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RESUMO 

 

VIANA, Kelen Salaroli, M.S., Universidade Estadual do Norte Fluminense. Janeiro de 2009. 
Morfologia e bioquímica dos efeitos do óxido nítrico na maturação de oócitos bovinos in 
vitro. Professor(a) Orientador (a): Maria Clara Caldas Bussiere 

 

O objetivo do presente estudo foi de avaliar alterações morfológicas e bioquímicas causadas 

pela adição de óxido nítrico (NO) no meio de maturação. Primeiramente foi avaliado se as 

diferentes formas de cultivo (gota de 150µL de meio coberta com óleo x placa de quatro 

poços com 500µL de meio) interferem no efeito do NO sobre maturação e a integridade da 

membrana plasmática do complexo cumulus-oócito de bovinos pela adição de diferentes 

concentrações de nitroprussiato de sódio (SNP; 0, 10-5 e 10-3 M), doador de óxido nítrico 

(NO). Não foi observada diferença (P>0,05) entre as formas de cultivo quando se avaliou a 

integridade de membrana e expansão das CC. Contudo, com relação à integridade de 

membrana dos oócitos, foi observado que oócitos dos grupos controle e 10-3M de SNP 

cultivados em placa apresentaram maior porcentagem de membrana íntegra do que os 

cultivados em gota (P<0,05). Com relação ao tipo de tratamento, a adição de 10-3M de SNP 

causou um efeito inibitório na expansão e integridade da membrana das CC e oócito, tanto 

no cultivo em gotas sob óleo quanto em placa, diferindo do controle e do 10-5 M de SNP 

(P<0,05). Semelhante à expansão, a forma de cultivo não interferiu na extrusão do primeiro 

corpúsculo polar (P>0,05), porém, a adição de 10-3M de SNP inibiu esta tanto no cultivo em 

gotas quanto em placa (P<0,05). A concentração de NO no meio de cultivo foi maior quando 

se adicionou 10-3M de SNP em ambos os tipos de cultivo (P<0,05). Esses dados mostram 

que o sistema de cultivo em placa é o mais recomendado. Sendo assim, em seguida foi 

avaliado o efeito da adição de diferentes concentrações de SNP na maturação in vitro de 

oócitos bovinos após 24 h de cultivo, utilizando o sistema de cultivo em placa. Foi observado 

que a adição de 10-5 M de SNP não alterou a viabilidade e integridade da membrana 

plasmática, porém a adição de 10-3 M promoveu perda da viabilidade e integridade da 

membrana plasmática de todos os oócitos (P<0,05). Além disso, após a adição de 10-3 M de 

SNP não ocorreu a organização do citoesqueleto. A adição de 10-5 M aumentou a 

percentagem de migração dos grânulos corticais (P<0,05), porém não houve diferença entre 

o grupo controle e o tratado com 10-3 M de SNP (P>0,05). A concentração de NO no meio de 

cultivo aumentou à medida que a concentração de SNP adicionada ao meio aumentou 

(P<0,05) e após a adição de 10-3 M de SNP, a concentração de glutationa diminuiu (P<0,05). 



 

Também foi observado um aumento no número de células totais no embrião eclodido quando 

se adicionou 10-5 M de SNP. Esses resultados mostram que: 1) o sistema de cultivo em 

placas é mais recomendado; 2) a adição de 10-5 M de SNP aumentou a qualidade da 

maturação oocitária, apresentando uma maior percentagem de migração de grânulos corticais 

e número de células embrionárias totais no blastocisto eclodido; 3) a adição de 10-3 M de 

SNP causou um efeito citotóxico, levando a morte celular, porém não alterou a distribuição 

dos grânulos corticais.  

 

Palavras-chave: bovino, FIV, MIV, oócito, óxido nítrico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT  
 
 

 
VIANA, Kelen Salaroli, M.S., Universidade Estadual do Norte Fluminense. 2009 January. 
Morphology and biochemist of the effect of nitric oxide in the maturation of bovine oocyte in 
vitro. Professor Adviser: Maria Clara Caldas Bussiere 

 

The objective of the present study was to evaluate morphologic and biochemists alterations 

caused by the addition of nitric oxide (NO) the one in the medium of maturation. First it was 

evaluated if the different forms of culture (drop of 150µL of medium covered with oil x plate 

of four wells with 500µL of medium) intervene with the effect of the NO on maturation and 

the integrity of the plasmatic membrane of the cumulus-oocyte complex of bovines for the 

addition of different concentrations of sodium nitroprusside (SNP; 0, 10-5 and 10-3 M), nitric 

oxide giver (NO). Difference was not observed (P>; 0,05) among the culture forms when 

evaluated the integrity of membrane and expansion of the CC. However, with regard to the 

integrity of membrane of the oocytes, it was observed that oocytes of the groups control and 

