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Resumo

O estadio de desenvolvimento do o6cito no momento da ovulagao ¢ variavel entre as espécies. Em
algumas, como a equina, devido ao perfodo de estro da égua ser longo e o momento da ovulagao ser
variavel, caso ocorra demora na fecundacido, a retomada da meiose do odcito pode ser iniciada
precocemente, 0 que ocasiona maior incidéncia de mosaicismo nos cromossomos sexuais. Adicionalmente,
apresenta instabilidade das organelas citoplasmaticas e nucleares, fragmentacao, desenvolvimento anormal
e morte celular. As causas que promovem a deterioragdo progressiva levam a fragmentagao do odcito,
mesmo na auséncia de fecundagio, sendo essas mudangas morfoldgicas resultantes da ativagao de um
grupo de proteases (caspases). O envelhecimento do odcito também pode acarretar o rompimento
das membranas mitocondriais e/ou gerar a inabilidade de produzir adenosina trifosfato, e assim
comprometer a manuten¢ao do ovécito fecundado. O aumento da idade materna tem sido associado
com a deterioragao do odcito, ocasionando maior incidéncia de perda embrionaria precoce. Os fatores
e os mecanismos etiolégicos responsaveis pelo aumento dos erros na distribuicao dos cromossomos
durante a formagao das células germinativas, ainda nao sio amplamente conhecidos, podendo ser
distribuidos entre os estadios de formacao das células germinativas e meiose no embrido, estando
relacionados principalmente a ndo-disjuncdao cromossomica. A atuac¢do da aneuploidia, sobre o atraso
na matura¢do do odcito, pode estar relacionada, principalmente, a atividade do fator promotor de
maturagao (MPF) e da proteina quinase mitogénica ativada (MAPK), sendo estas as causas mais provaveis
do aumento da perda reprodutiva em fémeas mais velhas. Esta revisao tem por objetivo descrever
alguns dos eventos que ocorrem durante o envelhecimento do odcito nos momentos pré e pos-ovulagao.

Palavras-chave: Fator promotor de maturacao. Envelhecimento. Odcito.
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Abstract

The developing status of the oocyte at the moment of ovulation is variable among species. In some
species, such as equine, because the estrous mare is long and ovulatory time is variable, if the
fertilization occurs too late the development of oocyte could be initiated too early as a consequence
of the restarting of oocyte meisois II, so raising the incidence of the mosaicism on sexual
chromosomes will occur. In addition also can be present are: instability of organelles nucleates and
cytoplasm, oocyte fragmentation, abnormal developing and cell death. This morphological change
comes from activation of proteases groups (caspases). The age of oocyte could be cause of the
rupture of mitochondrial membranes, or produce disability for generation adenosine thiphosphate
and as a consequence that could be prejudicial for holding oocyte fertilized. The maternal aging
has been related with decreasing of oocyte quality and increasing the rates of loss embryonic. The
mechanisms and ethological factors responsible by elevation of errors on chromosome distribution
during the formation of germ cells need be more clarification, however could be occur between the
stages of germ cells formation to embryo meiosis, and normally is correlated with non —disjunction
chromosomal. The aneuploidy major effects above the delay of oocyte maturation could be related
with activity of maturation promoter factor (MPF) and mitogen activated protein kinase (MAPK),
and both could be major cause for reproductive loss in elderly mares. The aims of this article
review is describe some aspects involved in mammalian’s oocyte aging of pre and post ovulation.

Keywords: Maturation promoter factor. Aging. Oocyte.

INTRODUCAO

Na maioria dos mamiferos placentarios, o odcito, apds a ovulagio, tem viabilidade curta,
com tempo médio de vida variando de 8 a 10 horas (HUNTER, 1990). Em algumas espécies, como na
equina, os dados sao conflitantes. Alguns autores registraram o tempo maximo de viabilidade do o6cito
equino como sendo de 12 horas (WOODS et al., 1990), enquanto que outros autores estimaram o tempo
de viabilidade oocitaria, pés-ovulacao, ao redor de 18 horas (SALTZMAN, 1940).

O tempo de viabilidade p6s-ovula¢do é ponto comum entre todos os estudos que envolvam
a qualidade e viabilidade do odcito, pois o decorrer do tempo pos-ovulagao em relagido a fecundagiao esta
associado com o desenvolvimento normal do odcito, com as taxas de concepgao e com a ocorréncia de
anormalidades cromossomicas (HUNTER, 1990).

