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RESUMO

Neste trabalho, objetivou-se avaliar o envolvimento do sistema L-arginina/éxido
nitrico sintase/6xido nitrico (L-arg/NOS/NO) na maturacdo nuclear durante o
cultivo in vitro de odcitos bovinos em um sistema com bloqueio da meiose.
Grupos de 20 CCOs foram cultivados junto com oito hemissecc¢bes (HS) da
parede folicular em estufa a 38,5°C e 5% de CO,, em 200 yL de meio de
maturacdo (TCM 199/BSA), suplementado com diferentes concentracdes de L-
arginina (2,5; 4; 5; 6; 10 e 50 mM) ou de Nw-L-nitro-arginine methylester (L-
NAME) (0,1; 0,5; 1; 2,5; 5 e 10 mM). Os controles consistram de CCOs
cultivados em presenca ou auséncia de HS. Foram avaliados os parametros de
estadio de maturacdo nuclear dos odcitos, integridade da membrana
plasmatica dos o0citos e das células do cumulus, concentragéo de E; e P4 e de
nitrato/nitrito no meio de cultivo, e concentracao intracelular de AMPc e GMPc
dos CCOs. Os resultados foram avaliados por analise de variancia e as médias
foram comparadas pelo teste SNK a 5%. As concentracfes de 4, 5 e 6 mM de
L-arginina aumentaram a propor¢cdo de od0citos que atingiram a metafase I
(MIl) ap6s 22 horas de cultivo em relagcdo ao controle com HS (24,2+9,0,
27,1+6,4 e 25,9+19,2, vs 8,4+6,5, respectivamente) (P<0,05). Todas as
concentracfes de L-arginina avaliadas aumentaram a proporcao de células do
cumulus com membrana integra quando comparadas aos controles (P<0,05),
mas nenhuma delas afetou a concentracdo de esteroides e de nitrato/nitrito
total apés 22 horas de cultivo, em relacdo ao controle com HS (P>0,05). A
adicdo de 10 mM de L-arginina promoveu a retomada da maturacdo nuclear,
mas impediu a progressao da meiose. O cultivo adicional por 16 horas mostrou
gue este efeito é reversivel (6,9 5,9 vs 66,3+6,2 de odcitos em MIl) (P<0,05).
A adicdo de 1 mM de L-NAME aumentou a propor¢cdo de odcitos em MiIl
guando comparada ao controle com HS e aos outros tratamentos (P<0,05). A
mesma concentracdo de L-NAME diminuiu a proporcao de células do cumulus
com membrana lesada (P<0,05). Todas as concentracdes de L-NAME
avaliadas diminuiram a concentracdo de nitrato/nitrito, mas nenhuma delas
afetou a concentracdo dos esteroides (P>0,05). A adicdo de L-arginina nao
afetou a concentracdo de AMPc nos CCOs, mas atenuou a diminuicdo na
concentracdo de GMPc (P<0,05). A adicdo de L-NAME aumentou a
concentragdo de AMPc na primeira hora de cultivo e diminuiu a concentragéo
de GMPc em 3 horas (P<0,05). Estes resultados nos permitem concluir que as
alteracdes na via L-arg/NOS/NO afetam a maturacdo nuclear e a integridade
das células do cumulus de CCOs. A L-arginina e L-NAME estimulam a
retomada e progressdo da meiose por mecanismos diferentes que nao
envolvem a alteragdo na concentragdo de P, e E, A regulacdo dos
nucleotideos AMPc e GMPc pode ser a via utilizada pelo L-NAME para
estimular a maturagao nuclear.
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ABSTRACT

This work aims to assess the involvement of L-arginine/nitric oxide sintase/nitric
oxide (L-arg/NOS/NO) system in the nuclear maturation during in vitro culture of
bovine oocytes in a system with meiosis arrest. Groups of 20 COCs were
cultured together with 8 hemi-sections (HS) of follicular wall at 38,5°C and 5 %
of CO2, in 200 pL of maturation medium (TCM 199/BSA) suplemented with
different concentrations of L-arginine (2.5, 4, 5, 6, 10 e 50 mM) or Nw-L-nitro-
arginine methylester (L-NAME) (0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, e 10 mM). COCs groups with
or without HS were used as controls. The parameters of nuclear maturation
state of oocytes, plasma membrane integrity of oocytes and cumulus cells, E2
and P4 concentrations and total nitrite in the culture medium, were assessed.
Results were assessed using the variance analysis and means were compared
using the SNK test. Concentrations of 4, 5 and 6 mM of L-arginine increased
the proportion of oocyte in metaphase Il (MIl) after 22 h of culture in relation to
control with HS (24.2+9.0, 27.1+6,4 e 25.9%+19.2, vs 8.4%6.5, respectively)
(P<0.05).L-arginine increased the proportion of cumulus cells with plasmatic
membrane intact in all the concentrations tested, when compared to controls
(P<0.05), but none of them affected the concentration of steroids and total
nitrite after 22 h of culture in relation to the control with HS. High 10 mM of L-
arginine promoted the resumption of nuclear maturation, but avoided the
meiosis progression. Additional culture for 16 h showed that this effect is
reversible (6.9£5.9 vs 66.3+6.2 of oocytes in MIl) (P<0.05). 1 mM of L-Name
increased the proportion of oocytes in MIl when compared to control with HS
and the others treatments. The same concentration of L-Name reduced the
proportion of cumulus cells with injured membrane. All the concentrations of L-
NAME assessed reduced the total nitrite levels, but none of them affected the
steroids concentration (P>0.05). L-arginine did not affected the AMPc levels in
COCs, but attenuated the reduction of GMPc concentrations (P<0.05). L-NAME
increased the concentration of AMPc at first hour of culture (P<0.05) and
reduced the concentration of GMPc at 3h (P<0.05). These results allow us to
conclude that alterations in the L-arg/NOS/NO pathway affect the nuclear
maturation and the cumulus cells integrity of COCs. L-arginine and L-NAME
stimulate the resumption and progression of meiosis by different mechanisms
that do not involve alterations in P4 and E2 concentrations. The AMPc and
GMPc nucleotides regulation could be the pathway used for L-NAME to induce
the nuclear maturation.

Key words: L-arginine, nitric oxide, meiotic arrest, nuclear maturation,
nucleotides
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1. INTRODUCAO

O mecanismo exato e as substancias envolvidas que causam a
retomada e a progressao da meiose dos odcitos bovinos in vivo, depois do pico
de LH, ndo sdo completamente entendidos. Os eventos que promovem a
maturacao nuclear tém sido tecnicamente dificeis de estudar em condi¢des fora
de um ambiente fisioldégico, uma vez que a estrutura-integridade das células
foliculares deve permanecer intacta para preservar a fisiologia normal
(MEHLMANN 2005).

A maturacdo de odcitos em cocultivo com hemisseccgdes (HS) da parede
folicular € uma tentativa de simular in vitro as condi¢des do ambiente folicular in
vivo. As células da parede folicular em cultivo, principalmente as células da
teca, produzem um fator de natureza desconhecida, soltvel no meio de cultivo,
com capacidade de bloquear parcialmente a maturacdo nuclear dos odcitos
(SIRARD e COENEN, 1993). Dessa forma, o cocultivo com HS da parede
folicular € um sistema alternativo para estudar as interacdes que ocorrem entre
as células sométicas do foliculo e o odcito, e assim entender os mecanismos
que levam a completa maturacao oocitaria e conferem ao odcito a competéncia
de desenvolvimento.

Uma das substancias que tem sido estudada pelo seu possivel
envolvimento nos eventos que regulam a maturacéo oocitaria € o éxido nitrico
(NO). O NO é uma molécula envolvida em diferentes processos de sinaliza¢éo
inter e intracelular. E produzida a partir da atividade da enzima oxido nitrico
sintase (NOS) que catalisa a reacdo que transforma o aminoacido L-arginina
em L-citrulina e NO (NATHAN e XIE, 1994; IGNARRO, 2000).

A NOS pode ser encontrada em trés isoformas: a isoforma neuronal
(nNOS), endotelial (eNSO) e induzivel (iNOS). As isoformas NNOS e eNOS sao
constitutivas e dependem do aumento da concentragdo de calcio e da
calmodulina para exercer a sua atividade, geram NO em baixas concentragdes
e por curtos periodos de tempo. A INOS pode ser ativada independentemente
da presenca de alta concentracdo de calcio e/ou calmodulina, e sob um
estimulo adequado, produz NO em grande quantidade e por longos periodos
(ALDERTON et al., 2001).
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A importancia do NO nos eventos da maturacdo oocitaria na espécie
bovina tem sido demonstrada por trabalhos que detectaram a presenca das
diferentes isoformas da enzima NOS, principalmente as isoformas eNOS e
INOS, em o0d6citos e em células somaticas do ovario de bovinos (TESFAYE et
al., 2006; PIRES et al., 2009) e por estudos feitos bloqueando a atividade das
NOS (MATTA et al., 2009; SCHWARZ et al, 2010) ou alterando as
concentracfes de NO em meio de maturacdo (VIANNA et al., 2007 e 2011;
SCHWARZ et al., 2008; MATTA et al., 2009).

O NO também tem sido envolvido na regulacdo da integridade e da
viabilidade das células foliculares (TRIPATHI et al., 2009). O efeito do NO nos
tecidos pode ser toxico ou protetor, dependendo da concentracdo, do tipo de
célula e do grau de diferenciacdo celular (BASINI et al., 1998). A producéo
endogena de NO, especificamente o NO oriundo da atividade da iNOS, protege
as células do cumulus da apoptose e preserva a integridade da sua membrana
plasmatica (MATTA et al., 2009; ZAMBERLAM et al., 2011).

Este trabalho tem o intuito de avaliar o envolvimento do sistema L-
arg/NOS/NO durante a maturacao in vitro de odcitos bovinos em cocultivo com
hemisseccbes da parede folicular e, desta forma, contribuir para o
conhecimento dos eventos que levam a aquisicdo da competéncia do

desenvolvimento oocitario.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Compreender o papel do sistema L-arginina/NOS/NO durante a maturagao in

vitro de odcitos bovinos em presenca de hemissecc¢des de parede folicular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Avaliar a influéncia do sistema L-arg/NOS/NO na maturagéo

nuclear dos ooctios em cocultivo com hemissecgdes foliculares.

e Avaliar o efeito da adicdo de L-arginina e do inibidor da enzima
oxido nitrico sintase, L-NAME, na integridade de CCOs

cocultivados com hemissecgdes de parede folicular.

e Avaliar a influéncia do sistema L-arg/NOS/NO na esteroidogénese
das células foliculares e a sua relacdo com o processo de
maturacao nuclear dos odcitos.

e Determinar a influéncia do sistema L-arg/NO na sintese de
nucleotideos ciclicos como uma das vias para a aquisicdo da
competéncia nuclear dos odcitos cocultivados com hemisseccdes

da parede folicular.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Oxido nitrico nos sistemas biologicos

O oxido nitrico (NO) € uma molécula diatbmica com vérias propriedades
biologicas. Possui em sua estrutura quimica um elétron livre, sendo, dessa
forma, uma espécie instavel que pode reagir facilmente com outros radicais, e
consequentemente, tem uma meia-vida biologica bastante curta (3-5 segundos)
(IGNARRO, 2000; AGARWAL, 2005(2)

Essa molécula € soluvel em agua e em lipidios, podendo difundir-se
facilmente através das membranas biolégicas para atuar como um importante
agente nos processos de sinalizacdo inter e intracelular (IGNARRO, 2000;
FUJII et al., 2005).

As consequéncias da atividade do NO nos sistemas bioldgicos dependem
das reacfes quimicas que este gas sofre. Os efeitos podem ser diretos do NO
com o alvo biolégico, ou indiretos, quando estes sao exercidos por espécies
reativas de nitrogénio (ERN) produzidas a partir da reacdo do NO com outros
radicais livres (O, e O, principalmente) (AKTAN, 2004).

Os efeitos diretos acontecem principalmente em lugares onde o NO é
produzido em baixa concentracdo e em curto periodo de tempo, mediando
principalmente processos fisioldgicos. Ao contrario, os efeitos indiretos ocorrem
em lugares expostos a alta concentracao de NO por periodos prolongados de
tempo, tendo maior relacdo com a mediacdo em eventos patofisiolégicos
(ESPEY et al., 2000; WINK e MITCHELL, 1998; AKTAN, 2004).

A sintese do NO nos sistemas biolégicos se da a partir da atividade da
enzima éxido nitrico sintase (NOS), a qual apresenta trés isoformas. Elas foram
denominadas principalmente a partir do Ilugar onde foram isoladas
originalmente (IGNARRO, 2000). Desta forma, as pesquisas feitas no comeco
da década de 80 para determinar o agente enddgeno responsavel pela
vasodilatacdo produzida pelas células do endotélio vascular, levaram ao
descobrimento da presenca da isoforma, desde entdo, chamada endotelial

(eNOS). Os trabalhos que evidenciaram a atividade do NO nos mecanismos de
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neurotransmissao excitatoria revelaram a existéncia da isoforma neuronal
(nNOS) e os estudos do envolvimento do NO na atividade citotoxica dos
macrofagos descreveram a isoforma induzivel (iNOS) (AGARWAL et al., 2005;
FUJII et al., 2005).

Foi descrita uma isoforma mitocondrial mtNOS. No entanto, existem
divergéncias entre pesquisadores sobre se essa isoforma achada nas
mitocondrias seja realmente uma forma diferente da enzima ou simplesmente
as mesmas eNOS e/ou iINOS presentes no ambiente mitocondrial (ZSOMBOR
et al., 2005; BROWN, 2001).

A NOS catalisa a conversdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina, e
como subproduto dessa reacdo é gerado o NO. Para a completa atividade
enzimatica da NOS, é necessaria a presenca de oxigénio e de alguns
cofatores, como a flavina mononucleétido (FMN), a flavina dinucleétido (FDN) e
a nicotinamida-adenina nucleotideo (NADPH). As isoformas endotelial (eNOS)
e neuronal (NNOS), além dos cofatores mencionados, requerem célcio (Ca®") e
calmodulina em maior concentracdo para exercer sua atividade, sendo
consideradas célcio/calmodulinas dependentes (ALDERTON et al., 2001).

Além disso, essas duas isoformas apresentam outra diferenca
significativa que tem a ver com o padréo de atividade. Elas tém uma atividade
basal continua dentro do organismo e, portanto, sdo responsaveis pela
producdo constante de baixa concentracdo de NO, participando em diversos
processos fisioldgicos, sendo assim chamadas constitutivas. Por outro lado, a
isoforma induzivel (iNOS), recebe seu nome porque seu padréo de expressao
esta sujeito a regulacao, mostrando importantes incrementos em atividades de
citotoxicidade e eventos patolégicos (LEWIS et al., 1995).

A producao de NO ndo depende apenas do mecanismo enzimatico que
envolve a atividade das NOS. O NO também pode ser produzido por
mecanismos nao-enzimaticos, a partir de nitrito (NO2) em condi¢cdes de
redugdo num ambiente com pH &cido. O NO produzido por via ndo-enzimatica
pode participar em eventos fisiolégicos similares aos que participa o NO

produzido enzimaticamente a partir de L-arginina (AKTAN, 2004).
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3.2 Oxido nitrico na maturacdo oocitaria

A importancia do papel do NO no processo de maturacdo dos oocitos
tem sido descrita por varios autores. A demonstracdo da presenca das
isoformas eNOS e INOS em ovérios de diferentes espécies de mamiferos
reforca esta teoria. Elas foram achadas nas células da granulosa (GRASELLI et
al., 2001; MITCHEL et al., 2004; TAO et al., 2004), nas células do cumulus
(VAN VOORHIS et al., 1995; JABLONKA-SHARIFF e OLSON, 2000; MITCHEL
et al., 2004), e em odcitos de suinos (TAKESUE et al., 2003; HATTORI et al.,
2000), ratas (VAN VOORHIS et al, 1995, MITCHEL et al., 2004),
camundongos (JABLONKA-SHARIF e OLSON, 1997, 2000) e bovinos
(TESFAYE et al., 2006; PIRES et al., 2009), entre outros. A expressado de
MRNA para as isoformas da NOS foi registrada em odcitos bovinos (TESFAYE
et al., 2006; PIRES et al., 2009) e de bufalo (PAWAN et al., 2012).

Zamberlam et al. (2011) demonstraram que a iINOS é expressada nas
células da granulosa em bovinos e que seu padrdo de expressao € diferente
entre foliculos dominantes e subordinados. Além disso, mostraram que a
expressdo de mRNA para iINOS é regulada pelo horménio foliculo estimulante
(FSH), fatores de crescimento e estradiol, sugerindo que o NO produzido pela
INOS faz parte do sistema que regula os eventos de dominancia folicular,
envolvido principalmente no crescimento e sobrevivéncia das células da
granulosa.

