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RESUMO

A formacéo de pré-ndcleos, clivagem e perfil protéi-
co foram avaliados apds a ativacdo da proteina quinase C (PQ-
C) durante a maturacdo de complexos cumulus-oécito (CCOs)
bovinos. Visando a determinar estes efeitos da PQ-C, 1936 CCOs
foram distribuidos aleatoriamente em 4 tratamentos, sendo
maturados na presenca de PMA (100nM phorbol 12-myristate
13-acetate, ativador da PQ-C), dea4#DD (100nM de 4-
phorbol 12,13-didecanoetate, forbol éster que nédo ativa a PQ-C;
controle forbol éster), de SVE (10% de soro de vaca em estro,
controle positivo) e de um controle negativo constituido pelo
meio de maturacdo béasico para os demais tratamentos, com
excecdo do SVE, onde nao foi adicionado o alcool pdixin
(PVA). Os CCOs foram mantidos na presenca de PMA por 1, 4 e
7 horas, sendo apd@s, transferidos para o meio basico de matura-
¢cdo até que se completassem 24 horas de cultivo. A estimulagao
da PQ-C, por esses periodos, ndo alterou a formagéo de pré-
ndcleos, porém, diminuiu a percentagem de clivagem dos zigotos.
Os resultados do grupocdPDD comprovam que as alteragfes
ocorridas no grupo PMA séo devido a ativagdo da PQ-C e ndo
acdo direta do forbol éster na célula. A analise da composi¢éo
protéica demonstrou uma banda de proteina adicional no grupo
SVE ao redor de 74 kilo Daltons (kDa). Os resultados desse
estudo, quando associados aos dados preliminares de Western
blot, indicam a importancia da PQ-C na regulacdo da matura-
¢ao, fecundagéo e clivagem de embriées bovinos.

Palavras-chave:proteina quinase-C, eletroforese, maturagéo de
odcitos, bovino.
SUMMARY

In the present study the pronucleus formation,
cleavage and protein pfiee after protein kinase C (PK-C) acti-

Trabalho implementado com suporte financeiro da FAPERGS.

vation were evaluated during bovine oocyte maturation. A total
number of 1936 bovine cumulus-oocyte complexes (COCs) were
randomly distributed in 4 treatments, and matured with PMA
(100nM phorbol 12-myristate 13-acetateK activator), 4r-

PDD (100nM de é&-phorbol 12,13-didecanoetate, phobol ester
that do not bind on PK-C, phorbol ester control), ECS (10% of
estrus cow serum, positive control) and in a negative control
(basic maturation media for all treatments, except on ECS group
where the polyvinyl alcohol was not added). The COCs were kept
in presence of PMA for 1, 4 or 7 hours and then transferred to
basic maturation media until the Z¥urs maturation period was
completed. The PK-C stimulation in these periods did not alter
the pronucleus formation but caused a decrease in the zygotes
cleavage rate. TheadPDD group results showed that the altera-
tions in PMA group were caused b activationand not by
direct phorbol ester action on the cell. The protein coritjprs
analysis showed an adidnal protein band on ECS group
around 74 kilo Daltons (kDa). Altogether, these results with the
preliminary Western Blot analysis, indicate an important role of
PK-C on bovine oocyte maturation, fertilizatiand embryo
cleavage.

