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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi compreender os eventos que ocorrem durante a
maturacdo na via INOS/NO/GMPc. Foi verificada a adicdo de aminoguanidina (AG)
(inibidor da isoforma induzivel da enzima o6xido nitrico sintase -INOS) e o 1H-
[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ - inibidor da guanilato ciclase
solivel - GCs) na maturacdo de CCOs bovinos cultivados em presenca de
hemisseccbes (HS) da parede folicular. Primeiramente, foram avaliados apds 22
horas de cultivo o estadio da maturagdo nuclear, a integridade da membrana
plasmatica das células do cumulus, a concentracédo de nitrato/nitrito e producéo de
progesterona (P4) e 17B-estradiol (E.). Adicionalmente, foi realizada a cinética de
maturacdo as 7, 15 e 22 horas utilizando duas concentracfes de AG (1 e 100 mM).
Os controles consistiram de CCOs cultivados em presenca (C-) ou auséncia de HS
(C+). As mensuracdes das concentracdes de GMPc (30 COCs/tratamento) e AMPc
(10 COCsl/tratamento e 50 odcitos/tratamento) foram realizadas as 0, 1, 3, 6 e 9h
para os CCOs e as 0, 3, 6 e 9h nos odcitos. Todos os dados foram avaliados
segundo o teste de Tukey (P<0,05). No C- ocorreu diminuicdo da percentagem de
odcitos que alcancaram a metafase Il (MIl) em relagdo ao grupo C+ (P<0,05). A
adicdo de 1 e 100 mM de AG estimulou a retomada da meiose em relagdo ao C-
(P<0,05) e foi igual ao C+ (P>0,05). O ODQ promoveu o desbloqueio da maturacéo,
entretanto, apresentou 21,9+3,5% de odcitos que progrediram até a Ml (P<0,05). Ao
longo da cinética de maturagdo com AG foi observado que houve efeito dose
resposta na retomada da meiose e progressdo até MIl. A concentracdo de GMPc
nos CCOs diminuiu ao longo das horas avaliadas em todos 0s grupos experimentais,
enquanto que a concentracdo de AMPc apresentou um aumento ao longo do tempo
em todos os tratamentos (P<0,05), todavia 0 mesmo ndo ocorreu nos oocitos, onde
a concentracdo desse nucleotideo foi descrescente (P<0,05). A integridade da
membrana das células do cumulus do grupo C+ foi maior do que a observada no C-
e demais tratamentos com AG e ODQ (P<0,05). A concentracdo de nitrato/nitrito foi
maior no C- e a adicdo de 1 mM de AG diminuiu esse efeito (P<0,05). A producao de
P, foi maior no C- do que no C+ (P<0,05), mas nao foi diferente nos demais
tratamentos (P>0,05). A concentracdo de E; foi maior em relagéo ao C- (P<0,05). Os
resultados permitem concluir que a atividade da via INOS/NO/GMPc é importante

para a manutencdo do CCO no estadio de vesicula germinativa (VG) e progressao



da meiose até a MIl, sendo modulada pelas concentragcdes de GMPc e do AMPc no
COCl/odécito e que a atividade da enzima INOS estd ligada a integridade das células
do cumulus, a retomada e progressdo da meiose até a fase de MIl, dependendo da

concentracdo utilizada.

Palavras-chave: meiose, Oxido nitrico, inibicho da maturacdo in vitro,

aminoguanidina, nucleotideo.



ABSTRACT

The objective of this study was to understand the events that occur during maturation
towards iINOS/NO/cGMP. It has been found that the addition of aminoguanidine (AG)
(inhibitor of the inducible isoform of the enzyme nitric oxide synthase —INOS) and 1H-
[1,2,4] oxadiazol [4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ — guanylate cyclase inhibitor — sGC)
to the culture medium influence the maturing COCs cultured in the presence of
bovine hemisections (HS) of the follicular wall. Were evaluated after 22 hours of
cultive: nuclear maturation stage, integrity of the plasma membrane of cumulus cells,
the nitrite concentration and production and progesterone (P4) and 17B-estradiol (Ey).
The controls consisted of COCs cultured in the presence (C-) and absence of HS
(C+). The measurement of cGMP concentration (30 COCs/treatment) and cAMP (10
COCs and 50 oocytes/treatment) were avaliated at 0, 1, 3, 6, 9h for COCs and 0, 3,
6, 9h in oocytes. All data were assessed by the Tukey test (P<0.05). The C-
decreased the percentage of oocytes that reached the metaphase Il (MIl) in relation
to the C+ group (P <0.05). Addition of 1 and 100 mM AG stimulate resumption of
meiosis in relation to C- (P<0.05) and was equal to C+ (P>0.05). The ODQ promoted
the release of maturation, however, had the lowest number of oocytes that have
progressed to the MIl (P <0.05). The cGMP concentration decreased along the time
evaluated in all experimental groups, while the concentration of cAMP in COCs
showed an increase over time in all treatments (P<0.05). The concentration of this
nucleotide in the oocytes was descending (P<0.05). The membrane integrity of
cumulus cells C+ group was higher than that observed in C- and other treatments AG
and ODQ (P<0.05). The concentration of nitrate/nitrite was higher in C- and addition
of 1 mM AG decreased this effect (P<0.05). The production of P4 was higher on the
C-than the C+ (P<0.05) but is not different from the other treatments (P>0.05). The
concentration of E, was higher compared to C- (P<0.05). Subsequently was
evaluated the effect of the addition of AG (1 and 100mM) along the cultive (7, 15 and
22 hours) at meiosis, the membrane integrity of the cumulus cells and the production
of NO3/NO; in the culture medium. Over the evaluated hours it was observed that
there was dose-response effect in the resumption of meiosis and progression to Mil.
The integrity of cumulus cells C+ was higher than that observed in group C- and
other treatments with AG during the three ratings (7, 15 and 22h) (P<0.05).
Regarding the dosage NO3/NO;’, the C- group increased concentration on over the



time compared to C+ (P <0.05). The addition of AG doesn’t alter the concentration of
NO3;/NO, compared to C-. The results allow us to conclude that the activity of the
INOS/NO/cGMP pathway is important for maintaining the COCs in the germinal
vesicle stage (GV) andmeiosis progression to the Mll, being modulated by cGMP and
cAMP concentrations in the COC/oocyte and that the activity of INOS is connected to
the integrity of cumulus cells, resumption of meiosis and progression to the MIl stage,

depending on the concentration used.

Keywords: meiosis, nitric oxide, inhibition of in vitro maturation, aminoguanidina,

nucleotide.
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1. INTRODUCAO

A maturacado oocitaria em mamiferos € um processo longo e complexo, o qual
esta sujeito a diversos mecanismos de controle. Esse evento consiste no fato do
oocito completar a primeira divisdo meiética, sofrer alteragBes citoplasmaticas e
progredir para a fase de metafase Il (TSAFRIRI e DEKEL, 2011; MEHLMANN,
2005).

A maturacdo nuclear € iniciada durante a vida fetal e fica bloqueada durante a
vida neonatal até a puberdade, porém tem seu reinicio durante cada ciclo
reprodutivo apds um aumento hormonal pré-ovulatério. Entretanto, os mecanismos
pelos quais ocorre o controle da maturacdo ainda ndo foram completamente
elucidados (BILODEAU-GOESEELS, 2007; TSAFRIRI e DEKEL, 2011), pois os
eventos promotores da maturacdo sao dificeis de serem estudados fora do seu
ambiente fisiologico (MEHLMANN, 2005). Ja foi demonstrado que o crescimento dos
foliculos junto ao desenvolvimento das varias camadas de células somaticas do
CCO é de extrema importancia para a formacédo de uma unidade fisiolégica que ira
responder a estimulos de maneira coordenada, a qual culminara na ovulagédo
(TSAFRIRI e DEKEL, 2011).

O envolvimento do 6xido nitrico (NO) na maturacao in vitro de od6citos bovinos
ja foi evidenciado (MATTA et al., 2002; VIANA et al., 2007, 2011; SCHWARZ et al.,
2014). Sua sintese ¢é derivada da atividade das enzimas 6xido nitrico sintase (NOS),
as quais possuem trés isoformas, duas sédo constitutivas (neuronal e endotelial) e a
terceira forma é induzivel. As principais diferencas entre as isoformas se relacionam
com a duracao da geracdo de NO e com a via de sinalizacdo a qual esta ligada nas
diferentes células/tecidos (MONCADA, PALMER e HIGGS, 1989; IGNARRO, 2000).

O oxido nitrico foi descrito por diversos autores como sendo um mediador
importante na fisiologia reprodutiva, o que foi demonstrado pela presenca das trés
isoformas da NOS, endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel (iNOS) nos
tecidos ovariano e uterino (SENGOKU et al., 2001).

A participacdo do NO durante o processo de maturacdo oocitaria possui um
papel controverso, uma vez que dependendo da concentragcdo e da espécie
estudada, essa substancia pode atuar inibindo ou estimulando a maturacdo nuclear
(PANDEY e CHAUBE, 2014). Em camundongos (HUO et al., 2005; Pandey et al.,
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2010) e suinos (CHMELIKOVA et al., 2010) foi demonstrado que a diminui¢éo da
concentracdo de NO induz a retomada da meiose. Por outro lado, em bovinos, a
adicao de inibidores da NOS no meio de cultivo inibe a retomada da meiose, assim
como a adicao de doadores de NO pode inibir ou estimular a retomada da meiose
nessa espécie, dependendo da concentracdo utilizada. (BILODEAU-GOESEELS,
2007; SCHWARZ et al., 2014).

Visto que a(s) via(s) envolvidas na retomada e progressdo da meiose dos
oocitos de bovinos ainda néo foi totalmente esclarecida, o objetivo do presente
estudo foi simular in vitro as condic¢des fisiologicas do ambiente folicular in vivo e
compreender o papel do NO derivado da isoforma induzivel — INOS, na maturacdo
de odcitos bovinos, por meio da adicdo de substancias atuantes na via
INOS/NO/GMPc.
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar o papel do sistema iINOS/NO/GMPc na maturagéo de od6citos bovinos.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracbes da aminoguanidina
(AG - inibidor da INOS), 1H-[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ —
inibibidor da guanilato ciclase soluvel) e 8 Bromo-guanosina 3’5’-monofosfato
ciclico (8-Br-GMPc — analogo do GMPc) na maturacao de odcitos bovinos co-

cultivados com hemissecdes de foliculos ovarianos;

e Avaliar o efeito adicdo de AG e ODQ na integridade de membrana plasmética

das células do cumulus;

¢ Avaliar o efeito da adicdo de AG e ODQ nas concentracdes de AMPc e GMPc

nos complexos cumulus-oécito e o6citos;

e Determinar a influéncia do sistema INOS/NO/GMPc na esteroidogénese das

células foliculares.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1MATURACAO OOCITARIA: NUCLEAR, CITOPLASMATICA E
MOLECULAR

A maturacdo oocitaria em mamiferos € um processo longo e complexo que
esta sujeito a diversos mecanismos que podem atuar inibindo ou estimulando este
evento. O processo pelo qual o odcito completa a primeira divisdo meidtica sofrendo
alteracdes citoplasmaticas e progride para metafase Il € chamado maturacdo do
oocito (TSAFRIRI e DEKEL, 2011; MEHLMANN, 2005).

Diversas sdo as alteragBes que ocorrem nos odécitos durante o processo de
maturacdo e por este motivo os autores dividem este evento em trés: maturacao
nuclear, maturacao citoplasmatica e maturacdo molecular. A maturacao nuclear &
caracterizada por modificacdes que ocorrem nos cromossomos durante as divisoes
meioticas, a citoplasmatica compreende as alterac6es nas organelas celulares e
durante a maturacdo molecular ocorrem as mudancas na sintese demRNA e no
padrao de proteinas (VORONINA e WESSEL, 2003).

3.1.1 Maturacao nuclear

O odcito inicia a primeira divisdo meiética durante sua vida fetal ou logo apés
0 nascimento, porém ocorre uma interrup¢cdo mais conhecida como bloqueio da
meiose durante a fase de dipléteno, a qual faz parte da profase | meidtica. O odcito
permanece nesta fase durante toda a infancia do animal até periodos além da
puberdade, onde posteriormente a cada ciclo reprodutivo da fémea um grupo de
odcitos reinicia a meiose (TSAFRIRI e DEKEL, 2011).

A meiose é o processo pelo qual as células germinativas diploides (oogbnias
ou espermatozoides) reduzem o0 numero de cromossomos pela metade em
preparacdo para a combinacdo com uma célula haploide do sexo oposto para criar
um novo individuo (MEHLMANN, 2005). Este evento € composto por duas divisdes
celulares especializadas que ocorrem nas células germinativas. Cada uma das

divisbes € composta das mesmas fases: profase, metafase, anafase e telofase,
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porém a préfase Il ocorre de maneira muito mais rapida do que a profase I. O
processo mais complexo ocorre na meiose |, durante a préfase, a qual é uma etapa
muito longa, que pode ser dividida em leptoteno, zigéteno, paquiteno, dipléteno e a
diacinese (HYTTEL et al., 2012).

O odcito na fase de diploteno é caracterizado pela presenca de um grande
ndcleo conhecido como vesicula germinativa (VG) (TSAFRIRI e DEKEL, 2011). Os
cromossomos na fase de VG sdo em sua maioria descondensados, dispersos e
ativos transcricionalmente (VORONINA e WESSEL, 2003). Acredita-se que diversos
fatores estéo relacionados com o bloqueio meiético, entretanto ja foi esclarecido que
a regulacdo da meiose é mediada pelos niveis de AMPc intraoocitarios
(MEHLMANN, 2005).

Quando ocorre a retomada da meiose a transcricdo cessa, 0S Cromossomos se
condensam e ocorre 0 rompimento da vesicula germinativa (RVG). Posteriormente
0s cromossomos homologos se alinham e forma-se a placa metafasica na fase de
metafase |, depois ocorre a segregacdo dos cromossomos homélogos e a formagéao
do primeiro corpusculo polar, eventos que ainda fazem parte da primeira diviséo.
Para terminar o processo de maturacdo nuclear, inicia-se a meiose Il, periodo em
que ocorre a formacgdo do segundo fuso, porém a meiose s se completa apos a
fertilizac@o, sendo assim o oo6cito permanece na fase de metéfase até ser fertilizado
(HOLT e JONES, 2009; VORONINA e WESSEL, 2003).