10-3M of SNP cultivated in plate had presented greater percentage of cells that has not lost 

the integrity of its plasma membrane of what was cultivated in drop (P<0,05). With regard to 

the type of treatment, the addition of SNP 10-3M caused an inhibitory effect in the expansion 

and integrity of the membrane of CC and the oocyte, as much in the culture in drops under 

oil as in plate, differing from the control and the 10-5 M of SNP (P P<0,05) Fellow the 

expansion, the culture form did not intervene with the drawing of the first polar corpuscle 

(P> 0,05), however, the addition of SNP 10-3M in such a way inhibited this in the culture in 

drops as much in plate (P<0,05). The concentration of NO on the medium of culture was 

bigger when added to 10-3M of SNP in both types of culture (P<0,05). These data show that 

the system of culture in plate is recommended. Being thus, after that evaluated the effect of 

the addition of different concentrations of SNP in the maturation in vitro of  bovine oocytes 

after 24h of culture, using the system of culture in plate. It was observed that the addition of 

10-5 M of SNP did not modify the viability and integrity of the plasmatic membrane, 

however the addition of 10-3 M promoted loss of the viability and integrity of the plasmatic 

membrane of all the oocyte (P<0,05). Moreover, after the addition of 10-3 M of SNP did not 

occur the organization of cytoskeleton. The addition of 10-5 M increased the percentage of 

migration of cortical granules (P<0,05), however it did not have difference between the 

group control and 10-3 M of SNP (P>0,05). The concentration of NO on  the medium of 

culture increased the measure that the concentration of SNP added to the way increased 



 

(P<0,05), and after the addition of 10-3 M of SNP, the concentration of glutathione 

diminished (P<0,05). Also an increase in the total cells number embryo was observed when 

10-5 M of SNP was added. These results show that: the 1) system of culture in plates is more 

recommended; 2) the addition of 10-5 M of SNP increased the quality of the oocyte 

maturation, presenting a bigger percentage of cortical granule migration and total number 

embryonic in blastocist come out; 3) the addition of 10-3 M of SNP caused a cytotoxic effect, 

taking the cellular death, however it did not modify the distribution of cortical granules.  

 

 
Key-words: bovine, FIV, MIV, oocyte, nitric oxide 
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INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

A obtenção de um maior número e qualidade de embriões produzidos in vitro vem sendo 

o objetivo de inúmeras linhas de pesquisa. Porém, apesar do progresso realizado na 

otimização dos sistemas de cultura para maturação, fertilização e produção de embrião in 

vitro, apenas cerca de 40% dos oócitos obtidos de ovários de matadouros alcançam o estádio 

de desenvolvimento até blastocisto (LONERGAN et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2006). 

Essas baixas taxas são influenciadas por vários fatores que atuam durante cada uma das 

etapas do processo. 

Um desses fatores é a condição de cultivo, que exerce forte influência durante a 

maturação nuclear e citoplasmática dos oócitos. Visto que a maturação completa é essencial 

para o desenvolvimento embrionário, um dos caminhos para se tentar aumentar o número e a 

qualidade de blastocistos produzidos in vitro seria a realização de estudos mais aprofundados 

das substâncias adicionadas ao meio de maturação e o seu mecanismo de ação.  

O óxido nítrico (NO), um radical livre e gás altamente difuso e lipolítico, é um 

importante mensageiro inter e intracelular que está envolvido em várias etapas do processo 

reprodutivo (comportamento sexual, esteroidogênese, sobrevivência folicular, ovulação, 

fertilização e implantação embrionária) (ROSSELLI et al., 1998; DIXT e PARVIZI, 2001; 

THALER e EPEL, 2003). Foi demonstrado em oócitos de bovinos (MATTA et al. 2009; 

SCHWARZ et al., 2008; VIANA et al., 2007) suínos (BU et al., 2002, 2003) e ratos (TAO et 

al., 2004) que o NO também tem participação no processo de maturação meiótica, mostrando 

que o NO possui um papel diferenciado na regulação da maturação oocitária, variando seu 

mecanismo de atuação conforme sua concentração presente no meio. 