Key words: protein kinase-C, SDS-PAGE, oocyte maturation,
bovine

INTRODUCAO

Com o conhecimento dos mecanismos
envolvidos na regulacdo da maturacao de odcitos e
desenvolvimento embrionario precoce, 0s sistemas
in vitro poderdo ser aperfeicoados e os indices de
producdo de embrides podem ser incrementados
significativamente, o que representaria um grande
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avanco, tanto para técnicas que exigem a producéo aleatoriamente distribuidos em grupos de 25 e matu-
de embriGes em larga escala, como para a aplicagdorados em gotas de 200de TCM-199 modificado
em um programa de melhoramento genético associ- com adi¢do de 25 nM de HEPES, gonadotrofinas
ado a técnica de puncéo folicuiavivo. (5ug/ml de LH e 0,fg/ml de FSH), 2,2 mg/ml de
Héa evidéncias que a maturac&o de 00citos bicarbonato de sédio, 0,2 mM de piruvato de sédio e
é dependente de hormonios esteroides e de sinaisimg/ml de PVA, em estufa a ®9 com umidade
quimicos determinados por hormonios protéicos e saturada e atmosfera de 5% de,@® ar. Os CCOs
fatores de crescimento. Esses sinais ativecepto- foram maturados em 4 diferentes grupos, tendo
res presentes na membrana citoplasmatica, estimu-como base o TCM-199, ao qual foi adicionado: 100
lando a formagcéo intracelular de segundos mensa- nM de PMA (tratamento), 100 nM dea4PDD
geiros (BERRIDGE, 1985) como diacilglicerol  (controle do forbol éster). No controle positivo, o
(DG), inositol trifosfato (1)) e C&", os quais, por  PVA foi subsituido por 10% de SVE e, como con-
ativacéo de quinases e fosfatases estdo envolvidos naygle negativo foi utilizado apenas o meio basico
transmissédo do sinal da membrana celular ao ndcleo TCM-199 modificado, porém, cada experimento foi
(BAE & CHANNING, 1985; HOMA, 1991; HOMA realizado com partidas distintas de SVE. O tempo de
et al, 1991; KAUFMAN & HOMA, 1993). Tam- maturacdo dos odcitos foi de 24 horas, variando o
bém, os processos meitticos e mitoticos, que ocor- tempo de exposicdo ao PMA por 1 (PMA-1h),
rem durante a transi¢do de odcito competente a zi- 4(PMA-4h) e 7 (PMA-7h) horas. Assim sendo, ter-
goto, sdo regulados por fosforilacdo e desfosforila- minado o periodo de contato conPblA, os CCOs
¢éo de proteinas, envolvendo diferentes quinases eforam lavados em 3 gotas, contendo o meio basico e

fosfatases (MIDVANOV & SIRARD, 1994 mantidos nesse meio até que se completasse o perio-
LEVESQUE & SIRARD, 1995). do de maturagao.

Na reproducdo de bovinos, a rota bioqui- Antes do inicio dos experimentos, e para
mica da PQ-C esta envolvida em processos como a que fosse avaliada a taxa de ativagéo partenogenéti-
maturacéo de odcitos (GONCALVES al, 1994; ca, 127 CCOs maturados nos diferentes meios foram
ROSEHELLEKANT & BAVISTER, 1996), o des- co-incubados com espermatozéides que passaram
envolvimento embrionario precoce (MINAMI,  por gradiente de Percoll, sendo mortos em agua tri-

1996) e a transicdo de oo6cito maturo a zigoto destilada e, posteriormente, lavados 3 vezes em
(COLONNA et al, 1997). A ativagéo da PQ-C, que FERT-TALP (LEIBFRIED-RUTLEDGE et al,
exerce um importante papel na regulacéo da matura- 1989). A concentracéo final no meio de fecundagéo
¢do in vitro de oo6citos, vem sendo estudada em foi de 2x16 espermatozoides/ml. A incubagéo foi
diferentes espécies como camundongos realizada por 18 a 20 horas em gotas de |250b
(GONCALVES & GRAVES, 1992), suinos meio FERT-TALP. Apés este periodo, as células do
(SCHOENBECK et al, 1993) e bovinos cumulus foram retiradas, os oécitos foram transferi-
(ROSEHELLEKANT & BAVISTER, 1996). Essas dos para meio de desenvolvimento embrionario
pesquisas também demonstraram que os resultados(KSOM; LIU & FOOTE, 1994). Ap6s 48h de incu-
obtidos revelam variacdo entre as espécies estuda-bacgéo, foi registrado o nimero de zigotos que cliva-
das. Durante o processo de maturacdo de odcitos ram.

bovinos, a ativagdo da PQ-C estimula o rompimento A fecundagdo foi realizada em FERT-
da vesicula germinativa (RVG), alcancando indices TALP com 2x16 espermatozéides vivos/ml, previ-
de 93,9% apds 7 horas de maturacdo em presenca daamente separados por gradiente de Percoll. Termi-
ativador PMA, enguanto no controle, sem PMA, nado o periodo de fecundagdo (18 a 20 horas), foi
esse indice foi de 59,4% (VIGNOLA, 1995). O efetuada a retirada das células do cumulus dos zi-
presente trabalho foi desenvolvido visando a eluci- gotos e estes foram transferidos para gotas dgl 200
dar quais os efeitos da ativacdo da PQ-C durante ade KSOM. Quando o objetivo era a visualizagdo de
maturacdo de CCOs sobre a posterior formacdo de pro-nucleos (PN), os zigotos foram mantidos em

pro-nacleos e clivagem em bovinos. KSOM até que se completassem 27 horas do inicio
da fecundacao, quando foram transferidos para pla-
MATERIAL E METODOS cas com fixador, conforme técnica descrita por