3.1.2 Maturacao citoplasmatica

A maturacdo nuclear e citoplasmatica sdo processos que ocorrem em
sincronia, mas de forma independente. A maturacdo citoplasmatica implica em
mudancas bioquimicas e estruturais no citoplasma que dao origem a odcitos
capazes de serem fertilizados e de desenvolverem embrides (YAMADA e ISAJI,
2011).

O processo de maturagdo oocitaria é acompanhado por alteracdes
fundamentais nas organelas celulares. Os od6citos possuem uma variedade de
organelas tipicas da maioria das células tais como aparelho de Golgi, mitocondrias e
reticulo endoplasmatico (RE), bem como também possuem organelas especificas
como os granulos corticais (GC). Algumas destas organelas apresentam mudancas

drasticas que sdo marcas da progressao da meiose (VORONINA e WESSEL, 2003).
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As mitocéndrias sdo responsaveis por gerar energia na forma de ATP, dentro
do citoplasma dos odécitos. Uma maior atividade mitocondrial foi observada em
oocitos de suinos desde a fase de VG até terminar a maturacdo (metafase II)
(BREVINI et al.,, 2005). Em bovinos foi relatado que a morfologia de od4citos com
baixos niveis de ATP piorou consideravelmente durante o periodo de maturagéo
(STOJKOVIC et al., 2001).

A reorganizacdo de mitocondrias ativas € necessaria para varios eventos
envolvidos na maturacdo citoplasmatica (YAMADA e ISAJI, 2011). Em odcitos
bovinos, as mitocondrias ativas tém uma distribuicdo principalmente periférica no
citoplasma durante a fase de VG, com o decorrer da maturacédo (Mll) ocorre uma
mudanca nesta distribuicdo, uma vez que as mitocéndrias passam a se localizar de
forma mais difusa (TARAZONA et al., 2006).

Durante o processo de maturacdo do o00cito, o RE passa por uma
reorganizacdo. Na fase de VG ocorre um acumulo na regido central do citoplasma e
depois acontece durante a fase de MIlI um agrupamento na regido cortical dos
oocitos. A reorganizacdo do RE € uma caracteristica estrutural da maturacéo
citoplasmatica que permite que o0s o00citos adquiram a capacidade de serem
fertilizados e de se desenvolverem (YAMADA e ISAJI, 2011).

Os granulos corticais acumulados nos odécitos adquirem a capacidade de
exocitose durante a maturacdo. Tém a funcdo de segregar os conteludos da
fertilizacdo e modificar a matriz extracelular do odcito para que esse nao seja capaz
de permitir a ligacdo e fusdo de mais de um espermatozoide, evitando assim a
polispermia (WESSEL et al.,, 2001). Durante a maturacdo oocitaria 0os granulos
corticais inicialmente sdo observados em grupos no citoplasma de oécitos, com a
progressao da maturacdo ocorre uma migracao para a periferia e finalmente quando
0 oocito atinge a MIl os GC estéo localizados no cortex (GOTTARDI e MINGOTI,
2009).

3.1.3 Maturacao molecular

A maturacdo molecular ocorre a0 mesmo tempo em que a maturacado
citoplasmatica e por este motivo alguns autores descrevem este evento como uma
etapa da maturacéo citoplasmatica (KRISHER, 2004; WATSON, 2007; BREVINI et
al., 2005).
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Conforme o odcito cresce e amadurece, este adquire a capacidade de retomar
e completar a meiose, posteriormente estarda apto a passar pelo processo de
fertilizacdo e de iniciar e manter o desenvolvimento do embrido, no entanto para
obter estas competéncias devem ocorrer alteracdes que incluem a sintese de
proteinas e de mRNA para transcricdo de DNA (KRISHER, 2004).

A sintese de proteinas € requerida durante a maturagdo do oocito em
diversas espécies, como por exemplo, em camundongos (SCHULTZ, et al., 1978) e
em bovinos (SIRARD, et al., 1989) . Acredita-se que as principais funcdes da sintese
proteica durante a maturacdo sejam promover o desenvolvimento do odcito e o
rompimento da vesicula germinativa (GVBD) (KRISHER, 2004; SIRARD, et al.,
1989).

Em um experimento realizado por Sirard et al. (1989) buscou-se avaliar a
importancia da sintese de proteinas para a maturagcdo oocitaria. Para este fim, foi
utilizado um inibidor da sintese de proteinas no meio de cultivo de odécitos bovinos
maturados in vitro e foi observado que na presenca do inibidor menos de 10% dos
oocitos apresentaram GVBD e nenhum odcito atingiu a metafase I. Os autores
observaram que até 3 horas de cultivo a sintese de proteinas é fundamental para
que ocorra a condensacao de cromatina, além do fato de que no grupo cultivado
com o inibidor muitas anormalidades estruturais foram encontradas.

Durante a maturacdo o0s o00citos acumulam e armazenam uma grande
guantidade de mRNA materno que sera critica para o desenvolvimento embrionario.
A transcricdo e armazenamento de mRNA materno ocorre durante o crescimento
folicular, mas é interrompida quando ocorre a quebra da vesicula germinativa
(GVBD) durante a meiose. O embrido é dependente do mMRNA materno armazenado
até a fase de zigoto que € quando comeca a ocorrer a transcricdo de genes
embrionarios (WATSON, 2007).

3.2 OXIDO NITRICO: ESTRUTURA, FUNCAO, SINTESE E INIBICAO

O o6xido nitrico (NO) € um mediador de sinalizagcdo com diversas atividades
bioldgicas. A complexidade das respostas a atividade do NO reflete a variedade de
suas reac¢des quimicas e propriedades biolégicas. (IGNARRO, 2000; FUJII, IUCHI
OKADA, 2005). Foi considerado por Morris e Billiar (1994) como o menor produto

das células dos mamiferos, uma molécula simples de curta duragédo a qual medeia
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fungbes muito diversas tais como, sinalizagdo célula-célula e citotoxidade mediada
imunologicamente.

E uma molécula sem carga, composta por sete elétrons de nitrogénio e oito de
oxigénio e um eletron desemparelhado. Acredita-se que o fato deste composto
reagir rapidamente com uma seleta gama de moléculas se deva ao fato de possuir
um eletron livre (BECKMAN e KOPPENOL, 1996).

De acordo com Ignarro (2000), a difusdo € uma caracteristica fisica importante
do NO, que tem uma grande influéncia na determinacdo de sua concentracdo. O
oxido nitrico € uma molécula pequena, solivel em ambientes aquosos e hidrofébicos
e € altamente difusivel. Por este motivo que em tecidos animais sua difusdo através
dos vasos sanguineos ocorre rapidamente.

O oxido nitrico € atil como mensageiro intercelular, pois pode difundir-se
através da maioria das células e tecidos com pouco consumo de energia, e sendo
responsavel adicionalmente pormodular o fluxo sanguineo, tromboses e atividade
neural. A producao de éxido nitrico é também importante para o sistema de defesa,
ajudando a destruir tumores e patogénos intracelulares (BECKMAN e KOPPENOL,
1996).

Os primeiros estudos a respeito da sintese, funcdo e acdo do 6xido nitrico
datam da década de 80 (DUSSE et al., 2003), onde por meio de uma investigacéo a
respeito do papel do endotélio vascular no processo de relaxamento do vaso
sanguineo descobriu-se que o NO representava a acéo idéntica ao fator essencial
para o relaxamento vascular, chamado endothelial-derivated relaxing factor (EDRF),
inclusive os dois possuem a mesma habilidade em elevar os niveis de GMPc no
tecido vascular (MONCADA, PALMER e HIGGS, 1989).

Queiroz e Batista (1999) observaram que o NO pode funcionar com um
neurotransmissor, porém, ndo se assemelha ou age como o0s outros
neurotransmissores, uma vez que ele ndo € armazenado em vesiculas e nao
apresenta mecanismos especiais de liberacdo, sendo produzido onde e quando
necessario.

Apesar de existrem mecanismos alternativos para a geracdo de NO
(acidificacdo ou reducdo de nitrito), na grande maioria dos mamiferos o NO é
derivado de enzimas 6xido nitrico sintase (NOS). Esta familia de enzimas converte
arginina em citrulina e NO na forma de NADPH e O,-dependente (MONCADA,
PALMER e HIGGS 1989; IGNARRO, 2000; DUSSE et al., 2003). A atividade da
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NOS depende da presenca de oxigénio e outros cofatores, como a flavina
mononucledtido (FMN), a flavina-adenina dinucleétido (FAD) e a nicotinamida-
adenina nucleotideo (NADPH), os quais vao se ligar ao terminal dominio redutase da
NOS que possui sitios de ligacéo para esses fatores (ALDERTON et al., 2001).

Existem trés isoformas da NOS as quais fornecem uma ampla gama de perfis
de concentracdo do oxido nitrico. Duas destas isoformas séo constitutivas (neuronal
- nNOS ou endotelial - eNOS), enquanto que a terceira € induzivel (INOS). Estas
isoformas séo diferencialmente reguladas em varios niveis, incluindo a transcricéo,
traducdo e pés-traducdo, bem como bioquimicamente. As duas principais diferencas
entre estas isoformas envolvem a duracédo da geracdo de NO e da concentracao
local de NO que pode ser produzida (IGNARRO, 2000; MONCADA, PALMER e
HIGGS 1991).

Segundo Ignarro (2000), a atividade enzimatica da NOS é rigorosamente
controlada e dependente da disponibilidade de substrato, bem como da taxa de
transferéncia de elétrons. Embora todas as isoformas da NOS apresentem uma
velocidade semelhante para a formacdo do Oxido nitrico, existem diferencas na
eficiéncia catalitica.

A distingdo mais importante na regulagdo das atividades das isoformas de
origem constitutiva e de origem induzivel € o papel da calmodulina, tanto a eNOS
guanto a nNOS séo dependentes de célcio. A sintese de NO pela iINOS, a qual é
produzida por macréfagos e outras células ativadas por citocinas, € limitada por
substratos e cofatores que controlam sua atividade e outras vias do metabolismo
dentro da célula (MORRIS e BILLIAR, 1994).

A INOS néo é expressa sob condicbes normais, € induzida por citocinas e/ou
endotoxinas em uma variedade de células, incluindo macrofagos, linfocitos T, células
endoteliais, midcitos, hepatdcitos, condrdcitos, neutréfilos, e plaguetas. Esta
isoforma requer algumas horas para ser expressa, mas depois de sintetizada, libera
guantidades maiores de NO do que as isoformas constitutivas. A producéo do 6xido
nitrico por esta isoforma continua até que a L-arginina ou os cofatores necessarios
para sua sintese sejam esgotados ou ocorra a morte celular (DUSSE, 2003).

De acordo com Moncada, Palmer e Higgs (1991), a inibicdo das isoformas da
NOS pode ser mediada por andlogos da arginina N-substituidos, como a NC®-
monometil-L-arginina (L-NMMA), NC-nitro-L-arginina (L-NA), N®-amino-L-arginina (L-
NAA), N-imino-etil-L-ornitina (L-NIO) e NC®-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME).
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Esses analogos competem com a L-arginina e agem como inibidores
estereoespecificos da NOS. Estes inibidores tém grande importancia na pesquisa
dos provaveis efeitos do NO nos tecidos, ja que a substituicdo da L-arginina pelos
analogos ira inibir a producdo do oOxido nitrico e seus efeitos (FLORA FILHO e
ZILBERSTEIN, 2000).

Outra substancia comumente utilizada em estudos a respeito da fisiologia
ovariana € a aminoguanidina (AG) que inibe seletivamente a producéo de NO pela
inibicdo da isoforma induzivel da NOS. A aminoguanidina possui estrutura
semelhante a L-arginina e atua competindo com a mesma inibindo assim a sintese
de 6xido nitrico e afetando o processo de maturacdo meiotica (MATTA et al., 2009;
HUO et al., 2004).

3.30XIDO NITRICO NA MATURACAO OOCITARIA

O oxido nitrico foi descrito por diversos autores como sendo um mediador
importante nos processos intraovarianos (JABLONKA-SHARIFF e OLSON, 1998).
Evidéncias suportam o envolvimento do NO na fisiologia ovariana e o aumento pré-
ovulatério da atividade da NOS confirma a importancia da producédo do éxido nitrico
para os processos fisiologicos ovarianos (YAMAUCHI et al., 1997; FALETTI, et al.,
1999). A presenca das trés isoformas da NOS, endotelial (eNOS), neuronal (nNOS)
e induzivel (iINOS) foi detectada em uma variedade de tecidos reprodutivos de
mamiferos, incluindo ovario, Utero, testiculos e epididimo (SENGOKU et al., 2001).

Em ratos foi comprovada a expressdo da eNOS e iNOS e a participacdo do
oxido nitrico no desenvolvimento folicular, na ovulagéo, na formacéo do corpo luteo,
no desenvolvimento embrionario, na pré-implantacdo e no inicio da implantacao
(JABLONKA-SHARIFF e OLSON, 1998; YAMAUCHI et al., 1997; SENGOKU et al.,
2001). As isoformas da enzima NOS estdo ativas nas células da granulosa de
bovinos (ZAMBERLAM et al., 2011), suinos (GRASSELI et al., 2001), em células do
cumulus e od6citos murinos (JABLONKA-SHARIFF e OLSON, 2000).

Estudos anteriores relatam que a atividade da INOS pode contribuir para a
sobrevivéncia das células da granulosa. Em bovinos, o foliculo dominante é
composto por uma camada de células da granulosa em crescimento sob influéncia
do mRNA, o qual acredita-se que esteja envolvido com a expressao da iNOS. De

acordo com essas observagdes Zamberlam et al., (2011) chegaram a conclusdo de
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que a participacdo do 6xido nitrico no desenvolvimento de foliculos bovinos pode
variar, pois o grau de expressdo da iNOS é depende do estagio de crescimento do
foliculo.