O NO tem uma importante relacdo nos eventos de sinalizacédo celular
que envolvem a maturacdo oocitaria. Muitos dos efeitos fisiolégicos gerados
pela atividade do NO sao produzidos via ativacao da guanilato ciclase soluvel.
Esta enzima catalisa a conversdo do guanilato trifosfato (GTP) para o
nucleotideo guanilato monofosfato ciclico (GMPc) e pirofosfato inorganico
(PPi), na presenca de magnésio (Mg?") (BILODEAU-GOESEELS, 2007).

Os nucleotideos ciclicos tém um importante papel no processo de
maturagdo oocitéria in vivo. Desde 1978, Dekel e Beers identificaram que uma
elevada concentragdo de AMPc é responsavel por manter o bloqueio da
maturagdo nuclear (DEKEL, 2005). O AMPc gerado pelas células somaticas do

foliculo é transmitido ao odécito via jungdes comunicantes (Gap). Dentro do
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oocito, este nucleotideo se liga a subunidade tipo | da proteina quinase
dependente de AMPc (PKA), que, no estado ativo, fosforila proteinas
especificas que mantém o odcito imaturo (BILODEAU et al., 1993; ZHANG et
al., 2009).

O GMPc produzido pela atividade do NO modula a concentracdo e a
atividade do AMPc por meio da regulacdo das fosfodiesterases (PDE). Existem
nove diferentes tipos de PDEs, das quais duas sao reguladas pelo GMPc. A
PDE lll é a enzima encarregada de degradar o AMPc. Ela é inibida pelo GMPc,
resultando em um aumento na concentragcdo de AMPc (IGNARRO, 2000).
Desta forma, o NO pode estar envolvido no processo de maturacdo dos
oocitos, via regulacdo da sintese dos nucleotideos ciclicos (PANDEY et al.,
2010).

A atividade da NOS e a presenca do NO sdo necessarias para a correta
maturacdo meidtica dos odcitos. O bloqueio da atividade da nNOS prejudica a
maturacao in vivo de odcitos de camundongo, 0s quais hdo conseguem atingir
o estadio de metafase Il, mantendo-se em metafase | ou desenvolvendo-se
anormalmente (JABLONKA-SHARIFF e OISON, 1998).

O uso de inibidores das diferentes formas da NOS, nos meios de cultivo,
produz o mesmo efeito na maturacdo in vitro de odcitos de camundongos
(SELA-ABRAMOVICH et al., 2008), de bovinos (SCHWARZ et al., 2010;
BILODEAU-GOESEELS, 2007; MATTA et al, 2009) e de suinos
(CHMELIKOVA et al., 2010; HATTORI et al., 2000; TAO et al., 2004, 2005).
Porém, num trabalho realizado por Matta et al. (2001), foi descrito que a adicdo
de L-NAME, um inibidor da sintese de NO, néo inibe a progressao da meiose
em o6citos bovinos. Neste estudo, foi observado que a maturacéo
citoplasmatica é mais sensivel do que a nuclear, quando as concentracfes de
NO estdo reduzidas no meio de maturagcdo. A diminuicdo da taxa de
blastocistos, quando as concentracdes de nitrato (NO3) e nitrito (NOy)
diminuiram, sugere que o NO pode estar envolvido na regulacdo da
concentracdo de algumas proteinas relacionadas ao desenvolvimento
embrionario inicial.

A relagcdo do NO na maturagdo oocitaria também é descrita na literatura
por meio de estudos que utilizaram doadores de NO. Viana et al. (2007)

demonstraram que os efeitos do nitroprussiato de sodio (SNP) dependem da
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concentracdo utilizada. Uma concentracdo elevada do doador SNP (107 M)
gera efeitos citotoxicos, principalmente devido a acdo deletéria de alta
concentragdo de NO na integridade da membrana plasmética das células do
cumulus e do o6cito, enquanto uma concentracdo intermediaria (10°M)

estimula a maturagéo nuclear e citoplasmética (VIANA et al., 2011).

3.3 Maturagéao oocitaria

A maturacdo oocitaria € o estadio final da oogénese que comeca na vida
embrionaria e termina na idade reprodutiva com a fertilizacdo do odcito. Este
processo se inicia com a formacdo das células germinativas primordiais que
migram até a crista genital e se estabelecem no ovéario durante a vida fetal,
guando perdem a motilidade e passam a ser chamadas oog6bnias. Ainda antes
do nascimento, estas oogbnias sofrem multiplas divises mitéticas e entdo sao
chamadas odcitos. Neste estadio, as células comecam a maturacdo oocitaria
com o inicio da primeira fase da divisdo meidtica, mas o processo é
interrompido e o nucleo se mantém parado no dipléteno da profase da primeira
meiose, também conhecido como estado de vesicula germinativa (VG)
(PINCTON et al., 1998).

Didaticamente, a maturacao oocitaria pode-se dividir em trés processos
diferentes (SIRARD, 2000): 1) A maturacdo nuclear que descreve as
modificacdes dos cromossomos desde o estadio de VG até a metafase Il (M),
2) A maturacao citoplasmatica que abrange as mudancas na distribuicdo e na
organizacdo de organelas individuais desde a VG até o estadio de Mll e 3) A
maturacdo molecular que € um legado de instru¢cdes acumuladas durante o

estadio de VG e que controla a progressao nuclear e citoplasmatica.

3.3.1 Maturacgéo nuclear
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O principal objetivo da maturacdo nuclear € a producdo de um gameta
haploide (n), portanto, trata-se de uma divisdo reducional dos cromossomos.
Consiste de dois ciclos de divisdo celular sem nova sintese de DNA. A primeira
divisdo separa os cromossomos homologos e a segunda separa as cromatides
irmas. De forma pratica, pode-se descrever como a progressao do nucleo
oocitério do estadio da profase I, até a metéafase Il da meiose (HOLT e JONES,
2009).

A retomada da meiose € induzida in vivo pelo pico de LH, mas também
pode ser induzida in vitro depois da retirada dos o6citos do ambiente folicular
(PINCUS e ENZMANN, 1935).

O primeiro evento depois do reinicio da meiose é o rompimento da
vesicula germinativa (GVBD). Em seguida, da-se a formacdo da placa
metafasica no estadio de metafase | (Ml), até completar a primeira fase da
divisdo meidtica, com a segregacdo dos cromossomos homdlogos entre o
oocito e o primeiro corpusculo polar na teléfase I. No final do processo de
maturacdo nuclear, inicia-se a segunda fase da meiose com formacdo do
segundo fuso até atingir a metafase Il, periodo em que o nucleo é parado de
novo, e a segunda meiose sé irA completar-se apos a fertilizacdo (HOLT e
JONES, 2009).

3.3.2 Maturacéo citoplasmética

A maturacdo citoplasmatica envolve as mudancas morfolégicas que dao
ao odcito a capacidade de suportar a fertilizacdo e o desenvolvimento
embrionério. A aquisicdo desta capacidade é conhecida como competéncia
oocitaria. Mudancas na distribuicdo citoplasmética e na atividade de
importantes organelas, tais como mitocéndrias, reticulo endoplasmatico (RE) e
granulos corticais (GC), sdo necessarias para 0 o00cito atingir a total
competéncia (YAMADA e ISAJI, 2011).

As mitocOndrias s@o as principais organelas responsaveis pela producao
de energia em forma de ATP. Tem-se detectado atividade mitocondrial

crescente durante o processo de maturagdo oocitaria, sendo baixa em o0citos
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imaturos e aumentando gradualmente até finalizar a maturacdo com uma
grande proporcdo de mitocondrias ativas (TARAZONA et al., 2006). A
distribuicdo das mitocondrias durante a maturagdo também tem sido
caracterizada. Odcitos em estadio de VG apresentam uma grande proporcao
das mitocondrias na periferia do citoplasma e sdo observados apenas uns
pequenos grupos dispersos mais ao centro da célula. Em odécitos em Mil, esta
distribuicdo se torna mais difusa pelo citoplasma inteiro (TARAZONA et al.,
2006).

Durante a maturacdo do odcito, o RE sofre uma reorganizacédo dinamica,
passando de um acumulo na regido central do citoplasma em estadio de VG,
para um caracteristico agrupamento na regido cortical em oécitos em MIl. O RE
é um importante reservatério de fons, em especial do célcio (Ca*?), por isso,
estas mudancas, junto com o0 aumento na quantidade de receptores tipo | para
trifosfato de inositol (IP3) na membrana do RE na fase final do processo de
maturac&o, sdo necessarias para que acontecam as oscilacdes de célcio (Ca*?)
gue ativam o desenvolvimento embrionario depois da fertilizacdo (YAMADA e
ISAJI, 2011).

Os GC séo vesiculas secretdrias formadas a partir do sistema de Golgi
que estdo presentes no citoplasma dos gametas femininos. Estes sao
formados nos odécitos em crescimento e sofrem redistribuicdo no periodo da
maturagcédo (HYTTEL et al., 1997). Inicialmente, os GC podem ser identificados
em pequenos grupos no citoplasma dos odcitos em estadio de VG. Sua
migracdo para a periferia do odécito ocorre durante o avanco da maturagéo,
Quando o odcito atinge o estadio de MIl, os GC encontram-se distribuidos no
cortex, proximos a membrana plasmatica (GOTTARDi e MINGOTI, 2009; LIU,
2011).

3.3.3 Maturagao molecular

A maturagdo molecular poderia ser considerada como uma subdiviséo da

maturagcdo citoplasmatica, relacionada a sintese de RNAm especificos e
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proteinas, as quais sdo adicionadas ao estoque oocitario pouco tempo antes
gue a ovulacao aconteca (SIRARD et al., 2006).

Na fase do bloqueio meidtico, a cromatina atinge uma conformacao
especial, assumindo um estado intermediario entre a condensacdo e a
interfase. Nesse estado especial, os filamentos de cromatina que permanecem
descondensados asseguram a transducdo dos elementos requeridos e o
RNAmM produzido pode ser processado ou estocado sob condi¢cbes especiais
antes de ser usado. Estas moléculas de RNA acumuladas durante o periodo de
crescimento oocitario sdo necessarias para sustentar as fases iniciais do
desenvolvimento embrionario. Isto porque o genoma embrionario assume o
proprio desenvolvimento sé apods alguns ciclos celulares (SIRARD, 2000). Esta
transicdo iniciada pela ativacdo do genoma embrionario é conhecida como
transmissdo materno-zigbtica e, no caso da espécie bovina, ocorre em
embrides no estadio de 8-16 células.

Uma parte do RNAm que é produzida durante o periodo de crescimento
oocitario comeca a ser traduzida para sintetizar novas proteinas que seréo
essenciais na progressao do processo de maturacdo. Algumas proteinas
cinases e fosfatases sdo necesséarias para os eventos de fosforilacdo e
desfosforilacdo, os quais levam ao rompimento da vesicula germinativa
(GVBD) (KASTROP et al.,, 1990; SIRARD et al.,, 1989). Outras proteinas
também sdo necessarias para a progressao da meiose até o estadio de
metafase Il (SIRARD et al.,, 1989), para a regulacdo de proteinas estruturais
que permitam ao od0cito atingir seu diametro maximo, para a regulacao da
penetracdo espermatica e para a descondensacdo e formacdo do pré-nucleo
masculino depois da fertilizacdo (MOOR et al., 1990).

In vivo, a maturacdo nuclear e a maturacao citoplasmatica ocorrem em
sincronia. Porém, a maturacdo citoplasmatica pode acontecer mesmo em
odcitos com maturacdo nuclear parada (ALBUZ et al., 2010), o que indica que
esses sdo fendbmenos independentes. Na maioria dos mamiferos, os eventos
que levam a maturacdo ocorrem em grandes foliculos antrais e sdo controlados
principalmente por fatores presentes no microambiente folicular, incluindo
horménios e fatores de crescimento, e pela comunicagao intracelular entre o
o0cito e as células foliculares (YAMADA e ISAJI, 2011).
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3.4 Esteroides na maturacdo oocitaria

Tem sido estabelecido que o pico de gonadotrofinas que induz a
maturacdo oocitaria in vivo desencadeia uma mudanca da producdo de
esteroides pelas células da granulosa, de um ambiente predominantemente
estrogénico para um predominio progesteronico (HURK e ZHAO, 2005).

Em peixes e anfibios, os hormonios esteroides produzidos pelas células
foliculares, a partir desse estimulo gonadotrofico, agem como um fator positivo
para induzir a retomada da meiose (TSAFRIRI et al., 2005). No entanto, em
mamiferos, seu papel na regulacdo da maturacdo oocitaria é discutivel
(ZHANG, 2009).

Embora a acdo dos esteroides na retomada da meiose dos odcitos
mamiferos n&o seja clara, trabalhos recentes indicam que os esteroides
ovarianos, principalmente a progesterona (P4), desempenham um papel
importante neste processo (YAMASHITA et al., 2003, JAMNONGJIT et al.,
2005). Além disso, a sintese de P4 pelas células do cumulus, durante o cultivo
in vitro, no periodo que coincide com o reinicio da meiose e a maturacao
oocitaria, sugere um efeito da P4 neste processo (FAIR e LONERGAN, 2012).

A P, exerce seus efeitos por meio da sua interacdo com receptores
especificos. O mais conhecido é um receptor gendmico que consiste
principalmente de duas isoformas diferentes nPR-A e nPR-B, ambas
codificadas pelo mesmo gene. Um mecanismo alternativo, pelo qual a P4
poderia agir, inclui sua unido a receptores ndo-genébmicos mPRa, mPRf e
mPRy. Neste caso, a P, medeia seus efeitos ndo-gendmicos por meio dos
componentes de membrana do receptor de P, PGRMC1 e PGRMC2, os quais
pertencem a familia de proteinas receptoras de P, associadas a membrana
(MAPR) (ALKISON, 2012).

Foi demonstrado por Aparicio et al. (2011) que os CCOs bovinos
expressam receptores gendémicos e nao-genémicos de P, antes e, depois da
maturacao in vitro (MIV) e durante esse processo, a expressao dos receptores
muda dinamicamente em resposta a suplementacdo com FSH, LH e Py,

indicando um papel ativo desse esteroide no processo de maturagcdo. No
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mesmo trabalho, a inibicdo da sintese de P, ou da atividade dos seus
receptores nao afetou a taxa de maturagdo, nem a de fertilizacdo dos odcitos,
porém reduziu consideravelmente as taxas de producdo de blastocistos,
sugerindo que a sinalizacéo intracelular mediada pela P4 ndo esta relacionada
com o reinicio da meiose, mas poderia ter importancia na maturacao
citoplasmatica e o subsequente desenvolvimento embrionario.

Por outra parte, Luciano et al. (2010) avaliaram a importancia da
PGRMC1 na maturacdo nuclear de odcitos bovinos e determinaram que a
inibicdo da sua atividade, mediante 0 uso de anticorpos especificos, prejudica a
progressdo da meiose no nucleo, podendo estar especificamente relacionada
ao mecanismo pelo qual os cromossomos sao segregados e O primeiro
corpusculo polar é extrusado.

Em cultivo in vitro de CCOs suinos, a P, foi apontada como um dos
fatores produzidos pelas células do cumulus essenciais para o reinicio da
meiose. Além disso, a inibicdo da sintese do esterol ativador da meiose (FF-
MAS), substancia intermediaria na via da sintese do colesterol, diminuiu a
propor¢cdo de od0citos que sofreram rompimento da vesicula germinativa,
sugerindo que a fonte da P4 é a via da sintese de novo do colesterol dentro das
préprias células do cumulus (YAMASHITA et al., 2003).

Um mecanismo hipotético pelo qual o pico de LH exerce os efeitos que
levam a eventos, como a expansdo das células do cumulus, mudancas na
esteroidogénese, maturacdo oocitaria e ovulacdo, realiza-se por meio da
ativacdo do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR). Jamnongjit et
al. (2005) propuseram que o LH age sobre seu receptor, induzindo a liberagéao
do fator de crescimento epidermal (EGF) que, por sua vez, liga-se ao seu
receptor nas células foliculares e, dessa forma, incrementa a producédo de
esteroides, principalmente da P4, para provocar o reinicio da maturagao
nuclear.

Estes trabalhos demonstram claramente o envolvimento da P, e/ou seus
receptores no processo de maturacdo nuclear e citoplasmatica do odcito.

A importancia de outros esteroides nos mecanismos, para a retomada da
meiose, também tem sido estudada. Gill et al. (2004) demonstraram que
oocitos de camundongo mantidos em bloqueio meidtico in vitro, respondem a

testosterona, reiniciando a maturagcdo nuclear de forma dose-dependente.
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Também indicaram que o efeito positivo da testosterona foi independente de
qualquer atividade transcricional e que talvez fosse mediado através da
ativacéo das vias de sinalizacdo de MAPK e CDK1/cdc2.

Apesar de esses achados evidenciarem o papel essencial dos esteroides
na maturacdo oocitaria em mamiferos, alguns autores sugerem que esses
dados ainda precisam ser confirmados e argumentam que os resultados
divergentes poderiam ser consequéncia das diferengcas nos modelos
experimentais utilizados (MOTOLA et al., 2007; TSAFRIRI e MOTOLA 2007).