VIGNOLA et al. (1994). A taxa de clivagem foi
Os 1936 odcitos, utilizados no trabalho, avaliada 24 horas apds a transferéncia para KSOM
foram obtidos de foliculos com diametro entre 2 e com monocamada de células epiteliais de oviduto
8mm e completamente rodeados por, no minimo, 3 bovino.
camadas de células do cumulus e com ooplasma O delineamento experimental utilizado foi
homogéneo de coloracdo marrom. Os CCOs foram o de blocos inteiramente casualisados. Os diferentes
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tratamentos foram realizados simultaneamente, sen- negativo. O controle positivo foi superior aos demais
do que cada réplica foi considerada um bloco. Os (Figura 1).
resultados em percentagem foram transformados Alguns estudos de rotas bioquimicas sao
pelo PROC RANK (CONOVER & IMAN, 1981) no realizados com meios de composicao desconhecida,
programa estatistico SAS, com a finalidade de apli- ou seja, com a adi¢cdo de SVE ou BSA que reconhe-
cacdo de testes paramétricos para a andlise dos recidamente influem sobre o processo de maturacao de
sultados. As taxas de partenogénese e poliespermiaodcitos (SIRARDet al, 1988; PARRISH, 1991).
foram submetidas a andlise de qui-quadry@o ( Por este motivo, para determinar os requerimentos
Visando a avaliacdo do perfil protéico, bioquimicos e fisiologicos que inibem ou estimulam
duzentos CCOs por grupo, incluido um grupo de 0s processos in vitro, € necessario utilizar meios
odcitos imaturos, foram submetidos a separacéo de livres de fontes protéicas de composicéo desconhe-

proteinas por eletroforese (SDS-PAGE), utilizando cida, como foi realizado no presente estudo.

um gel constituido por 10% de acrilamida. Apds o Os  experimentos realizados  por
término da separacéo protéica, o gel foi submetido a SCHOENBECKet al. (1993) e VIGNOLA, (1995)
coloracéo com Azul de Coomassie. utilizaram ativadores naturais (diacilglicerol, DiC8)

e artificiais PMA) da PQ-C, ndo sendo constatada
RESULTADOS E DISCUSSAO diferenca de comportamento dos CCOs quando estes

dois grupos foram comparados, assim sendo, no
Prévio ao inicio dos experimentos, foi presente estudo foi utilizado somente o ativador
comprovado que a ativacdo da PQ-C durante a matu- artificial (PMA), devido a sua facilidade de mani-
racdo do obcitos bovinos ndo provoca ativagdo par- pulacéo. Devido ao PMA ser um ativador artificial
tenogenética. (Tabela 1). Conforme pode ser obser- da PQ-C e nédo ser metabolizado com a mesma in-
vado, os indices de partenogénese do sistema apretensidade que o DG (ALBERTSt al, 1994), a
sentam-se bastante baixos, ndo havendo diferencaexposi¢édo por periodos inferiores a 24 horas poderia
entre 0s grupos experimentais utilizados, compro- provocar incremento na formagéo de pro-ndcleos, o
vando que este sistema ndo afetou os indices deque né&o foi observado. Esses resultados demonstram
clivagem nos demais experimentos. que a PQ-C nao foi ativada pelo tempecessario
Nao houve incremento na formacdo de para obtencdo de incremento na formacédo de pré-
pro-nacleos quando os odcitos foram maturados por nucleos, como é obtido quando a PQ-C é estimulada
1, 4 ou 7 horas em presenca de PMA. Os grupos por 24 horas (dados ndo demonstrados).
PMA-1h, PMA-4h e PMA-7h ndo apresentaram A PQ-C, quando estimulada apés a matu-
diferenca entre si (p>0,05), mas foram significati- ragdo do odcito, € reconhecidamente um agente de
vamente inferiores ao controle positivo e iguais ao ativagdo partenogenética de diversas espécies como
suinos (SCHOENBECKet al, 1993), camundongos
(COLONNA et al, 1997) e hamsters (GALLICANO
Tabela 1 - Validacdo do sistema de fecundaighwitro
quanto ao indice de partenogénese. Os o00citos
foram maturados por 24 horas em meio contendo 00 N
100nM de phorbol 12-myristate 13-acetate >
(PMA), meio basico TCM-199 modificado