Em roedores evidéncias suportam que o NO produzido pela INOS atua
estimulando a enzima guanilato ciclase soluvel (GCs) a produzir GMPc, o qual
possui agdo inibitéria do metabolismo da PDE3A, mantendo altos niveis de AMPc
dentro do odcito e atuando na parada meidtica (ABBASI et al., 2008). O aumento
pré-ovulatério de LH causa uma inibicdo da iNOS e consequentemente a ativacao
da PDE3A que diminui os niveis intraoocitarios de AMPc e o odcito retoma a meiose
(NORRIS et al., 2009).

De acordo com um experimento realizado por Jablonka-Shariff e Olson (2000),
a inibicdo da sintese de NO por meio da utilizacdo de L-NAME reduziu de maneira
significativa a maturacdo meidtica de odcitos de camundongos. Resultados
semelhantes foram obtidos em odcitos caprinos (AMALE et al., 2013) e suinos
(CHMELIKOVA et al., 2010).

Em experimentos realizados em bovinos os resultados da inibicdo da iNOS
sugeriram que o NO enddgeno produzido pela INOS é necessério para a maturacao
nuclear espontanea dos odcitos (BILODEAU-GOELSSES, 2007), e/ ou para a
transicdo de Ml para MIl (MATTA et al., 2009; SCHUWARZ et al., 2010).

A inibicdo da sintese de NO por meio da utilizacao de diferentes concentraces
de Aminoguanidina ao meio de cultivo de complexos cumulus-o6cito (COCs) bovinos
causou um efeito inibitorio sobre a expansao das células do cumulus, uma reducéo
na integridade da membrana plasmaética e inibicdo da maturacdo nuclear dos odécitos
(MATTA, et al., 2009).

Estudos a respeito da acdo do Oxido nitrico na maturacdo oocitaria também
podem ser realizados por meio da adi¢do de nitroprussiato de sodio (SNP) ao meio
de cultivo, visto que esta substancia é doadora de NO. Em uma recente pesquisa
utilizando oécitos de caprinos foi descoberto que a adicdo do SNP concomitante ao
uso de L-NAME foi capaz de reverter os efeitos desse inibidor sobre a maturagao
oocitaria (AMALE, SHAHNE e NASROLLAHI, 2013).

Porém, em um experimento realizado por Viana et al. (2007), foi descrito que
os efeitos do SNP dependem da concentracdo utilizada, visto que em uma
concentracdo mais alta foram constatados efeitos nocivos ligados ao fato de que

altas concentracdes de NO comprometeram a integridade da membrana plasmatica,
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das células do cumulus e do proprio oécito. No entanto, quando foram realizadas em
concentracbes mais baixas houve estimulacdo da maturagdo nuclear e

citoplasmatica.

3.4NUCLEOTIDEOS CICLICOS E FOSFODIESTERASES

A meiose dos odécitos de mamiferos € um processo longo e esta sujeito a
diversos mecanismos. E iniciada durante a vida fetal e fica bloqueada na fase de
dipléteno durante a vida neonatal até a puberdade. Em fémeas sexualmente
maduras, durante cada ciclo reprodutivo, um grupo de odécitos tem o seu reinicio
retomado pelo aumento hormonal pré-ovulatorio e avanca até a fase de metéfase Il.
Os mecanismos envolvidos no controle da meiose ainda nao foram totalmente
explicados, porém existem evidéncias que suportam a participacdo do AMPc e
GMPc, podendo atuar tanto estimulando quanto inibindo a maturacdo (BILODEAU-
GOESEELS, 2007; TSAFRIRI e DEKEL, 2011).

O AMPc é produzido pela enzima adenilato ciclase que esta localizada nas
células da granulosa. Esta substancia desempenha um papel critico na manutencéo
do blogueio meibtico, uma vez que altos niveis de AMPc evitam a maturacao
espontanea de odcitos cultivados in vitro, enquanto que um decréscimo em sua
concentracdo estd associado a retomada da meiose (CHEN et al., 2009). Sua
concentracdo € mantida por uma fosfodiesterase chamada PDE3A, a qual é
responsavel por sua degradacédo (TSAFRIRI e DEKEL, 2011).

Atualmente existem dois modelos pelos quais se acredita que o AMPc
mantenha o bloqueio meidtico, o primeiro diz respeito a transferéncia deste
nucleotideo através de juncdes comunicantes (Gap) continuamente para o odcito,
onde o mesmo se liga a subunidade da proteina quinase A (PKA) e ocorre a
fosforilacdo de proteinas que mantém o odcito imaturo. Com o aumento pré-
ovulatorio de LH esta comunicacéo fica prejudicada e a concentragao intraoocitaria
de AMPc diminui e ocorre a retomada da maturagdo (TSAFRIRI e DEKEL, 2011,
CHEN et al., 2009).

Como alternativa, estudos mostram que o odécito pode gerar AMPc pela
atividade constitutiva das proteinas Gs (MEHLMANN et al., 2002; KALINOWSKI et
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al., 2004). E a inibicdo destas proteinas faz com que o reinicio da meiose ocorra
(MEHLMANN et al., 2004).

Desde que o AMPc foi identificado na membrana plasméatica dos odcitos
bovinos acredita-se que talvez a producdo de AMPc pela adenilato ciclase mantenha
a parada meidtica, muitos estudos indicam que esta molécula desempenha um
papel importante no controle da meiose, no entanto uma vez que seu efeito é
transitorio e requer concentracdes elevadas € possivel que o AMPc atue em sinergia
com outras vias de sinalizacado de forma eficiente para a inibicdo da maturacdo em
bovinos (BILODEAU-GOELSSES, 2011).

O GMPc atua como mensageiro secundario, é produzido pela estimulagédo do
NO sobre a enzima guanilato ciclase soluvel (GCs) que catalisa a conversao de 5P
guanosina-trifosfato (GTP) em guanosina ciclico 3P,5P guanosina-trifosfato (GMPc)
que resulta na ativacdo de proteinas quinases GMPc-dependentes (DENNINGER e
MARLETTA, 1999).

Com o objetivo de compreender outras vias de sinalizacdo da parada meiética
foram realizados experimentos em camundongos onde foi constatado que oGMPc,
produzido nas células da granulosa por meio da ativacdo da iNOS, se difunde
através das juncBes comunicantes para 0 00cito. A estabilizacdo do nivel de GMPc
nas células somaticas, é essencial para a manutencdo do bloqueio da maturagéo
(TSAFRIRI e DEKEL, 2011; NORRIS et al., 2009).

E possivel dizer que o GMPc é responsavel por controlar a concentracéo de
AMPc dentro do odcito, uma vez que o GMPc pode estimular a hidrolise de AMPc,
por meio da estimulacédo da atividade da PDE3A, reduzindo assim os niveis deste
nucleotideo (GRASSELI et al., 2001), ao mesmo tempo que quando ocorre a
inativacdo da PDE3A, os niveis de AMPc aumentam e a retomada da maturacéo é
interrompida (KURTZ, et al., 1998).

A inibicdo da enzima GCs vem sendo realizada para estudar a funcdo da via
NO/GCc/GMPc, o inibidor especifico dessa enzima, o 1H-[1,2,4]Joxadiazolo-[4,3-
aJquinoxalin-1-one (ODQ) tem sido amplamente utilizado (ZHAO et al. 2000; BU et
al.,, 2004; SELA-ABRAMOVICH et al., 2008; SCHWARZ, et al.,, 2013). Embora
muitos estudos tenham sido realizados, 0 mecanismo de inibicdo detalhado da acgéo
do ODQ sobre a GCs ainda nao foi totalmente compreendido (ZHAO et al., 2000).

As fosfodiesterases (PDEs) sdo enzimas responsaveis pela catalisacdo da

hidrolise dos nucleotideos ciclicos, AMPc e GMPc. Existem PDEs que estdo
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relacionadas a degradacdo do GMPc (PDE 5, 6 e 9) e outras a do AMPc (PDE 3, 4,
7 e 8). Foram classificadas com base nas sequéncias de aminoacidos, propriedades
bioquimicas, moleculares em 11 familias (CONTI, et al., 2002).

O desenvolvimento de inibidores especificos contribuiu consideravelmente para
a identificacéo e funcéo das isoformas. Uma pesquisa a respeito das isoformas das
fosfodiesterases presentes no foliculo ovariano revelou que 80% das PDEs
encontradas sdo do tipo PDE3 enquanto os outros 20% sao do tipo PDES
(SASSEVILLE et al., 2009).

Com o objetivo de avaliar os efeitos da inibicdo da atividade das PDEs em
o6citos bovinos e de roedores foi utilizado um inibidor especifico, o IBMX. Nos
o0citos bovinos foi constatado que as PDEs e o AMPc estédo envolvidos no controle
da meiose, no entanto mesmo quando os niveis de AMPc estdo altos e quando
inibidores de PDEs sado utilizados a meiose é retardada, ndo ocorre a inibicao
(Bilodeau Goelsses, 2011), ao contrario do que acontece em ratos, nos quais a
inibicdo das PDEs bloqueia a RVG (WIERSMA et al.,1998), indicando que existem
outros mecanismos inibitérios que agem em sinergia com o AMPc e que
provavelmente sdo importantes para o controle da parada meidtica, entretanto esses
mecanismos ainda ndo foram esclarecidos (BILODEAU GOELSSES, 2011).

3.5 A FUNCAO DOS ESTEROIDES NA FISIOLOGIA REPRODUTIVA
E NA MATURACAO OOCITARIA

O processo reprodutivo dos mamiferos € regulado por uma complexa, e
parcialmente entendida, cascata de atividades combinadas do sistema nervoso
central, tecidos secretorios, tecidos alvo e varios horménios. O sistema nervoso
central (SNC) recebe informacdes do ambiente em que o animal se encontra e as
envia para as gbnadas via eixo Hipotalamo-Pituitaria-Gonadal. Os dois primeiros,
além de serem produtores de hormoénios, sdo 6rgados alvo, formando assim um
sistema de feedback, por meio do qual regulam sua prépria secrecdo (BARUSELI,
2007).

A partir de um estimulo do SNC os neurdnios no hipotdlamo produzem o
Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH), o qual € transportado pelo sistema
porta hipotalamo-hipofisario ao lobo anterior da pituitaria, estimulando-a a secretar o
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Horménio Foliculo Estimulante (FSH) e o Hormonio Luteinizante (LH). O FSH atua
estimulando o desenvolvimento dos foliculos ovarianos e o LH tem acgéo nas células
da teca interna estimulando a sintese de androstenediona a partir do colesterol. A
androstenediona € convertida em testosterona que é aromatizada em estradiol-17(3
(E2) sob influéncia do FSH nas células da granulosa. Quando o estradiol ultrapassa
certo nivel, o hipotalamo responde com um pico de LH que inicia a ovulacdo. Apés a
ovulacéo, as células residuais do foliculo sdo remodeladas, formando o corpo luteo,
sob influéncia do LH. O corpo luteo é a estrutura responsavel pela producédo de
progesterona (BARUSELI, 2007).

Os hormoénios esteroides derivam do colesterol e possuem uma estrutura
guimica semelhante a do proprio colesterol. Existem diferentes hormonios esteroides
e varios locais de onde podem ser secretados, como por exemplo, o cortisol e
aldesterona, produzidos pelo cortex suprarrenal e o E; e a P4, secretados pelo ovario
e pela placenta (GUYTON, 2006). A principal funcéo do E, durante o ciclo estral é a
inducdo dos sintomas de estro e a P4 é responsavel pela manutencao da gestacéao,
impedindo novas ovula¢gdes (BARUSELI, 2007).

ApOGs o pico pré-ovulatério de LH e da quebra das jun¢des comunicantes, o
oocito € submetido a uma série de alteragcdes que culminam no processo de
maturagdo. A inibicdo da secregcdo de LH ou de seus receptores resulta na
prevencdo da maturacdo e falha na ovulacdo. Fisiologicamente, os foliculos
dominantes (pré-ovulatorios) respondem ao pico de LH com uma diminuicdo brusca
na producdo de esteroides, o qual permanece em baixas concentracdes até a
ovulagao (DIELEMAN et al., 1983).

O papel da P4 na maturacdo dos odécitos de mamiferos e seu impacto sobre a
qualidade dos odcitos ainda ndo esta definido. No entanto, diversas linhas de
pesquisa colocam em evidéncia a importancia da P, para a maturacédo. Diversos
estudos que investigam os mecanismos moleculares envolvidos no controle do
desenvolvimento folicular e na ovulagdo em mamiferos demostraram a importancia
da progesterona na regulacéo do ciclo (PELUSO, 2006; FAIR e LONERGAN, 2012).

A progesterona pode afetar a qualidade do odcito através do seu efeito sobre o
desenvolvimento do foliculo dominante. Uma vez que a frequéncia de secrecéo de
GnRH é regulada por concentracdes de P4 circulantes durante o ciclo estral, que por
sua vez regula a frequéncia dos pulsos de LH e esta frequéncia é determinante para

os foliculos ovulatdrios. Portanto, quando a concentracao de P4 € alta, a frequéncia
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dos pulsos de LH é baixa e o foliculo dominante sofre atresia. A alta frequéncia dos
pulsos de LH ocorre quando os niveis de P, diminuem apds a lutedlise, ocorre entéo
uma estimulacdo ao crescimento do foliculo dominante, o qual secreta mais estradiol
e inibina e finalmente ocorre a ovulacédo (IRELAND, 2000).

Com o objetivo principal de analisar como a progesterona atua durante o
processo de maturacdo, Aparicio et al., (2011) descreveram pela primeira vez a
existéncia de receptores gendmicos e nao-gendémicos de P4, 0S quais Sdo expressos
tanto antes como depois da maturacdo. Todavia, 0 momento da expressao destes
receptores varia de acordo com o tempo de maturagdo e de acordo com o tipo de
célula, pois alguns receptores tiveram sua expressao aumentada nas ceélulas do
cumulus, enquanto outros tinham uma maior expressdo no 06cito(APARICIO et al.,
2011).