Motola et al. (2007), em um experimento utilizando cultivo de CCOs e de
foliculos pré-ovulatorios de rato e camundongo, ndo observaram estimulacao
da maturacdo nuclear com progestagenos, estrogenos nem androgenos. Além
disso, o bloqueio dos receptores dos diferentes esteroides ndo afetou o reinicio
da meiose desencadeada pelo pico de LH.

Tsafriri e Motola (2007) afirmaram que, possivelmente, em contraste as
espécies de vertebrados inferiores, o0s esteroides ndo sdo substancias
intermediarias obrigatérias para transmitirem o0s sinais estimulatérios das
gonadotrofinas ao oo0cito através das células foliculares, em espécies
evolutivamente mais complexas. Estes autores sugerem que este fato pode
estar relacionado a existéncia de um mecanismo mais elaborado de sinais
pardcrinos que controlem a maturacdo nuclear, em um sistema que se
caracteriza pela presenca de varios foliculos em diferentes estadios
hierarquicos de crescimento, e a ovulacdo de s6 um ou alguns poucos 00citos
a cada ciclo estral, conduzindo a exclusédo do uso dos esteroides como sinal

importante para o reinicio da meiose.

3.5 Cocultivo de o6citos com células foliculares

Devido ao fato de os od4citos retomarem a meiose assim que sao retirados
do foliculo, Pincus e Enzmann (1935) hipotetizaram que o foliculo inibe de
forma ativa o processo de maturacdo nuclear. Desde entdo, com o intuito de
entender as interagfes que acontecem entre as células somaticas do foliculo e

0 00cito, e conhecer os mecanismos que levam a retomada da meiose, varios
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pesquisadores tém feito estudos in vitro mimetizando as condicdes do
ambiente folicular, realizando maturacdo de odcitos em cocultivo com sec¢des
de parede folicular (FOOTE e THIBAULT, 1969; SIRARD E COENEN, 1993;
RICHARD e SIRARD, 1996; VAN TOL e BEVERS, 1998, 2001; GIOMETTI et
al., 2005; STEFANELLO et al., 2006; BARRETA et al., 2008).

Quando a parede folicular é dissecada e cocultivada in vitro com
complexos cumulus odcitos (CCOs), esta recria o efeito inibitério que tem
exerce a maturacao nuclear dos odcitos in vivo (SIRARD, 2000).

A retomada espontanea da meiose resulta na perda da sincronia da
maturacdo nuclear com a maturacdo citoplasmatica, o que prejudica a
aquisicdo da competéncia oocitaria. O uso de tecidos foliculares em cocultivo
com odcitos, no processo de maturacdo in vitro, € um meétodo fisiolégico para
manter o bloqueio da divisdo nuclear e dar um tempo adicional para que o
oocito sofra as modificagbes citoplasméticas que levam a aquisicdo da
competéncia de desenvolvimento (LE BEAUX et al., 2003; MACHALKOVA et
al., 2004).

Foote e Thibault (1969) publicaram um dos primeiros trabalhos testando o
efeito do cocultivo de células foliculares sobre CCOs suinos e bovinos. Neste
estudo, foi considerado que o efeito inibitorio sobre a maturagdo nuclear era
produzido pelas células da granulosa e que o contato direto destas células com
0s CCOs era essencial para manter os oocitos em estadio de VG.

No entanto, Richard e Sirard (1996) fizeram disseccao da parede folicular,
nos diferentes compartimentos (cé€lulas da teca interna, da teca externa e da
granulosa), e cocultivo dos CCOs com cada tipo de células separadamente. Os
resultados revelaram que as células da granulosa podem participar da inibicéo.
No entanto, o principal fator inibitério é gerado nas células da teca. Além disso,
concluiram que néo seria necessario o contato direto dos CCOs com as células
da parede folicular para manter o bloqueio meidético e que é mais importante a
quantidade de tecido folicular usado em relacdo a quantidade de meio de
cultivo utilizado.

No mesmo trabalho, estes autores testaram a atividade inibitoria de meio
condicionado preparado cultivando duas hemissec¢cbes em meio livre de soro
por 9 horas. Os CCOs foram transferidos para meio condicionado fresco a cada

4 horas até completar 12 horas de cultivo. Uma alta propor¢do de odcitos
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cultivados em meio condicionado se manteve em estadio de VG, sugerindo que
0s od0citos respondem a um fator inibitério presente no meio, que tem uma
meia-vida curta, visto que o meio precisa ser substituido frequentemente.

A sensibilidade dos odcitos aos inibidores da maturacdo € modulada
durante a foliculogénese, ja que a mesma concentracdo de um modulador ativo
usado nos odcitos, em diferentes etapas do desenvolvimento folicular,
produziria diferentes respostas (SIRARD et al., 1992). O efeito do fator gerado
nas células foliculares ndo €& diferente. Os o006citos respondem
heterogeneamente a uma quantidade de fator inibitério presente no meio de
cultivo (SIRARD e COENEN, 1993).

Sirard e Coenen (1993) testaram diferentes quantidades de hemisseccdes
(HS) de parede folicular (1, 2 e 5 HS) e observaram um efeito-dose resposta.
Além disso, verificaram que, na maioria das vezes, o efeito foi totalmente
reversivel e ndo afetou a viabilidade celular nem o posterior desenvolvimento
embrionério, exceto quando uma grande quantidade de tecido foi utilizada no
cultivo. Nesse caso, 0s o6citos podem ter sido lesados.

Diferentemente do que acontece in vivo, aonde a maturacdo nuclear é
induzida pelo pico de LH, nos estudos realizados mimetizando as condi¢des do
ambiente folicular in vitro, cocultivando odcitos com metades de parede
folicular, a adicdo de LH no meio de maturacdo nao € suficiente para superar o
efeito inibitério gerado pelas células foliculares (RICHARD e SIRARD, 1996).

Van Tol e Bevers (1998) sugeriram que tanto as células da teca, quanto
as células da granulosa produzem um fator com capacidade de bloquear a
maturacdo nuclear odcitaria, no entanto, cada tipo celular produz um fator
independente com diferente potencial inibitério. Eles afirmaram que as células
da teca secretam um fator estavel que inibe a progressdo da meiose mediada
pelo FSH em oécitos unidos a uma porcao de células da granulosa, enquanto o
fator produzido pelas células da granulosa é menos potente e pode ser
superado pelo FSH.

A natureza e o mecanismo dessa inibicdo ndo tém sido definidos. Van Tol
e Bevers, inicialmente (1998), indicaram que o composto ativo ndo € nem um
esteroide nem uma pequena molécula hidrofébica, Posteriormente, esses
mesmos autores fizeram uma caracterizacdo parcial do fator inibitorio e

acharam que o fator responsavel pelo bloqueio meiético na espécie bovina é
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uma molécula polar, com um peso molecular menor a 5 KD, estavel e que nao
€ um peptideo (VAN TOL e BEVERS, 2001).

Por outro lado, Richard e Sirard (1998) observaram que, quando o soro
fetal no meio de cultivo é substituido por albumina, as células foliculares
diminuem sua capacidade inibitoria, sugerindo que algum componente do soro
mantém a producdo de uma proteina de 214 KD por parte das células da teca,
responsavel por manter o bloqueio.

O nivel de inibicdo meidtica dos odcitos cultivados sem FSH é comparavel
ao nivel dos odécitos em meio condicionado de células da teca, podendo este
fato apontar que este fator poderia agir inibindo a ligacdo do FSH ao seu
receptor nas células da granulosa (VAN TOL e BEVERS, 2001).

Também existe a hipétese de que mudltiplos fatores que agem por
diferentes vias podem juntar-se para criar um ambiente que mantenha a
inibicdo da meiose (SIRARD et al., 1992). Dessa forma, a interacdo de
diferentes substancias produzidas, de forma independente, por cada tipo de
célula na parede folicular, poderia agir em conjunto para manter o bloqueio

meiaotico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de ovarios

Ovarios de vacas obtidos de abatedouros locais foram colocados em
frascos contendo solucdo salina (0,9% NaCl) e antibidtico (penicilina-
estreptomicina, Shotapen LA®, Virbac SA, Carros, Franca) em temperatura
ambiente (~25°C).

Apos a lavagem, foram selecionados alguns ovéarios sem corpo lateo e
com suficientes foliculos entre 3 e 8 mm de didmetro para serem dissecados.
Estes foram separados e mantidos na mesma solucéao fisiologica. Os ovarios
restantes, destinados para a obtengdo dos CCOs, foram mantidos a 30°C. A
puncdo folicular foi realizada somente apés o acondicionamento das

hemisseccdes foliculares no meio de maturacéo.

4.2 Preparacao das hemisseccdes (HS) da parede folicular

Os ovarios selecionados para dissecacéo foram levados a capela de fluxo
laminar, e ali permaneceram sobre placa térmica (37°C) em placa de petri
(96X6 mm, Corning®, Upton, MA, EUA), com a mesma solucdo salina e
antibioticos, lavados no inicio. A dissecacédo dos foliculos iniciou com a seccéo
dos ovérios ao meio.

Foliculos de 3 a 8 mm foram dissecados, selecionados e cortados ao
meio com uma lamina de bisturi. A morfologia do o6cito contido no mesmo foi
avaliada e as duas HS de parede derivadas de cada foliculo foram colocadas
em placas de (96X6 mm, Corning®, Upton, MA, EUA), permanecendo sob
placa térmica a 37°C até conseguir uma quantidade suficiente de HS
foliculares.

Foram escolhidas as paredes dos foliculos que apresentaram aparéncia

transparente, com células da granulosa homogéneas e com boa compactacao,
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e que continham CCOs com mais de trés camadas de células do cumulus e
ooplasma homogéneo.

A lavagem das HS foliculares foi realizada passando-as por quatro pogos
diferentes, contendo 500 pL de meio de lavagem [meio de cultivo de tecidos
(TCM) 199 — HEPES acrescido de 0,4% de albumina isenta de acidos graxos
(FAF), 0,2 mM de piruvato, 100 Ul/mL penicilina G potassica, sulfato de
estreptomicina 50 pg/mL]. Por dltimo, foram secadas em gaze estéril e
transferidas para placas de quatro pocos (NUNC® Rochester, NY, EUA). Foram
colocadas 8 HS em 200 pL (2 HS / 50uL de meio, RICHARD e SIRARD, 1996)
de meio de maturagéo [TCM 199 suplementado com 0,4% de albumina FAF,
0,5 ug/mL de FSH (Folltropin-V, Bioniche®, Beleville, Canadd), 5 ug/mL de LH
(Lutropin-V, Bioniche®, Beleville, Canad4d) 0,2 mM de piruvato e antibioticos
citados acima] pré-aquecidos e pré-gaseificados em estufa de CO..

Foram adicionados 3 mL de &gua ultrapura (PURELAB Méaxima, ELGA®,
Bucks, Inglaterra) entre os pocos das placas para evitar as perdas de liquido
por evaporagao e a consequente mudanga na osmolaridade do meio durante o
periodo de cultivo (GASPERIN et al., 2010). A seguir, as placas foram
transferidas para estufa a 38,5°C, 5% CO, e umidade saturada, permanecendo

ali por pelo menos 2 horas antes de os CCOs serem adicionados.

4.3 Obtencao dos complexos cumulus-oécitos (CCOSs)

Os foliculos foram aspirados usando seringa de 5 mL e agulha calibre 18
Gx1', (40X12), sendo os CCOs imediatamente colocados em meio de
lavagem, suplementado com 0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX). O
IBMX foi adicionado com o objetivo de manter o bloqueio meiético dos odcitos
durante a manipulacdo (EPPIG e DOWNS, 1984). Somente os CCOs que
apresentaram mais de trés camadas de células do cumulus e ooplasma
homogéneo foram selecionados e transferidos as placas (placas de quatro
pocos, NUNC® Rochester, NY, EUA) que ja& continham as HS das paredes

foliculares.
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4.4 AvaliagOes

As seguintes avaliagbes foram realizadas para os diferentes grupos

experimentais e para os controles:

4.4.1 Avaliagdo da maturagao nuclear

Os oocitos foram desnudados por pipetagens repetidas numa solucao
de PBS com 0,1% de PVA. Posteriormente, foram montados entre lamina e
laminula, fixados em solucdo 3:1 de etanol-acido acético (Merck S. A.
Indastrias, Rio de janeiro, Brasil), durante um periodo minimo de 24 horas, e
corados com orceina acética 2%. A avaliacdo do estadio de maturacdo nuclear
de cada odcito foi feita com auxilio de microscopio invertido (NIKON - Eclipse
TE300, Melville, USA) (400x). Os odcitos foram classificados dependendo do
estadio de maturacdo nuclear, em: vesicula germinativa (VG), rompimento da
vesicula germinativa (RVG), metafase | (Ml), anafase-tel6fase (AT) e metafase
I (MIl) (Figura 1). Os odcitos que apresentaram condensacgdo elevada da
cromatina foram classificados como degenerados (D).



33

Figura 1. Odcitos bovinos corados com orceina acética 2%. Visualizacdo da
configuracdo dos cromossomos (circulos), 400x. (A) odécito em
estadio de anéafase; (B) odcito em estadio de metéfase Il, a seta

indica o corpusculo polar.

4.4.2 Avaliagcdo da integridade de membrana plasmatica das células do

cumulus

Para a obtencdo das células do cumulus e posterior avaliacdo da
integridade da membrana plasmatica, apds o desnudamento dos odcitos, estes
foram retirados e o restante da solucdo foi centrifugada (2,700 x g) por 10
minutos. O sobrenadante foi retirado e o sedimento (pellet) resultante foi
ressuspenso em uma solucdo com os marcadores fluorescentes: hoechst
33342 (10 pg/mL) e iodeto de propideo (IP) (10 pg/mL). As células foram
colocadas entre lamina e laminula, e levadas ao microscopio de
epifluorescéncia (400x, NIKON — Eclipse TE300, Melville, USA) para contagem
(200-250 células de cada tratamento). As células foram classificadas em dois
grupos: 1) com membrana plasmatica integra, emitindo fluorescéncia azul
(marcados com Hoechst) e 2) com membrana plasmatica lesada, emitindo

fluorescéncia vermelha (marcados com IP).
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4.4.3 Mensuracéo da concentracao de esteroides

O meio de cultivo dos diferentes tratamentos foi centrifugado (2700 x g
por 5 minutos), o sobrenadante estocado em tubos de microcentrifuga e
armazenado em freezer a -20°C para posterior mensuragéo da concentracdo
de progesterona (P4) e 17-3 estradiol (Ez). Para a mensuragédo dos esteroides
(P4 e Ey), utilizou-se o sistema automatizado de quimioluminescéncia (Listed
Laboratory Equipment 7 C20 UL®, MH 15423, série 3975, DPC Immulite I) e o
conjunto diagndstico comercial para medi¢gdo quantitativa de progesterona ou
estradiol (Immulite® 1000 Systems, Siemens Healthcare Diagnostics Products
Ltd, Glyn Rhonwy, Libamberis, Gwynedd LL55 4 EL, Reino Unido). O método
baseia-se em um imunoensaio competitivo de fase sdlida, com tecnologia de
quimioluminescéncia enzimatica com limite de detecc&o de 15 a 20 ng/mL

Para realizar a mensuracéo da concentragédo de P4, foi feita uma diluicao
das amostras de 1:20 ou 1:40; e, para E,, a diluicdo foi feita de 1:200, ambas
em agua destilada. Junto com as amostras, foi mensurado um controle alto e
baixo. Os resultados das dosagens de P, e E, foram expressos em

nanogramas/mililitro (ng/mL).

4.4.4 Mensuragdo da concentragdo de nitrato/nitrito como indicador da
presenca de NO

A concentragcdo de nitrato/nitrito (NO3/NO2) no meio de cultivo foi
determinada pelo método baseado na reacdo colorimétrica de Griess. O
reagente de Griess estd composto de uma solucdo de sulfanilamida 2% e N-(1-
naftil) etilene diamine 0,2% dissolvida em agua deionizada. O primeiro reage
com o NO, presente no meio de cultivo das amostras para formar sal de
diazbnio que, por sua vez, reage com 0 segundo reagente para formar um
produto de coloragdo roxa com um pico de absorbancia a 540 nm. Para
transformar NO3™ a NO,', as amostras foram incubadas em placas de 96 pocos

com a solucdo de reducdo [10 Ul da enzima NOg3 redutase diluida em &gua
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deinoizada + 900 pyL de agua deionizada, 1000 pL do cofator NADPH (5
mg/mL) diluido em &gua deinozada, 1000 de solucdo tampado de fosfato de
potéssio (0.5 M)] a 37°C por 16 horas. A curva padrdo de NaNOgs foi diluida em
meio de cultivo de tecidos (TCM) 199, variando de 0.5 a 100 uM. A leitura foi
feita em espectrofotometro (leitor de ELISA, Boitek®, Winooski, EUA) a 540
nm. Foi realizado um grafico de dispersdo com os valores da absorbancia. Os
resultados foram expressos em pM/L.

