitos imaturos recém-aspirados dos folículos (controles) ou 

bloqueados antes da maturação a proteína p34cdc2 foi observada distribuída em 

todo o citoplasma apresentando uma fluorescência intensa. Essa proteína 

apresentou-se como pequenos pontos e com uma marcação mais proeminente 

numa área coincidente com a vesícula germinativa. Após a maturação, a 

p34cdc2 continuou em todo o citoplasma, porém, sem marcação específica na 

ausência do núcleo (Figura 11). 

A proteína ciclina B1 também foi detectada por todo o citoplasma com 

um aspecto granular, sem grandes variações entre oócitos imaturos ou 

maturados e bloqueados ou não (Figura 12). 

A MAPK apresentou uma marcação leve em todo o citoplasma com finas 

granulações e também não exibiu variações na sua distribuição em relação ao 

estádio de maturação ou se bloqueado ou não (Figura 13). Na Figura 14 pode-

se observar oócitos controles da técnica em que o anticorpo primário foi omitido 

da reação. 
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Figura 11 - Imagens representativas de oócitos bovinos marcados para p34cdc2. A proteína 
p34cdc2 aparece corada com FITC (verde) e o DNA com iodeto de propídio (vermelho). 
Controle, oócito não submetido ao bloqueio meiótico; Bloqueado, oócito submetido ao bloqueio 
da meiose por 24 h; VG, oócito imaturo em vesícula germinativa recém-aspirado do folículo; 
MII, oócito maturado in vitro em metáfase II. Aumento 400X. 
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Figura 12 - Imagens representativas de oócitos bovinos marcados para ciclina B1 (cB1). A 
proteína ciclina B1 aparece corada com FITC (verde) e o DNA com iodeto de propídio 
(vermelho). Controle, oócito não submetido ao bloqueio meiótico; Bloqueado, oócito submetido 
ao bloqueio da meiose por 24 h; VG, oócitos imaturo em vesícula germinativa recém-aspirado 
do folículo; MII, oócito maturado in vitro em metáfase II. Aumento 400X. 
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Figura 13 - Imagens representativas de oócitos bovinos marcados para MAPK. A proteína 
MAPK aparece corada com FITC (verde) e o DNA com iodeto de propídio (vermelho). Controle, 
oócito não submetido ao bloqueio meiótico; Bloqueado, oócito submetido ao bloqueio da 
meiose por 24 h; VG, oócitos imaturo em vesícula germinativa recém-aspirado do folículo; MII, 
oócito maturado in vitro em metáfase II. Aumento 400X. 
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Figura 14 – Oócito bovino submetido à imunofluorescência sem utilização do anticorpo 
primário como controle da reação. Controle, controle da reação com ausência de fluorescência; 
MII, oócito maturado in vitro em metáfase II. Aumento 400X. 
  

Controle MII 
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5 DISCUSSÃO 
 

 

A detecção de transcritos de p34cdc2 nos oócitos imaturos está de acordo 

com observações anteriores. A p34cdc2 é a unidade catalítica do MPF, um dos 

principais fatores envolvidos no controle da meiose (JONES et al., 2004). 

Esses transcritos são acumulados com o crescimento do oócito e seriam 

importantes na aquisição de competência do oócito, embora tenha sido 

observado que oócitos de camundongos competentes e incompetentes já 

apresentem esses transcritos, o que mudaria em relação à competência seria a 

eficiência na sua tradução e a estabilidade da mensagem (MITRA; SCHULTZ 

et al., 1996).  

Vigneron et al. (2004a), relataram que oócitos bovinos em estádio de 

vesícula germinativa já apresentam os transcritos para os componentes do 

MPF e para a MAPK e que não houve diferença detectável em relação ao 

diâmetro dos folículos (ROBERT et al., 2002). De forma similar, Anguita et al. 

(2007) observaram que em oócitos de caprinos pré-púberes, o RNA de p34cdc2 

também está presente e não variou em relação ao diâmetro dos mesmos. 

Sabe-se que os diâmetros do oócito e do folículo têm influência na 

competência dos mesmos (HYTTEL et al., 1997; 2001; LONERGAN et al., 

1994). Essas observações reforçam a hipótese de que a competência seja 

relacionada não só com o acúmulo de transcritos, mas também com o controle 

e a eficiência na sua utilização. 

Quando os oócitos foram maturados in vitro, observou-se uma redução 

nos transcritos para p34cdc2, concordando com observações anteriores 

(VIGNERON et al., 2004a). Esses autores, no entanto, sugerem que essa 

redução seria devida às condições sub-ótimas de cultivo, visto que in vivo, o 

RNAm de p34cdc2 teve um aumento. Isso ocorreu possivelmente, porque, in 

vivo, haveria um maior acúmulo de RNA ao final da foliculogênese e até um 

pouco antes da quebra da VG, ou ainda, por diferenças na regulação da 

poliadenilação do RNAm. A poliadenilação é um dos mecanismos de controle 

da tradução de mensagens nos oócitos (TOMEK et al., 2002; BETTEGOWDA; 
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SMITH, 2007) e a expressão de RNAm pode ser afetada pelas condições de 

cultivo (BREVINI et al., 2007). 