A expressdo também foi alterada quando o meio de cultivo foi suplementado
com FSH, LH e P4, 0 que significou mais um indicio da participacdo da P, durante a
maturacdo in vitro. Porém, apesar da variacdo nos niveis de expressdo dos
receptores, quando a P, foi inibida ndo houve alteracdo nas taxas de maturacao.

Apesar do papel da P, na maturacdo de odcitos nao ter sido elucidado, sabe-se
que a adicdo de progesterona no meio de cultivo durante a maturacdo de odcitos
bovinos reduz a porcentagem de formacao de blastocistos (APARICIO et al., 2011),
um efeito que pode ser parcialmente revertido pela utilizacdo de um antiprostageno
(RU486) (SILVA e KNIGHT, 2000). Contudo, a diminuigcdo nos niveis do E; e o
aumento brusco de P4 no fluido folicular de foliculos pré-ovulatérios no periodo entre
o pico de LH e a ovulagéo coincide com a retomada da meiose e a maturacédo do
o0cito, 0 que sugere a participacdo de P, neste processo (FAIR e LONERGAN,
2012).

3.6 A IMPORTANCIA DO FOLICULO PARA MATURACAO
COMPLETA DO OOCITO

Ao longo do desenvolvimento do foliculo, os o0citos passam por varias
modificacdes estruturais e bioquimicas (CHAVES, 2010). Esses eventos iniciam-se
com a formacédo do foliculo primordial e se estendem até a ovulagcdo, momento no
qual o odcito esta quase pronto para a fertilizacdo. O desenvolvimento do odcito e

do foliculo ocorre de forma simultanea e gradual (HYTTEL et al., 1997), uma vez que
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o desenvolvimento do foliculo e do odcito sdo eventos paralelos e relacionados
(AGUILLAR et al., 2001).

No inicio, dentro do foliculo primordial, o odcito esta rodeado por uma Unica
camada de células da granulosa achatadas, seu nucleo é cercado por poucas
mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso (REL) e rugoso (RER) e por pequenos
aparatos de Golgi. Com o desenvolvimento e crescimento tanto do foliculo como do
oocito, no estadio de foliculo terciario ou pré-ovulatério (cerca de 3mm) o odcito
encontra-se rodeado por células do cumulus, as células da granulosa se multiplicam
e as células da teca se diferenciam, ocorrendo a formacdo de juncbes
intercomunicantes entre o odcito e as células da granulosa. No citoplasma, ocorre o
desenvolvimento do aparato de Golgi, o REL e as gotas lipidicas passam a se
localizar perifericamente, além da formacdo da zona pelicida e dos granulos
corticais (HYTTEL, et al., 1997; VAN WEELER e RODGERS, 1996).

Durante a fase de crescimento, os odcitos presos dentro de foliculos aumentam
consideravelmente de volume (SALHA, ABUSHEIKA e SHARMA, 1998), o0 que esta
relacionado com o acumulo de uma grande quantidade de mRNA e proteinas que
funcionam apos a fertilizagdo para apoiar e regular a pré-implantacdo embrionaria. E
por este motivo € que odécitos presos em pequenos foliculos ainda ndo completaram
a maturacao citoplasmatica e isso pode refletir em acumulo deficiente de mRNA e
proteinas (KRISHER, 2004).

De acordo com Krisher (2004), no momento do crescimento do odécito, dentro
do foliculo, muitos genes s@o expressos. Algumas dessas proteinas, tais como o
fator promotor da maturacao, estdo envolvidas na progressao da meiose e controle
do ciclo celular. Outros genes e suas respectivas proteinas podem estar envolvidos
nos processos celulares criticos para o sucesso do desenvolvimento, antes e depois
da ativagéo do zigoto.

O crescimento dos foliculos concomitantemente com o desenvolvimento das
varias camadas de células do oocito marca o estabelecimento de uma unidade
fisiolégica que responde a estimulos enddgenos e exdgenos de maneira coordenada
(TSAFRIRI e DEKEL, 2011). Esta sincronia é obtida pela comunicac&o entre 0 o0cito
e as células de seu entorno, as células do cumulus, e é critica para o
desenvolvimento de um odécito competente no periodo de ovulacdo (KRISHER,
2004).
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Antes e durante a onda de LH, o odcito é circundado por varias camadas de
células do cumulus, as células da camada mais interna sdo as responsaveis por
manter a comunica¢do com o foliculo. Antes do pico de LH ocorre a quebra das
juncdes Gap e o término da comunicacao entre odcito e foliculo. Ou seja, durante o
periodo entre o pico da onda de LH e a ovulagcdo, o odcito sofre alteragbes que
culminam na maturacédo (RICHARDS et al., 2001).

Com o objetivo de esclarecer a importancia do foliculo para o desenvolvimento
dos o0citos e sua acdo inibitoria sobre a maturacdo oocitaria, diversos
pesquisadores desenvolveram experimentos nos quais ndo s6 os odcitos foram
cultivados in vitro, bem como as células foliculares (KOTSUJI, KUBO e TOMINAGA,
1994; RICHARD e SIRARD, 1996; TREMOLEDA et al., 2003; BARRETA et al., 2008;
DUBEIBE-MARIN, 2013).

A partir de um sistema de cultivo in vitro, no qual dois tipos de células da
parede folicular podiam ser cultivados junto com o complexo cumulus-oécitos
(CCOs), o efeito da comunicacao entre células da granulosa e da teca na maturacao
do odcito péde ser investigado. Para isto os CCOs foram incubados com células da
granulosa com ou sem as células da teca e o tempo da GVBD foi avaliado. Quando
0os odcitos foram cultivados apenas com as células da granulosa, 100%
apresentaram quebra da vesicula apés 6 horas. Porém, quando estes eram
cultivados com células da granulosa e da teca o tempo para GVBD foi o dobro. Os
pesquisadores concluiram que existia um sinal mediado a partir das células da teca,
o qual é responsavel por manter o blogueio meidtico (KOTSUJI, KUBO e
TOMINAGA, 1994).

Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Richard e Sirard
(1996), que também realizaram o cultivo dos CCOs com cada tipo de célula (células
da granulosa e da teca interna e externa) de maneira separada. Eles descobriram
que as células da granulosa podem atuar na inibicdo, mas sédo as células da teca
gue produzem um fator inibitorio.

Os autores testaram a atividade inibitéria de um meio condicionado preparado
por meio do cultivo de duas hemissec¢des de parede folicular em meio livre de soro
por um periodo de 9 horas. Este meio condicionado manteve uma elevada
porcentagem de odcitos na fase de VG, quando era adicionado a cada 4 horas de
cultivo. Como concluséo, sugeriram que a manutencdo do odcito na fase de VG é

influenciada pelas células da teca, independente do contato e que os oo6citos podem
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ser mantidos em meio condicionado de hemissecdes foliculares (RICHARD e
SIRARD, 1996).

A utilizacdo do cocultivo de CCOs bovinos com hemissecdes foliculares ja foi
realizada para avaliacdo do efeito da via do sistema L-arg/NOS/NO sobre retomada
e progressdo da meiose (Figura 1). Objetivando mensurar a influéncia do
aminoacido L-arginina (L-arg), precursor da sintese de éxido nitrico, realizou-se o
cocultivo adicionando diferentes concentracbes de L-arg, durante 22 horas de
cultivo. A guantidade de odcitos mantidos em estadio de VG foi significativamente
maior no controle com as HS do que quando comparado ao controle sem as
hemissecdes e os grupos suplementados com L-arg. Em relagdo a producdo de
esteroides, 0s grupos cultivados na presenca das HS apresentaram uma maior
concentracdo tanto de P, quanto E,; (DUBEIBE-MARIN, 2013).
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Figura 1. [Esquema representativo da maturagdo in vitro de oocitos bovinos
cocultivados em presenca de hemissecdes da parede folicular e o papel dos
nucleotideos ciclicos na maturagéo nuclear. Legenda: PDE3A — fosofodiesterase 3A,

AC - enzima adenilato ciclase e Gs — proteinas Gs.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o papel da via INOS/NO/GMPc na
maturacdo in vitro de odcitos bovinos. Foram utilizados a aminoguanidina (AG), o
inibidor seletivo da isoforma da enzima éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e o 1H-
[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ), inibidor da guanilato ciclase
soltvel (GCs) e 8 Bromo-guanosina 3’5’-monofosfato ciclico (8Br-GMPc, analogo do
GMPc). CCOs foram cultivados com hemissecdes (HS) da parede folicular em meio
de maturacdo (TCM 199/BSA), suplementado com AG (1 e 100 mM) e ODQ (107
M). Os controles consistiram de CCOs cultivados em presenca (C-) ou auséncia (C+)
de HS. Foram avaliados apds 22 horas de cultivo o estadio de maturacdo nuclear, a
integridade da membrana plasmatica das células do cumulus, a concentracdo de
nitrato/nitrito (NO3/NO;) e de progesterona (P4) e 17B-estradiol (E;) no meio de
cultivo. A mensuragéo das concentracdes de GMPc e AMPc foi realizada as 0, 1, 3,
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6 e 9h para os COCs e as 0, 3, 6 e 9h nos odcitos. A percentagem de o0citos que
alcancaram a metafase Il (MIl) no C- diminuiu (41,0+4,0%) em relacdo ao grupo C+
(78,5+3,9%) (P<0,05). A adicdo de 1 mM de AG estimulou a retomada da meiose em
relacdo ao C- (P<0,05). A adicdo de ODQ promoveu o desbloqueio da retomada da
meiose, entretanto, apresentou o menor nimero de odécitos que progrediram até a
MIl (21,9£3,5) (P<0,05). A concentracdo de GMPc diminuiu ao longo das horas
avaliadas em todos os grupos experimentais (P<0,05). A concentracdo de AMPc nos
CCOs apresentou um aumento ao longo do tempo para todos os tratamentos
(P<0,05). Diferente do que é relatado em CCOs de roedores, onde quando
mensuradas as concentracbes de GMPc e AMPc ocorre uma diminuicdo para que
ocorra a retomada meiotica (NORRIS et al., 2009). Por este motivo, foi realizada a
mensuracdo desse nucleotideo somente nos odcitos, onde sua concentracado foi
descrescente (P<0,05). O C+ apresentou a maior percentagem de células do
cumulus com membrana plasmatica integra (P<0,05). A adi¢do das HS ao cultivo (C-
) aumentou a producdo de NO3/NO; (36,6£3,1ng/mL) em relacdo ao C+ (18,9+1,4
ng/mL) (P<0,05). A producao de P, foi maior no C- e demais tratamentos (P<0,05).
Os resultados do presente experimento permitem concluir que em bovinos a via
INOS/NO/GMPc utilizando este modelo experimental: 1) modula a diminuicdo da
concentracdo de GMPc no CCO e AMPc no odcito para que ocorra a retomada da
meiose e progressao até MIl; 2) modula a integridade das células do cumulus; 3)
ndo modula a sintese de P, e E; pelas células do cumulus e da parede folicular.

Palavras-chave: inibicdo da meiose, Oxido nitrico, maturacdo in vitro,

aminoguanidina, nucleotideo.

1.0INTRODUCAO

Durante a maturacdo nuclear os o0citos de mamiferos permanecem parados
no estadio de préfase, pertencente a primeira meiose, mais precisamente na fase de
dipléteno, até que ocorra o pico pré-ovulatério de LH levando a retomada da
maturacdo e posterior ovulacdo (TSAFRIRI e DEKEL, 2011; MEHLMANN, 2005).
Durante este estadio, o odcito permanece dentro do foliculo ovariano, o qual se

acredita possuir efeito inibitério na retomada da meiose, principalmente pela acdo
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das células da teca que inibem parcialmente a maturacdo quando adicionadas ao
cultivo (RICHARD e SIRARD, 1996).

Por ser um processo extremamente complexo e por muitas vias enzimaticas
estarem envolvidas em seu controle, a maturacdo oocitaria ainda ndo é um evento
completamente esclarecido. Entretanto, j& foi demonstrado que os nucleotideos
ciclicos (GMPc e AMPc) e o 6xido nitrico (NO) possuem um papel importante na
retomada e progressdo da meiose até a fase de metafase |l (BILODEAU-
GOESEELS, 2007; TSAFRIRI e DEKEL, 2011).

O AMPc é produzido pela enzima adenilato ciclase que esta localizada tanto
nas células da granulosa quanto dentro do odcito e desempenha um papel critico na
manutenc¢do do bloqueio meidtico, uma vez que em alta concentracao intraoocitaria,
mantém os od0citos em dipléteno, enquanto que um decréscimo em sua
concentracdo estd associado a retomada da meiose (CHEN et al., 2009). O GMPc
atua como mensageiro secundario, podendo ser produzido pela estimulacdo do NO
gue ativa a enzima guanilatociclase soluvel (GCs) (DENNINGER e MARLETTA,
1999). A estabilizacdo da alta concentracdo de GMPc nas células somaticas é
essencial para a manutencéo do bloqueio da maturacéo (NORRIS et al., 2009).

O NO é sintetizado pela enzima oOxido nitrico sintase (NOS) que possui trés
isoformas: neuronal (NNOS), endotelial (eNOS) e induzivel (iNOS) (IGNARRO,
2000). No ovario de vacas ja foram identificadas as isoformas eNOS e INOS (PIRES
et al.,, 2009) e em mamiferos, o NO participa dos processos de desenvolvimento
folicular, ovulacdo (ZAMBERLAN et al.,, 2013), formagdo do corpo Iluteo
(JAROSZEWSKI, et al., 2014), desenvolvimento embrionéario, pré-implantacdo e
inicio da implantacdo (YAMAUCHI et al., 1997).

Todavia, o envolvimento da via NOS/NO nos eventos que regulam a maturacéo
oocitaria em bovinos ainda ndo foi completamente elucidado, entretanto quando a
INOS (MATTA et al.,, 2009) e a eNOS (SCHWARZ et al.,, 2010) foram inibidas
durante a maturacdo in vitro de odcitos bovinos na auséncia da parede folicular
houve o blogueio da progressdo da meiose até a fase de metafase Il (MIl),
demostrando a importancia dessa via para a maturagao nuclear.