O aumento da idade materna tem sido registrado estar associado com a deterioragao do
obcito, principalmente na espécie humana (BUKVIC et al., 2001). A reducao da fertilidade em animais
com maior idade, pode ser atribuida a maior incidéncia de perda embrionaria precoce (BALL, 2000). Em
humanos, este ¢ o fator essencial de analise em gametas femininos de mulheres mais velhas, embora os
mecanismos biologicos subjacentes a este fenomeno niao tenham sido completamente elucidados
(PLACHOT, 2003). O envelhecimento tem sido associado com o aumento da incidéncia de aneuploidia,
que pode interferir com a formagao das células germinativas nos estadios iniciais de meiose no embriao
e durante o periodo da parada meidtica do odcito, antes da retomada da maturacao (BAIRD et al., 2005).

Esta revisio tem por objetivo descrever alguns dos eventos que ocorrem durante o
envelhecimento do odcito ao longo da pré e pés a ovulagao.

REVISAO DE LITERATURA

O estadio de desenvolvimento do o6cito no momento da ovulagio é variavel entre as espécies,
sendo que na canina e na equina, as diferengas sio maiores em relagao as demais. Particularmente, nesta
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ultima espécie, o estadio de desenvolvimento nuclear a ovulagao pode variar entre animais e ciclos estrais,
que pode ser, ocasionalmente, liberado como ovécito primario, embora seja mais frequente o estadio de
ovocito secundario (HUNTER, 1990). Ainda em equinos, devido ao perfodo de estro da égua ser longo
e o momento da ovulagido variavel, caso ocorra demora a fecundagao, o desenvolvimento do oécito pode
ser iniciado precocemente, o que leva a maior incidéncia de mosaicismo Nos cromossomos sexuais,
indicativo de envelhecimento celular (BLUE, 1981). Este processo, em adi¢ao, apresenta instabilidade das
organelas citoplasmaticas e nucleares, fragmentacao, desenvolvimento celular anormal e morte (FISSORE
et al., 2002). Estudos conduzidos em camundongos confirmam esses achados, ao se ter sido demonstrado
que oocitos envelhecidos exibem caracteristicas morfoldgicas anormais antes da fecundagio, tais como:
o desaparecimento da area rica em microfilamentos acima do fuso mei6tico (HUNTER, 1990), rompimento
e localizacao anormal do fuso e desorganiza¢ido da cromatina (FISSORE et al., 2002).

As caracteristicas que promovem a deterioragdo progressiva levam a fragmentagao do
o6cito, mesmo na auséncia de fecundagao. Supostamente, estes eventos advém da morte celular
programada, ja que a deterioracao citoplasmatica é acompanhada pela fragmentacao de DNA, determinada
pela presenca da enzima deoxinucleotidil transferase terminal (TdT) (FISSORE et al., 2002), além de
caracteristicas tipicas de apoptose, tais como: diminuigao do volume celular (nucleo e citoplasma),
alteracOes de membrana, fragmenta¢iao e condensacao de cromatina nuclear e segmentagao da célula em
corpos apoptoticos (YUAN et al., 2005). Essas mudangas morfoldgicas sao resultantes da ativagao de
um grupo de proteases, tais como as caspases (tipos: 1, 2 e 3), existentes nas células como pro-enzimas
inativas que, apos serem ativadas pela clivagem de residuos especificos de aspartato, inativam e lisam
diversas proteinas, como: a polimerase poli-ADP-ribose (PARP), histona-H1 e proteinas quinases
dependentes de DNA (MEN et al., 2003).

O envelhecimento do odcito, apds a ovulacao, também pode acarretar o rompimento de
membranas mitocondriais, ou mesmo a inabilidade de gerar adenosina trifosfato (ATP), e assim tendo
consequéncias negativas sobre a proliferacao e a sobrevivéncia da célula (FISSORE et al., 2002). Os
danos mitocondriais promovem colapso do potencial transmembrana da organela e, assim, provoca a
separagao da cadeia respiratoria que cursa com a liberag¢do e a superprodugdo de anions superéxidos,
interrup¢ao da biogénese mitocondrial, efusdo de glutationa e calcio da matriz e, por fim, a liberagao de
proteinas transmembrana soluveis que levarao a ativacao das caspases e, secundariamente, das
endonucleases e a fragmentacao do DNA (CUMMINS, 2004).