Em caprinos pré-púberes, a et al. (2007) também relataram uma redução 

no RNA de p34cdc2 e que foi influenciada pelo diâmetro do oócito. De acordo 

com esses autores, oócitos de diâmetros maiores, mas que ainda não 

atingiram o crescimento completo, acumulariam o RNA de p34cdc2 até esse 

período e ao final do crescimento oocitário, haveria redução devido à síntese 

protéica. Não se pode excluir, porém, que também que tenha havido 

degradação, visto que mensagens relacionadas ao controle do ciclo celular 

estão entre as mais degradas ao longo do processo de maturação (SU et al., 

2006).  

Nas nossas condições de estudo, no entanto, não é possível determinar 

qual evento estaria promovendo a redução nos transcritos de p34cdc2, se a 

tradução e/ou degradação. Quando os oócitos foram bloqueados em vesícula 

germinativa com butirolactona I, o RNAm de p34cdc2 manteve-se em níveis 

similares aos dos oócitos imaturos recém-aspirados do folículo. Vigneron et al. 

(2004a), utilizando um inibidor de proteínas cinases dependentes de ciclinas 

similar à butirolactona I (roscovitina) também relataram observações 

semelhantes. O bloqueio da meiose com drogas que inibem o MPF, de alguma 

forma impede a tradução e/ou degradação de transcritos que ocorre com a 

retomada da meiose. Se a meiose não reinicia, também não ocorre a redução 

de transcritos de p34cdc2.  

Foi observado que a roscovitina inibiu quase toda a reprogramação na 

síntese e fosforilação de proteínas que ocorre com a maturação (VIGNERON et 

al., 2004a). A BLI é capaz de inibir a fosforilação do fator eIF4E envolvido no 

recrutamento de RNm para os ribossomos, inibindo, portanto, a síntese 

protéica (TOMEK et al., 2002). O bloqueio dessas atividades celulares, porém, 

é reversível, visto que após a maturação de oócitos bloqueados observa-se o 

mesmo declínio do RNAm de p34cdc2 observado na maturação de oócitos não 

bloqueados, assim como foi observado por Vigneron et al., (2004a). Os 

resultados do presente estudo, portanto, sugerem que o padrão de RNAm para 

p34cdc2 não foi afetado pelo tratamento do bloqueio da meiose com 

butirolactona I, observando-se apenas o efeito da maturação in vitro. 
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Quando foi avaliada a expressão relativa de ciclina B1, observou-se que 

a mesma, assim como a p34cdc2, estava presente nos oócitos imaturos, 

corroborando com observações de estudos anteriores. Mitra e Schultz (1996), 

observaram que assim como para o RNAm de p34cdc2, transcritos de ciclina B1 

também estavam presentes em oócitos imaturos de camundongos e que tais 

transcritos era acumulados ao longo do crescimentos oocitário. Embora fosse 

observado um acúmulo de RNAm de ciclina B1 a concentração foi similar entre 

oócitos incompetentes e competentes.  

Hue et al. (1997) também detectaram RNAm de cinclina B1 em oócitos 

competentes e incompententes, mas que a maior síntese de transcritos ocorria 

ao fina do crescimento do oócito. Em bovinos, Robert et al. (2002) detectaram 

o RNAm de ciclina B1 desde a vida fetal e comparando oócitos oriundos de 

folículos de folículos de diâmetros diferentes (> 2 mm) não observou 

diferenças. A ciclina B1 é estocada em grande quantidade no oócito na forma 

de RNAm (ROBERT et al., 2002). 

Quando os oócitos foram maturados in vitro, ao contrário do observado 

para p34cdc2, os transcritos de ciclina B1 mantiveram-se estáveis. Essas 

observações concordam com relatos de outros estudos (LEQUARRE et al., 

2004; TRAVERSO et al., 2005; TREMBLAY et al., 2005) em que os transcritos 

de ciclina B1 mantiveram-se estáveis após a maturação enquanto outros foram 

reduzidos. Racedo et al. (2008) também observaram que durante a maturação 

in vitro há transcritos que se mantém estáveis ou que são reduzidos, 

possivelmente relacionados à degradação diferencial e seletiva (SU et al., 

2006).  

No entanto, assim como observado para a p34cdc2, Vigneron et al. 

(2004a) também relataram um aumento nos transcritos de ciclina B1 quando os 

oócitos foram maturados in vivo. A mesma observação foi feita por Lonergan et 

al. (2003b) quando os oócitos foram capacitados e maturados in vitro. Esses 

autores sugeriram que haveria um acúmulo de transcritos durante a maturação 

in vivo e que isso seria relacionado à qualidade intrínseca do oócito. Quando os 

oócitos foram capacitados in vivo, mas maturados in vitro, esse efeito não foi 

mais observado, sendo a expressão similar à de oócitos maturados in vitro sem 

passar pela capacitação.  
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Gomez et al. (2004), por outro lado observaram um aumento na 

abundância relativa de cinclina B1 após a maturação in vitro. As causas dessa 

diferença poderiam ser relacionadas a diferenças nas condições de cultivo. 

Como mencionado anteriormente a expressão de RNAm pode ser afetada 

pelas condições de cultivo in vitro (BREVINI et al., 2007b). 

A ciclina B tem sido relacionada ao controle da retomada da meiose, 

sendo poliadenilada durante a primeira metade da maturação (TRAVERSO et 

al., 2005) indicando que entra em processo de tradução (LEQUARRE et al., 

2004; TREMBLAY et al., 2005). Embora a ciclina esteja sendo traduzida, seus 

transcritos não seriam reduzidos visto que quando o oócito atinge o estádio de 

metáfase II (maturado), eles devem estar presentes para garantir que a ciclina 

B seja traduzida de forma a manter a atividade de MPF em altos níveis, 

responsável pela manutenção do oócito bloqueado em MII até a fecundação 

(JONES et al., 2004).   