Adicionalmente, sabe-se que o NO influencia o processo de sintese de
horménios esteroides pelas células da granulosa bovinas (FAES et al.,, 2009). A
participacdo dos horménios esteroides é fundamental para o desenvolvimento e a

competéncia folicular (BARUSELI, 2007) e o papel da progesterona (Ps) e 17f3-
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estradiol (E,) j& foi evidenciado na maturacdo oocitaria (PELUSO, 2006; FAIR e
LONERGAN, 2012). Estes dados sugerem que o NO poderia modular a maturacéo
oocitaria também por meio de sua acdo na sintese de esteroides (FAES et al.,
2009).

O objetivo do presente trabalho foi compreender o papel do NO derivado da
enzima iINOS nos eventos que ocorrem durante a maturacdo oocitaria in vitro de
bovinos, pelo estudo da atuacdo da via INOS/NO/GMPc, tentando simular o que
ocorre in vivo por meio do cocultivo dos o6citos com hemisse¢cBes de paredes

foliculares.

2.0 MATERIAIS E METODOS

2.1 Meios e reagentes

Todos os reagentes utilizados foram da Sigma-Aldrich Co. LLC. (EUA), exceto

0S mencionados.

2.2 Coleta dos ovarios e preparacao das hemissecdes da parede folicular

Os ovarios foram obtidos de abatedouros locais imediatamente apds o abate e
transportados em solucao salina com antibiéticos (100 Ul/mL penicilina e 100 mg/mL
de estreptomicina). No laboratorio, com o auxilio de pincas cirirgicas e tesouras
estéreis, foi realizada a dissecacdo dos foliculos de 3 a 8 mm retirando todo o
estroma ovariano. Depois de dissecados, os foliculos foram cortados ao meio com
uma lamina de bisturi e lavados em meio de cultivo de tecidos 199 (TCM 199 —
HEPES) acrescido de 0.4% de albumina sérica bovina (BSA) isenta de &acidos
graxos, 0,2 mM de piruvato, 100 Ul/mL de penicilina G potassica, 50 ug/mL de
sulfato de estreptomicina. As HS foram transferidas para placas de 4 pogos
(NUNC®, Rochester, NY, EUA), com 200 yL de meio de maturacdo [TCM 199
suplementado com 0.4% de BSA isenta de acidos graxos (FAF), 0.5 pg/mL de FSH
(Lutropin-V®, Bioniche Life Science Inc, Canada), 5 uyg/mL de LH (Lutropin-V,
Bioniche Life Science Inc, Canadd) 0,2 mM de piruvato e antibi6ticos] pré-aquecido e

pré-gasificado em estufa de COa.
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2.3 Puncéo oocitaria e maturacdo in vitro

Foliculos de 3-8 mm foram aspirados usando seringa de 5mL e agulha calibre
18 “G” (1,20 x 40 mm) e os CCOs coletados imediatamente foram colocados em
meio de lavagem [meio TCM 199 sem HEPES suplementado com 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX, 0,5 mM)] para manté-los no estadio de vesicula germinativa
(EPPIG e DOWNS, 1984). O IBMX € um inibidor reversivel da meiose e vem sendo
utilizado para inibir a retomada espontanea da maturacdo em o00citos bovinos
durante a obtencéo e manipulacédo dos CCOs in vitro (VIANA, et al., 2007). Somente
0os CCOs que apresentaram mais de trés camadas de células do cumulus e
ooplasma homogéneo foram selecionados e entdo lavados rapidamente no meio de
lavagem para remocdo do IBMX. Posteriormente, os CCOs foram transferidos para
as placas que ja continham as oito HS das paredes foliculares. O periodo entre
aspiracao e selecdo até os CCOs serem colocados na placa de MIV n&o ultrapassou
30 min. O cultivo foi realizado durante 22 h em estufa com 5% de CO,, 38°C e

umidade saturada.

2.4 Determinacdo do estadio de maturacao nuclear

Os odcitos foram desnudados por meio de pipetagens repetidas em solucao
contendo PBS com 0.1% de PVA. Posteriormente, foram colocados entre lamina e
laminula e fixados em solucéo etanol-acido acético (3:1) (Merck S.A. Industrias, Rio
de Janeiro, Brasil), durante um periodo minimo de 24 h e por fim, foram corados com
orceina acética 2%. A avaliacdo do estadio de maturacao nuclear de cada odcito foi
feita com auxilio de microscoépio invertido (400x, NIKON - Eclipse TE 300, Melville,
Japan). Os odcitos foram classificados dependendo do estaddio de maturacao
nuclear em: vesicula germinativa (VG), rompimento da vesicula germinativa (RVG),

metafase | (MI), anafase/teléfase | (A/T) e metafase Il (MII).
2.5 Mensuragéao da concentragao dos nucleotideos ciclicos
A avaliacdo da concentragao intracelular de AMPc e GMPc foi realizada por

meio da técnica de imunoensaio enzimatico (EIA), utilizando-se kits comerciais
(Cayman’s cGMP e cAMP EIA kits, Ann Arbor, EUA). Os CCOs/o6citos foram
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cuidadosamente selecionados para que apresentassem 0 mesmo numero de
camadas das células do cumulus, com o objetivo de manter o padrdo da anélise.
Depois do cultivo, os CCOs/odcitos foram lavados em meio TCM-199 suplementado
com 0,4% de BSA. Para induzir a lise celular os CCOs/oocitos foram transferidos
para uma solucédo de 0,1M de HCI (200 pL), onde foram mantidos por 20 min e
agitados em vortex por 1 min a cada 5 min. As amostras foram centrifugadas a
12,000 x g por 5 min e o sobrenadante estocado a -20° C até que as avaliagbes
fossem realizadas de acordo com as instru¢cdes dos respectivos kits. Todas as
amostras foram acetiladas para aumentar a sensibilidade da analise, de acordo com
o recomendado no manual dos kits. A concentracdo de nucleotideos foi determinada
utilizando um espectrofotometro (leitor de ELISA, BioTek, Winooski, VT, USA) a
405nm.

2.6 Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica das células do cumulus

Apoés o desnudamento dos odcitos, as membranas plasmaticas das células do
cumulus foram avaliadas por meio de marcacdo dupla utilizando sondas
fluorescentes. O hoechst 33342 tem afinidade pelo DNA das células emitindo
coloracdo azul apos sua ligacdo e o iodeto de propideo (IP) marca as células com
membrana lesada (coloracdo vermelha). As células foram expostas por 5 min a cada
um dos corantes e posteriormente foram colocadas entre lamina e laminula, e
analisadas em microscépio de epifluorescéncia (400x, NIKON - Eclipse
TE300/TE200, Melville, Japao) (técnica realizada por VIANA et al., 2011). Os
resultados foram expressos em percentagem de células com a membrana integra ou

lesada.

2.7 Mensuragao da concentragao de nitrato/nitrito

A concentracdo de nitrato/nitrito (NO3/NO5"), metabdlitos estaveis do NO, tem
sido utilizada como indicador da presenca de NO no meio de cultivo, visto que este
apresenta meia-vida muito curta (IGNARRO, 2000). A mensuracéao foi realizada pelo
método baseado na reacdo colorimétrica de Griess (RICART-JANE et al. 2002).
Para o desenvolvimento da técnica as amostras foram centrifugadas (2700 x g por 5

min), estocadas (100 pL) e mantidas a -20° C até a mensuracéo. Para converséao de
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NOs; em NO;, as amostras foram incubadas em placas de 96 pogcos com uma
solucéo de reducéo (10 IU da enzima NOj3 redutase diluida em agua ultrapura + 900
puL de agua ultrapura, 1000 puL do cofator NADPH (5 mg/mL) diluido em &gua
ultrapura, 1000 pL da solucdo tampéao de fosfato de potassio (0.5 M)] a 37° C por 16
h. Foi realizada a diluicdo da curva padrao de NaNO3z em meio de cultivo TCM 199,
variando de 0,5 a 100 puM. A leitura foi feita em espectrofotdmetro (leitor de ELISA,

Boitek®, Winooski, EUA) a 540 nm. Os resultados foram expressos em pM/L.

2.8 Mensuracao da concentracdo de horménios esteroides

O meio de cultivo utilizado durante as 22 horas de MIV foi centrifugado (2700 x
g por 5 minutos) e o sobrenadante foi armazenado em freezer a -20° C até que
fossem realizadas as mensuracdes de progesterona (P4) e 17B-estradiol (E2). A
concentracdo hormonal foi determinada pela utlizacdo do método de
quimioluminescencia (Listed Laboratory Equipment 7 C20 UL®, MH 15423, série
3975, DPC Immulite 1) e pela utilizacdo de kits comerciais (Immulite® 1000 Systems,
Siemens Healthcare Diagnostics Products Ltd, Glyn Rhonwy, Libamberis, Gwynedd
LL55 4 EL, UK). O método é baseado em um imunoensaio competitivo de fase
sélida que utilizou enzimas com tecnologia quimioluminecente com o limite de
detecgédo entre 15-20 ng/mL (FAES et al., 2009).

2.9 Experimentos

Foram avaliados os efeitos da adicdo de aminoguanidina (AG, inibidor seletivo
da isoforma da enzima iNOS), 1H-[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ -
inibidor da enzima guanilatociclase soltuvel) e 8 Bromo-Guanosina 3’5’-monofosfato
ciclico (8Br-GMPc, analogo do GMPc) na maturacdo in vitro de odcitos bovinos
cocultivados na presenca de hemissecdes da parede folicular sobre diferentes
parametros. Para cada uma das avaliac6es foram cultivados dois grupos controle,

um na auséncia das HS (C+) e o outro em presenca das HS foliculares (C-).
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2.9.1 Experimento 1: Efeito de AG, ODQ e 8Br-GMPc na maturacao nuclear

Grupos de 20 odcitos tratados com AG (1, 10, 50, 100 e 150 mM), ODQ (107,
10 e 10°M) e 8Br-GMPc (2,5; 5,0; 7,5 e 10 mM) e seus grupos controles (C+ e C-)
foram submetidos a coloracdo com orceina acética 0,2% para avaliagdo do efeito
dose-resposta na retomada e progressao da meiose por meio da determinacéo do
estadio de maturacdo nuclear, apos 22 de cultivo. Para cada substancia testada
foram realizadas 6 repeti¢cdes, totalizando 2160 odcitos (AG=840 odcitos, ODQ=600
odcitos e 8-Br-GMPc=720 odcitos).

2.9.2 Experimento 2: Efeito da AG na cinética de maturacao nuclear

Grupos de 20 odcitos tratados com AG (1 e 100 mM) e ODQ (10 M) e seus
controles (C+ e C-) foram maturados durante 7, 15 e 22 horas e posteriormente
foram submetidos a coloracdo com orceina acética 0,2% para avaliacdo do efeito
dessa substancia ao longo do processo de maturagdo in vitro. Em cada horario

avaliado foram realizadas 6 repeti¢des, totalizando 1440 odcitos.

2.9.3 Experimento 3. Efeito da inibicdo da INOS e da guanilato ciclase soltuvel na

concentracdo de nucleotideos

Odcitos tratados com AG (1 e 100 mM) e ODQ (107 M) e cocultivados com HS
da parede folicular foram submetidos a avaliacdo da concentracdo de GMPc e AMPc
nos CCOs e de AMPc no odcito por meio da técnica de imunoensaio enziméatico
(EIA). Grupos de 30 e 10 CCOs foram utilizados para mensuracao da concentracao
de GMPc e AMPc, respectivamente (Bilodeau-Goeseels, 2007), enquanto que para
a determinacdo da concentracdo de AMPc no odcito, foram utilizados 50 para cada
repeticdo. Foram realizadas 4 repeticdes por nucleotideo e por cada tempo de
maturagdo (0, 1, 3, 6 e 9h - CCOs e 0, 3, 6 e 9h — odcitos), totalizando 8000
CCOs/oocitos (GMPc= 3000 CCOs, AMPc= 1000 CCOs e AMPc= 4000 odcitos). Os
resultados da mensuracdo da concentracdo de GMPc foram expressos em pmol/mL

e 0os de AMPc em fmol/mL.
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2.9.4 Experimento 4: Efeito da adicdo de AG e ODQ na integridade da membrana

plasmatica das células do cumulus

Odcitos tratados com AG (1 e 100 mM) e ODQ (10° M) apés 22 horas de
cocultivo com HS da parede folicular foram desnudados e as células do cumulus
submetidas a marcacéao fluorescente com hoesch/iodeto de propidio para avaliacdo
da integridade da membrana plasmatica. Foram realizadas seis repeticbes e para
cada tratamento de cada repeticdo foram contabilizadas 200 células do cumulus,

totalizando 6000 células avaliadas.

2.9.5 Experimento 5: Efeito da adicdo de AG e ODQ na concentracdo de
nitrato/nitrito

O meio de cultivo de odcitos tratados com AG (1 e 100 mM) e ODQ (107 M)

apos 22 horas de cocultivo com HS da parede folicular foi submetido a avaliacdo da

concentracdo de NO3/NO, pelo método da reacdo colorimétrica de Griess, como

indicativo da presenca de 6xido nitrico.

2.9.6 Experimento 6: Efeito da adicdo de AG e ODQ na producéo de P, e E>

O meio de cultivo de o6citos tratados com AG (1 e 100 mM) e ODQ (107 M)
apos 22 horas de cocultivo com HS da parede folicular foi submetido & mensuracéo
da concentracdo de progesterona e 17B-estradiol realizada utilizando o método

automatizado de quimioluminescéncia.