(controle negativo) ou 10% de Soro de Vaca em
Estro (controle positivo).
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Figura 1 - Efeito da ativacdo da PQ-C, durante a maturagdo, por
GRUPOS N N % diferentes periodos na formacgdo de pré-nicleos. Os
odcitos foram maturados por 24 horas, permanecendo
por 1 hora (PMA-1h), 4 horas (PMA-4h) e 7 horas

Controle negativo 44 0 0,00 (PMA-7h) em presenca de 100 nM de PMA; 10 % de
PMA 45 2 4,44 SVE (SVE); controle negativo (CN) e 100 nM de-4
Controle positivo 38 2 5,26 PDD (4-PDD) e fecundados com 2¥10

espermatozoéides previamente capacitados/ml. A taxa
de formacdo de pro-nucleos foi acessada 27 horas
Nao ha diferenca estatistica entre os diferentes grupos apés a fecundagdo. Os valores representam o
(p>0,05) percentual médio de 4 réplicas. Letras diferentes
significam diferenca (p < 0,05).
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et al, 1993), além de estimular a exocitose de que o bloqueio da clivagem nédo ocorre por efeito

granulos corticais (CHO4t al. 1994; DUCIBELLA toxico do forbol éster na célula, mas sim pela ativa-
& LeFEVRE, 1997) o que impossibilitaria a fecun- ¢éo da PQ-C.
dacéo. Neste estudo, foi determinado que a utiliza- Neste experimento, a adigdo ao meio de

¢do de 100 nM de PMA durante a maturagdo de maturacdo de substancias biologicamente ativas,
o6citos bovinos ndo induz a aumento na taxa de sem composi¢do definida e com potencial efeito
partenogénese, validando os resultados de formacéodeletério, demonstra a importancia da utilizacéo de

de pro-nicleos. meios definidos para previsdo e uniformizacdo dos
Conforme observado na Figura 2, os gru- resultados, pois, quando a partida de SVE utilizada
pos controle (positivo, negativo ean4DD) né&o foi trocada, houve uma mudanca brusca nos resulta-

apresentaram diferencas, quanto ao percentual dedos, de maneira que o0 grupo controle positivo nédo
clivagem (p > 0,05). Por outro lado, os odcitos que diferiu do controle negativo, o que, neste caso em
permaneceram em contato com PMA, mesmo que particular, ndo compromete os resultados, pois a
por apenas 1 hora, apresentaram prejuizo em suaclivagem dos grupos que continham PMA foram

clivagem, sendo esta significativamente inferior aos inferiores ao controle negativo.

grupos controle (FIGURA 2). Também n&o houve O processo de separacdo protéica por ele-
diferenca entre PMA-1h, PMA-4h e PMA-7h. troforese possibilitou visualizar uma banda de pro-
Em camundongos, COLONNAet al. teina adicional, ao redor de 74 kDa, nos o6citos

(1997) e GALLICANOet al. (1997) determinaram maturados em SVE (Figura 3). Dados ndo demons-
gue a PQ-C é fundamental para a passagem de od-trados de Western blot revelaram que essa banda é a
cito para zigoto, ou seja, em sua auséncia ndo sePQ-C e esta presente em todos 0s grupos, exceto nos
obtém clivagem. Conforme os resultados de cliva- maturados em PMA.

gem e os dados preliminares de Western blot (dados A auséncia da banda de 74 kDa e da PQ-
ndo demonstrados), ha evidéncias que em bovinos C no final do periodo de maturacéo de CCOs matu-
ela também é necessaria, ndo havendo, como norados em meio contendo 100 nM de PMA e sua
caso da maturacdo nuclear, comportamento oposto presenca nos demais grupos, inclusive no grupo de
entre essas espécies. A inibicdo da clivagem pode oo6citos imaturos, sugere que esta tenha sido degra-
ser devido a mudancgas dramaticas na rede de micro-dada pelo estimulo do forbol éster. Como a ativagéo
filamentos, como observado em outros tipos celula- da PQ-C € necessaria no momento da clivagem
res (TRIFAROet al, 1992). Conforme observacdo (COLONNA et al, 1997) e, estando esta ausente,
realizada por VIGNOLA (1995), a adicdo de SVE ao torna-se bastante 6bvio que, assim como em camun-
meio de maturacdo parece diminuir os efeitos blo-
gueadores do PMA sobre a clivagem. s grupo con-
trole negativo e o grupoodPDD ndo apresentaram SV R
diferenca quanto a taxa de clivagem. Isso demonstra| !2%Pa— &
T4kDa—