4.4.5 Mensuracao da concentragdo dos nucleotideos AMPc e GMPc

A concentracdo intracelular de AMPc e GMPc foi determinada por meio
da técnica de imunoensaio enzimético (EIA), utilizando-se kits comerciais
(Cayman’s cGMP e cAMP EIA kits, Ann Arbor, MI, EUA). Foram utilizados
grupos de 10 e 30 CCOs com tamanho similar para a mensuracdo de AMPc e
GMPc, respectivamente. Depois do cultivo, os CCOs foram lavados em meio
199-HEPES suplementado com 0,4% de BSA. Com o objetivo de induzir a lise
celular, os CCOs foram transferidos para uma solucédo de 0,1 M de HCI
(200uL), permanecendo por 20 minutos, sendo agitados em vortex durante 1
minuto a cada 5 minutos. Apés esse periodo, as amostras foram centrifugadas
a 12,000 x g durante 5 minutos e o sobrenadante armazenado a -20°C até
serem realizadas as avaliagbes, de acordo com as instru¢gdes dos respectivos
kits. Todas as amostras foram acetiladas para aumentar a sensibilidade do
ensaio, segundo recomendacdo do fabricante. A concentracdo dos
nucleotideos foi determinada mediante leitura em espectrofotbmetro (leitor de
ELISA, Boitek®, Winooski, EUA) a 405 nm. Os resultados das leituras no

espectrofotdmetro foram transformados para picomol por mililitro (pmol/mL).
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4.5 Delineamento experimental

4.5.1 Grupos experimentais:

Os odcitos recuperados foram distribuidos aleatoriamente em grupos de
20 odcitos/tratamento/repeticio. Em cada um dos experimentos, foram
avaliados dois grupos-controle diferentes: 1) Controle positivo (C+): Grupo
controle de maturacdo de odcitos sem a presenca de hemissec¢bes (HS) de
parede folicular (n&o incluido no experimento V) e 2) Controle negativo (C-):
Grupo-controle de maturacdo de odcitos com presenca de HS de parede
folicular (8 HS/200 uL de meio).

45.1.1 Experimento |: Avaliacdo do efeito da adicdo de L-arginina na
maturacao nuclear e na integridade de membrana de

CCOs cocultivados com HS de parede folicular

Inicialmente, foram testadas diferentes concentracdes (2,5; 4; 5; 6; 10 e
50 mM) do precursor da sintese de NO, o amino&cido L-arginina, no meio de
maturacdo, em 22 horas de cultivo.

Posteriormente, durante a cinética da maturacdo (7, 15 e 22 h), foi
avaliado o efeito de 2,5; 5 e 10 mM de L-arginina no estadio de maturacéo
nuclear. A integridade da membrana plasmatica das células do cumulus foi
avaliada somente apos 22 horas.

Visto que o NO afeta a producdo dos esteroides in vitro (FAES et al.,
2009) e estes podem estar envolvidos na retomada e progressdao da meiose
(TSAFRIRI et al., 2005; FAIR e LONERGAN, 2012), foi avaliado o efeito da
adicdo de L-arginina na producdo de esteroides (P4 e E) pelas células da

parede folicular e pelos CCOs no meio de cultivo.



37

Com o objetivo de avaliar se a adicdo de L-arginina afeta a producéo de
NO das células em cultivo, foi avaliada a concentragcdo de NO3/NO; como
indicador indireto da concentracdo de NO no meio.

Para avaliar o estadio de maturacdo nuclear e a integridade de
membrana, o experimento foi repetido sete vezes. Foram utilizadas amostras
de quatro repeticdes para mensurar a concentracédo de esteroides e NO3/NOy

no meio de maturacao.

4.5.1.2 Experimento Il: Avaliacdo da reversibilidade do efeito inibitorio na
progressdo da meiose observado com 10 mM de L-

arginina

Visto que apos a adicdo de 10 mM de L-arginina os odcitos retomaram a
meiose, mas a maior percentagem destes ndo alcancou a metafase Il, os
CCOs pre-tratados com 10 mM de L-arginina, em cocultivo com HS de parede
folicular, foram levados a um cultivo adicional por 16 horas em meio de
maturacao simples (sem L-arginina e sem HS de parede folicular).

Apos o cultivo, foi avaliado o estadio de maturacdo nuclear dos oécitos. O

experimento foi repetido seis vezes.

4.5.1.3 Experimento lll. Avaliacdo do efeito da inibicdo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS) na maturacdo nuclear e integridade de

membrana plasmatica das células do cumulus

Foram adicionadas diferentes concentragdes do inibidor da NOS, Nw-L-
nitro-arginina metilester (L-NAME) (0,1; 0,5; 1; 2,5; 5 e 10 mM), ao meio de
cultivo de CCOs cocultivados com HS de parede folicular, para avaliar o seu
efeito na maturacdo nuclear dos odcitos e na integridade da membrana
plasmatica das ceélulas do cumulus, em 22 horas de cultivo. O experimento foi

repetido sete vezes.
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4.5.1.4 Experimento IV. Avaliacdo do efeito da inibicdo da enzima Oxido nitrico

sintase (NOS) na producéo de esteroides (P4 e E))

Visto que o NO afeta a producdo dos esteroides in vitro (FAES et al.,
2009) e estes podem estar envolvidos na retomada e progressao da meiose
(TSAFRIRI et al., 2005; FAIR e LONERGAN, 2012), foi avaliado o efeito da
adicado de L-NAME na producéo de esteroides (P4 e E») pelas células da parede
folicular e pelos CCOs no meio de cultivo. A mensuracdo dos esteroides foi
realizada no meio de maturacédo coletado de seis repeticdes do experimento
anterior (experimento V).

4.5.1.5 Experimento V. Avaliacdo do efeito da inibicdo da enzima éxido nitrico
sintase (NOS) na producéo de NO3z/NO,

Com o objetivo de avaliar se a adicdo de L-NAME diminui a producao de
NO das células em cultivo (CCOs/HS), foi avaliada a concentracdo de NOg3
INO, como indicador indireto da concentragcdo de NO no meio. A mensuragao
de NO3/NO; foi realizada, no meio de maturacdo coletado de seis repeticdes

do experimento IV.

4.5.1.6 Experimento VI. Avaliacdo do efeito do sistema L-arg/NOS/NO na
concentracdo de nucleotideos em CCOs cocultivados
com HS de parede folicular

Para avaliar se o sistema L-arg/NOS/NO afeta a concentracdo dos
nucleotideos (AMPc e GMPc) de CCOs cocultivados com HS de parede
folicular, o meio de cultivo foi suplementado com 5 mM de L-arginina (precursor
de NO), ou com 1 mM L-NAME (inibidor da NOS). A mensuracao foi realizada

em CCOs cultivados por 1, 3 e 6 horas.
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Junto com os grupos tratados, foi avaliada a concentracdo dos
nucleotideos no grupo-controle negativo (com HS) e em CCOs imaturos (0 hora

de cultivo) sem tratamento. Cada experimento foi repetido quatro vezes.

4.6 Andlise estatistica

Foram realizadas a analise de consisténcia dos dados e a estatistica
descritiva (proc univariante, proc means, SAS 2009). Para as variaveis que
apresentaram CV maior que 30%, foi realizada a transformagéo dos dados
(log+1 e arcosin).

O efeito dos diferentes tratamentos sobre as varidveis estudadas foi
avaliado pela andlise de variancia (ANOVA). A comparacdo entre médias foi
realizada pelo teste SNK 5% de probabilidade (proc GLM, SAS 2009).
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5. RESULTADOS

Experimento |. Avaliacdo do efeito da adicdo de L-arginina na maturacao
nuclear e na integridade de membrana de CCOs cocultivados
com HS de parede folicular

Inicialmente, foi avaliado o efeito de diferentes concentracbes de L-
arginina (2,5, 4, 5, 6, 10 e 50 mM) na maturacao nuclear dos oécitos (Tabela
1).

A quantidade de o6citos mantidos em estadio de VG foi
significativamente maior (P<0,05) no controle com HS, quando comparada a do
controle sem HS e a dos grupos suplementados com L-arginina em
concentracbes de 4 a 50 mM. Nos estaddios de Ml e A-T, a proporcdo de
odcitos de todos os grupos tratados com L-arginina e do controle com HS foi
maior que a do controle sem HS (P<0,05). Para o estadio de MIl, o grupo de
odcitos tratados com 4, 5 e 6 mM de L-arginina foi menor que o do controle
sem HS (P<0,05), no entanto, mostrou ser maior que o do controle com HS
(P<0,05). A adicdo com 10 e 50 mM né&o afetou (P>0,05) a quantidade de
oocitos que atingiram MIl, quando comparada a do controle com HS, e foi
menor (P<0,05) quando comparada a do controle sem HS. Somente a adicao
de 50 mM de L-arginina, no meio de MIV, aumentou a quantidade (P<0,05) de
odcitos degenerados.
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Tabela 1. Efeito da adicdo de L-arginina (L-arg) na maturacdo nuclear dos

odcitos cocultivados com HS de parede folicular, em 22 horas de

cultivo
Estadios da maturagcéo nuclear
Tratamentos VG MI AT Ml D
C+ 0° 12,9+10,1° 7,3+6,8°  79,7+9,8° o°
C- 33,9+23,8% 29,9+18,1* 27,6+10,7°  8,4465° 0o°
L-arg (mM)
2,5 20,1+#17,4%° 37,7+13,9® 29,6+9,3* 12,5+7,1™ o°
4 6,4+4,1°  353+10° 34,2+9,8% 24,2490 0°
5 5,9+7,6°  28,2+#11,3% 37,6+14,2° 27,1 6,4 o°
6 10,3+7,5°  31,3+14,1* 32,4+11,4* 25,9+19,2° o°
10 54+6,9°  34,4427,7° 46,4+262% 6,9+59°  58+9,8"
50 0° 39,6+19,7%° 38,1+18,8%  1,8+4°  20,5+14,5°

Médias + DP de sete repetices. Letras diferentes dentro de cada estadio de
maturacdo (mesma coluna) significam que houve diferenca (P<0,05). C+:
controle sem HS; VG: vesicula germinativa; MI: metafase I; A-T: anafase-

telofase I; MIl: metafase Il; D: alta condensacéo da cromatina.

Posteriormente, foi determinado o efeito de diferentes concentragdes de
L-arg (2,5, 4, 5, 6, 10 e 50 mM) sobre na integridade de membrana das células
do cumulus (CCs) (Figura 2).

A propor¢cdo de CCs com membrana integra foi maior (P<0,05) nos
grupos tratados com 2,5 e 4 mM de L-arg, quando comparada a dos controles
com e sem HS, e a concentracdo elevada de L-arginina (10 e 50 mM). A adigédo
de 10 e 50 mM de L-arg diminuiu (56,7£10,2 e 55,5+11,3, respectivamente)
essa proporcdo de células com membrana integra (P<0,05), mas continuou

sendo ainda maior que a dos controles (P<0,05).
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Proporcionalmente, os grupos tratados com 2,5 e 4 mM de L-arg
apresentaram menor percentagem (P<0,05) de CCs lesadas, sendo que essa
proporcdo aumentou (P<0,05) nos grupos tratados com concentragdes maiores

de L-arg (10 e 50 mM) e foi ainda maior nos controles (P<0,05).
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Figura 2. Efeito de diferentes concentracées de L-arginina na integridade de
membrana das células do cumulus. Valores representam média + DP
de seis repeticbes (n=1800). Letras diferentes (maiuscula ou
mindscula) entre as colunas de mesma tonalidade indicam diferencas

significavas (P<0,05).

Foi avaliado o efeito de diferentes concentracdes de L-arg (2,5; 4; 5; 6; 10
e 50 mM) na producéo de esteroides (P4 e E») (Tabela 2).

A concentracdo de progesterona no meio de cultivo dos grupos tratados
com 2,5 a 10 mM de L-arg, foi semelhante & do controle com HS (P>0,05) e
significativamente maior (P<0,05) que a do controle sem HS. O grupo
suplementado com 50 mM de L-arg apresentou uma concentracdo de
progesterona menor (P<0,05) que a do controle com HS, no entanto, ainda

maior que a do controle sem HS (P<0,05).
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A concentracdo de estradiol no meio de cultivo no controle sem HS
diferente da observada no controle com HS e demais concentragdes
observadas nos tratamentos (P<0,05.

Tabela 2. Efeito dose-resposta da L-arginina (L-arg) na concentracdo de
progesterona (P4) e 17B-estradiol (Ez) no meio de maturacdo de
CCOs cocultivados com hemisseccdes de parede folicular durante

22 horas
P4 (ng/mL) E> (ng/mL)

C+ 10,3+3,6° 23,3+4,1°

C- 94,5+36,9° 35,3+1,2°
L-arg (mM)

2,5 88,5+38,3% 35,6+1,1°
4 65,5+28,2% 37,6+1,2°
5 45,7+27,8% 35,9+2,5°
6 95,2+63,4° 35,4+1,3?
10 52,5+48,6%" 35,1+1,12

50 30+14° 33,9+2,2°

Médias + DP de seis repeticdes. Letras diferentes dentro da mesma coluna
significam que houve diferencas (P<0,05). C+= controle sem HS, C-= controle

com HS.

Posteriormente foi avaliado o efeito da adicdo de diferentes
concentracdes de L-arg (2,5; 4; 5; 6; 10 e 50 mM) na producé&o de nitrato/nitrito
no meio de cultivo (Figura 3).

Todos os grupos suplementados com as diferentes concentracdes de L-
arg tiveram uma concentracdo de nitrato/nitrito no meio de cultivo, similar a do

controle com HS (P>0,05) e maior (P<0,05) a do controle sem HS.
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Figura 3. Efeito de diferentes concentracbes de L-arginina na producdo de
nitrato/nitrito total no meio de maturacdo in vitro de CCOs em
presenca de oito hemisseccdes (HS) de parede folicular. Controle
positivo Controle sem HS = (C+) e controle com HS (C-). Valores
representam meédia + DP de quatro repeticdes. Letras diferentes

entre as colunas indicam diferencas (P<0,05).

Foram adicionadas, ao meio de cultivo uma concentragao baixa (2,5 mM),
uma intermediaria (5 mM) e uma alta (10 mM) de L-arg, visando avaliar seu
efeito na maturacdo dos oocitos em 7 horas de cultivo (Tabela 3).

A propor¢cdo de odcitos em estaddio de vesicula germinativa foi menor
(P<0,05) no grupo tratado com 5 mM de L-arg quando comparada a do grupo
tratado com 2,5 mM e a do controle com HS, e maior (P<0,05) a do controle
sem HS. No estadio de RVG, todos os grupos suplementados com diferentes
concentracdes de L-arg tiveram uma menor proporcéo (P<0,05) de odcitos que
a do controle sem HS, no entanto, semelhante a do controle com HS; e, no

estadio de metafase |, ndo houve diferengas entre os tratamentos (P>0,05).
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Tabela 3. Efeito de diferentes concentracbes de L-arginina (L-arg) na

maturacdo nuclear de odcitos bovinos cocultivados com oito

hemisseccdes (HS) de parede folicular em 7 horas de cultivo

VG RVG MI
C+ 18,3+7,3° 73,6+7,9% 7,944,132
C- 75,2+152 20,9+12,1° 3,9+8,62
L-arg (mM)
2,5 78,6+13,12 19,4+13,5° 1,9+2,9%
5 53,7+13,4° 39,8+17,6° 6,4+8,32
10 60,8+12,6%° 29,5+11° 9,7+14,1°

Médias + DP de sete repeti¢cles, Letras diferentes dentro de cada estadio de
maturacdo (mesma coluna) significam que houve diferencas (P<0,05). C+:
controle sem HS; C-: controle com HS, VG: vesicula germinativa; RVG:

rompimento da vesicula germinativa; MI: metafase I.

Foi avaliado o efeito da adicdo das mesmas concentragdes de L-arg (2,5
mM, 5 mM e 10 mM) sobre a maturacdo nuclear dos od6citos em 15 horas de
cultivo (Tabela 4).

Os odcitos tratados com as diferentes concentracdes de L-arg avaliadas
mostraram-se em menor propor¢cdo (P<0,05) no estddio de vesicula
germinativa, quando comparados aos do controle com HS, e somente 0 grupo
suplementado com 10 mM apresentou igual proporcao de odcitos (P>0,05) que
a do controle sem HS neste estadio de maturagdo. A proporcao de odcitos em
estadio de metafase | mostrou ser maior (P<0,05) no grupo tratado com 10 mM
de L-arg, no entanto, semelhante a do grupo suplementado com 2,5 mM
(P>0,05). Nos estadios de pré-metafase | e metafase Il, ndo foram observadas

diferencas entre os tratamentos (P>0,05)
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Tabela 4. Efeito de diferentes concentracbes de L-arginina (L-arg) na
maturacdo nuclear de odcitos bovinos cocultivados com oito

hemisseccdes (HS) de parede folicular, em 15 horas de cultivo

VG RVG MI A-T M
C+ 0,9+2,0° 0? 44,1+6,3° 53,5¢8,4% 1,4+3,2°
C- 55,2+5,1? 0? 44,8+5,1° 0° 0?
L-arg (mM)
2,5 31,9+10,6" 3,5+7,9° 56,3%59%  82+8,9" 0?
5 30,8+21,6" 4,9+7,8% 47,1+7,1° 14,1+7,6™ 3,0+7,3
10 11,5+¢12,1°° 1,2+2,8% 69,1+19,1* 18,2+13,3" 0?