Em estudo prévio do laboratório, foi demonstrado que o NO possui um efeito duplo na 

maturação in vitro de oócitos bovinos, podendo ter um efeito deletério quando em alta 

concentração, inibindo a progressão da meiose, ou um efeito benéfico quando em 

concentração intermediária, aumentando a migração dos grânulos corticais e a taxa de 

blastocistos produzidos in vitro (VIANA et al. 2007).  

Estudos são necessários para se compreender melhor a ação do óxido nítrico durante a 

maturação in vitro de oócitos bovinos, visando aumentar o número e qualidade de embriões 

produzidos in vitro, assim como um maior entendimento de enfermidades reprodutivas que 

envolvem alteração na sua concentração. 
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OBJETIVOS 

 

Geral 

Avaliar a ação do NO nas células do cumulus em diferentes formas de cultivo e as 

alterações morfológicas e bioquímicas causadas pela adição de diferentes concentrações de 

NO no meio de maturação in vitro de oócitos bovinos 

 

Específicos 

Avaliação de alterações nas células do cumulus causadas pelo NO por meio da 

obervação: 

− da morte celular por meio da avaliação da integridade da membrana plasmática 

(laranja de acridina/brometo de etídio) 

− da expansão celular 

Avaliação das alterações morfológicas causadas pelo NO por meio da: 

− observação da morte celular por meio da avaliação da integridade da membrana 

plasmática (laranja de acridina/brometo de etídio; hoescht/iodeto de propídio) e 

da ocorrência de apoptose (anexinaV); 

− determinação da migração dos grânulos corticais e do citoesqueleto. 

− avaliação do desenvolvimento embrionário 

Avaliação das alterações bioquímicas causadas pelo NO por meio da: 

− determinação da concentração de NO no meio de maturação 

− avaliação da concentração intracelular de glutationa  
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

1. Maturação oocitária 

 

Oócitos são formados durante a vida fetal e são mantidos no estádio de prófase I da 

primeira divisão meiótica. Após a puberdade, oócitos que alcançaram seu tamanho final, 

entram no estádio de vesícula germinativa (VG) (GINTHER et al., 2001). Durante o ciclo 

estral, a retomada da meiose ocorre em resposta ao pico de LH e após este os oócitos entram 

no estádio de metáfase da segunda divisão meiótica (MII). Este processo é chamado de 

maturação oocitária e além da retomada da meiose (maturação nuclear) também faz parte 

desse processo a aquisição da competência oocitária (maturação citoplasmática) (BEVERS et 

al., 1997) e o controle da expressão gênica (maturação molecular) (JENUWEIN e ALLIS, 

2001). Uma série de transformações bioquímicas e estruturais no núcleo e no citoplasma do 

oócito imaturo é necessária para torná-lo hábil à fecundação e à produção de um embrião 

viável (MACHATKOVA et al., 2004).  

 

1.1.  Maturação nuclear 

 

A maturação nuclear envolve uma cascata de eventos nucleares, sendo induzida após o 

pico de LH ou pela remoção do oócito do ambiente folicular. Ela compreende o processo de 

reversão do primeiro bloqueio meiótico em VG até o segundo bloqueio em MII. Esses 

eventos são programados para ocorrerem no oócito após a remoção de algumas substâncias 

ainda não totalmente definidas (SIRARD et al., 2006). Durante esse período, o oócito realiza 

duas divisões celulares sem uma fase intermediária de replicação do DNA, produzindo assim 

um gameta funcional (BRUNET e MARO, 2005). 

A retomada da meiose se inicia com o rompimento da vesícula germinativa (RVG), 

passando pela metáfase I, anáfase I, telófase I e então rapidamente chega à metáfase da 

segunda divisão meiótica (MII). As alterações morfológicas no núcleo envolvem o 

desaparecimento do envelope nuclear, formação dos microtúbulos, alinhamento dos 

cromossomos na placa metafásica (MI), separação dos cromossomos homólogos e extrusão 

do primeiro corpúsculo polar (SIRARD et al., 1989, JONES, 2004). 

A segregação das cromátides irmãs precisa ser igual para manter a ploidia 

correspondente. Quando as cromátides irmãs se encontram no fuso metafásico, elas tornam-

se completamente alinhadas. Todos os cinetócoros são ocupados pelos microtúbulos e a 
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tensão de retirada dos cinetócoros atua como um sinal para o início da anáfase. As proteínas 

do ciclo celular que mantêm a metáfase são degradadas. A saída da metáfase é alcançada 

pelo complexo promotor da anáfase (APC/C), uma subunidade do complexo ligase E3 que 

tem a habilidade de unir este substrato a uma pequena proteína de baixo peso molecular, a 

ubiquitina (ZACHARIAE e NASMYTH, 1999). Na metáfase, a poliubiquinação da ciclina B 

pela APC/C leva a uma diminuição da atividade do fator promotor da maturação (MPF), 

permitindo assim o desenvolvimento para o estádio anáfase. A degradação da ciclina B 

também é requerida para que ocorra a extrusão do primeiro corpúsculo polar (HERBERT et 

al., 2003). 