O cultivo de oócitos imaturos em meio contendo butirolactona I também 

não afetou a expressão da ciclina B1. Vigneron et al. (2004a) também fizeram 

observação similar, enquanto Gómez et al. (2004) observaram um aumento 

nos transcritos durante o bloqueio. Há poucos estudos acerca do efeito do 

bloqueio meiótico com inibidores de CDK sobre o RNAm de p34cdc2 e ciclina 

B1. No entanto, sabe-se que o bloqueio meiótico pode afetar a expressão 

gênica, aumentando ou reduzindo transcritos, dependendo do gene avaliado e 

do inibidor utilizado (WRENZYCKI et al., 2003). Esses autores relataram que o 

uso de baixas concentrações de uma mistura de inibidores (butirolactona I e 

roscovitina) ocasionou variações menores sobre a expressão relativa de 

RNAm. No presente estudo e no de Vigneron et al. (2004a) foi utilizada a 

butirolactona I e no de Gómez et al. (2004) foi utilizada a roscovitina, o que 

poderia ter levado a essa diferença nos resultados.  

Após a maturação in vitro dos oócitos bloqueados o comportamento foi 

similar ao de oócitos não bloqueados, ou seja, a expressão relativa de ciclina 

B1 manteve-se estável, concordando com as observações de Vigneron et al. 

(2004a). Gomez et al. (2004), por outro lado, relataram que também nos 

oócitos bloqueados houve aumento nos transcritos como ocorreu nos 

controles. Independente de haver aumento ou estabilidade dos transcritos, os 
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resultados apresentados indicam que não houve efeito do bloqueio na 

expressão gênica da ciclina B1 após a maturação.   

Em nossas condições de cultivo in vitro, a expressão relativa da ciclina 

B1 não foi afetada pelo bloqueio meiótico ou pela maturação. Obviamente que 

extrapolações para a condição in vivo devem ser feitas com cautela, pois como 

relatado anteriormente, há importantes diferenças na expressão gênica de 

oócitos maturados in vivo e in vitro (LONERGAN et al., 2003b; VIGNERON et 

al. 2004a). 

Em relação à MAPK observamos que os transcritos estavam presentes 

em oócitos imaturos. Há apenas o estudo de Robert et al. (2002) que 

corroboram nossos resultados. Após a maturação houve redução de seus 

transcritos assim como foi observado para a p34cdc2. Não há relatos acerca de 

sua expressão em nível de RNA após a maturação. Essa proteína parece se 

enquadrar na categoria de transcritos que são degradados e/ou transcritos ao 

longo da maturação. Mais provavelmente, tanto a p34cdc2 como a MAPK devam 

estar sendo transcritos, visto que ambas as proteínas foram detectadas em 

oócitos maturados, como observado nesse estudo (experimento seguinte) 

como em outros (LEVESQUE; SIRARD, 1996; KUBELKA et al., 2000).  

O bloqueio da meiose também não afetou a expressão da MAPK como 

observado para os outros dois transcritos estudados e após a maturação dos 

bloqueados, sua expressão declinou como detectado para p34cdc2. A MAPK 

exibiu um comportamento similar ao da p34cdc2 tanto em relação à maturação 

como em relação bloqueio. 

Já foi relatado que o bloqueio meiótico afeta a abundância relativa de 

RNAs, sendo que o efeito pode ser tanto de aumentar ou diminuir dependendo 

do transcrito considerado (WRENZYCKI et al., 2003). Além disso, o inibidor 

utilizado também influencia na expressão. Wrenzycki et al., (2003) observaram, 

por exemplo, que a associação de baixas concentrações de roscovitina e 

butirolactona I foi o tratamento que menos influenciou na expressão gênica. 

Como utilizamos somente a butirolactona I e em concentração mais baixa que 

a usual, é possível que o tratamento não tenha influenciado negativamente a 

expressão dos genes em questão. No entanto, não se pode afirmar que outros 

genes importantes para o ciclo celular e competência oocitária não tenham sido 

afetados pelo bloqueio da meiose. 
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A proteína p34cdc2 foi detectada em oócitos imaturos concordando com 

observações anteriores em bovinos (LEVESQUE; SIRARD, 1997; WU et al., 

1997) e outras espécies como camundongos (MITRA; SCHULTZ, 1996) e 

suínos (CHEN et al., 2000; ENDO et al., 2006; GOTO et al., 2002). Em 

camundongos foi observado que embora os transcritos de p34cdc2 e ciclina B1 

estivessem presentes em oócitos competentes e incompetentes, a proteína de 

p34cdc2 foi observada somente nos competentes (MITRA; SCHULTZ, 1996). O 

taxa de tradução da p34cdc2 foi maior nos oócitos competentes, embora a 

estabilidade da proteína tenha sido a mesma, sugerindo que alteração na 

eficiência da tradução esteja envolvida na competência, ao menos meiótica. 

Em bovinos foi observado que os oócitos imaturos apresentam RNA e proteína 

de p34cdc2, mas em diferentes propoções. Os oócitos imaturos têm menor 

quantidade de RNAm de p34cdc2 e maior quantidade de sua proteína e o 

acúmulo da proteína foi maior em oócitos de folículos maiores (ROBERT et al., 

2002). 