Médias + DP das porcentagens de sete repeticdes. Letras diferentes dentro de
cada estadio de maturacdo (mesma coluna) significam que houve diferencas
(P<0,05). C+: controle sem HS; C-: controle com HS VG: vesicula germinativa;
RVG: rompimento da vesicula germinativa; MIl: metafase |; A-T: anafase-

telofase I; MIl: metafase II.

As mesmas concentracdes de L-arg foram adicionadas ao meio de cultivo
para avaliar seu efeito na maturacéo nuclear em 22 h (Tabela 5).

Todos os grupos que foram adicionados com L-arg tiveram uma
proporcdo de olcitos em estadio de vesicula germinativa igual a do controle
sem HS e menor que a do controle com HS (P<0,05). Nos estadios de pré-
metafase | e metafase I, ndo houve diferencas entre os tratamentos (P>0,05),
entretanto, no estadio de anafase-teléfase, o grupo adicionado com 10 mM de
L-arg teve uma proporcao de odcitos maior que a do controle sem HS (P<0,05).
No estadio de MIl, o grupo controle sem HS apresentou a maior propor¢céo de
oocitos quando comparada com a dos outros tratamentos (P<0,05), e o grupo
tratado com 5 mM de L-arg apresentou uma maior proporcdo de odcitos

quando comparada a do controle com HS e a dos outros tratamentos (P<0,05).
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Tabela 5. Efeito de diferentes concentracbes de L-arginina (L-arg) na
maturacdo nuclear de od6citos bovinos cocultivados com oito

hemisseccbes (HS) de parede folicular, em 22 h de cultivo

VG RVG M A-T M
C+ 0° 0? 10,3+9,4° 9,1+6,3°  79,749,8°
C- 33,9+ 27,6° 0® 22,6+222%  30,4+6,3®  8,4+65°

L-arg (mM)
2,5 13,6:125° 13:29° 32,6+132° 290s15% 125871
5 6,4+8,2° 0? 28,848,9°  34,7+#16,1%° 27,1+6,4°
10 3,3+7,5" 02 33,9423,3%  50,2+20,5*°  6,959°

Médias = DP das porcentagens de sete replicatas. Letras diferentes dentro de
cada estaddio de maturagdo (mesma coluna) significam que houve diferenca
(P<0,05). C+: controle sem HS; C-: controle com HS VG: vesicula germinativa;
RVG: rompimento da vesicula germinativa; MI: metafase I; A-T: anafase-

tel6fase I; MIl: metéafase II.

As concentrag baixa (2,5mM), intermediaria (5mM) e alta (10mM) de L-arg
foram adicionadas para avaliar o efeito na cinética da producéo de E, (Tabela
6).

As 7 horas de avaliacdo, o controle com HS apresentou uma maior
concentracédo de estradiol (P<0,05) que as do controle sem HS e dos grupos
suplementados com L-arg. Os grupos suplementados com 5 e 10 mM de L-arg
tiveram uma concentracdo de estradiol similar (P>0,05) a do controle sem HS.
N&o houve diferenca entre os grupos que receberam suplementagdo com L-arg
(P>0,05).

Com 15 horas de cultivo ndo houve diferenca na concentracdo de
estradiol entre os tratamentos nem entre os controles (P>0,05). Por sua vez,

com 24 horas, os tratamentos ndo mostraram diferencas entre si e foram
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semelhantes ao controle com HS (P>0,05), e s6 o tratamento com 5 mM de L-

arg foi maior que a do controle sem HS (P<0,05).

Tabela 6. Efeito de diferentes concentracdes de L-arginina (L-arg) na cinética
da producao de 17B-estradiol (ng/mL) de CCOs cocultivados com oito

hemisseccoes (HS) de parede folicular

7h 15h 22h
C+ 16,4+0,4° 16,8+0,6% 14,8+0,1°
C- 19,9+0,62 18,5+12 18,8+0,42
L-arg (mM)
25 18,4+0,9° 16,7+1,4% 16,9+1,5%
5 17,3+1,3" 18,6+1,92 18,1+1,52
10 17,2+0,7" 18,1+3,72 16,5+0,9%°

Médias + DP de quatro repeticbes. Letras diferentes dentro da mesma coluna

significam que houve diferencas (P<0,05). C+ = controle sem HS.

Também foi avaliado o efeito das mesmas concentracbes de L-arg na a
producao de P4 (Tabela 7).

Em todas as horas avaliadas, a concentracédo de progesterona dos grupos
suplementados com de L-arg ndo mostraram diferencas entre eles, foram
similares as do controle com HS (P>0,05) e maiores do que as do controle sem
HS (P<0,05).
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Tabela 7. Efeito de diferentes concentracdes de L-arginina (L-arg) sobre a
cinética da producdo de progesterona (ng/mL) de CCOs
cocultivados com oito hemisseccdes (HS) de parede folicular.

7h 15h 22h
C+ 5,9+1,5 9,7+2,3" 10,9+1,6"
C- 85+18,4° 171,3+91,62 228+8%
L-arg (mM)
2,5 94,5+26,6° 126+28,2° 222,7+11,4°
5 95,5+26,1° 167,5+91,4° 228,7+62,8°
10 74+16,2° 200+65,5° 170,7+16,3%

Médias + DP de quatro repeticdes. Letras diferentes dentro da mesma coluna
significam que houve diferencas (P<0,05). C+ = controle sem HS, C- = controle

com HS..

Foi avaliado o efeito das concentracdes de L-arg sobre a cinética da
producao de nitrito total (Tabela 8).

Os grupos suplementados com as diferentes concentragcdes de L-arg, em
todas as horas avaliadas, tiveram uma concentracdo de nitrito total no meio
similar (P>0,05) a do controle com HS e maior (P<0,05) que a do controle sem
HS.
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Tabela 8. Efeito de diferentes concentracdes de L-arginina (L-arg) sobre a

cinética da producéo de nitrito total (UM) no meio de cultivo

7h 15h 22h
C+ 10,2+2,2° 14,7+4,4° 10,7+1,4°
C- 31,5+8,7° 62,7+9,9° 62+5°
L-arg (mM)
2,5 36,5+4,2° 82,1+22,6° 63,2+8,1°
5 33,4+11,9° 63,7+9,1° 64,4+24,5°
10 34+6,2° 68,2+8° 59+8,7°

Médias + DP de seis repeticdes. Letras diferentes dentro da mesma coluna

significam que houve diferenca (P<0,05). C+ = controle sem HS.

Experimento Il: Avaliacdo da reversibilidade do efeito inibitorio na progressao

da meiose observado com 10 mM de L-arginina

O efeito da adicdo de 10 mM de L-arg sobre a maturacdo nuclear de
odcitos cultivados por 22 horas foi comparado ao efeito de um cultivo adicional
por 16 horas, de odcitos previamente tratados com essa concentragdo de L-arg
(Tabela 9).

N&o houve diferenca significativa nos diferentes tratamentos quanto a
proporcao de o0citos que permaneceram em estadio de vesicula germinativa e
de odcitos degenerados (p>0,05). Entretanto, o tratamento com 10 mM de L-
arg durante 22 horas resultou em uma maior proporcao de o6citos em estadios
intermediarios (anafase e teléfase) e menor em estadio de metafase Il, quando
comparada a dos grupos com 16 horas adicionais de maturagédo (controle com
e sem HS, e 10 mM de L-arg) (p<0,05).
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Tabela 9. Efeito do cultivo adicional por 16 horas sobre a maturacdo nuclear de
odcitos previamente tratados com 10 mM de L-arginina em cocultivo

com oito HS de parede folicular.

Estadio de maturacéo

Tratamentos VG Ml A-T MII D

10 mM 5,4+6,9° 34,4+27,7° 46,4+26,2* 6,915,9° 5,8+9,8%

- C+ 02 3,145,2° 54+6,4°  87,7+10° 3,8+9,42
g C- 1,1+2,4* 10,6£3,8" 58+54° 825467  0°

2

Z|  10mM 02 18,6+8,9%® 94+62°  66,3+6,2° 5,7+3,2%
O

Médias + DP de sete repeticdes. Letras diferentes dentro de cada estadio de
maturacdo (mesma coluna) significam que houve diferencas (P<0,05). C+:
controle sem HS; VG: C-: controle com HS; VG, vesicula germinativa; MI:
metafase I; A-T: anafase- tel6fase I; Mll: metafase II; D: alta condensacéo da

cromatina.

Experimento 1ll. Avaliagdo do efeito da inibicdo da enzima Oxido nitrico sintase
(NOS) na maturacdo nuclear e integridade de membrana

plasmatica das células do cumulus

Inicialmente, foi testado o efeito de diferentes concentracées de L-NAME
(0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 e 10 mM) sobre a maturacdo nuclear dos odcitos (Tabela
10).

O grupo tratado com 2,5 mM de L-NAME teve uma proporcao de o0citos
em estadio de vesicula germinativa menor que a do controle com HS (P<0,05)
e semelhante a do controle sem HS. No estadio de metafase I, no grupo
tratado com 1 mM de L-NAME, a proporcao de odécitos em estadio de vesicula

germinativa foi significativamente menor que a do grupo tratado com 10 mM
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(P<0,05) e, entre os outros tratamentos, ndo houve diferencas (P>0,05). A

proporcdo de od0citos que atingiram o estddio de metafase I, no grupo

suplementado com 1 mM de L-NAME, foi maior que a do controle com HS

(P<0,05) e similar a do controle sem HS. Nos outros tratamentos, estas

proporcdes foram semelhantes entre si, ndo apresentaram diferenca quando

comparadas as do controle com HS (P>0,05) e foram menores que a do

controle sem HS (P<0,05).

Nos estadios de rompimento da vesicula germinativa e anafase-telofase I,

nao houve diferencas entre os tratamentos (P>0,05).

Tabela 10. Efeito da adicdo de L-NAME na maturacdo nuclear dos odcitos

cocultivados com HS de parede folicular, em 22 horas de cultivo

VG RVG MI AT MII
C+ 0+0° 0+0 2 5,2+4,1% 5,9+5° 88,9+2,6°
C- 11,949,2°  3,1459%  26,0+14,8° 23,9+14,4° 35+10°
L-NAME (mM)
0,1 6,5+8,1*  4,3+7,6° 12,5+¢6%°  18,74#53* 57,9+18,3"
0,5 10,7+7,6% 0402 11,5462  152+4,3%  62,4+10,2™
1 5,9+5% 1,5+3,72 4,9456°  14,6+8,8°  72,9+14,6%
2,5 0,9+2,5° 0+0? 20+17,7%  25,5424,2* 53,5+21,9"
5 4,1+7,1%  4,1+10,8* 20,4+14,2% 20,8420,9° 53,5+26,2"
10 4,8+5% 5,2452%  27,1+195% 20,8410,7%°  50,9+21"

Médias + DP, Produto de sete repeticbes. Letras diferentes dentro de cada

estadio de maturacdo (mesma coluna) significam que houve diferencas

(P<0,05). C+: controle sem HS; VG: vesicula germinativa; RVG: rompimento da

vesicula germinativa; MI: metafase I; A-T: anafase- telofase I; MIl: metafase Il.
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Foi avaliado o efeito de diferentes concentracdes de L-NAME (0,1; 0,5;
1; 2,5; 5 e 10 mM) na integridade da membrana plasmética das células do
cumulus (Figura 4).

Todos os grupos suplementados com L-NAME apresentaram uma
propor¢cdo de células do cumulus com membrana integra semelhante a do
controle com HS (P>0,05) e significativamente maior que a do controle sem HS
(P<0,05) e ndo houve diferencas entre as dos controles (P>0,05). O grupo
tratado com 1 mM de L-NAME teve uma porcentagem de células do cumulus
com membrana lesada significativamente menor que a dos controles com e
sem HS (P<0,05). Nos outros grupos suplementados com L-NAME, a
proporcao de células com membrana lesada foi similar & do controle com HS

(P>0,05), no entanto, menor a do controle sem HS (P<0,05).
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Figura 4. Efeito de diferentes concentragdes de L-NAME sobre a integridade de
membrana das células do cumulus. Valores representam média + DP
de seis repeticdes. Letras diferentes (maidscula ou mindscula) entre

as colunas de mesma tonalidade indicam diferencgas (P<0,05).

Experimento 1V. Avaliagédo do efeito da inibicdo da enzima oxido nitrico sintase
(NOS) na producéo de esteroides (Pse E))
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Posteriormente, foi avaliada a adigdo de diferentes concentragdes de L-
NAME (0,1, 0,5, 1, 2,5, 5 e 10 mM) na producédo dos esteroides (P, e E»)
(Tabela 11).

Todos o0s grupos que receberam suplementacdo com L-NAME
apresentaram uma quantidade de estradiol igual a do controle com HS
(P>0,05) e maior que a do controle sem HS (P<0,05), exceto no tratamento de
5 mM de L-NAME que apresentou concentracdo semelhante a do controle sem
HS (P>0,05).

Da mesma forma, todos o0s grupos suplementados com L-NAME
apresentaram uma concentracdo de progesterona similar a do controle com HS
(P>0,05) e maior a do controle sem HS (P<0,05).

Tabela 11. Efeito dose-resposta do L-NAME na concentragdo de progesterona
(Ps) e 17B-estradiol (E;) no meio de maturagdo de CCOs

cocultivados com hemisseccdes de parede folicular durante 22 horas

P4 (ng/mL) E> (ng/mL)

C+ 12,4+2,8° 38,3+1,3"

C- 352,7+142,7° 54,2+7,8°

L-NAME (mM)

0,1 535,6+164,4° 49,1+4,5°

0,5 414+237,7° 50,2+11,5°

1 354+149,4° 50,9+2,9°

2,5 410,7+218,3% 51,3+7,7°

5 347,2+110,5% 47,746,2%°

10 376+208,4° 49,6+8,5%

Médias + DP de seis repeticdes. Letras diferentes dentro da mesma coluna
significam que houve diferenca (P<0,05). C+= controle sem HS, C-= controle

com HS
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Experimento V. Avaliacdo do efeito da inibicdo da enzima oOxido nitrico sintase
(NOS) na producéo de NO3/NO,

Por fim, foi testado o efeito de diferentes concentracées de L-NAME (0,1;
0,5; 1; 2,5; 5 e 10 mM) sobre a producao de nitrito total (Figura 6).

O grupo-controle com HS apresentou uma concentracado de nitrito total,
no meio de cultivo, maior (P<0,05) quando comparada com a do controle sem
HS e a dos grupos que receberam suplementacdo com L-NAME. A
concentracéo de nitrito total em todos os grupos suplementados foi semelhante
entre eles (P>0,05) e significativamente maior que a do controle sem HS
(P<0,05).
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Figura 5. Efeito de diferentes concentracdes de L-NAME na producédo de nitrito
total no meio de cultivo (22 horas). Valores representam média £ DP
de quatro repeticbes. Letras diferentes entre as colunas indicam
diferencas (P<0,05).
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Experimento VI: Experimento VI: Avaliagdo do efeito do sistema L-arg/NOS/NO
na concentracao de nucleotideos em CCOs cocultivados com

HS de parede folicular

Foi testado o efeito da suplementacdo do meio de maturagdo com 5 mM
de L-arginina ou 1 mM de L-NAME na producdo de AMPc de CCOs,em 1, 3 e
6 horas de cultivo (Tabela 12).

Comparada com a concentracdo de AMPc dos CCOs imaturos (0 horas
de cultivo), a concentracdo de AMPc dos CCOs de todos os tratamentos
manteve-se semelhante depois de 1 hora (P>0,05), aumentou nas 3 horas
(P<0,05) e diminuiu novamente nas 6 horas alcancando concentracdo similar a
do grupo-controle com HS e a do grupo tratado com L-NAME (P>0,05).

A concentracdo de AMPc dos CCOs do grupo-controle com HS foi
menor com 1 hora de cultivo quando comparada a do grupo tratado com L-
NAME(P<0,05). Nas 3 e 6 horas, ndo houve diferengas entre os tratamentos
(P>0,05).

Tabela 12. Efeito da suplementacdo do meio de maturacdo com 5 mM de L-
arginina ou 1 mM de L-NAME na cinética da producao de AMPc
(pmol/mL) de CCOs cocultivados com HS

Horas

Tratamentos 0 1 3 6

C- 0,40+0,26° 0,43+0,158°  1,42+0,58%%  0,62+0,4282
L-arginina 0,40+0,26%  0,57+0,118%°  1,30+0,29"%  1,10+0,39"2

L-NAME 0,40+0,26%  0,92+0,26"2  142+0,50"% 1,23+0,58"B2

Médias =+ DP de quatro repeticbes. Foram avaliados 10 CCOs/tratamento
(n=40). Letras mailsculas na mesma linha ou mindscula na mesma coluna

indicam diferencas (p<0,05).
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O efeito da suplementacdo do meio de maturacdo com 5 mM de L-
arginina ou 1 mM de L-NAME na producdo de GMPc de CCOs, em 1, 3 e 6
horas de cultivo, também foi testado (Tabela 13).