 

1.2. Maturação citoplasmática 

 

A maturação citoplasmática não está ainda tão bem definida quanto o processo 

meiótico, sendo que ela envolve tanto mudanças que podem ser observadas em microscópio 

quanto aquelas que não podem ser visualizadas. A descrição da maturação citoplasmática é 

baseada em observações estruturais durante poucos minutos antes do pico de LH. O 

compartimento citoplasmático é caracterizado pelo contínuo desenvolvimento de estoques de 

lipídios no oócito, redução do aparato de Golgi e alinhamento dos grânulos corticais 

formando uma barreira para bloquear a poliespermia. Também há o aparecimento de 

numerosos ribossomos próximos aos cromossomos (KRUIP et al., 1983). A maioria das 

organelas migra para o centro da célula modificando sua aparência. Essa migração é 

dependente dos microtúbulos e microfilamentos do citoesqueleto, e o reposicionamento de 

cada organela no citoplasma depende da necessidade da célula durante cada estádio do 

desenvolvimento (HYTTEL et al., 1997; KIM et al., 1996; FERREIRA et al., 2009) 

Durante esse processo, também ocorre o acúmulo de moléculas específicas, em sua 

maior parte não identificadas, que preparam o oócito para eventos após a fertilização 

(HUMBLOT et al., 2005). A síntese de proteínas é indispensável não apenas para a 

maturação do oócito, mas também para a formação do zigoto e embriogênese inicial. Durante 

a metáfase I, a síntese de proteína no oócito é aproximadamente três vezes maior que durante 

o estágio de RVG. Para isso, uma quantidade apropriada de ribossomos precisa estar presente 

durante a maturação. Evidências sugerem que a produção de ribossomos durante o estádio de 

VG pode favorecer um maior estoque dessas organelas no oócito durante o estágio de MI 

(VAN BLERKOM et al., 2000). 
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O correto posicionamento e o movimento ativo das organelas são essenciais para o 

crescimento, a maturação e fertilização dos oócitos. Durante o crescimento de oócitos de 

mamíferos, as organelas se movem para o córtex celular, formando uma zona de organelas, 

enquanto que durante a maturação oocitária, elas se movem centralmente (com exceção dos 

grânulos corticais), formando uma zona livre de organelas no córtex dos oócitos maduros 

(SUN e SCHATTEN, 2006). 

As mitocôndrias se acumulam na área periférica durante a progressão da fase de RVG 

para anáfase I. Grandes focos de mitocôndrias são formados e movimentados para o interior 

do citoplasma de oócitos maduros. Esse movimento é mediado pelos microtúbulos, e não 

pelos microfilamentos (SUN et al., 2001). Antes da ativação genômica embrionária, a 

mitocôndria tem níveis intermediários de atividade, um fato que pode ser explicado pela 

proteção adaptativa contra a formação de espécies reativas de oxigênio (ROS), como 

resultado do metabolismo mitocondrial (NOHL et al., 2005; VAN BLERKOM, 2008). Essa 

proteção é realizada por moléculas antioxidantes, como a glutationa e peroxidases, que são 

produzidas durante a maturação oocitária ou durante o estádio embrionário de 2-células 

(LONERGAN et al., 2000). 

Mudanças bioquímicas e estruturais no retículo endoplasmático (RE) durante a 

maturação são necessárias para uma apropriada regulação da liberação de cálico intracelular. 

Análises de oócitos de camundongos in vivo no estádio de VG mostraram que o RE está 

uniformemente distribuído no ooplasma. Com a progressão para o estágio de MII, o RE 

passa a se encontrar na região cortical e se acumula em pequenos grupos pelo citoplasma 

(STRICKER, 2006). 

 

1.3. Maturação molecular 

 

Uma das últimas definições de um dos processos da maturação oocitária é chamada de 

maturação molecular. Acredita-se que a maturação molecular representa uma associação 

íntima com a capacidade intrínseca do oócito em alcançar o estádio de blastocisto, e até 

mesmo estádios mais avançados (SIRARD et al., 2006). Ela corresponde às fases de 

crescimento e maturação do oócito e está envolvida na transcrição, estoque e processamento 

de RNAm expresso pelos cromossomos, os quais serão futuramente traduzidos em proteínas 

pelos ribossomos (SIRARD, 2001). 