Quando os oócitos foram maturados a proteína manteve-se estável. 

Observação semelhante foi feita em oócitos suínos (CHEN et al., 2000), 

sugerindo que a ativação do MPF depende não somente da presença das suas 

subunidades (p34cdc2 e ciclina B1), mas de sua associação e de seu estado de 

fosforilação. Levesque e Sirard (1996) também observaram que a p34cdc2 está 

presente ao longo de toda a maturação de oócitos bovinos (0 a 24 h), sendo a 

atividade do MPF mais dependente da síntese de ciclina B1, visto que a p34cdc2 

já está presente. A p34cdc2 não só está presente como parece haver uma 

síntese adicional no início da maturação (WU et al., 1997). Essa síntese no 

início da maturação corresponderia ao declínio no RNAm dessa proteína como 

observado nesse estudo. 

Após o bloqueio da meiose a proteína da p34cdc2 também se manteve 

estável, assim como quando os oócitos bloqueados foram também maturados. 

Não há relatos sobre o efeito do bloqueio meiótico sobre a proteína p34cdc2. 

Apenas num estudo de Jimenez-Macedo et al. (2006) foi descrito que oócitos 

de cabras pré-púberes já apresentaram a p34cdc2 e que esta também se 

manteve estável após a maturação. Quando a meiose foi bloqueada com 

roscovitina a proteína se manteve no mesmo nível dos oócitos em VG. A 

p34cdc2 após a maturação de oócitos bloqueados não foi avaliada nesse estudo. 
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No entanto, nossa observação indica que o bloqueio não interferiu na 

expressão da p34cdc2 no nível de proteína ao longo de todo o cultivo. 

 Em relação à ciclina B1, a mesma não foi detectada em oócitos imaturos 

bloqueados ou não. Em camundongos a ciclina B está presente em oócitos 

imaturos, mas em quantidades mais baixas nos oócitos competentes (MITRA; 

SCHULTZ, 1996). Em caprinos, no entanto, os oócitos imaturos apresentam a 

proteína estocada, mas em maior quantidade nos competentes (HUE et al., 

1997). Oócitos suínos também apresentam a ciclina B1 na forma de proteína 

(CASAS et al., 1999; CHEN et al, 2000), embora haja relatos de que a ciclina 

B1 não seja observada antes da maturação (ENDO et al., 2006).  

Oócitos imaturos bovinos apresentam pouca ou nenhuma proteína de 

ciclina B1 presente (LEVESQUE; SIRARD, 1996; ROBERT et al, 2002), 

embora tenham RNA armazenado, como observado nesse estudo e em outros 

(LEQUARRE et al., 2004; ROBERT et al., 2002). Nossos resultados, portanto, 

concordam com relatos anteriores para oócitos bovinos. A ciclina seria 

preferencialmente armazenada na forma de RNAm em oócitos imaturos e só 

seria traduzida com a retomada da meiose (ROBERT et al., 2002).  

A síntese de ciclina B aumenta progressivamente com a meiose e 

corresponde com o aumento de atividade do MPF (WINSTON et al., 1997). Em 

bovinos, a síntese de ciclina B1 começa poucas horas do início da maturação e 

permanece até o final (LEVESQUE; SIRARD, 1996). Quando os oócitos foram 

observados após a maturação também houve o aparecimento da proteína em 

níveis elevados.  

No caso dos oócito bloqueados, a ciclina B1 também se manteve não 

detectada e quando os oócitos foram maturados a proteína foi detectada de 

forma similar aos controles. Isso indica que a ciclina é traduzida ao longo da 

maturação e que o controle de sua tradução está relacionado ao estádio da 

meiose em que se encontra o oócito, ou seja, oócitos em VG recém-aspirados 

do folículo ou mantidos em bloqueio meiótico não apresentam a ciclina B1 na 

forma de proteína, mas quando são maturados a proteína aparece 

normalmente. Não foi relatado o efeito do bloqueio da meiose sobre a tradução 

da ciclina B1, mas como a expressão do RNA não foi afetada pelo bloqueio e 

como a presença da proteína foi detectada de forma similar aos controles, 
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pode-se sugerir que o bloqueio da meiose não altera o controle da tradução da 

ciclina. 

A MAPK exibiu uma expressão similar à da p34cdc2, ou seja, foi 

detectada em oócitos imaturos e manteve-se presente nos oócitos maturados. 

Esses resultados concordam com descrições de outros estudos. A MAPK foi 

observada ao longo da maturação tanto em bovinos (KUBELKA et al., 2000) 

como em suínos (KUBELKA et al., 2002). Ebeling et al. (2007) observaram 

também que a MAPK além de estar presente nos oócitos é observada nas 

células do cumulus e que nestas se ativa mais precocemente no oócito, 

sugerindo que a retomada da meiose estaria relacionada à ativação da MAPK 

primeiramente nas células do cumulus e depois no oócito.  

Quando os oócitos foram bloqueados a MAPK não foi afetada ao final do 

bloqueio ou após a maturação, como observado em outros estudos (KUBELKA 

et al., 2000; VIGNERON et al., 2004a). Essas observações indicam que a 

expressão da proteína da MAPK, importante fator envolvido no controle da 

maturação (LIANG et al., 2007), além do MPF, não é afetada pelo bloqueio da 

meiose e a presença de sua proteína é constante, variando apenas a sua 

atividade, como será visto no próximo experimento. 