A indugao da fragmentacao e da ativagdo das caspases em odcitos envelhecidos, também pode
ser realizada pela sinalizagdo do influxo de fons calcio por causa da fecundagao, sugerindo que este sinal
pode atuar como indutor de apoptose. Contudo, desconhece-se como o mesmo sinal pode responder por
vias diferentes, ou seja, ativagao e morte oocitaria. No entanto, é sabido que a mudanca da homeostase
do calcio esta associada a necrose celular e apoptose em odcitos envelhecidos (FISSORE et al., 2002).

A base molecular para a regulagao andémala de célcio precisa ser melhor elucidada, porém,
aparentemente, envolve a redu¢do na concentracao de trifosfato de adenosina (ATP), e concomitante
a reducdo da expressio da proteina anti-apoptética (Bcl-2) em odcitos envelhecidos. A baixa
disponibilidade de ATP pode diminuir o funcionamento da bomba do sistema calcio-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), que ¢ responsavel pelo preenchimento do reticulo endoplasmatico (ER). A
quantidade reduzida de Bcl-2 pode, negativamente, impedir a fun¢ao do SERCA, embora a sua fungao
na homeostase do calcio permanega controversa. O mau funcionamento do sistema calcio-ATPase do
reticulo sarcoplasmatico, pode ser o responsavel pela homeostase anormal do calcio em odcitos
envelhecidos (FISSORE et al., 2002).

Outro ponto essencial de atuagao do calcio é quanto aos granulos corticais que durante a
ativagao do oocito, com o decorrer do envelhecimento poés-ovulatério, tornam-se intumescidos e se
mantém mais profundos no coértex dele. Deste modo, nao se fundem com a membrana plasmatica e,
consequentemente, nao ocorre a liberacao do conteudo cortical no espago perivitelinico. Nesta
condicao, a exteriorizacao do conteudo dos granulos corticais nao se segue a ativagao e, com isto, o
bloqueio a polispermia niao ¢é induzido e o odcito permanece sob risco da ocorréncia de polispermia

(HUNTER, 1990).
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De forma geral, os odcitos envelhecidos exibem reducao das quinases meidticas, do fator
promotor de maturagao (MPF) e da proteina quinase mitogénica ativada (MAPK), decréscimo na concentragao
de proteinas antiapoptoticas e dos estoques de fons calcio do reticulo endoplasmatico. Também, apresentam
funcao mitocondrial suprimida e liberacio de produtos pré-apoptoticos, apds a estimulacio pelo calcio
(GORDO et al,, 2002). Desta maneira, mesmo que o odcito, posteriormente, seja penetrado por um
espermatozoide, a fecundagdao e a formac¢do normal do zigoto com o correto nimero de cromossomos
(diploide) pode nao se realizar e, assim, ocorrer a morte embrionaria precoce (HUNTER, 1990).

Além do envelhecimento do odcito apds a ovulagdo pela falta do fator inibidor da meiose, o
aumento da idade materna, principalmente na espécie humana (BUKVIC et al.,, 2001), esta associado a
deterioracao na qualidade do odcito. Poucos estudos tém tratado deste assunto em animais domésticos.
Contudo, é ponto comum entre os trabalhos nessa area que odcitos envelhecidos desenvolvem disjun¢ao
cromossOomica anormal, classificada como aneuploidia, definida como o nimero anormal de cromossomos
que nao possui um multiplo exato do numero haploide (BALL, 2000). Os fatores e os mecanismos
etiologicos responsaveis pelo aumento dos erros na distribui¢ao dos cromossomos durante a formacgao das
células germinativas, ainda nao sdo totalmente conhecidos, podendo sua ocorréncia ser distribuida entre
os estadios iniciais de formagao das células germinativas e meiose no embrido, durante o perfodo da parada
meiotica do odcito, antes da retomada da maturacdo, proéximo a senilidade reprodutiva da fémea, durante
a maturaciao do odcito, antes da fecundacio e na meiose II (BAIRD et al., 2005).

Dentre todas as possibilidades de distribui¢io da ocorréncia, a teoria mais aceita ¢ de que
os erros meidticos maternos que, preferencialmente, ocorrem durante a primeira divisao meiotica (MI)
sao os responsaveis pela maioria das aneuploidias (PELLESTOR et al., 2006). Existem varios padroes
de segregacao anormal da MI: (i) nao-disjuncao “verdadeira”, na qual os homoélogos sao transportados
em conjunto para o mesmo polo celular; (ii) nao-disjun¢do “aquiasmatica”, na qual homdlogos que
falham no pateamento e/ou reagrupamento sio transportados, independentemente, a0 mesmo polo; e
(iii) separagao prematura das cromatides irmas (PSSC) que, no lugar dos homodlogos, segregam uma da
outra. A nao-disjuncio, na segunda divisio meidtica (MII), resulta da falha das cromatides irmas em se
separarem (BAIRD et al., 2005).