»
35kDa— ———
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Figura 2 - Efeito da ativacdo da PQ-C, durante a maturagdo, por
periodos diferentes, na taxa de clivagem. Os od6citos
foram maturados por 24 horas, permanecendo por 1

hora (PMA-1h), 4 horas (PMA-4h) e 7 horas (PMA- Figura 3 - SDS-PAGE (10%) de 200 odcitos por raia, maturados
7h) em presenca de 100 nM de PMA; 10 % de SVE nos diferentes meios e corados com Azul de Coomas-
(SVE); controle negativo (CN) e 100 nM de-2DD sie. Cada raia corresponde a um grupo: SVE (controle
(40-PDD) e fecundados com 2x¥l@spermatozéides positivo); PMA (100nM por 24 horas); Controle ne-
previamente capacitados/ml. A taxa de clivagem foi gativo (CN); 4-PDD (100nM por 24 horas); IMAT
acessada 48 horas ap6s a fecundacdo. Os valores (o6citos imaturos). Os diferentes pesos moleculares
representam o percentual médio de 4 réplicas. Letras determinados pelo padrao (SIGMA) estéo indicados a
diferentes significam diferenca (p < 0,05). esquerda da figura.
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dongos, em bovinos também é necessaria a presengegEONOVER, W.J., IMAN, R.L. Rank transformation as a bridge
de PQ-C no momento da clivagem between parametric and nonparametristatistics. The
) ~ American Statistician, v. 35, n. 3, 1981.
O fator promotor da maturagdo (MPF)
possui papel essencial no RVG em od6citos de diver- DEKEL, N. Protein phosphorilation/ dephosphorilation in the
sas espécies inclusive bovinos (TATEMOTO & meiotic cell cycle of mammalian oocytefRkeviews of
! . - P Reproduction, v. 1, p. 82-88, 1996.

TERADA, 1996). Para ativacdo do MPF ¢é indispen-
séavel fosforilacdo e desfosforilagdo protéica, resul- DUCIBELLA, T., LeFEVRE, L. Study of protein kinase C
tando no reinicio da meiose e. posteriormente. na antagonists on cortical granule exocytosis and cell-cycle

. . C N . » P ! resumption in fertilized mouse eggolecular Reproduction
primeira divisdo mitética (DEKEL, 1996). Oseca- and Development v. 46, p. 216-226, 1997.
nismos responsaveis pela ativacdo do MPF em 06- CALLICANG. 1.6 MCGAUGHEY. RW. CAPCO. D.G
citos de mamiferos permanecem desconhecidos, Activation of protein kinase C after fertilization is required for

podendo haver o envolvimento da rota bioquimica remodeling the mouse egg into the zygotdolecular
estimulada neste trabalho. Reproduction and Developmenty. 46, p. 587-601, 1997.

. Como pode ser observado nos resultados g | cano, 1.G., SCHWARZ, S.M., MCGAUGHEY, R.Wat
obtidos no presente estudo, fica bastante evidente a al. Protein kinase C, a pivotal regulator of hamster egg
influéncia da rota da PQ—C na regu|a9ao da matura- activation, functions after elevation of intracellular free
cdo de odcitos bovinos e seu reflexo no desenvolvi-  alcum-Developmental Biology v. 156, p. 94-106, 1993.
mento embrionario precoce. A estimulacdo da PQ-C GONGALVES, P.B.D., GRAVES, C.N. Interaction between
pelos periodos de 1,4e7 horas nao estimula a for- cAMP, Diacylglycerol and Ca-Calmodulin pathways in the

~ . . regulation of cumulus expansion. Society for the Study of
macédo de PN e provoca prejuizo na clivagem. Os

il o Reproduction, In: 25th Annual Meetind\nais.., Raleigh,
dados iniciais, que demonstram a auséncia de PQ-C  North Carolina, 1992.

no final do periodo de maturagéo, permitem concluir

. . d Vi brionarioc  CONGALVES, P.B.D., HERNANDEZ, AG., RUBIN, M.|.Bet al.
sua |mportan_C|a no desenvolvimento em _r'ona}r'o Funcdo da proteina quinase C na maturagdo nuclear em odcitos
precoce. Assim sendo, os resultados aqui obtidos  bovinosZootecnia,v. 32, p. 42, 1994.

demonstram a necessidade da continuidade dos HOMA, S.T. Neomycin, an inhibitor of phosphoinositide

estudos desta rota bioquimica em odcitos bovinos. hydrolysis, inhibits the resumption of bovine oocyte
spontaneous meiotic maturatiohournal of Experimental
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