Os resultados de expressão das proteínas envolvidas na retomada da 

meiose, ou seja, os componentes do MPF p34cdc2 e ciclina B1 e a MAPK, tanto 

no nível de transcritos (RNAm) como de proteínas, não foram afetados pelo 

procedimento do bloqueio da meiose. As flutuações observadas foram somente 

relativas às variações normais que ocorrem durante o processo de maturação. 

No experimento seguinte, procuramos avaliar o efeito do tratamento na 

atividade de MPF e MAPK. Os perfis de atividade de MPF e MAPK foram 

similares aos relatados anteriormente para oócitos não bloqueados antes da 

maturação (KUBELKA et al., 2000; WU et al., 1997). A ativação de ambas 

ocorreu próximo ao período estimado da quebra da VG (~9 h). Posteriormente, 

a atividade da MAPK manteve-se até o final da MIV (24 h), enquanto o MPF 

apresentou um ligeiro declínio em torno de 12 h, seguido de recuperação com 

um segundo pico às 24 h.  

Quando os oócitos foram incubados com butirolactona I, as atividades 

de MPF e MAPK foram inibidas, mantendo-se similares aos de oócitos 

naturalmente imaturos (0 h de MIV) mesmo após 24 h de cultivo in vitro. Essas 
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observações estão de acordo com relatos anteriores (KUBELKA et al., 2000; 

2002; VIGNERON et al., 2004a), confirmando a inibição de MPF e de MAPK 

pela BLI. A BLI é um inibidor específico da cdk1, um dos componentes do MPF, 

sem atividade sobre a MAPK (KITAGAWA et al., 1993). A MAPK, porém, é 

inibida indiretamente pela falta de ativação do MPF (KUBELKA et al., 2000).  

Apesar da inibição de MPF pela BLI, observamos que no grupo tratado 

(B10), algumas amostras de oócitos apresentaram um pouco de atividade de 

MPF no final do bloqueio, o que corresponderia ao início da maturação (0 h). 

Como a avaliação foi feita em pools de 5 oócitos, é possível que alguns oócitos 

tivessem “escapado” do bloqueio e iniciado a maturação, com ativação do 

MPF.  

No entanto, se a ativação do MPF tivesse ocorrido de fato, seria 

esperado encontrar uma atividade muito mais elevada, o que não foi caso, pois 

não houve diferença entre os grupos. É possível, que ao serem colocados em 

meio de cultivo permissivo à maturação (sem inibidor), tenha havido uma 

ativação mais rápida do MPF em alguns dos oócitos, como sugerido pela a 

aceleração na retomada da meiose observada nos estudos anteriores e de 

outros pesquisadores (HASHIMOTO et al., 2002; WU et al., 2002). Isso, no 

entanto, não ficou evidente, visto que o grupo inibido não diferiu do controle 

nas etapas iniciais da maturação.  

O acúmulo de ciclina B1 foi determinado como um dos elementos 

envolvidos na atividade do MPF e na cinética da maturação (LEVESQUE; 

SIRARD, 1996; WINSTON et al., 1997). A BLI inibe a subunidade cdk1 

(p34cdc2) do MPF (KITAGAWA et al., 1993). A ciclina B1 poderia estar sendo 

acumulada nesse período e ao remover-se o inibidor do meio de cultivo, esta 

maior quantidade de ciclina se ligaria ao p34cdc2 pré-existente formando o MPF 

para ser ativado. No presente estudo a ciclina B1 não foi observada nos oócitos 

bloqueados imaturos. No entanto, como não foi feita uma análise da dinâmica 

da síntese de ciclina B1 ao longo da maturação, é possível que a proteína 

tenha sido sintetizada mais rapidamente. Porém, a atividade de MPF, que 

dependeria da presença da ciclina B1, não foi acelerada em relação ao 

controle. 

A ativação do MPF não depende apenas da dimerização de suas 

subunidades, mas também da dinâmica de outras proteínas responsáveis pela 
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fosforilação e desfosforilação que controlam sua atividade, como a Wee1/Myt1 

e cdc25 fosfatase (KISHIMOTO et al., 2003; LIANG et al., 2007). Seria 

necessário investigar as atividades de outras proteínas para confirmar se a 

aceleração na meiose seria relacionada ao acúmulo mais rápido de ciclina B1 

e/ou de outras proteínas envolvidas no controle da atividade do MPF. Vigneron 

et al. (2004b) sugeriram que proteínas como Akt, JNK1/2 e Aurora-A estariam 

envolvidas na aceleração da cinética da meiose e atuando de forma 

independente do MPF. Embora não tenhamos detectado alterações 

importantes na atividade de MPF, não se pode excluir a possibilidade de que 

alterações existam, mas que não foram significativas devido à alta variabilidade 

na detecção da atividade dessas proteínas cinases. 

Oócitos inibidos e depois maturados exibiram o restabelecimento das 

atividades de forma similar aos não tratados. Esse bloqueio reversível também 

foi observado anteriormente (KUBELKA et al., 2000; VIGNERON et al., 2004a). 