Comparada com a concentracdo de GMPc dos CCOs imaturos (0 hora de
cultivo), a concentracdo de GMPc dos CCOs de todos os tratamentos diminuiu
depois de 1 hora (P<0,05); as 3 horas de cultivo, continuou diminuindo sé nos
grupos tratados com L-NAME ou L-arginina; e as 6 horas, foi ainda mais baixa
no grupo-controle com HS e no grupo adicionado com L-arginina (P<0,05). A
concentracdo de GMPc nos CCOs suplementados com L-NAME aumentou as
6 horas novamente, atingindo concentracao similar & observada com 1 hora de
cultivo (P>0,05).

A concentracdo de GMPc com 1 hora de cultivo foi maior no grupo
adicionado com L-arginina, quando comparada a dos outros tratamentos
(P<0,05); as 3 horas, foi menor no grupo adicionado com L-NAME (P<0,05); e,
as 6 horas, foi menor no controle com HS (P<0,05).

Tabela 13. Efeito da suplementacdo do meio de maturacdo com 5 mM de L-
arginina ou 1 mM de L-NAME na cinética da producao de GMPc
(pmol/mL) de CCOs cocultivados com HS

Horas

Tratamentos 0 1 3 6

C- 1,23+0,06" 0,33+0,208°  0,53+0,058%  0,03+0,05°°
L-arginina 1,23+0,06"  0,87+0,13%%  0,55+0,05°%  0,12+0,05°2

L-NAME 1,23+0,06" 0,25+0,26%°  0,07+0,50°°  0,17+0,58%¢2

Médias = DP de quatro repeticbes. Foram avaliados 30 CCOs/tratamento
(n=120). Letras maiusculas na mesma linha ou mindscula na mesma coluna

representam diferencas (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, foi utilizado um sistema de cocultivo de CCOs
junto com HS da parede folicular com o intuito de mimetizar as condi¢cdes
fisioldgicas, nas quais os oocitos permanecem em bloqueio meidtico, e estudar
dentro desse sistema, o possivel envolvimento da via L-arg/NOS/NO nos
eventos de blogueio e retomada da maturacdo nuclear.

As HS da parede folicular bloquearam parcialmente o reinicio e a
progressdo espontanea da meiose. As células foliculares, principalmente as
células da teca, produzem algum(ns) fator(es) soluvel(is) no meio, com
capacidade para inibir a meiose dos od6citos em cocultivo (RICHARD e
SIRARD, 1996). O mecanismo de acdo do(s) fator(es) inibitorio(s) ndo é(sao)
completamente entendido(s). Porém, este poderia incluir efeitos na
comunicacao intercelular nos CCOs, uma vez que a presenca de HS inibiu a
expansdo e aumentou a integridade das células do cumulus (dados néo
apresentados).

Inicialmente, foi testado o efeito de diferentes concentracdes da L-
arginina, precursor do NO, na maturagdo nuclear e na integridade de
membrana plasmatica das células do cumulus.

O NO tem sido identificado como uma das principais moléculas de
sinalizacao inter e intracelular envolvida em diversos processos fisiolégicos. O
papel do NO nos eventos reprodutivos mostra um padrao bifasico. Em
concentracdo adequada, o NO estimula esses processos, mas a diminuicdo ou
0 aumento apresenta efeitos inibitorios.

No presente trabalho, a suplementacdo com L-arginina mostrou um efeito
dose-resposta na maturagcdo nuclear. Concentragbes baixas ndo afetaram a
meiose, enquanto concentracdes intermediarias estimularam o rompimento da
VG e, em certo grau, favoreceram a progressdo da meiose, e concentracdes
elevadas apresentaram efeito inibitdrio na progressao meiotica.

Bu et al. (2003) também observaram um efeito estimulatorio de
concentracdes adequadas do nitroprussiato de sédio (SNP), doador de NO, na

maturagdo nuclear em oocitos de camundongo em um sistema com bloqueio
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da meiose. Em concentracées baixas (10 ~, 10 °, 10 > M) o SNP reverteu o
efeito inibitdrio da hypoxantina.

Da mesma forma, Bilodeau-Goeseels (2007), usando baixa concentracao
de SNP (0,01 pM) em odcitos bovinos, observou um estimulo no reinicio da
meiose ao encontrar maiores taxas de rompimento da vesicula germinativa
com 7 horas de cultivo.

Em outros estudos na espécie bovina, tem sido observado apos a adi¢ao
de concentracdes baixas de doadores exogenos de NO, uma melhora na
maturacao citoplasmatica (VIANA et al., 2007 e 2011; SCHWARZ et al., 2008),
porém, sem efeito na maturacdo nuclear. Isto poderia ser explicado porque
esses estudos avaliaram o estadio meidtico em um sistema de cultivo com
maturacdo espontanea e somente em 22 horas de cultivo. Deve ser
considerada a dificuldade para determinar o efeito benéfico de alguma
substancia sobre a maturacdo nuclear em condicdes de maturacéo
espontanea, quando a avaliacdo do estadio meidtico é realizada em 22 ou 24
horas de cultivo, uma vez que odcitos que ja terminaram a fase de crescimento
e sao cultivados in vitro em um meio adequado, normalmente, atingem uma
alta taxa de metéafase Il (Mll) (SIRARD, 1988).

Foi avaliado o possivel envolvimento dos esteroides na via de sinalizacéo
do NO, a partir da suplementacdo com L-arg. Trabalhos recentes indicam que
os esteroides podem estar envolvidos na aquisicdo da competéncia nuclear
dos odcitos de mamiferos (FAIR e LONERGAN, 2012; APARICIO et al., 2011;
LUCIANO et al.,, 2010) e existem evidéncias de que o NO pode afetar a
esteroidogénese das células foliculares in vitro, dependendo da sua
concentracéo no cultivo (BASINI et al., 1998; FAES et al., 2009).

No entanto, ndo houve diferenca na producédo de esteroides no meio de
cultivo apés a adicdo de diferentes concentracdes de L-arg. Somente a
concentracdo de 50 mM diminuiu a producdo de P4, em relacdo a dos demais
tratamentos e a do controle com HS. Esta mesma concentragdo promoveu a
retomada da meiose (100%) e promoveu aumento na integridade da membrana
plasmatica das células do cumulus em relacdo ao controle com HS, porém,
aumentou a proporcéo de oécitos com nucleos condensados (degenerados) e

diminui a progressédo até MIl, sugerindo que, nessa concentragdo, houve um
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aumento na proporcdo de CCOs que sofreram morte celular por apoptose
(fragmentacao do DNA).

Por outro lado, a avaliacdo do efeito dos tratamentos na cinética de
maturacdo, mostrou que as 7 horas houve uma diminui¢cdo na producéo de E,,
contudo, essa diminuicdo foi discreta e nao foi acompanhada por variacdes na
concentracdo de P, (FAIR e LONERGAN, 2012). Nessa condi¢cdo, nédo é
possivel inferir que seja 0 mecanismo de retomada da meiose.

Esses resultados sugerem que o mecanismo de retomada da meiose
utilizado pela L-arg, nas condi¢cdes avaliadas neste estudo, ndo compromete a
regulacédo na propor¢ao dos esteroides (E»/P,4) no sistema de cultivo.

Embora ndo tenha havido diferenca entre as concentragbes de
nitrato/nitrito no meio de cultivo em que foram adicionadas as diferentes
concentracfes de L-arginina avaliadas em relacdo as do controle com HS, este
fato indicou que ndo houve alteracdo nas concentracdes de NO e que existe a
possibilidade de que, em determinadas concentracfes desse aminoéacido, haja
diferencas nos padrdes de atividade das distintas isoformas da NOS.

Um padrdo de atividade diferenciado, favorecendo a acdo de alguma
das isoformas em particular, poderia fazer parte dos mecanismos que regulam
0s eventos de retomada e progressao da meiose (MICHEL e FERON, 1997). O
efeito de diferentes concentracbes de L-arginina sobre a atividade das
isoformas da NOS nao foi objeto de estudo no presente trabalho.

Por outro lado, o aumento observado na maturacdo nuclear devido a
suplementacdo com L-arginina, também poderia ser explicado pela atividade
direta desse aminoéacido sobre a mesma.

Os aminoacidos ndo s6 funcionam como estruturas para a sintese de
proteinas e energia para as células e tecidos, mas também, em determinadas
situacBes, podem atuar como moléculas de sinalizagdo celular (KIM, 2011).

Existe evidéncia de que a arginina ativa a via de sinalizacdo da proteina
quinase ativada por mitdgenos (MAPK/ERK), como mecanismo essencial na
resposta imunologica dos macréfagos (YAN e LAMB, 2011). A atividade
aumentada da MAPK nas células somaticas do foliculo, induz a maturacéo
nuclear. A MAPK ativa outras substancias e fosforila proteinas (conexina 43)
das juncbes intercomunicantes. Este bloqueio da comunicagéo intercelular

interrompe a entrada dos sinais inibitorios ao oocito (SUN et al., 2009), assim,
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nessas condi¢cdes, a L-arginina poderia agir como um aminoacido modulador
das vias de sinalizacdo que levam a retomada da meiose.

Alta concentracdo de L-arginina mostrou ser inibitoria, diminuindo a
proporcdo de oodcitos em MIl. Mediante avaliacdo da cinética da maturacao
nuclear, foi observado que alta concentracdo de L-arginina ndo afetou o
rompimento da vesicula germinativa, mas impediu a progressao da meiose.

Estudos em bovinos também tém evidenciado que altas concentra¢ de
NO provenientes de fonte exdgena tem efeito inibitério na maturacao nuclear.
SCHWARZ (2011) descreveu que altas concentracbes de SNAP afetam a
retomada da meiose. Viana et al. (2007) observaram retardo no rompimento da
vesicula com 8 horas de cultivo e inibicio na progressdo com alta
concentracdo (10°M) de SNP. De igual maneira, Bilodeau-Goeseels (2007),
utilizando concentracdes elevadas de SNP, evidenciou um retardo na retomada
da meiose.

Diferentemente desses estudos, no presente trabalho, alta concentracéo
de L-arginina (10 e 50 mM) mostraram afetar a progressao da meiose, mas nao
apresentaram inibitério na retomada da maturacdo nuclear. Pelo contrario,
ainda que nao houvesse um efeito significativo nessas concentracoes, foi
observada uma antecipa¢do do rompimento da vesicula germinativa.

Essas diferencas podem ser em decorréncia das variacbes nas
condicBes experimentais. A natureza de doador utilizado, a concentracdo mais
elevada estudada ou o proprio sistema no qual foi avaliado poderiam ter
influenciado os resultados.

O mecanismo de bloqueio exercido pela alta concentracdo de L-arg (10
mM) néo foi estudado, no entanto, foi descartado que fosse devido a um efeito
toxico sobre os CCOs. O cultivo adicional por 16 horas, em meio sem HS
foliculares e sem suplementagédo com L-arg, foi suficiente para permitir que os
o0citos atingissem o estadio de MII.

Altas concentracdes de outros doadores inorganicos tém mostrado ser
irreversiveis e apresentar efeitos toxicos sobre os CCOs bovinos. Viana et al.
(2007) ndo observaram avancos na progressdo da meiose com o cultivo
adicional por 24 horas de o0citos previamente expostos a alta concentracao de
SNP (107 M). Bilodeau-Goeseels (2007) indicou que altas concentracbes de

SNAP poderiam ocasionar falhas na formacéo do fuso meiético.
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A presenca de HS de parede folicular no cultivo dos CCOs avaliados
neste estudo pode ter favorecido a viabilidade dos odcitos, visto que
independentemente da concentracdo do doador utilizado, a concentracdo de
nitrato\nitrito manteve-se estavel. Mecanismos antioxidantes das células em
cultivo teriam a capacidade de neutralizar a producdo exponencial de NO a
partir da L-arg, evitando o surgimento de concentracdes toxicas de NO em
meio de cultivo.

Todas as concentracdes de L-arg estudadas melhoraram a integridade
das células do cumulus em relacdo as dos controles. Este efeito pode ter sido
mediado via L-arg/NO. Outros trabalhos tém demonstrado o efeito protetor do
NO sobre a integridade celular na espécie bovina. Zamberlam et al. (2011)
evidenciaram a participagdo do NO na inibicdo da expressdo de genes
responsaveis por desencadear a cascata apoptotica e, dessa forma, destacou-
se seu envolvimento na protecdo das células contra a atresia. Matta et al.
(2009) observaram que a inibicdo da atividade da iINOS reduz a viabilidade das
células do cumulus, indicando que determinada concentracdo de NO, oriunda
da atividade da iINOS, € necessaria para preservar a integridade celular.

Por outro lado, a arginina também é o substrato para a sintese de
poliaminas, via ornitina descarboxilase (ODC1) (KIM, 2011). As poliamidas
(putrescina, espermidina e espermina) sdo substancias essenciais envolvidas
na regulacao da expressao génica, estabilizacdo de membranas e sintese de
proteinas e DNA, portanto, sdo elementos necessarios para a proliferacdo e
diferenciacdo celular (WU et al.,, 1998; KUSANO et al., 2008). Existe a
possibilidade de que o efeito benéfico observado pela suplementacdo do meio
de cultivo com L-arg seja também consequéncia da atividade das poliaminas,
favorecendo a proliferacéo e a sobrevivéncia das células do cumulus.

Foram avaliadas as consequéncias da inibicdo da atividade das NOS
sobre a maturacao nuclear, a integridade de membrana das células do cumulus
e a producéo de esteroides.

O L-NAME nas concentragcdes utilizadas mostrou ser efetivo na
diminuicdo da producdo de NO, visto que as concentracfes de nitrito total
diminuiram no meio de cultivo dos CCOs tratados, quando comparados as do

controle com HS. No entanto, independentemente da concentragao utilizada,



63

as concentracdes de nitrito total continuaram sendo maiores em todos o0s
grupos tratados em relacdo as do controle sem HS.

L-NAME é um inibidor competitivo das NOS. De forma seletiva, inibe a
producdo de NO proveniente da eNOS e INOS, porém, apresenta maior efeito
inibitério da eNOS (MONCADA et al., 1991). Dessa forma, a completa inibicdo
de todas as isoformas responsaveis pela producdo de NO pode nao ter
ocorrido, permitindo que a sintese de NO pelas outras isoformas presentes nas
células sométicas das paredes foliculares e do proprio odcito (PIRES et al.,
2009) contribuisse para manter ainda concentracées moderadas de NO. Além
disso, como o L-NAME age de forma competitiva com a L-arg pelos sitios de
ligagdo nas NOS, as concentracdes utilizadas podem néo ter sido suficientes
para impedir totalmente que a L-arg se ligasse a esses sitios e fosse
metabolizada para NO.

A suplementacdo do meio de cultivo com 2,5 mM de L-NAME mostrou
efeito benéfico na retomada da meiose, enquanto que 1 mM promoveu a
progressao do ciclo celular até o estadio de MII.

Tem sido verificado que a diminuicdo nas concentracfes de NO, em
foliculos pré-ovulatorios em ratas, € um pré-requisito fundamental para a
retomada da maturacdo nuclear (NAKAMURA et al, 2002; SELA-
ABRAMOVICH et al., 2008; TRIPATHI et al., 2009).

Contudo, uma forte diminuicdo na producdo de NO também se tem
mostrado prejudicial para a maturacao nuclear. Na espécie bovina, Schwarz et
al. (2010) mostraram que alta concentracdo de L-NAME no meio de cultivo
diminuem as taxas de MIl em odcitos em condi¢cdes de maturacdo espontanea.
Matta et al. (2009) observaram que altas concentracbes de aminoguanidina
(AG), inibidor especifico da INOS, prejudica a progressdo da meiose; e
Bilodeau-Goeseels (2007), utilizando o mesmo inibidor, observou um bloqueio
no rompimento da vesicula germinativa.

Portanto, a diminuicdo das concentracdes de NO para concentragdes
fisiolégicas, dentro do meio de cultivo, produto de um balanceamento entre a
atividade de determinadas concentracdes do inibidor L-NAME e a produc¢ao de
NO por parte das células em cultivo, poderia explicar os efeitos benéficos

observados na maturagao nuclear.
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Por outro lado, foi observado que independentemente da concentracao de
L-NAME utilizada, as concentracdes de nitrato/nitrito, em todos 0s grupos
tratados, diminuiram a uma concentracdo semelhante.

A atividade das diferentes isoformas da NOS apresenta um padrao
variavel ao longo do desenvolvimento folicular (TESFAYE et al., 2006).
Mudancas na expressdo génica e na atividade de isoformas especificas da
NOS seriam necessérias para dar lugar aos eventos que regulam a maturacao
nuclear em mamiferos (TAO, 2005), desta maneira, em determinado nivel de
atividade, o L-NAME poderia ter regulado a atividade das NOS, levando a
atividade de alguma(s) isoforma(s) especifica(s) a concentracdes adequadas
gue favorecessem a maturagao nuclear.