2.10. Anéalise estatistica

Todos os oo6citos foram distribuidos ao acaso dentro de cada grupo
experimental e cada experimento foi repetido seis (maturacdo nuclear e integridade
da membrana plasmatica das células do cumulus) ou quatro vezes (mensuracao
hormonal, de nucleotideos e de nitrato/nitrito). Os dados foram avaliados usando o
SAEG (Fundacéao Arthur Bernardes-UFV-Vicosa, Brasil) pela analise de variancia
(ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, em 5% de

probabilidade.
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3.0 RESULTADOS

3.1 Efeito do sistema iNOS/NO/GMPc na maturacao nuclear

Ao avaliar o efeito da inibicdo das enzimas INOS (AG) e GCs (ODQ) e da
adicdo do analogo do GMPc (8Br-GMPc) sobre a maturacao nuclear, foi possivel
observar que os grupos controle utilizados tanto na presenca (C-) e auséncia (C+)
das HS apresentaram resultados similares. Nos trés experimentos o controle
cultivado na presenca das hemissec¢des (C-) inibiu a retomada e progresséo da
meiose até a MIl quando comparado ao C+ (P<0,05).

3.1.2 Efeito da aminoguanidina

A porcentagem de odcitos mantidos em VG foi maior (P<0,05) no grupo
controle cultivado com HS (C-) quando comparada aos grupos tratados com AG (1,
10, 50 e 100 mM), exceto na concentracdo de 150 mM de AG (P>0,05). A adicéo de
1 e 10 mM de AG estimulou a retomada da meiose em relagdo ao C- (P<0,05) e
foram iguais ao C+ (P>0,05). Contudo, a adicdo de 100 e 150 mM de AG inibiu a
retomada da meiose e bloqueou a progressdo até a MIl em relagdo aos demais

tratamentos com AG e controles (P<0,05) (Tabela 1).

3.1.3 Efeito do ODQ

A adicdo de ODQ estimulou a retomada da meiose, porém na concentracao de
10 M houve uma diminuicéo no nimero de CCOs que alcancaram a Ml (21,9+3,5)
em relacdo ao C+ (78,6+16,6) e C- (39,1+1,7) e aos demais tratamentos (10* e 10°
M) (33,0£1,81; 35,7+2,5, respectivamente) (P<0,05) (Tabela 2).

3.1.4 Efeito do 8Br-GMPc
Quando foram analisadas as concentracdes utilizadas de 8Br-GMPc (2,5; 5,0;

7,5 e 10 mM) na maturacéo in vitro de CCOs bovinos foi possivel observar que nao

houve diferenca em relagcédo ao C- (P>0,05) (Tabela 3).
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3.1.5 Determinacao das concentracdes utilizadas AG e ODQ

Nos experimentos seguintes foram adicionadas ao meio de cultivo 1 mM de AG
que estimulou a retomada da meiose em relacdo ao C- e 100 mM que bloqueou a
progressdo da meiose até MIl. A concentracdo mais alta de ODQ avaliada
anteriormente (10°M) foi selecionada para realizacdo dos préximos experimentos,
pois quando adicionada ao meio de cultivo estimulou a retomada da meiose, porém
diminuiu o nimero de CCOs que alcancaram MIl. Visto que ndo houve efeito do 8Br-
GMPc na maturagdo nuclear, o mesmo tratamento ndo foi utilizado nos demais

experimentos.
3.2 Efeito da inibicdo da iINOS na cinética de maturacao nuclear

Ao avaliar o efeito da adicdo de AG (1 e 100 mM) durante 7 horas de MIV foi
possivel observar que no controle na auséncia das HS foliculares (C+) 52,9% dos
o0citos romperam a vesicula germinativa (RVG) enquanto no C- (presenca de HS)
apenas 24,7% dos od0citos cultivados nesse grupo retomaram a meiose. Esse
resultado néo foi diferente do obtido no cultivo com 1 mM de AG no qual 27,3% dos
odcitos romperam a VG. Apos a adicdo de 100 mM de AG no meio de cultivo houve
uma inibicdo da retomada da meiose, onde apenas 11,4% dos odcitos apresentaram
RVG (Figura 1 a).

Com 15 horas de cultivo, 100% dos odcitos cultivados no grupo C+ alcancaram
a metafase | (Ml), enquanto que na presenca das HS (C-) apenas 66,9% dos odcitos
atingiram esse estadio de maturacdo. Apos a adicdo de 1 mM de AG ao meio de
cultivo houve uma diminuicdo na percentagem de odcitos que progrediram até Mi
(51,3%) e essa diminuicdo foi mais acentuada com a utilizagdo de uma
concentracdo mais alta de AG (100 mM), onde apenas 33,8% atigiram a Ml (Figura 1
b).

As 22h de MIV no controle na auséncia de HS (C+), 20,4% dos 0dcitos
estavam em anafase-teléfase, enquanto que os outros 79,6% alcancaram a MII.
Contudo, no C- n&do havia odcitos em A-T e 40,3% deles estavam em MIl. N&o
houve diferenca entre o C- e o grupo tratado com 1 mM de AG ,(45,1%) na
percentagem de odcitos que progrediram até MIl (P>0,05), mas, a adigdo de 1 mM

de AG aumentou a percentagem de oocitos em A-T comparado ao C- (P<0.05).
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Apés a adicdo de 100 mM de AG, houve a completa inibicdo da progressao da
meiose até esse estadio (P<0,05; Figura 1 c), mas ndo alterou a percentagem de

oocitos em A-T quando comparado ao grupo tratado com 1 mM de AG (P>0,05).

3.3 Efeito do sistema iNOS/NO/GMPc na concentracdo de nucleotideos

3.3.1 Efeito da adigdo de AG e ODQ na concentragdo de GMPc no COC

Foi testado o efeito da adicdo de AG (1 e 100 mM) e ODQ (102 M) na
produgcdo de GMPc de CCOs nas primeiras 9 horas de MIV (0, 1, 3, 6 e 9 horas)
(Figura 3).

Quando comparada com a concentracdo de GMPc dos COCs imaturos (0 hora
de cultivo), a concentracdo de GMPc dos COCs de todos os tratamentos e grupos
controle diminuiu ao longo das horas avaliadas (P<0,05). O grupo C+ manteve a
concentracdo de GMPc mais alta em todas as avaliacdes (P<0,05).

Com 1 hora de cultivo o grupo tratado com 100 mM de AG apresentou a menor
concentracdo de GMPc quando comparado aos demais tratamentos (P<0,05). As 3
horas de cultivo esse grupo permaneceu com a concentragdo mais baixa (P<0,05) e
no grupo tratado com ODQ a concentracdo de GMPc apresentou uma queda
acentuada quando comparada com as duas avaliacdes anteriores (as 0 e 1 hora de
MIV) (P<0,05). A concentracdo do grupo tratado com ODQ foi a mais baixa quando
comparada aos demais tratamentos durante as avaliagbes com 6 e 9 horas
(P<0,05).

3.3.2 Efeito da adicdo de AG e ODQ na concentracao de AMPc no COC

Adicionalmente, foi testado o efeito da adicéo de AG (1 e 100 mM) e ODQ (1073
M) na producdo de AMPc pelo CCOs nas primeiras 9 horas de MIV (0, 1, 3,6 e 9
horas) (Figura 2).

Comparando-se a concentracdo de AMPc dos CCOs imaturos (0 hora de
cultivo) com a concentracdo de AMPc nas horas seguintes foi possivel observar que
houve um aumento em todos os tratamentos (P<0,05). A partir de 1 hora de cultivo o
grupo tratado com ODQ apresentou a concentracdo mais alta em relagdo aos

demais tratamentos e se manteve assim até a ultima avaliacdo (9 horas de MIV)
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(P<0,05). Os CCOs tratados com 100 mM de AG apresentaram a menor
concentracdo de AMPc durante as 6 horas do cultivo (P<0,05).

3.3.2 Efeito da adicdo de AG e ODQ na concentracdo de AMPc no odcito

Foi testado o efeito da adicdo de AG (1 e 100 mM) e ODQ (102 M) na
producdo de AMPc pelos odcitos nas primeiras 9 horas de MIV (0, 3, 6 e 9 horas)
(Figura 5). A producdo de AMPc somente pelos odcitos foi consideravelmente menor
quando comparou-se com a concentracdo desse nucleotideo no CCO. A producao
de AMPc nos CCOs foi crescente e o contrério foi observado nos odcitos.

Foi observado uma diminui¢cdo da concentracdo de AMPc nos odcitos de todos
os tratamentos (P<0,05), exceto com 100 mM de AG que se manteve inalterada
(P>0,05) com 3h de cultivo quando comparada a concentracdo observada em
odcitos imaturos (0 horas). Analisando os grupos controle, foi possivel observar que
0s odocitos cultivados na presenca das HS (C-) apresentaram uma concentracao

maior de AMPc do que a observada no C+ com 9 horas de cultivo (P<0,05).

3.4 Efeito do sistema iNOS/NO/GMPc na integridade da membrana plasmatica

das células do cumulus

A integridade da membrana plasmatica das células do cumulus do grupo de
odcitos cultivado sem as HS (C+) (85,9+2,3%) foi maior do que a observada no
grupo C- (71,2£3,7%) e dos demais tratamentos com 1 e 100 mM de AG,
(57,8+12,1%; 55,3+4,3%, respectivamente) (P<0,05). A adicdo de 10° M de ODQ
apresentou o menor numero de células integras (49,7+6,8%) em relacao a todos os

tratamentos com ODQ e grupos controle (P<0,05) (Tabela 4).

3.5 Efeito do sistema NO/INOS/GMPc na concentracdo de nitrato/nitrito no

meio de cultivo

O controle cultivado com as hemissecdes da parede folicular (C-) apresentou
uma concentracao de nitrito total maior (P<0,05) em relacdo ao grupo C+ e demais
tratamentos. O grupo tratado com 1 mM de AG apresentou uma concentragcéo
menor de NO3/NO; (31,42+1,67) do que o grupo C- (36,63%+3,15) (P<0,05).
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Entretanto, o tratamento com 100 mM de AG n&o diferiu estatisticamente do C-
(36,59+1,09; 36,63+3,15, respectivamente) (P>0,05). O tratamento com 10> M de
ODQ resultou na maior producéo de nitrato/nitrito total (P<0,05) (Tabela 5).

3.6 Efeito do sistema iNOS/NO/GMPc na producéo de hormonios esteroides

A presenca da parede no meio de cultivo (C-) aumentou a concentracao de
progesterona em relacédo ao controle C+ (P<0,05) (Figura 6). O C+ (11,8+1,1 ng/mL)
e os tratamentos com 1 mM (6,9+3,3 ng/mL) e 100 mM de AG (7,2+1,6 ng/mL) e 107
M de ODQ (11,0+3,3 ng/mL) nao diferiram entre si (P>0,05).

A concentracdo de E; no meio de cultivo ndo diferiu entre o C+ (208,7+17,43
ng/mL) e o C- (247,7+14,0 ng/mL), assim como nao houve diferenca entre o C- e 0s
demais tratamentos com 100 mM de AG (210,7+13,53 ng/mL) e 10°M de ODQ
(214,7+22,9 ng/mL) néo diferiram entre si (P<0,05). O grupo tratado com 1 mM de
AG apresentou a maior concentracéo (258,2+29,93 ng/mL) (P<0,05).

4.0 DISCUSSAO

Ja foi evidenciado que os odcitos de mamiferos permanecem em dipléteno
(imaturos) enquanto estdo localizados dentro dos foliculos ovarianos (TSAFRIRI e
DEKEL, 2011). A utilizacdo do cultivo dos CCOs em presenca das hemissec¢fes da
parede folicular teve por objetivo simular in vitro o que ocorre in vivo, assim como
compreender 0s eventos que ocorrem durante a maturacdo oocitaria e a influéncia
da via INOS/NO/GMPc nesse evento.

Giometti et al. (2005) e Dubeibe et al. (2013) demonstraram que a presenca
das HS blogueia parcialmente o reinicio e a progressao da maturacao. Isto pode ser
justificado pelo fato das células foliculares modularem a maturagdo oocitaria por
meio da producao de varios fatores inibidores e estimuladores da meiose (RICHARD
e SIRARD, 1996). Estes dados sugerem que as células da parede folicular (teca e
granulosa) sintetizam substancias que inibem parcialmente a retomada da meiose
(RICHARD e SIRARD, 1996), sendo estas transportadas para o odcito por outras
vias diferentes das juncdes intercomunicantes entre células da granulosa murais e

células do cumulus, afetando a maturagdo do o0cito, porém sem estimular a



58

expansao das ceélulas do cumulus como observado no presente experimento (dados
nao mostrados).

A adicdo de AG avaliada com 22h de cultivo apresentou um efeito-dose
resposta onde as concentracfes mais baixas (1 e 10 mM) foram capazes de
estimular a retomada da meiose em comparacdo ao C-, mas nao aumentaram a
percentagem de odécitos em MIl. Concentra¢cdes mais elevadas (50, 100 e 150 mM)
aumentaram progressivamente o bloqueio da retomada da meiose e progressao até
MIl. Estes dados mostram que em bovinos é necessaria uma diminuicdo da
concentracdo de NO derivado da INOS para que ocorra a retomada da meiose,
entretanto, quando esta diminuicdo da atividade da iINOS foi mais acentuada apos a
adicdo de 100 e 150 mM de AG, ocorreu o bloqueio total da progressédo até Mill,
sugerindo que uma menor concentracdo de NO derivado da iINOS é importante para
a manutencao do odcito em dipléteno e progressdo da meiose até MIl. Sua elevacdo
€ importante para a retomada e progressdo da meiose até MIl dependendo da sua
concentracdo. Mais estudos sdo necessarios para comprovar esta hipotese em
bovinos.

A sintese de GMPc é realizada pela enzima guanilato ciclase soluvel (GCs)
(DENNINGER e MARLETTA, 1999) e a inibicdo dessa enzima pode ser realizada
pela utilizacdo de ODQ. O GMPc é produzido nas células foliculares e é
continuamente transferido para o odcito via jungdes intercomunicantes (WEBB et al.,
2002). Esse nucleotideo tem fundamental importancia para maturacdo oocitaria em
ratos (BU et al.,, 2004), suinos (PETR et al.,, 2006) e bovinos (BILODEAU-
GOESEELS, 2011; DUBEIBE et al., 2013; SCHWARZ et al., 2014).