Esses autores mostraram que oócitos imaturos por bloqueio ou não, tinham 

baixa atividade de MPF e MAPK e que os maturados, bloqueados ou não, 

tinham alta atividade. A avaliação da dinâmica da atividade de MPF e MAPK 

durante a maturação de oócitos submetidos ao bloqueio meiótico prévio, no 

entanto, não foi realizada. De acordo com nossas observações foram similares 

ao descrito anteriormente para oócitos apenas maturados (KUBELKA et al, 

2000; MOTLIK et al., 1998). 

Observou-se, porém, que embora a dinâmica de atividade de MPF tenha 

sido similar entre o grupo tratado e controle, houve apenas uma diferença 

significativa entre ambos ao final da maturação. Às 24 h de MIV o grupo B10 já 

tinha iniciado o declínio da atividade de MPF, enquanto os oócitos controles 

ainda apresentavam atividade elevada. Essa observação sugere uma 

inativação precoce da cinase e/ou que os oócittos tenham atingido a metáfase 

II, o que corresponderia ao segundo pico de MPF antecipado. Para B10, o 

segundo pico de MPF ocorreu às 21 h, embora a atividade nesse horário não 

tenha diferido do controle. O grupo controle atingiu o segundo pico às 24 h. 

Dessa forma, o B10 atingiu o segundo pico três horas mais cedo que o controle 

e os oócitos poderiam estar entrando em processo de envelhecimento, no qual 

ocorre um declínio natural da atividade de MPF (WU et al., 1997). Essa queda 

na atividade do MPF não parece ser, porém, o suficiente para causar danos 
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importantes aos oócitos, visto que o desenvolvimento embrionário não foi 

afetado per esse tipo de tratamento (estudo 2 e COY et al., 2005a,b; 

HASHIMOTO et al., 2002; PONDERATO et al., 2002).  

Além disso, observamos que a aceleração da meiose se dá mais em 

relação à retomada do ciclo celular do que seu término (estudo 1). A 

aceleração corresponderia bem a um acúmulo mais rápido de ciclina B1, visto 

que a síntese de sua proteína determina a duração da meiose I, mas não da 

meiose II (WINSTON, 1997). Sendo mais rápida, a meiose I seria mais curta e 

consequentemente o ciclo celular como um todo. No entanto, parece haver 

certa assincronia entre a atividade de MPF e a cinética da maturação, 

revelando que o controle do ciclo celular meiótico é um evento bastante 

complexo envolvendo uma série de fatores. 

Em relação à atividade de MAPK, observamos que esta apresentou um 

padrão similar ao descrito durante a maturação oocitária. A atividade é baixa 

nos oócitos imaturos e torna-se ativa por volta do período de quebra da VG, 

similar ao observado com o MPF. A partir daí, mantém-se elevada até o final da 

maturação (KUBELKA et al., 2000). No grupo tratado o comportamento foi 

similar ao dos oócitos não tratados que utilizamos e ao relatado por outros 

autores (KUBELKA et al., 2000, 2002; VIGNERON et a.l, 2004a).  

Também não há estudos da dinâmica dessa cinase durante a maturação 

de oócitos submetidos ao bloqueio prévio. Foi apenas observado em outros 

estudos que a BLI mantém a MAPK com atividade similar à de oócito imaturos 

não tratados e que esse bloqueio é reversível, pois após a maturação a 

atividade de MAPK se restabelece de forma similar à de oócitos maturados não 

bloqueados (KUBELKA et al., 2000; 2002; VIGNERON et al., 2004a). Apesar 

das poucas variações na atividade de MPF, a reativação da MAPK transcorreu 

normalmente, apesar de ser inibida indiretamente pela BLI em oócitos. Isso 

indica que o MPF é mais sensível a distúrbios de sua atividade e que talvez 

outras proteínas envolvidas no controle de sua atividade possam ser de alguma 

forma, afetadas pelo inibidor. 

A distribuição da p34cdc2 em oócitos imaturos de camundongos, descrita 

por Mitra e Schultz (1996), é similar à observada no presente estudo. Oócitos 

em vesícula germinativa apresentaram uma marcação granular em todo o 

citoplasma e também no no núcleo. Esses autores sugeriram que essa 
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marcação nuclear teria relação com a competência meiótica do oócito e que a 

distribuição espacial das subunidades do MPF também teria relação com o 

controle da retomada da meiose.  

Após a maturação, observou-se que a p34cdc2 localizou-se em torno dos 

cromossomos em metáfase II e no fuso (HUO et al., 2005). Nakamura et al. 

(2005) também observaram uma variação da marcação de p34cdc2 em 

embriões de Xenopus sp e que variou com a fase do ciclo celular meiótico. Em 

intérfase a p34cdc2 localizou-se no núcleo junto aos cromossomos e na 

metáfase na cromatina e no fuso. A proteína também estava presente no 

citoplasma de forma granular. Não há descrição da distribuição de p34cdc2 em 

oócitos bovinos imaturos ou maturados. Apesar de similar nos oócitos imaturos, 

a distribuição da p34cdc2 nos oócitos maturados foi distinta da observada em 

camundongos (HUO et al., 2005). Não foi observada em oócitos bovinos em 

metáfase II uma distribuição diferenciada Essa discrepância poderia ser 

relacionadas à diferenças entre espécies. 