A adicdo de L-NAME ao meio de cultivo ndo afetou a integridade de
membrana das células do cumulus. A propor¢cdo de células com membrana
integra foi semelhante a do controle com HS. No entanto, a concentragédo de 1
mM de L-NAME diminuiu significativamente a porcentagem de células com
membrana lesada.

De forma contrastante, o uso de inibidores da NOS em condi¢cdes de
cultivo diferentes (sem a presenca de HS) tem mostrado efeitos prejudiciais na
integridade da membrana plasmatica das CCs (MATTA et al., 2009).

O NO pode ser um agente toxico ou protetor dependendo da
concentracédo, do tipo de célula e do grau de diferenciacao celular (BASINI et
al., 1998). Em determinadas concentracdes, o NO tem a capacidade de
proteger as membranas celulares dos danos gerados pela peroxidacgao lipidica,
induzida por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, pela sua afinidade de
ligacdo aos radicais livres que as induzem (O,—- e ONOO) (RUBBO et al.,
2006).

Como mencionado anteriormente, a presenca de grande quantidade de
células foliculares no cultivo poderia ter adicionado substancias antioxidantes
que contribuiram para a protecdo das membranas plasmaticas, entre essas, 0
proprio NO. Adicionalmente, a acdo inibitoria de determinada concentracdo de
L-NAME sobre a NOS podem ter contribuido para a manutencdo de NO em
niveis que favoreceram ainda mais a integridade celular.

Embora tenha sido demonstrada a importancia do NO como um

modulador da esteroidogénese nas células foliculares na espécie bovina
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(BASINI et al., 1998; FAES et al., 2009), no presente estudo, ndo foi observado
uma alteragdo na producdo de esteroides (P4 e E;) em nenhuma das
concentracOes de L-NAME avaliadas.

As condicdes experimentais nas quais foi desenvolvido o estudo
poderiam explicar essa observacdo. Uma elevada quantidade de células com
capacidade esteroidogénica no cultivo (HS foliculares) poderia nao ter sido
afetada por nenhuma das concentracdes de inibidor utilizadas neste
experimento. Provavelmente, a utilizacdo de concentragcdes ainda maiores
tivesse sido necessaria para observar esses efeitos.

Uma vez observado o efeito positivo na matura¢do nuclear dos odcitos,
pela adicdo de determinadas concentracdes de L-arginina ou L-NAME, foi
avaliado se essas substancias afetam a concentracdo intracelular dos
nucletideos, AMPc e GMPc no CCO, como via para estimular a retomada e a
progresséo da meiose.

A concentracdo de AMPc nos CCOs de todos os grupos avaliados
apresentou um aumento gradativo desde a primeira hora de cultivo, atingindo
um pico em 3 horas. A presenca de gonadotrofinas, principalmente de FSH, no
meio de maturacao utilizado, poderia ter induzido esse resultado. Luciano et al.
(2004) observaram que a suplementacdo do meio de maturacdo com
gonadotrofinas e/ou soro fetal pode afetar as concentracdes intracelulares de
AMPc durante as primeiras horas de cultivo. O FSH ativa receptores de
membrana e proteinas G das células-alvo, os quais induzem a producédo de
AMPc via ativacdo da enzima adenilato ciclase (AC) (MEHLMANN, 2005;
LUCIANO et al., 2005).

Alta concentracdo de AMPCc intraoocitaria tem sido relacionada com o
bloqueio da meiose (DEKEL et al., 1988). De fato, a adicdo de substancias que
estimulam a producdo de AMPc em sistemas de maturacdo in vitro impede a
retomada da meiose (BILODEAU et al., 1993). No entanto, a alteracdo na
concentracdo de AMPc n&o parece ser o mecanismo pelo qual as HS da
parede folicular exercem o efeito inibitério na maturagdo nuclear, visto que,
guando comparada com a do grupo de CCOs tratado com a concentracao de
L-NAME que estimulou a meiose, o controle com HS apresentou a
concentracdo mais baixa de AMPc durante a primeira hora de cultivo e n&o foi

diferente a dos outros tratamentos nas horas subsequentes da avaliacéo.
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A adicdo da concentracdo estimulatéria de L-arginina nao afetou a
concentragdo de AMPc intracelular nos CCOs nas condigbes de cultivo
estudadas. A variagcdo na concentracdo de AMPc nos CCOs tratados foi similar
a do grupo-controle ao longo das horas avaliadas.

No entanto, a adicdo de L-arginina no meio de maturacdo atenuou a
diminuicdo na concentracdo de GMPc dos CCOs. Mesmo que a concentracéo
desse nucleotideo tivesse mostrado a mesma diminui¢cdo observada nos outros
tratamentos, desde o inicio do cultivo em comparacédo a hora 0, esta foi maior
durante a primeira hora e, posteriormente, em 3 horas de cultivo, quando
comparada com a do controle. A via mais usual de atividade do NO & por meio
do GMPc via ativacdo da enzima guanilato ciclase soluvel (GCs). Assim, em
presenca do precursor do NO, a via L-arg/NO/GCs/GMPc manteve-se ativa,
garantindo concentracdes maiores de GMPc dentro dos CCOs.

As mudangas nas concentragcdes de AMPc e GMPc nos CCOs tratados
com a dose de L-arginina avaliada, ndo mostraram relagdo com os resultados
observados na maturacdo nuclear, sugerindo que a L-arginina estimula o
reinicio da meiose por vias diferentes que ndo incluem a alteracdo na
concentracdo desses nucleotideos.

A adicdo de 1 mM de L-NAME ao meio de maturagdo manteve uma maior
concentracdo de AMPc durante a primeira hora de cultivo, quando comparada
a do controle com HS. Bu et al. (2004) sugerem que o efeito estimulatorio sobre
a maturacdo nuclear induzido pelo NO, em determinadas concentracdes, esta
baseado na via de sinalizacdo do AMPc. O aumento transitério nas
concentracbes de AMPc nas células do cumulus tem sido apontado como um
dos mecanismos responsaveis por induzir a maturacdo nuclear in vitro via
ativacdo da MAPK (SUN et al., 2009).

Por outro lado, a concentracdo de GMPc nos CCOs tratados com L-
NAME na mesma concentracao estimulatoria da maturacdo nuclear apresentou
uma queda acentuada as 3 horas de cultivo. Schwartz (2011) afirmou que,
durante o processo de maturagao oocitaria em bovinos, deve existir uma queda
nas concentracdes de NO, com a consequente reducdo da atividade da GCs e,
portanto, da concentracdo de GMPc para que a retomada da meiose possa
acontecer. Da mesma forma, tem sido proposto que uma diminuicdo na

atividade da via NO/GCs/GMPc, principalmente, nas células do cumulus, possa
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dar lugar a retomada da meiose em odcitos de roedores (SELA-IBRAMOVICH,
2008).

Assim sendo, os resultados observados neste estudo indicam que a
diminuicdo da atividade da NOS (principalmente eNOS), atingida pela
concentracdo de L-NAME utilizada, possivelmente levou a ativacdo de uma via
de sinalizacdo que alterou a concentracdo intracelular dos nucleotideos AMPc
e GMPc nos CCOs cultivados em um sistema com bloqueio da meiose.
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7. CONCLUSOES

A TL_-arg
7 \ J
- 0*,—\*'

$ampe

J6Mpe l NOS
(L-NAME)

Figura 6. Efeitos e vias de acdo propostas como consequéncia das
alteracdes na via L-arg/NOS/NO na retomada da meiose e na
preservacdo da integridade da membrana plasmética dos
CCOs bovinos cocultivados com HS da parede folicular.

- As alteracdes na via L-arg/NOS/NO afetam a maturagcdo nuclear e a
integridade das células do cumulus de CCOs bovinos cultivados em um

sistema de cultivo em presenca de hemissecc¢des de parede folicular.

- Os mecanismos que levam a retomada e progressao da meiose depois da
adicdo de L-arginina ou da inibicdo da NOS, quando avaliados em um sistema
de cocultivo com HS de parede folicular, ndo envolvem a alteragcdo na

concentracéo de E; e Py.

- Os resultados sugerem que a L-arginina estimula a retomada da maturacéo
nuclear de o6citos em bloqueio meidtico por vias diferentes a regulacdo dos
nucleotideos AMPc e GMPc.

- A diminuicdo da atividade da NOS em CCOs cocultivados com HS de parede
folicular regula a concentragéo intracelular de AMPc e GMPc durante as
primeiras horas da maturacédo. Esses eventos podem estar relacionados com
a aquisicdo da capacidade dos o0citos para retomarem a meiose e

alcancarem a MIl em um sistema inibitorio.
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RESUMO

Objetivou-seno presente trabalho, avaliar o efeito do co-cultivo de hemi-seccbes (HS)
da parede folicular nas caracteristicas fisicas dos complexos cumulus-o6citos (CCOs).
Foliculos de 3 a 8 mm foram dissecados de ovarios de matadouro, seccionados pela
metade e levados ao meio de maturagéo [200 pL de TCM 199/BSA (0,04g/mL)]. Os
CCOs foram recuperados do restante dos ovarios e divididos em dois grupos para serem
co-cultivados com 0 (controle) ou 8 HS por 22 h a 38,5°C e 5% de CO,. O estadio de
maturacdo nuclear e a integridade da membrana dos odcitos e das células do cumulus
(CCs) foram avaliados pela coloracdo de orceina 2% e colora¢do dupla de hoechst
33342 (10pg/mL) e iodeto de propideo (10ug/mL), respectivamente. O grau de
expansdo das CCs foi avaliado subjetivamente. A proporcdo de CCs com membrana
lesada (P<0,05) foi menor nos CCOs co-cultivados com 8 HS de parede
folicular,comparadaao controle (34,33+8,33 vs 58,33+5,85, respectivamente). Od4citos
co-cultivado com 8 HS apresentaram inibicdo parcial do rompimento da vesicula
germinativa e da progressdo da meiose até metafase Il (39,9+23,8 e 8,4%6,5,
repectivamente). No grupo controle o grau de expansdo das CCs foi total (100%),
enquanto que no grupo com 8 HS a expansdo das CCs foi nula (0%). Estes resultados
sugerem que as HS da parede folicular co-cultivadas com CCOs aumentam a
integridade da membrana plasmatica das CCs e inibem sua expansdo. Estes dados
sugerem que a comunicacao bidirecional dos o6citos com as células do cumulus é mais
efetiva e, portanto, o fator produzido pelas células da parede folicular que mantém o
bloqueio meidtico, tenha uma maior possibilidade de exercer sua atividade no odcito via
CCs.

Palavras-chave: Bovino, células foliculares, meiose, matura¢do do CCO in vitro

ABSTRACT

The object of the present work was to assess the effect of follicular wall hemi-sections
(HS) co-culturing on the physical characteristics of cumulus-oocyte complexes (COCs).
Follicles measuring 3-8 mm were dissected from ovaries obtained from a
slaughterhouse, then cut in half and taken to the maturation medium [200 pL of TCM-
199/BSA (0.04g/mL)]. COCs were retrieved from the remaining ovaries and separated
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in two groups for co-culturing with 0 (control) or 8 HS for 22 h at 38.5°C and 5% CO..
Nuclear maturation stage and membrane integrity of oocytes and cumulus cells (CCs)
were assessed with 2% orcein stain and Hoechst 33342 double staining (10pg/mL) and
propidium iodite (10pg/mL), respectively. The degree of cumulus cells expansion was
subjectively observed. The proportion of CCs with injured membrane (P<0.05) was
lower for COCs co-cultured with 8 HS of follicular wall, as compared to control
(34.33+8.33 vs 58.33+5.85, respectively). Oocytes co-cultured with 8 HS presented
partial inhibition of germinal vesicle breakdown e of meiotic progression up to
metaphase Il (39.9+23.8 and 8.4+6.5, respectively). The control group had full (100%)
CCs expansion, whereas the group with 8 HS had no (0%) CCs expansion. These results
suggest that HS of follicular wall co-cultured with COCs increases CCs plasma
membrane integrity and inhibits its expansion. These date suggest that bidirectional
communication between oocytes and cumulus cells is likely to be more effective, and
the factor produced by follicular wall cells, which maintains meiotic arrest, is more

likely to exercise its activity in oocytes via CCs.

Keywords: bovine, follicular cells, meiosis, in vitro COC maturation

INTRODUCAO

A retomada da meiose dos od6citos in vivo ocorre no final do processo da
maturacdo, ap6s 0 pico  dohorménio luteinizante  (LH)  (Mehlman,
2005).Contudo,odcitos bovinos meioticamente competentes que sdo retirados do
ambiente folicular e cultivados in vitro,espontaneamente reiniciam o ciclo celular
meidtico (Pincus e Enzmann, 1935). Por outro lado, quando co-cultivadas com odcitos,
as hemi-sec¢des (HS) de parede folicularparcialmente recriam o efeito inibitério na
maturacdo nuclear (Sirard e Coenen, 1993). Isto evidencia que parte dos fatores
responsaveis por manter o bloqueio meio6tico nos oocitos sdo produzidos pelas células
somaticas que compdem a parede do foliculo.

Foote e Thibault (1969) publicaram um dos primeiros trabalhos testando as
consequéncias do co-cultivo de células foliculares namaturagdo de CCOs bovinos e
observaram o mesmo efeito inibitério na meiose dos oocitos. Foi demonstrado que as

células da teca sdo responsaveis pela producdo do fator inibitério (Richard e Sirard,
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1996), porém as células da granulosa podem participar ativamente da sua sintese ou
ativagdo (Van Tol e Bevers, 1998).

Entretanto, a natureza deste(s) fator(es)ndo é completamente conhecida. Os
odcitos podem responder a uma proteina de 214 KD produzida pelas células da teca
(Richard e Sirard, 1998), ou a uma molécula polar, estavel, com peso molecular menor
que 5 KD. Contudo, ndo é um peptideo, nem um esterdide, nem uma pequena molécula
hidrofébica (Van Tol e Bevers, 1998).

O mecanismo inibitério utilizado pelo fator produzido nas células foliculares é
desconhecido, no entanto este poderia incluir efeitos diretos nas células do cumulus,uma
vez que as células que rodeiam o odcito mantém uma comunicagdo estreita com o
o6cito por meio das jungBes comunicantes (gap) existentes entre as projecoes
transzonais das células da corona radiata (Albertini et al., 2001), e dessa maneira,
participam ativamente na transmissdo dos sinais inibitérios pelos quais 0s odcitos sao
mantidos em estadio de vesicula germinativa antes do pico de LH (Zhang et al., 2009).

Dessa forma, este trabalho avaliou o efeito do co-cultivo de HS de parede
folicular na maturacdo nuclear, integridade de membrana plasmatica dos odcitos e

células do cumulus e o grau de expansdodas células documulusdeCCOs bovinos.
MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes utilizados foram da Sigma-Aldrich Co. LLC. (EUA), exceto
0s mencionados. Ovarios de vacas foram obtidos de abatedouros locais. Com o auxilio
de pincas cirargicas e tesouras estéreis foi realizada a dissecacao dos foliculos de 3 a 8
mm retirando a totalidade do estroma ovariano. Depois de dissecados por completo, 0s
foliculos foram cortados ao meio com uma lamina de bisturi. O meio de lavagem
utilizado foi o meio de cultivo de tecidos 199 (TCM 199 — HEPES) acrescido de 0.4%
de albumina sérica bovina (BSA) isenta de &cidos graxos FAF, 0.2 mM de piruvato, 100
Ul/mL penicilina G potassica, sulfato de estreptomicina 50 pg/mL). As HS foram
transferidas para placas de 4 pocgos (NUNC®, EUA) com 200 pL de meio de
maturacdo[TCM 199 suplementado com 0.4% de BSAisenta de acidos graxos (FAF),
0.5 ng/mL de FSH (Folltropin-V®, Bioniche Life Science Inc, Canada), 5 ug/mL de LH
(Lutropin-V, Bioniche Life Science Inc, Canada) 0.2 mM de piruvato e antibidticos]
pré-aquecido e pré-gasificado em estufa de CO,.
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Foliculos de 3-8 mm foram aspirados usando seringa de 5 mL e agulha calibre 18
Gx1'/, (40x12) e 0s CCOs coletados imediatamente colocados em meio TCM lavagem
suplementado com 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX, 0.5 mM) para manté-los no
estddio de vesicula germinativa (Eppig e Downs, 1984). Somente os CCOs que
apresentaram mais de trés camadas de células do cumulus e ooplasma homogéneo foram
selecionados e transferidos para as placas que ja continham as HS das paredes
foliculares. O cultivo foi realizado durante 22 h em estufa com 5% de CO,, 38°C e
umidade saturada.

Apdbs o periodo de cultivo, os odcitos foram inicialmente desnudados mediante
pipetagens repetidas numa solugdo de PBS com 0.1% de PVA, posteriormente
montados entre ldmina e laminula, fixados em solucdo 3:1 de etanol-&cido acético
(Merck S.A. Industrias, Brasil), durante um periodo minimo de 24 h e por fim corados
com orceina acética 2%. A avaliacdo do estadio de maturacédo nuclear de cada odcito foi
feita com auxilio de microscopio invertido (400x, NIKON - Eclipse TE300/TE200,
EUA). Os odcitos foram classificados dependendo do estadio de maturacdo nuclear em:
vesicula germinativa (VG), metafase | (MI), anafase I-teléfase | (A-T) e metafase Il
(MI1).