Ao analisar o efeito da adicdo de diferentes concentracées de ODQ no meio de
cultivo em presenca das HS da parede folicular foi possivel observar que odcitos
tratados com de 10°M de ODQ apresentaram uma diminuico no ndmero de odcitos
que progrediram até a MIlI quando comparado com os controles e demais
tratamentos. Estes dados mostram que a diminuicdo na disponibilidade de GMPc
diminui a percentagem de o0citos que retomam a meiose e progressao até Mll,
sugerindo sua participacdo na manutencdo da parada meidtica por meio da inibicéo
da enzima guanilato ciclase soluvel.

Com o objetivo de compreender melhor o papel da via INOS/NO/GMPc na
maturagcdo nuclear também foram testadas diferentes concentrac¢des (2,5; 5,0; 7,5 e

10 mM) de 8-Br-GMPc (analogo do GMPc) na maturacdo nuclear. Foi possivel
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observar que nenhuma concentragdo adicionada ao meio de cultivo apresentou
efeito na maturacdo nuclear de CCOs bovinos na presenca de hemissecdes da
parede folicular. Estes resultados corroboram com os encontrados por Bilodeau-
Goeseels (2007) que utilizou concentracbes semelhantes de 8-Br-GMPc (0,5; 1; 3 e
6 mM) na MIV de odcitos de bovinos cultivados em gotas de meio as 7 e 21h.
Contudo, Schwarz et al (2014) observaram inibicdo da retomada da meiose com 9 h
de cultivo. Estas diferencas nos resultados podem ser devido a sistemas de cultivo e
tempos de cultivo diferentes.

No presente estudo, foi avaliado o efeito de duas concentragdes de AG (1 e
100 mM) ao longo da maturacéo in vitro em sistema de cultivo com a presenca de
HS da parede folicular. As 7h de MIV é esperado que os o6citos tenham rompido a
vesicula germinativa (RVG) (VIANA et al., 2007), todavia, foi observado que tanto a
presenca das HS isoladamente (C-), quanto a adicdo de AG inibiram o RVG em
relacdo ao C+. Bilodeau-Goeseels (2007) demonstrou que a presenca de 10 e 50
mM de AG nas 7 primeiras horas de MIV reduziu significativamente a percentagem
de odcitos bovinos que retomaram a meiose, assim como no presente trabalho.
Esses resultados indicam que a AG exerce um efeito inibitério na retomada da
meiose nessa espécie, diferindo do que € observado em roedores onde a adi¢cao de
AG ao meio estimula a retomada da meiose (PANDLEY & CHAUBE, 2014).

Com 15 horas de cultivo é relatado que a maioria dos odécitos atige a anafase-
telofase (A-T) (WEHREND e MEINECKE, 2001). A presenca das HS (C-) diminuiu o
namero de odcitos que atigiram a A-T em relagcédo ao C+. A adicdo de 1 e 100 mM de
AG bloqueou a progressao da maturacdo até esse estadio, indicando mais uma vez
o efeito inibitério da AG na progressao da meiose.

As 22 horas de cultivo em condi¢cdes favoraveis, os CCOs normalmente
atingem a MIl, assim como ocorreu na maioria dos CCOs cultivados no grupo C+
(78,5£3,9%). No grupo C—, apenas 41,0+4,0% dos CCOs alcancaram esse estadio.
A adicdo da 1 mM de AG estimulou a progressao até a MIl dos odcitos, destes,
44,7+3,2% estavam em MIl, entretanto, quando foi adicionado 100 mM de AG,
nenhum odcito foi observado neste estadio. Esses resultados podem ser explicados
pelo fato da AG inibir a sintese de NO e essa substancia é necessaria em
quantidades especificas para a maturacdo dos odcitos. Em ratas ja foi demonstrado
que concentragdes mais baixas de NO s&o necessérias para a retomada da meiose

(TRIPATHI et al., 2009), o que pode justificar o efeito benéfico da concentracdo mais
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baixa de AG na progressao da meiose, todavia, em bovinos uma diminuicdo na
concentracédo de NO prejudica a maturacao nuclear, como mostrado por Matta et al.
(2009) utilizando a mesma concentracéo de AG (100 mM).

ApOs o pico pré-ovulatério do LH, ocorre aumento da concentracdo do fator de
crescimento semelhante ao EGF (MEHLMANN, 2005), que induz a ativacdo da
MAPK que é responsavel pela fosforilagdo da conexina 43, levando ao fechamento
das jun¢cdes comunicantes (ABRAMOVICH et al., 2005; NORRIS et al., 2009). Huo
et al. (2005) demonstraram que apos a adicdo da AG no meio de maturacdo de
oocitos de ratas houve a inibicdo do rompimento da vesicula germinativa e da
extrusdo do primeiro corpusculo polar. Adicionalmente, foi observado que houve a
fosforilacdo da MAPK, tornando essa enzima inativa. Outro fator importante na
retomada da meiose € o fator promotor da maturacdo (MPF), o qual é ativado um
pouco antes da retomada meidtica e é necessario para o rompimento da vesicula
germinativa (EPPIG et al., 2004). Sua atividade aumenta até que atinja um platé no
final da primeira fase M meidtica (Ml) (BRUNET e MARO, 2005). Pandey e Chaube
(2014) demonstraram em roedores que a reducdo da concentracao intraoocitaria de
NO pela inibicdo da INOS pode induzir a retomada da meiose em odcitos alterando a
concentracdo do GMPc e/ou da concentracdo da forma ativa da proteina Cdc25B
requerida para ativagdo do MPF. Assim, é possivel que a AG em bovinos possa
modular a retomada e progressao da meiose alterando a atividade do MPF e MAPK.
Mais estudos séo necessarios para se comprovar esta hipotese.

Os mecanismos e fatores envolvidos na parada e na retomada meiética ainda
ndo sdo totalmente compreendidos, entretanto, a funcdo dos nucleotideos ciclicos
nesses processos vem sendo continuamente estudada. Em ratos ja foi estabelecido
que o efeito estimulador dos horménios envolvidos na maturacdo (LH, FSH, hCG,
PGE,) é mediado pelo AMPc (BILODEAU-GOESEELS, 2011) e evidéncias sugerem
que €é necessario alta concentracdo intraoocitaria de AMPc e GMPc para
manutencao da parada meidtica em roedores (NORRIS et al., 2009).

Ao avaliar os resultados da mensuragdo da concentracdo do GMPc foi possivel
observar que para todos os grupos controle e tratamentos utilizados houve uma
diminuicdo ao longo das horas avaliadas, entretando o grupo tratado com OQD,
apresentou as menores concentracbes a partir das 6 horas (P<0,05). Estes
resultados estdo de acordo com os encontrados por Bilodeau-Goeseels (2007), que

avaliou a concentracdo de GMPc utilizando grupos tratados com ODQ (10 e 10™ M)
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e observou que as concentracdes de GMPc foram significativamente mais baixas as
3 horas de cultivo quando comparadas ao grupo controle.

Schwarz et al. (2014) também encontraram resultados semelhantes quando
mensuraram a concentracdo de GMPc durante as primeiras horas da MIV (0, 1, 3 e
6h) e avaliaram os efeitos da presenca de um doador de NO (SNAP) e da sua
associagdo com o ODQ. Foi observada uma diminuicdo ao longo das horas
avaliadas em todos os tratamentos e grupo controle. Contudo, a presenca do ODQ
manteve a concentracdo de GMPc mais baixa desde a primeira hora até o fim das
avaliacOes. Esses resultados sdo semelhantes aos observados no presente
experimento, demonstando a agédo do ODQ na atividade da enzima guanilato cilcase
soltvel por meio da diminui¢do da concentracdo de GMPc no CCO.

Quando a concentracdo de AMPc foi mensurada nos CCOs (0, 1, 3, 6 e 9
horas) foi possivel observar que houve aumento gradativo desde a primeira hora até
as 9h de cultivo. Este fato pode ser explicado pela presenca de FSH no meio de
cultivo utilizado, afetando a concentracéo intracelular de AMPc durante as primeiras
horas de MIV.

Diferente dos resultados do presente experimento, Bilodeau-Goeseels (2007) e
Schwarz et al. (2014) observaram que a concentracdo de AMPc no CCO apresentou
um diminuicdo ao longo das horas avaliadas, porém apo6s a adicdo de SNAP no
meio de cultivo ndo alterou a concentracdo de AMPc no CCO, demonstrando que o
NO nao afeta a retomada da meiose via AMPc nas condi¢cdes estudadas.

O que poderia justificar os resultados encontrados em nosso grupo de pesquisa
sdo as condicOes de cultivo diferentes dos demais trabalhos, onde o cultivo dos
CCOs (grupos de 20 CCOs/tratamento) foi realizado em placa de quatro pocos
contendo HS da parede folicular (C+) em 200 yL de meio de cultivo contento 0,4 %
de BSA. No trabalho realizado por Schwarz et al. (2014), a MIV foi realizada em
gotas (100uL) de meio contendo recobertas por 6leo mineral. Assim, uma maior
propor¢cao entre odcito/meio (uL) (1/10 x 1/4) no presente experimento pode ter
favorecido a sintese de AMPc pelas células do cumulus.

Outra possibilidade seria que o aumento crescente do AMPc nos CCOs
durante as 9 horas de MIV, provavelmente seria devido ao fato de que a integridade
de membrana das células do cumulus foi mantida apds 22 horas de cultivo em placa
mantendo uma propor¢do alta de odcito/meio (uL) (VIANNA et al., 2011). Em CCOs
cultivados em gotas ao final de 22h o meio esté acidificado (mudanca de coloracao)
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lesando a membrana das células do cumulus (VIANA et al., 2011). Estes dados
sugerem que a qualidade das células do cumulus podem estar interferindo na
concentracdo de AMPc contido nestas células ou CCOs.

A alta concentracdo oocitaria de AMPc vem sendo relatada como um dos
principais fatores relacionados a parada meidtica. (EPPIG et al., 2004; SHIMADA et
al., 2013). Estudos anteriores sugeriram que elevadas concentracdes de AMPc nas
células do cumulus de CCOs bovinos podem influenciar a maturacdo nuclear mesmo
se 0s odcitos desses CCOs apresentarem alta concentracédo de AMPc (BILODEAU-
GOESEELS et al.,, 1993). Anos mais tarde, 0 mesmo grupo de pesquisa foi 0
pioneiro ao demonstrar em bovinos que as concentracées de AMPc no CCO séao
aumentadas em resposta a um inibidor da PDE3A, entretanto, a concentracdo do
GMPc nédo foi mensurada no odcito, todavia foi sugerido que a maior parte do
aumento na concentracdo de AMPc no CCO se deve a um aumento desse
nucleotideo nas células do cumulus (BILODEAU-GOESEELS, 2003).

N&o foram encontrados trabalhos em bovinos onde foram realizadas as
mensuracdes de AMPc tanto nos CCOs quanto nos odcitos isoladamente. Como 0s
resultados do presente trabalho indicavam que o aumento da concentracdo de
AMPc nos CCOs ao longo das 9 h de cultivo poderia ser justificado por um aumento
desse nucleotideo nas células do cumulus, também foi realizada a mensuracédo de
AMPc nos odcitos. Foi possivel verificar que ocorre uma diminuicdo ao longo das
horas avaliadas (0, 3, 6 e 9h) nos controles e em todos os tratamentos.

Quando comparados esses resultados da mensuracdo de AMPc nos odcitos
com os resultados obtidos na avaliagdo da maturagcédo nuclear onde foram realizados
0S mesmos tratamentos, € possivel estabelecer uma relacdo, pois o tratamento que
apresentou a maior percentagem de odcitos que progrediram até MIl foi o C+, o
mesmo que apresentou as menores concentracdes de AMPc no odécito. Assim como
o tratamento com ODQ (102 M) foi o que bloqueou a progressédo da meiose e
apresentou as maiores concentracbes de AMPc intraoocitaria, pode sugerir que
assim como em ratos, em bovinos ocorre uma diminuicdo da concentragédo de AMPc
dentro do odcito para que 0s mesmos possam retomar a meiose. Diferente do que
foi observado por Schwarz et al. (2014), a concentragdo de AMPc no odcito de
bovinos foi modulada pela via INOS/NO/GMPc neste modelo utilizado no presente

experimento.
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De acordo com os resultados encontrados na mensuragédo da concentracao de
nucleotideos no presente trabalho, sugerimos que o sistema de cultivo utilizado
permite que as células do cumulus continuem a sintetizar o AMPc, contudo o0 mesmo
nao ocorre com o GMPc, sugerindo que a origem do GMPc seja somente das
células da granulosa e ndo do cumulus.

Ao avaliar a integridade de membrana das células do cumulus foi possivel
observar que a presenca das HS reduziu o numero de células viaveis.
Adicionalmente, foi observado um efeito dose-resposta tanto com a utilizacao de AG
como de ODQ, onde a adi¢do de concentracdes mais elevadas dessas substancias
(100 mM de AG ou 10° M de ODQ) no meio de cultivo promoveu a diminuicéo da
integridade das células do cumulus .

Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Matta et al. (2009),
gue avaliaram a adicéo de 10 e 100 mM de AG ao meio de cultivo de CCOs bovinos
e observaram que nos dois tratamentos houve uma diminuigdo da percentagem de
células do cumulus integras em relacdo ao grupo controle, sugerindo que a
diminuicao da disponibilidade de NO (inibicdo da INOS pela AG) pode influenciar na
integridade das células do cumulus, assim como pode estar ligada com a retomada
e progressao da meiose.

O ODQ atua inibindo a ativacdo da enzima GCs, ndo ocorrendo assim, a
utilizacdo do NO como catalisador da conversdo do GMPc para a forma ativa.
Acredita que a ndo utilizacdo do NO pela GCs pode ter levado a um aumento da
concentracdo do mesmo no meio de maturacdo, o que pode ter diminuido a
progressdo da maturacdo como o observado em bovinos (VIANA et al., 2007) e
ratos (PANDEY e CHAUBE, 2014). Outra hip6tese seria que o aumento na
concentracdo de NO no meio de cultivo pode ter causado danos a membrana
plasmatica das células do cumulus, uma vez que em alta concentracdo, o oxido
nitrico pode ser citotdxico (FAES et al., 2009; VIANA et al, 2011) e causar estresse
oxidativo (DUBEY et al., 2011).