Quando os oócitos foram bloqueados, a distribuição espacial da p34cdc2 

foi similar à de oócitos imaturos sem bloqueio. Esse resultado indica que a 

p34cdc2 mantém o padrão de distribuição do oócito imaturo recém-aspirado 

durante o bloqueio meiótico. Após a maturação dos oócitos bloqueados, a 

p34cdc2 foi observada com uma localização indistinta da de oócitos maturados 

sem bloqueio prévio. Em embriões de Xenopus sp a localização da p34cdc2 é 

dependente de microtúbulos e microfilmentos (NAKAMURA et al., 2005). Como 

relatado no estudo 2 a organização do citoesqueleto de oócitos bloqueados 

também se manteve similar à de oócitos imaturos, sugerindo que o inibidor não 

tenha afetado negativamente essas estruturas celulares. 

 A ciclina B1 apresentou uma distribuição uniforme em todo o citoplasma 

nos oócitos imaturos ou maturados. Essa distribuição difere do relatado em 

outras espécies. Em oócitos de camundongos imaturos a ciclina B1 foi 

localizada no citoplasma e, ao contrário do observado para a p34cdc2, a 

intensidade de fluorescência foi menor nos oócitos competentes e também 

presente no núcleo (MITRA; SCHULTZ, 1996). Quando uma ciclina B1 

conjugada a uma proteína fluorescente verde foi injetada em oócitos imaturos, 

observou-se que a mesma se distribuiu pelo citoplasma. Depois de algum 
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tempo acumulou-se no núcleo para logo depois ocorrer a quebra da VG. Em 

metáfase II foi localizada nos pólos do fuso, micrtúbulos e na cromatina.  

Foi sugerido que a localização nucelar da ciclina B1 seria necessária 

para a quebra da (MARANGOS; CARROLL, 2004). A detecção por 

imunofluorescência e microscopia confocal também resultou em observações 

similares (HUO et al., 2005). Em oócitos suínos, a ciclina B foi observada 

dispersa no citoplasma de oócitos em VG, dentro da VG pouco antes do 

período correspondente à quebra da mesma e depois nos cromossomos em 

metáfase II (CASAS et al., 1999). Na mesma espécie, porém, Goto et al., 

(2002) observaram a ciclina nos pólos do fuso e fraca marcação no citoplasma.  

Em embriões de Xenopus sp a ciclina também tem localização variada 

de acordo com a fase do ciclo mitótico, mas ao contrário da p34cdc2 sua 

localização não é dependente de microtúbulos ou microfilamentos 

(NAKAMURA et al., 2005). Esses estudos demonstram uma variação na 

distribuição dessa proteína dependendo do estádio de maturação e variações 

entre espécies. É possível que na espécie bovina haja diferenças na 

localização dessa proteína em relação às outras espécies descritas, ou que em 

bovinos a localização não seja um mecanismo tão importante para o controle 

da meiose e para a competência como sugerido nesses estudos. Seria 

interessante, porém, averiguar a dinâmica da distribuição da ciclina e da p34cdc2 

ao longo da maturação, pois talvez as variações sejam detectadas em estádios 

da meiose entre a VG e a metáfase II. 

Em nosso estudo também não observamos localização diferenciada 

antes e após a maturação, quando os oócitos foram previamente bloqueados, 

indicando que o bloqueio também não interferiu na localização da ciclina. De 

toda forma, a detecção e localização dos componentes do MPF são 

importantes para determinar se o tratamento do bloqueio meiótico poderia 

causar distúrbios na distribuição dessas proteínas. A distribuição de p34cdc2 e 

ciclina B foi sugerida como um mecanismo de regulação da atividade da MPF 

(NAKAMURA et al., 2005). Além do processo de fosforilação para ativação do 

MPF, a localização espacial também é importante para o controle da meiose 

por essa cinase (MARANGOS; CARROLL, 2005). Estudos são necessários 

para determinar a localização dessas proteínas ao longo da maturação e 

também seu papel, se houver algum. 
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 Em relação à MAPK, a mesma foi detectada como finas granulações em 

todo o citoplasma nos oócitos imaturos e maturados, bloqueados ou não, com 

distribuição similar em todos os grupos. A MAPK em oócitos suínos imaturos foi 

detectada em todo o citoplasma,mas não no núcleo (INOUE et al., 1998), 

diferindo dos resultados do presente estudo. Foi sugerido que a MAPK 

participaria da transdução de sinal do citoplasma para o núcleo para a retomada 

da meiose, visto que parte da MAPK transloca para o núcleo pouco antes da 

GVBD (INOUE et al., 1998; SUGIURA et al., 2001).  

Quando o oócito atinge a metáfase II, a MAPK localiza-se mais 

intensamente entre os cromossomos e o corpúsculo polar, o que sugere que sua 

localização tenha relação com suas funções na separação dos cromossomos, 

no alongamento do fuso e na extrusão do corpúsculo polar (LEE et al., 2000). 

Goto et al. (2002) também observaram que a MAPK encontra-se mais 

concentrada no fuso, mas que a atividade da enzima era mais localizada no 

citoplasma. O significado dessa localização é incerto visto que em oócitos 

enucleados a MAPK torna-se ativa em níveis normais e com cinética também 

normal (SUGUIRA et al, 2001; 2006). 