Para observacdo da integridade da membrana plasméatica foi utilizada uma
marcagdo dupla com corantes fluorescentes:hoechst 33342, que cora as células com
membrana integra (coloracdo azul) e iodeto de propideo (IP), que marca as células com
membrana lesada (coloracdo vermelha). Os odcitos e as células do cumulus foram
avaliados de forma separada, e expostos por 5 min a cada um dos corantes,
posteriormente colocados entre lamina e laminula, e analisados em microscépio de
epifluorescéncia (400x, NIKON - Eclipse TE300/TE200, EUA).

O grau de expansdo das células do cumulus foi avaliado usando um método
subjetivo (Tao et al., 2005). Grau 0: auséncia de expansdo; Grau 1: expansdo minima;
Grau 2: expansdo das camadas de células mais externas; Grau 3: expansdo de todas as
camadas com excecdo das células da corona radiata; Grau 4: expansdo de todas as
camadas celulares.

Os CCOs selecionados foram aleatoriamente divididos em grupos de 20 para
serem cultivados em 200 pL de meio de maturacdo sem HS foliculares (controle) ou
junto com 2 HS de parede folicular para cada 50pL de meio (Richard e Sirard, 1996).
Apbs o periodo de cultivo (22 h), foram avaliados os parametros de estadio de

maturacdo nuclear dos odcitos, integridade de membrana dos odcitos e das células do
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cumulus e grau de expansao das células do cumulus. Cada experimento foi repetido de 4
a 6 vezes.

Para todos os pardmetros avaliados foi realizado andlise de variancia (ANOVA) e
as comparacgoes entre médias foram efetuadas pelo teste t a um nivel de significancia de
5%.Para as variaveis que apresentaram coeficiente de variacdo maior que 30% foi

realizada a transformacéo dos dados (log+1 e arcoseno).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenga de HS durante a maturacdo dos CCOs afetou o0 estadio de maturacéo
nuclear dos odcitos as 22h de cultivo (Tab. 1).0 grupo de CCOs co-cultivados com 8
HS apresentou uma maior proporcdo de odcitos nos estadios de VG, Ml e A-T. Uma
maior percentagem de odcitos do grupo controle se encontrava em MII (79.7+£9.8%)
quando comparada ao grupo com HS (8.4+6.5%).

Outros estudos na espécie bovina tém evidenciado o mesmo efeito. Giometi et al.
(2005) observaram que 29,1% dos oocitos maturados em presenca de HS da parede
folicular, atingiram o estadio de MII as 18 h de cultivo in vitro. Da mesma maneira,
Stefanello et al. (2006) observaram um retardo no rompimento da vesicula germinativa,
na formacdo da primeira placa metafésica e na progressdo até metafase Il em odcitos
maturados em presenca de HS e avaliados as 7, 15 e 22 h de cultivo, respectivamente.

Estes resultados também foram descritos em outras espécies de mamiferos. A
inibicdo do rompimento da vesicula germinativa e da progressdo da meiose pela
presenca das HS de parede folicular tem sido observada em o6citos de ovinos (Moor e
Trouson, 1977), suinos (Tsafriri et al., 1975) e equinos (Hinrich et al., 1995; Tremoleda
et al., 2003).

Richard e Sirard (1996) obtiveram uma maior proporcao de o6citos com bloqueio
da meiose (58%) depois de 24 h de cultivo em presenca de HS. Estadiferenca em
relacdo aos resultados obtidos no presente experimento pode ser explicada pelo uso de
outras condicdes de cultivo nos demais trabalhos. Embora a propor¢do de 2 HS para
cada 50 pL de meio de maturagdo tenha sido mantida, estes autores cultivaram os 10
odcitos em gotas com 50 pL de volume, enquanto que no presente experimento foram
cultivados 20 odcitos em pogos com 200 pL, fazendo com que a distancia entre 0s
CCOs e as HS da parede folicular fosse maior. No mesmo estudo, Richard e Sirard

(1996) observaram que o contato direto dos CCOs com as células da parede folicular
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ndo foi necessario para bloquear a meiose, mas o aumento da distancia entre os COCs e

as paredes foliculares pode reduzir o efeito inibitorio na maturacdo nuclear.

Tabela 1. Efeito do co-cultivo de 8 hemi-seccdes (HS) da parede folicular de complexos
cumulus-odcito (COCS) bovinos no estadio de maturagcdonuclear de odcitos

apos 22 h de cultivo.

Estadios de maturacéo nuclear

VG MI A-T MII
Controle o° 12,9+10,1° 7.3+ 6,8° 79,749 8°
Co-cultivo com HS  33,9+23,8° 29,9+18.1° 27,6+10,7° 8,4+6,5°

Médias+DP de 6 replicatas, 20 CCOs por tratamento (n=120). Letra diferente dentro da
mesma coluna significa que houve diferencas (P<0,05). Vesicula germinativa (VG),
metéfase | (MI), A-T (anéfase | — telo6fase 1), metéfase 11 (MII).

A inibicdo da maturacdo nuclear foi parcial, 33,9% dos odcitos cultivados com HS
permaneceram em estadio de VG, 66% conseguiram retomar a meiose, mas somente
8,6% dos odcitos atingiram o estadio de MII. Sirardet al. (1992) observaram que a
sensibilidade dos odcitos aos diferentes inibidores da maturacdo poderia ser modulada
durante a foliculogénese, pois a mesma concentracdo de um modulador ativo usado em
odcitos em diferentes etapas do desenvolvimento folicular gera respostas diferentes. O
efeito do fator produzido pelas células das paredes folicularespoderia promover a
mesma resposta, visto que no presente experimento foramutilizados odcitos oriundos de
foliculos que se encontravam em diversos estadios de desenvolvimento (3-8 mm de
didametro). Dessa maneira, poderiam ter respondido heterogeneamente ao fator inibitorio
presente no meio (Sirard e Coenen, 1993).

De acordo com as observacdes de Richard e Sirard (1996), o contato direto dos
CCOs com as células da parede folicular ndo foi necessario para manter o bloqueio
meidtico e diminuir a percentagem dos odcitos que alcancaram a MIl. Somente a
presenca das HS no meio de cultivo dos CCOs foi suficiente para reproduzir esse
efeito.Segundo Richard e Sirard (1996), os odcitos respondem a um fator que se

solubiliza no meio de cultivo e, a propor¢do de 2 HS para cada 50 pL de meio de
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maturacdo gera uma quantidade de fator suficiente com capacidade de interferir na
retomada e progressédo da meiose. Por outro lado, Tremoleda et al. (2003) afirmaram
que a maturacdo nuclear dos odcitos equinos também € inibida pela presenca de células
foliculares no cultivo, principalmente células da teca, mas que o estreito contato com os
CCOs e indispensavel. Podem existir diferencas entre espécies na natureza e
solubilidade do fator inibitério no meio de cultivo ou na quantidade de tecido folicular

necessaria para recriar a inibicdo em sistemas de cultivo in vitro.
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Figura 1. Efeito da presenca de 8 hemi-sec¢bes (HS) de parede folicular durante a
maturacdo in vitro de CCOs bovinos, sobre a integridade (%) de membrana
plasmatica dos odcitos e das células do cumulus (CCs) as 22 h de cultivo.
Valores na coluna preta representam médiatDP de 4 replicatas, 20 odcitos
por tratamento (n=80). Valores na coluna branca representam médiazDP de 6
replicatas, 200-250 CCs por tratamento (n=1380)Letra diferente entre colunas

da mesma cor indicam diferencas (P<0,05).

A retomada da meiose in vivo é conseqliéncia dos efeitos diretos que o LH exerce
nos seus receptores presentes nas células da parede folicular (Nuttinck et al., 2004). As

células foliculares responsivas ao LH estavam presentes no cultivo dos odcitos. O meio
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de maturacgéo foi suplementado com gonadotrofinas (FSH e LH), e mesmo assimo efeito
inibitorio na maturacdo nuclear se manteve. A presenca de gonadotrofinas no meio de
maturacdo ndo supera o efeito inibitério gerado pelas células foliculares (Richard e
Sirard 1996; Van Tol e Bevers, 1998; Stefanello et al., 2006) indicando que
possivelmente outras vias participam do mecanismo inibitorio em condi¢es in vitro.

Nenhum dos estudos realizados para esclarecer a origem, natureza ou mecanismo
de acdo do fator produzido pelas HS foliculares, tem analisado seus efeitos na
integridade da membrana plasmatica dos o6citos ou das células do cumulus,nemno grau
de expanséo das células do cumulus.

Neste estudo foi observado que o co-cultivo dos CCOs com HS de parede
folicular ndo teve efeito na integridade da membrana plasmatica dos odcitos, no entanto
0s CCOs co-cultivados com HS de parede folicular apresentaram uma porcentagem de
células do cumulus com membrana plasmaética lesada menor (34,33+8,33) quando
comparada ao grupo controle (58,33+5,85)(Fig. 1).

Todos os CCOs co-cultivados com HS de parede folicular apresentaram auséncia
de expansdo das células do cumulus(grau 0), enquanto, 100% dos CCOs do grupo
controle apresentaram grau de expansdo maxima (grau 4) (Tab.2).

A compactacdo das camadas de células do cumulus poderia ter uma relagdo direta
com a proporcao de células com membrana plasmatica lesada. Fatores de crescimento
(GDF9, BMP15, 6 ou 7) produzidos pelo proprio o6cito tém a capacidade de proteger as
células do cumulus (Hussain et al., 2005). As camadas de células compactas e em
estreito contato com o odcito teriam a possibilidade de receber esses fatores de forma
mais adequada por meio das juncdes intercomunicantes e desmossomos (Albertini et al.,
2001), do que aquelas que sofreram expansao e retracao das projecoes transzonais.

A preservacdo da comunicacdo entre as células do cumulus e entre as projecoes
transzonais das células da corona radiata e 0 00cito,é essencial para manter o bloqueio
meidtico (Shimada, 2012). Uma extensa rede de jung¢bes comunicantes permite a
transferéncia de substancias provenientes das células somaticas, que sdo necessarias
para manter elevadas concentragdes intra-oocitarias de nucleotideos (AMPc) (Dekel,
2005) e dessa forma, mantém o odcito em estadio de vesicula germinativa. Por outro
lado, in vivo, a resposta ao pico de LH inclui a expansdo das camadas das células do
cumulus e o rompimento da comunicacao intercelular (Sela-ibramovich et al., 2005). O
fechamento das junc¢des intercomunicantes esta associado a reducdo na concentracéo de

AMPc intra-oocitario, e conseqlientemente, ao reinicio da meiose (Sela-ibramovich et
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al., 2006). O(s) fator(es) gerado(s) nas paredes foliculares possivelmente faz parte das
subtancias que utilizam as células do cumulus como via para atingir o o6cito e exercer

seu efeito inibitério na maturacdo nuclear.

Tabela 2. Efeito da presenca de 8 hemi-seccoes (HS) de parede folicular durante a
maturacdo in vitro de CCOs bovinos, sobre o grau de expansdo das células

do cumulus (CCs) as 22 h de cultivo.

Grau de expansao

0 1 2 3 4
Controle 0P 0? 0 0? 100"
Co-cultivo com HS 1002 0? 0? 0? 0?

Médias+DP de 6 replicatas, 20 CCOs por tratamento (n=120). Letra diferente dentro da

mesma coluna significa que houve diferencas (P<0,05).

Neste estudo foi observado que uma determinada proporg¢do de CCOs conseguiu
reiniciar a meiose e alcancar o estadio de MIl, mesmo sem ter apresentado expansdo das
células do cumulus. Isto indica que a expansdo das células do cumulus e a retomada da
meiose, em alguns casos, podem acontecer como eventos independentes, desencadeados
por vias/mecanismos diferentes (Luciano et al., 2004).

Os resultados do presente experimento, sugerem que substancias liberadas pelas
HS foliculares tem a capacidade de manter a comunicagdo intercelular nos CCOs e
dessa forma favorecer a integridade das células do cumulus. Consequentemente, as
células do cumulus com a funcionalidade preservada e mantendo a estreita comunicagdo
com 0s odcitos, poder conduzir quantidades suficientes do fator responsavel por manter

0 blogueio meidtico e exercer seu efeito inibitorio dentro dos odcitos.

CONCLUSOES

As HS foliculares produzem substancias que impedem a expansao das camadas de

células do cumulus e que aumentam a integridade da sua membrana plasmatica.
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Investigacdes futuras sdo necessarias para confirmar se esses efeitos observados nas
células do cumulus se relacionam com a capacidade inibitoria do fator(es) originado(s)
nas células somaticas que compdem a parede folicular e que tem a capacidade de manter
parcialmente os odcitos em bloqueio meidtico ou impedir a progressdo ate o estadio de
MII.
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ANEXO

LISTA PREPARACAODE MEIOS

I. Meio de maturacdao

Produto Concentracao Quantidade
TCM 199 4845 pL
Piruvato 0,2 mM 50 pL
FSH 50 pL
LH 100 ng/mL 50 pL
BSA FAF (A-6003) 0,04 g/mL 0,02 gr
Penicilina/Streptomicina 5uL

II. Meio de lavagem

Produto Concentracao Quantidade
TCM 199 4845 pL
Piruvato 0,2 mM 50 pL
BSA FAF (A-6003) 0,04 g/mL 0,02 gr
Penicilina/Streptomicina 5uL

lll. Solucéo stock 3 - Isobutyl - 1- Methylxantine (IBMX)

Produto Quantidade Concentracao stock
IBMX (sigma: 1-5897) 0,022 g 10 mM
DMSO 10 mL
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[ll. 1. Solug&o uso 3 - Isobutyl - 1- Methylxantine (IBMX)

Produto Quantidade Concentracéao final
IBMX Solugéo stock 250 pL 0,5mM
Meio lavagem 5mL

IV. Hoechst 33342

Produto Solucéo stock Quantidade Concf(iarr]l;:agao
Hoechst 33342 (B-2261) 10 pg/mL 3 uL 20 pg/mL
Solugéao PBS/Soro 5% Soro 997 pL

V. lodeto de propidio (IP)

Produto Solucgéo stock Quantidade Concfcia:;:agao
IP (P- 4170) 100 pg/mL 100 pL 10 pg/mL
Solucéo PBS/Soro 5% Soro 900 pL

VI. Orceina acética 2%

Produto Quantidade Concentracao final
Orceina (O7505) 19 2%
Acido acético 30 mL

Agua destilada 20 mL
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VII. Solugdo mée L- arginina

Produto Quantidade Concentracao final
L-arginina (A-8094) 8,7 mg 500 mM
Meio maturagdo 100 pL

VII 1. L-arginina 2,5 mM

Produto Quantidade Concentragao final
Solugdo mae 1L 2,5mM
Meio maturagdo 200 pL

VIl 2. L-arginina 4 mM

Produto Quantidade Concentracéao final
Solucdo mée 1,6 uL 4 mM
Meio maturacao 200 pL

VIl 3. L-arginina 5 mM

Produto Quantidade Concentracéao final

Solucdo mée 2 uL 5 mM

Meio maturacéo 200 pL
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VIl 4. L-arginina 6 mM

Produto Quantidade Concentracao final
Solugao mae 2,4 uL 6 mM
Meio maturagdo 200 pL

VII 5. L-arginina 10 mM

Produto Quantidade Concentracéao final
Solucdo mée 4 uL 10 mM
Meio maturagéo 200 pL

VIII. Solugc&o mae (1) Ny-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride

(L-NAME)
Produto Quantidade Concentracao final
L-NAME (N5751) 7 mg 1000 mM
Meio maturacéo 25 uL

VIII 1. L-NAME 10 mM

Produto Quantidade Concentracéao final
Solucédo mée (1) 2 uL 10 mM
Meio maturagdo 200 pL
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VIl 2. L-NAME 5 mM

Produto Quantidade Concentracéao final
Solucdo méae (1) 1L 5 mM
Meio maturacao 200 pL

VIII 3. L-NAME 2,5 mM

Produto Quantidade Conc;:;:agao
Solucdo méae (1) 0,5 uL 2,5 mM
Meio maturacgao 200 pL

IX. Solugcdo mae (2) Ny,-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride

(L-NAME)
Produto Quantidade Concentracao final
Solucdo mae (1) 10 pL 10 mM
Meio maturagéo 990 pL

IX1. L-NAME 1 mM

Produto Quantidade Concentracao final
Solucéo mée (2) 20 pL 1 mM
Meio maturagao 200 pL
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IX 2. L-NAME 0,5 mM

Produto Quantidade Concentracéao final
Solugédo mée (2) 10 pL 0,5mM
Meio maturacgao 200 pL

IX 3. L-NAME 0,1 mM

Produto Quantidade Concentracao final
Solucdo mée (2) 2 uL 0,1 mM
Meio maturacgao 200 pL