O papel do 6xido nitrico durante a retomada da meiose nas varias espécies de
mamiferos e nos diferentes tipos de cultivo & controverso (PANDEY e CHAUBE,
2014). Em camundongos (HUO et al.,, 2005; Pandey et al., 2010) e suinos
(CHMELIKOVA et al., 2010) foi demonstrado que a diminuicdo da concentragéo de
NO (inibicdo da iNOS) induz a retomada da meiose. Por outro lado, em bovinos, a

adicao de inibidores da NOS no meio de cultivo inibe a retomada da meiose, assim
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como a adi¢cao de doadores de NO pode inibir ou estimular a retomada da meiose
nessa espécie, dependendo da concentracdo utilizada. (BILODEAU-GOESEELS,
2007; SCHWARZ et al., 2014). Ja em ratos, a utilizacdo de inibidores da NOS
suprime a formacao do corpusculo polar e o uso de doadores de NO reverte o efeito
causado pelo uso de inibidores da NOS (BU et al., 2002; TORNELL et al., 1990), o
gue nédo ocorreu em bovinos (Bilodeau-Goeseels, 2007).

Verificou-se que o C- aumentou a concentracdo de NO3/NO, em relacdo ao
C+. A adicdo de 1 mM de AG diminuiu a concentracdo de NO3/NO,, enquanto a
utilizacdo de ODQ aumentou a concentracao de NO3/NO,. No trabalho realizado por
Matta et al. (2009), a concentracdo de NO3/NO, no meio de cultivo onde foi
adicionado 1 e 10 mM de AG nao diferiu do controle, todavia a adicdo de 100 mM de
AG aumentou a concentracdo de NO3/NO,. Apesar das condi¢des de cultivo serem
diferentes, acredita que a hipétese de existir um mecanismo de producdo de NO
compensatoério pelas demais isoformas da NOS seja valida, pois mesmo com a
inibicdo da iINOS ndo houve a diminuicdo na producdo de NO3/NO,". Em relacdo a
adicdo de ODQ os resultados diferiram dos encontrados por Faes et al. (2009), onde
a concentracao de NO3/NO, no meio de cultivo ndo apresentou diferenca entre o
grupo controle e o cultivado na presenca de 10* M de ODQ. Mais estudos sdo
necessarios para avaliar a ocorréncia do controle da concentragdo de NO no meio
de cultivo por meio do “feedback” entre as isoformas da enzima éxido nitrico sintase.

As células da granulosa e da teca presentes na parede folicular possuem a
funcdo de promover um ambiente adequado para que o foliculo desenvolva sua
principal atividade que é a biossintese de P, e E, regulada por gonadotrofinas e
outros fatores que modulam sua atividade. Adicionalmente, o NO vem sendo
mencionado como um regulador da esteroidogénese (BASINI et al., 1998; FAES et
al., 2009).

No presente experimento, a presenca da parede no meio de cultivo (C-)
promoveu um aumento de 30 vezes na concentracdo de P, em relacdo ao C+, fato
que pode ser justicado provavelmente pelo maior numero de células
esteroidogénicas e precursores da sintese de P4 no interior das células. Os demais
tratamentos (C-, 1 e 100 mM de AG e 10 M de ODQ) n&o diferiram entre si.

Em relagdo a concentragdo de E,, somente o grupo tratado com 1 mM de AG
apresentou uma concentragdo maior de E, quando comparado ao C+, contudo nao
foi diferente do C-. A adicdo de 100 mM de AG e 10 de ODQ nao diferiu entre si e
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em relacdo ao C-. Esses dados sugerem que o oécito modula a concentracdo de Ey,
provavelmente via juncdes intercomunicantes entre as células do cumulus e as
células da granulosa murais como ocorre no foliculo antral in vivo (MEHLMAN et al.,
2012). Na auséncia desta via de comunicacdo, sO as células do cumulus estariam
produzindo E; como no C+. A adicdo de 1 mM de AG aumentou a concentracao de
E> no meio de cultivo, provavelmente agindo nas células do cumulus. Mais estudos
Sa0 necessarios para comprovar esta hipotese.

Resultados diferentes foram encontrados por Faes et al. (2009), que
observaram uma inibicdo da sintese de P, e uma estimulagdo da sintese de E;
quando 10° M de ODQ foi adicionado ao meio. Entretanto, nesse experimento
somente células da granulosa foram cultivadas em placas durante 24 horas. As
diferencas encontradas nos trabalhos podem ser explicadas pelo fato de que no
presente experimento um namero maior de células foi adicionado ao cultivo (HS) e
por esse motivo os tratamentos podem nao ter apresentado efeito em todas as
células.

Os resultados do presente experimento permitem concluir que em bovinos a via
INOS/NO/GMPc utilizando este modelo experimental: 1) modula a diminuicdo da
concentracdo de GMPc no CCO e AMPc no odcito para que ocorra a retomada da
meiose e progressao até MIl; 2) modula a integridade das células do cumulus; 3)

ndo modula a sintese de P, e E; pelas células do cumulus e da parede folicular.
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Tabela 1: Efeito dose-resposta da adicdo de Aminoguanidina (AG) na maturacéo

nuclear de odcitos bovinos cultivados in vitro.

Estadio de maturagcédo nuclear

VG MI AIT MII
C+ 0,0+0,0%° 0,0+0,0¢ 21,4+3,95° 78,5+3,9"
C- 26,8+3,1° 32,1£3,5°° 0,0 C+0,0°° 41,0 +4,0%°
AG (mM)
1 0,0 0,0 31,5+1,7% 23,8+4,7°% 44,7 £3,2"°
10 0,0 £0,0°° 34,7+3,3% 19,4+4,9%° 44,8+2,8"°
50 10,9+1,6"° 38,8+8,4"" 28,5+4,9%2 21,7 +2,4°°
100 15,2+2,3% 62,8+2,2"2 20,9+4,0%° 0,0+0,0™
150 24,9+1,1°%2 57,5+3,1"2 17,9+3,9%° 0,0+0,0™

Valores foram expressos como meédias + DP de seis replicatas. Vinte
odcitos/tratamento foram utilizados em cada replicata (n=120) para um total de 840
o6citos. As mesmas letras maiusculas na linha e mindsculas na coluna ndo diferem
entre si, segundo o Teste de Tukey (P < 0,05). Controle +: odcitos cultivados sem
parede folicular; Controle -: odcitos cultivados na presenca de 8 HS de parede
folicular, VG - vesicula germinativa, Ml - metafase |, A/T — anafase/teléfase e MIl —

metafasell.
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Tabela 2: Efeito dose-resposta da adicdo de 1H-[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-

1-one (ODQ) na maturacéo nuclear de odcitos bovinos cultivados in vitro.

Estadio de maturacdo nuclear

Tratamento VG Ml AT MII
C+ 0,0+0,0¢P 0,0+0,0%® 21,4 +3,282 78,6+16,6"%
C- 30,2+1,082 31,0+1,08¢ 0,0+0,0°" 39,1+1,7°°
ODQ (M)
10° 0,0+0,0°° 45,243 3¢ 17,1+4,1P2 35,742 58b¢
10 0,0+0,0°° 50,4+2,1°° 16,9+1,4%2 32,9+1,85¢
10° 0,0+0,0°P 60,3+3,0°? 17,8+4,7%2 21,9+3,55¢

Valores foram expressos como médias = DP para seis repeticbes. Vinte
odcitos/tratamento foram utilizados em cada repeticdo (n=120) para um total de 600
oocitos. As mesmas letras maiusculas na linha e minasculas na coluna nédo diferem
entre si, segundo o Teste de Tukey (P < 0,05). Controle +: odcitos cultivados sem
parede folicular; Controle -: odcitos cultivados na presenca de 8 HS de parede
folicular, VG - vesicula germinativa, Ml - metéafase I, A/IT — anafase/teléfase e Mll —

metafasell.
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Tabela 3: Efeito dose-resposta da adicdo de 8 Bromo-Guanosina 3’5’-monofosfato

ciclico (8Br-GMPc) na maturacao nuclear de odcitos bovinos cultivados in vitro.

Estadio de maturacado nuclear

Tratamentos VG MI AT MII
C+ 0,0+0,0° 0,0+0,0° 18,7+4,552 81,3+4,4%
C- 31,1+2,3% 34,6+7,2° 0,0+0,0%° 34,3+6,7*°

8Br-GMPc (mM)
2,5 32,7+3,4% 32,6+6,4" 0,0+0,0%° 34,7+4,5"
5,0 33,1+2,7%® 34,045,6" 0,0+0,0%° 32,9+4,4"°
7.5 34.9+3,5" 32,1+3,3"2 0,0+0,0%° 33,046,9""
10 34,8+3,5" 33,2+2,7%° 0,0+0,0%° 32,0+3,2°°

Valores foram expressos como meéedias +* DP de seis repeticbes. Vinte
odcitos/tratamento foram utilizados em cada repeticdo (n=120) para um total de 720
oocitos. Letras mailsculas na linha e minusculas na coluna néo diferem entre si,
segundo o Teste de Tukey (P =< 0,05). Controle +: odcitos cultivados sem parede
folicular; Controle -: oécitos cultivados na presenca de 8 HS de parede folicular, VG -
vesicula germinativa, MI - metafase |, A/T — anafase/teléfase e MIl - metafase Il
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Figura 1. Estagio de maturacéo nuclear de odcitos bovinos ao longo das 7 (a), 15 (b)

e 22 (c) horas de cultivo. Valores foram expressos como meédiastDP para seis

repeticées. Vinte odcitos/tratamento foram utilizados em cada repeticao (n=120) para

cada horéario avaliado, perfazendo um total de 1440 odcitos. As mesmas letras

maiusculas nao diferem entre si, segundo o Teste de Tukey (P < 0,05). C+: Controle

onde os odcitos foram cultivados sem parede folicular; C-: Controle onde os odcitos

foram cultivados na presenca de 8 HS de parede folicular, RVG — rompimento da

vesicula germinativa, Ml — metafase I, AT — anafase-teléfase e MIl - metafase Il.
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Figura 2. Efeito da suplementacdo do meio de maturagdo com aminoguanidina e
ODQ na cinética da producdo de GMPc (pmol mL-t) de CCOs bovinos cultivados in
vitro. Andlise da regressao linear polinomial (R2) das médias + DP de 4 repeti¢des.
Trinta CCOs por tratamento foram utilizados em cada repeticdo (n=120) e avaliados
as 0, 1, 3 6 e 9 horas, em um total de 2400 CCOs. C+: Controle cultivado na
auséncia de HS da parede folicular; C-: Controle cultivado na presenca de HS
foliculares; AG 1mM — Aminoguanidina, AG 100Mm - Aminoguanidina; ODQ: 103M

de 1H-[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-one.
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Figura 3. Efeito da suplementacdo do meio de maturagdo com aminoguanidina e
ODQ na cinética da producdo de AMPc (fmol mL-t) de CCOs bovinos cultivados in
vitro. Andlise da regressao linear polinomial (R2) das médias + DP de 4 repeticdes.
Dez CCOs por tratamento foram utilizados em cada repeticdo (n=40) e avaliados as
0, 1, 3, 6 e 9 horas, em um total de 800 CCOs. C+: Controle cultivado na auséncia
de HS da parede folicular; C-: Controle cultivado na presenca de HS foliculares; AG
1mM - Aminoguanidina; AG 100mM — Aminoguanidina; ODQ: 10°M de 1H-

[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-one.
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Figura 4. Efeito da suplementacdo do meio de maturacdo com aminoguanidina ou
ODQ na cinética da producdo de AMPc (fmol/mL) de odcitos bovinos cultivados in
vitro. Valores foram expressos como médias =+ DP de 4 repeticbes. Trinta
odcitos/tratamento foram utilizados em cada repeticdo (n=120) em um total de 3000
odcitos. Diferentes letras mailsculas mostram diferencas entre 0 mesmo tratamento
nas diferentes horas e diferentes letras minusculas mostram diferencas entre
tratamentos na mesma hora (P<0.05). C+: controle positivo; C-: controle negativo,
AG 1 mM - aminoguanidina; AG 100 mM — aminoguanidina; ODQ: 102 M de 1H-

[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-one.
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Tabela 4: Integridade de membrana das células do cumulus em funcdo das
concentracbes de aminoguanidina e 1H-[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-a]quinoxalin-1-one

(ODQ).

Tratamentos Células do cumulus integras
C+ 85,9+2,3”
C- 71,2+3,78
AG (mM)
1 57,8+12,1°
100 55,3+4,3¢
ODQ (M)
1073 49,7+6,8°

Valores foram expressos como médiast DP para seis repeticdes. Médias seguidas

das mesmas letras ndo diferem entre si, segundo o Teste de Tukey (P< 0,05).
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Tabela 5. Efeito da adicdo de aminoguanidina (AG) e 1H-[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-
aJquinoxalin-1-one(ODQ) na producédo de NO3-/NO2-no meio de maturagao in vitro
de CCOs em presenca de oito hemissecoes (HS) de parede folicular.

Tratamentos NO3/NO7 (UM)
C+ 18,87+1,44°
C- 36,63+3,15°
AG (mM)
1 31,42+1,67¢
100 36,59+1,06°
OoDQ (M)
A
103 62,65+2,21

Valores foram expressos como médiastDP de quatro repeticdes. Médias seguidas
de letras diferentes dentro da mesma coluna significam que houve diferenca
(P<0,05). Controle +: odcitos cultivados sem hemissecdes da parede folicular.
Controle -: odcitos cultivados na presenca de 8 HS de parede folicular.
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Figura 5. Efeito da adicdo de aminoguanidina (AG) e 1H-[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-
aJquinoxalin-1-one(ODQ) na concentragao de progesterona (P4) e 173-estradiol (E2)
no meio de maturacdo de CCOs cocultivados com hemissecdes de parede folicular

durante 22 horas.