 Ao avaliar a localização da MAPK ativa (fosforilada) em oócitos murinos, 

observou-se que ela não era detectada nos oócitos até depois da quebra da VG, 

quando aparece localizada nos microtúbulos do fuso na metáfase I e nos 

cromossomos em metáfase II. Os autores sugeriram que a ativação da MAPK e 

a translocação para o núcleo não são necessárias para a quebra da VG, mas a 

regulação de eventos após esse período (LU et al., 2002). Essas observações 

contrastam com os resultados com oócitos suínos em que a translocação 

nuclear e ativação da MAPK ocorrem pouco antes da quebra da VG (INOUE et 

al., 1998). No entanto, parece que a presença da VG não é essencial para a 

atividade da MAPK (SUGUIRA et al., 2006). 

 Esses resultados são diferentes de nossas observações, mas foram todos 

obtidos em oócitos suínos e murinos, não havendo relatos para bovinos. Talvez 

existam diferenças entre espécies. Oócitos murinos, por exemplo, não 

dependem de síntese protéica para retomar a meiose (MOTLIK et al., 1990), 

enquanto que em bovinos é necessária (TATEMOTO; HORIUCHI, 1995). A 

translocação de MAPK para o núcleo ocorre antes da quebra da VG em suínos 



 67

(INOUE et al., 1998) e depois em murinos (LU et al., 2002). No entanto, como 

não avaliamos a distribuição dessas proteínas ao longo da maturação, é 

possível que padrões diferenciados sejam observados também em bovinos, em 

particular, no período da quebra da VG. São necessários estudos para 

determinar a dinâmica da localização da MAPK e a relação disso com sua 

atividade e o controle da meiose. 

 Os oócitos bloqueados, maturados ou não, não apresentaram diferenças 

na localização da MAPK, sugerindo que o bloqueio também não interfere com a 

localização dessa proteína nas condições estudadas. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Diante dos resultados desse estudo, pode-se concluir que: 

 

1) A maturação afeta de forma diferenciada a expressão de RNA dos 

componentes do MPF e a MAPK, enquanto o bloqueio da meiose mantém 

o mesmo padrão de expressão de acordo com o estádio da maturação dos 

oócitos; 

 

2) A expressão das proteínas p34, ciclina B1 e MAPK forma afetadas somente 

pelo processo de maturação, sugerindo que o processo de tradução das 

mensagens foi controlado de acordo com o estádio da meiose e não foi 

afetado pelo bloqueio da meiose; 

 

3) As atividades de MPF e MAPK não foram afetadas pelo bloqueio meiótico; 

 

4) A distribuição das proteínas mostrou padrões distintos dependendo do 

estádio de maturação apenas para e p34 e não foi afetada pelo bloqueio 

meiótico, nas condições estudadas; 

 

5) O bloqueio da meiose como inibidor específico de proteínas cinases 

dependentes de ciclinas, nas condições desse estudo, não afetaram a 

expressão, localização subcelular ou atividade de MPF e MAPK antes e 

após a maturação. 
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APÊNDICE A 
 
 
 
 
 

TAMPÕES PARA O ENSAIO DUPLO DE DETECÇÃO DE 
ATVIDADE DE MPF E MAPK 
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1. Tampão de amostra 

 

Reagente Fabricante Concentração 
2X 

Concentração 1X

Tris-HCl 0,5 M pH 6.8 Invitrogen 0,125 M 0,0625M 

Glicerol USB 20% 10% 

Sódio dodecil sulfato (SDS) Invitrogen 4% 2% 

β-Mercaptoetanol Sigma 10% 5% 

Azul de bromofenol 0,1% USB 0,005% 0,0025% 

Ao utilizar o tampão em concentração 2X, diluí-lo 1:1 com água deionizada 

antes do uso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A2. Tampão de coleta 
 

Reagente Faricante mM mg/ml g/100ml 

EDTA USB 4,5 1,87 0,187 

NaF  Sigma 10 0,42 0,042 

Na3VO4  Sigma 10 1,84 0,184 

Preparar o tampão em PBS com 0,1% de PVA 
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A3. Tampão de homogeneização 
 

Reagente Fabricante Concentração g/10ml 

β-glicerofosfato Sigma 100 mM 0.2160 

p-nitrofenilfosfato Sigma 25 mM 0.0658 

MgCl2.6H2O USB 25 mM 0.0508 

DTT PlusOne 1,66 mM 0.0026 

Na3VO4 Sigma 0,16 mM 0.0003 

PMSF USB 1,6 mM 0.0028 

Leupeptina Sigma 33,3 µg/ml 333 µg 

Aprotinina MP Biomedicals 66,6 µg/ml 666 µg 

MOPS-KOH Sigma 41,66 mM 0.0872 

EGTA Sigma 8,33 mM 0.0317 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 90

A4. Tampão de reação 
 

Reagente Fabricante Concentração g/10ml 

β-glicerofosfato Sigma 75 mM 0.1620 

p-nitrofenilfosfato Sigma 18,75 mM 0.0493 

MgCl2.6H2O USB 18,75 mM 0.0381 

DTT PlusOne 1,25 mM 0.0019 

Na3VO4 Sigma 0,1 mM 0.0002 

PMSF USB 1,2 mM 0.0021 

Leupeptina Sigma 25 µg/ml 250 µg 

Aprotinina MP Biomedicals 50 µg/ml 500 µg 

MOPS-KOH Sigma 6,25 mM 0.0131 

EGTA Sigma 31,25 mM 0.1189 

Histona H1 Sigma 1 mg/ml - 

MBP Sigma 1 mg/ml - 

PKA inhibitor Sigma 0,55 µM 0.0122 

[γ-32P] ATP Amersham 250 µCi/ml - 

 

 