A nio-disjung¢io dos cromossomos bivalentes e a separa¢ao prematura das cromatides irmas
tem sido incriminadas como sendo os principais mecanismos de ocorréncia de aneuploidia. Alguns
autores (ANGELL; XIAN; KEITH, 1993) tém identificado a pré-divisio das cromatides como a
principal fonte de aneuploidia entre odcitos. Outros estudos tém sugerido que apesar dos dois erros da
meiose I estarem envolvidos na incidéncia de aneuploidia, a separagdo pré-matura das cromatides é
relatada como artefato de cultura (ZHIVKOVA et al., 2007).

Alguns estudos demonstraram que a frequéncia do cruzamento entre as cromatides (quiasma)
reduz com o avancar da idade materna e a frequéncia de bivalentes com terminais quiasmaticos ¢ muito
maior em odcitos provenientes de fémeas com maior idade. O decréscimo na frequéncia de quiasmas
¢ acompanhado pelo aumento da produgao de univalentes, que sao responsaveis pela nao-disjuncgao e
que podem estar correlacionados com os disturbios de fuso (PLACHOT, 2003). Assim, a formacao do
fuso podera ser comprometida, provavelmente pelo desafio metabdlico sofrido pelo odcito ou pelos seus
precursores durante o longo perfodo de descanso no estadio dictiado no ovario, antes da retomada da
matura¢ao, uma vez que esta pode ser, diretamente, afetada pela redugao do pH interno (EICHENLAUB-
RITTER, 1998). O envelhecimento intraovariano do o6cito pode comprometer a habilidade do aparato
meidtico em balancear adequadamente a segregacao cromossoémica (PLACHOT, 2003).

O erro do balanceamento cromossomico pode levar a falha na fecundagdo e na implantagao,
consequentemente ocasionando perda embrionaria e aborto em diferentes estadios da gestagao
(ARMSTRONG, 2001). Estudos comparativos entre odcitos de éguas velhas e potras demonstraram
que a aneuploidia pode estar associada a diferencas morfolégicas citoplasmaticas secundarias, sendo
que os oocitos de éguas mais velhas apresentam atraso na maturagao da metafase II (AGUIAR et al.,
2002). Estes od6citos possuem menor area ocupada pelos granulos corticais, maior area ocupada pelo
reticulo endoplasmatico liso e maiores vesiculas citoplasmaticas por oodcito, indicando aumento da

incidéncia de defeitos degenerativos (ARMSTRONG, 2001).
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A atuacao da aneuploidia sobre o atraso na maturacao do odcito pode estar relacionada,
principalmente, com a atividade do MPF e da MAPK (BERTAGNOLLI et al., 2004). A atividade dessas
quinases ¢ conduzida pela fosforilagao/defosforilacao, degradacio e sintese de proteinas, além de ser,
propriamente, dependente do estado do citoesqueleto do fuso no odcito. A andlise dos padroes de
fosforilagao de proteinas em odcitos de camundongos, estacionados no estadio dictiado, prové
evidéncias preliminares sobre a alteracao da sintese e ou fosforilagao de proteinas no odcito de fémeas
de maior idade. Desta maneira, isto sugere uma relagao causal entre fosforilacao alterada, atividade das
quinases, regulacao do ciclo celular e predisposi¢ao a aneuploidia (EICHENLAUB-RITTER, 1998).

Estudo conduzido em camundongos sobre a atividade da MAP quinase e da MPF registrou
que a progressao precoce da anafase I, em odcitos de fémeas senis, é acompanhada pela queda precoce
na atividade da MPF, quando o primeiro corpusculo polar é formado. Inicialmente, as atividades de
ambas as quinases foram menores nos oocitos de animais mais velhos (EICHENLAUB-RITTER, 1998).
Aparenta ser substancial que, em od6citos de éguas idosas, esta reducao seja secundaria ao aumento da
incidéncia de aneuploidia, apesar de carecer de comprovacao (BALL, 2000).

