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O presente trabalho foi delineado com o
objetivo de avaliar os efeitos da estimulaciio da
proteina quinase C (PK-C) e sua interagdo com a
proteina quinase A (PK-A) no reinicio da meiose,
maturacdo nuclear e expansao do cumulus em o6citos
bovinos. Também foi investigada a acio da PK-C na
maturagdo citoplasmatica e desenvolvimento embrio-
nario. Em um pré-experimento, odcitos nos estagios de
vesicula germinativa (VG), metafase I (MI) e metafase
[ (MII) foram fixados em &cido acético:metanol (1:3)
em laminas (FLL), ou em placa de petri (FPL) e
corados com lacmoide a 1% em PBS (phosphate
buffered saline). Em um terceiro grupo foram fixados
em lamina e corados com Giemsa (FLG). A seguir, 0s
odcitos foram examinados em microscépio equipado
com contraste de fase. Nos experimentos com segun-
dos mensageiros, os o6citos foram aspirados com
bomba de vacuo de foliculos com didmetros entre 2 e
8mm, de ovarios obtidos em matadouro. Foram

1

cultivados em TCM modificado com 25mM de Hepes,
2,2 mg/ml de bicarbonato de s6dio e 3mg/ml de
albumina sérica bovina (BSA) a 30°C em uma atmos-
fera de 5% de CO, em ar. Foram realizados os seguin-
tes experimentos: 1. os odcitos foram estimulados por
diferentes segundos menssageiros durante 7 ou 18h.
Apos este periodo de estimulagdo, os estidgios de
matura¢do nuclear, as 7 ou 18h, e o grau de expansio
do cumulus, as 18h, foram avaliados. 2. os odcitos
foram estimulados na presenca de soro fetal bovino e
foram investigadas as a¢des das PK-C e PK-A na
regulagdo da maturagdo nuclear. 3. odcitos foram
cultivados por 24h na presenga de soro de vaca em
estro acrescido de LH (1,5.g/ml), FSH e LH
(0,5ug/ml e 1,54g/ml) ou forbol éster promotor de
tumores 12-0-tetradecanoil-13-acetate (PMA, estimu-
lador da PK-C; 100nM), e foram avaliadas a clivagem
e 0 desenvolvimento embrionério. No pré-experimen-
to, o estagio de vesicula germinativa foi observado
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corretamente somente com a técnica de FLL. Entretan-
to, as técnicas de FPL e FLG foram as mais eficientes
para os odcitos em MI e MIl. O PMA e 1,2-
dioctanoyl-sn-glycerol (DiC8) estimularam o reinicio
da meiose ¢ a maturacdo nuclear em uma forma
dependente da concentragdo (0-100nM respectivamen-
te). O tratamento com forskolin (FK) inibiu transito-
riamente o reinicio da meiose e diminui a percentagem
de odcitos que maturaram, enquanto a ativagdo da PK-
C pelo PMA superou esse efeito inibitorio. O FK
estimulon a expansio do cumulus inclusive em
presenca de PMA; entretanto, o PMA teve uma
minima resposta na expansdo do cumulus. A adigdo
de soro fetal bovino ao meio néo teve influéncia nos
efeitos do FK e PMA. Nio houve diferencas significa-
tivas nas taxas de clivagem e desenvolvimento em-
brionério nos grupos maturados com ou sem hormo-
nios ou PMA. Os resultados demonstraram que a PKk-
C esta envolvida na regulacdo nuclear em oo6citos
bovinos, estimulando o reinicio da meiose € a matura-
cdo nuclear, e interage com a PK-A, bloqueando a sua
acdo inibitéria. De uma outra maneira, a PK-C e a PK-
A estdo também envolvidas na regula¢do da mucifiea-
cdo das células do cumulus.

Palavras-chave: segundos mensageiros, proteina
quinase-A, proteina quinase-C,
o6cito, bovinos.

The present study was conducted to
determine the effect of protein kinase-C (PK-C) and
the possible interaction with the protein kinase-A (PK-
A) in the resumption of meiosis, nuclear maturation
and cumulus expansion in bovine oocytes. Also, the
effect of PK-C stimulation in cytoplasmic maturation
and embryo development was investigated. In a pre-
experiment, oocytes in germinal vesicle (GV),
metaphase I (MI) and metaphase II (MII) stages were
fixed in acetic acid: methanol (1:3) either on shdes
(FLL) or in petri dishes (FPL) and stained with 1% of
lacmoid in phosphate buffered saline (PBS). Also, the
oocytes were fixed on slides immersed 1n acetic acid:
methanol (1:3) and stained with Giemsa (FLG). In the
experiments that studies the role of second messengers

on oocyte maturation, the oocytes were aspirated using
a vacuum pump from 2-8mm follicles, from ovaries
obtained in a slaughterhouse, and were cultured in
modified TCM 199 medium containing 25mM hepes,
2.2mg/ml sodium bicarbonate and 3mg/ml bovine
serum albumin (BSA) at 39°C under an atmosphere of
5% C0, in air and saturated humidity. The following
experiments were accomplished: 1) the oocytes were
stimulated by different second messengers during 7 or
18h to evaluate nuclear maturation (at 7h and 18h) and
cumulus expansion (at 18h); 2) oocytes were
stimulated in the presence of fetal bovine serum, and
the effects of PK-A and PK-C in the regulation of
nuclear maturation were investigated; 3) oocytes were
cultured during a period of 24h in the presence of
estrous cow serum supplemented with LH (1.5.g/ml),
FSH and LH (0.5.g/ml and 1.5.g/ml) or PMA (active
phorbol ester, stimulator of PK-C; 100nM), for
investigating cleavage and embryo development rates.
In the pre-experiment, the GV stage was accurately
identified only with the FLL technique. However, FPL
and FLG procedures were more efficient for oocytes
in the MI and MII stages. PMA and 1.2-dioctanoyl-sn-
elycerol (DiC8) stimulated meiotic resumption and
nuclear maturation in a dose dependent manner
(0-100nM and 0-10mM, respectively). The treatment
with forskolin (FK) significantly inhibits resumption
of meiosis and decreases the percentage of oocytes in
the MII stage, but PK-C stimulation reversed this
inhibitory eftect. Forkolin stimulated cumulus
expansion in the presence and absence of PMA;
however, PMA had only a slight ettect in cumulus
expansion. There were no significant differences in
cleavage and embryo development among treatment
groups. The results suggest that PK-C 1s involved in
the regulation of oocyte maturation in the bovine,
stimulating both the resumption of meiosis and nuclear
maturation. Also, PK-C suppresses the inhibitory
effect of PK-A on oocyte nuclear maturation. In
regarding to cumulus expansion, PK-C and PK-A are

involved in the regulation of cumulus cells
mucification.

Key words: second messengers, protein kinase-A,
protein kinase-C, oocyte, bovine.

Ciéncia Rural, v. 26, n. 2, 1996



	345.gif
	346.gif