Em equinos, apesar da caréncia de comprovagao do envolvimento da aneuploidia na perda
embrionaria precoce, alguns estudos registraram diferenc¢as na taxas de gestagao entre oocitos de éguas
jovens e idosas (BALL, 2000). Assim, a taxa de aneuploidias pode ser maior em éguas de idade mais
avancada e, até mesmo, apresentar maior incidéncia do que em humanos. Independentemente dos
efeitos da tuba uterina e das patologias uterinas, a maior taxa de subfertilidade em éguas mais velhas
poderia ser consequéncia da fecundagao de odcitos que niao passaram por uma adequada maturacao
meidtica, bem como pela maior prevaléncia de anormalidades cromossomais. Isto porque foi demonstrado
que o odcito de éguas mais velhas requer maior periodo de tempo para maturar até a segunda metafase,
se comparado com o odcito de éguas mais jovens (BRINSKO; BALL; ELLINGTON, 1995).

Em adicdo, a formacio do fuso meibtico, mitdtico e a segregagdo cromossomica por serem
processos ativos, dependentes da energia gerada pelas mitocondrias, sugere-se que o impedimento da fungao
mitocrondial seja a principal causa do aumento da incidéncia de anormalidades cromossomicas em embrides
de fémeas mais velhas. Durante o crescimento e a matura¢ao do odcito, o numero de mitocondrias aumenta
de dezenas para centenas, no estadio de foliculo primordial, e de centenas para milhares no momento da
ovulagao. Neste ponto, a replicagdo mitocondrial do odcito interrompe e, em camundongos, nao se reinicia
até o inicio do estadio de gastrulacio do embrido. Como resultado, o inicio da divisao celular embrionaria
exige o envolvimento de um elevado numero de mitocondrias derivadas do odcito (RAMBAGS et al., 2000).

Sugere-se que, em éguas velhas, uma espécie de oxigénio reativo, gerado durante a
fosforilacio oxidativa constitutiva, causaria danos cumulativos sobre a membrana mitocondrial do
od6cito. No entanto, essa lesdo sé se torna aparente quando a demanda de energia pelo o6cito é maior,
por exemplo, durante a maturagao 7z vitro. A redugao do numero de mitocondrias e da qualidade de
o6citos maturados de éguas velhas pode ter um consequente efeito sobre a competéncia do seu
desenvolvimento (ARMSTRONG, 2001). Em mulheres, o baixo numero de cépias do DNA mitocondrial
(mtDNA) do odcito tem sido associado com a baixa fertilidade, enquanto em camundongos, grandes
danos a mitocondria do odcito, restringe-se a habilidade deste em sofrer a quebra da vesicula germinal,
a forma¢ao do fuso meidtico, a segregacao dos cromossomos, a extrusao do corpusculo polar e a
formacao do blastocisto (RAMBAGS et al., 2005).

Baseando-se nos estudos conduzidos até o presente momento, aparentemente os defeitos do
od6cito (seja por elevar a incidéncia de aneuploidia ou por erros da cépia do mtDNA) sao as causas mais
provaveis do aumento das perdas reprodutivas em éguas mais velhas (BALL, 2000; ARMSTRONG,
2001) e humanos (EICHENLAUB-RITTER, 1998). Isto representa somente a menor parte, se
comparado a reducao na capacidade de desenvolvimento. Deste modo, as condi¢es pregressas, as quais
o od6cito foi submetido durante o desenvolvimento e na vida reprodutiva, sio determinantes da sua
qualidade. A aneuploidia aumenta com o avancar da idade, mas ndo ¢ a causa exclusiva da redugdo da
fertilidade. F essencial caracterizar e identificar a causa da menor qualidade dos oécitos de animais
velhos, uma vez que isto podera gerar maiores informagdes sobre o estudo etiolégico da aneuploidia e

sua relacao com o avancar da idade (EICHENLAUB-RITTER, 1998).
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CONSIDERACOES FINAIS

Odcitos envelhecidos apresentam mitocondrias com anomalias genéticas e morfologicas,
sendo que suas consequéncias ainda precisam ser melhor compreendidas. Entretanto, estes odcitos sao
mais sensiveis as lesdes mitocondriais em relagdo aos de ovulagdo mais recente, porém possuem
respostas metabdlicas e apoptoticas similares. Estes defeitos, aparentemente, sao as causas mais
provaveis do aumento da perda reprodutiva em fémeas mais velhas. Todavia, de algum modo, isto
representa somente a menor parte, quando comparado a reduzida capacidade de desenvolvimento.
Esses e futuros achados podem contribuir para aperfeicoar as estratégias laboratoriais para minimizar
as injurias nos oodcitos e melhorar as perspectivas para as taxas de concepg¢ao.
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