O RNAm transcrito durante a maturação molecular de oócitos é acumulado de forma 

estável (TOMEK et al., 2002). Ele se mantém estocado até que ocorra a sinalização para sua 
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tradução, que é gerada durante a maturação e desenvolvimento embrionário inicial (FULKA-

JR et al., 1998). Vários mecanismos estão envolvidos na ativação do RNAm (TOMEK et al., 

2002). A poliadenização (adição de adenina), formando uma cauda poli-(A), inicia a 

translação, e esta poliadenização está relacionada ao desenvolvimento embrionário 

(BREVINI et al., 2002). 

Os principais transcritos produzidos durante a maturação molecular do complexo 

cumulus-oócito codificam: reguladores do ciclo celular, como o fator promotor da maturação 

(MPF) e por proteína quinase ativador mitógeno (MAPK) (CALDER et al., 2003); proteínas 

e moléculas que são indicadoras da maturação citoplasmática, como a glutationa (ALI et al., 

2003) e moléculas de ATP (STOJKOVIC et al., 2001); e componentes do sistema de 

enzimas antioxidantes como a catalse, superoxido dismutase e glutationa peroxidase 

(CETICA et al., 2001). 

 

2. Controle da maturação 

 

2.1. AMPc/ proteínas quinases 

 

Momentos antes do pico de LH, o oócito que atingiu seu tamanho máximo adquire 

habilidade para iniciar a maturação. A aquisição da competência meiótica normalmente 

ocorre ao mesmo tempo em que o antro folicular é formado (MEHLMANN et al., 2004) e 

corresponde ao ponto no qual o oócito adquire um nível adequado de proteínas promotoras 

da maturação, como a CDK1 (quinase dependente de ciclina) e ciclinas (KANATSU-

SHINOHARA et al., 2000). Também está bem estabelecido que o bloqueio meiótico é 

regulado por níveis de AMPc dentro do oócito (EPPIG et al., 2004).  

Uma hipótese para como os níveis de AMPc são mantidos altos, é que o próprio oócito 

poderia estar produzindo seu próprio AMPc a partir de um receptor para proteína G na 

membrana plasmática oocitária que estimula a Gs, uma proteína ligada à proteína G, a ativar 

a adenilato ciclase (AC) (MEHLMANN et al., 2002; 2004). O receptor acoplado a Gs 

(GPR3), foi identificado como um regulador essencial do bloqueio meiótico em oócitos de 

camundongos (MEHLMANN et al., 2004). Esse receptor exibe um alto grau de atividade 

constitutiva quando expresso em várias linhas celulares, resultando em um alto nível de 

produção do AMPc (UHLENBROCK et al., 2002). A atividade constitutiva do GRP3 no 

oócito é suficiente para produzir a quantidade de AMPc requerida para o bloqueio meiótico. 
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A interrupção da comunicação cumulus-oócito, após o estímulo pelas gonadotrofinas, 

pode levar à diminuição da concentração de AMPc no interior do oócito, podendo assim, 

ocorrer a retomada da meiose, mostrando que o AMPc funciona como um regulador da 

maturação nuclear em oócitos de mamíferos (BILLIG et al., 1988; EPPIG, 1989). 

A diminuição da concentração de AMPc é de grande importância para a maturação do 

oócito, pois leva à diminuição da fosforilação de certas proteínas pela ação da proteína 

quinase dependente de AMPc (PKA). Esta quinase é parte de uma cascata sinalizadora. A 

AC converte ATP em AMPc. Esta atividade é controlada pela proteína G. Uma vez 

produzido, o AMPc se liga à subunidade regulatória da PKA. Porém, para controlar o nível 

intracelular de AMPc, a fosfodiesterase (PDE) transforma AMPc em 5’-AMP, o qual não é 

capaz de ativar a PKA. Estando ativa, a PKA fosforila resíduos de serina ou treonina do 

MPF, deixando-o na sua forma inativa, impedindo assim a retomada da meiose (SIRARD et 

al., 1998). 

Em adição à via pela PKA, a proteína quinase C (PKC) parece estar envolvida na 

regulação da maturação meiótica (DOWNS et al., 2001). A PKC é uma serina treonina que 

participa de vários eventos do ciclo de transição celular da maturação de oócitos 

(VIGNOLA, 1995). A PKC, estimula a maturação nuclear de oócitos em bovinos 

(VIGNOLA, 1995) e suínos (SU et al., 1999). É sugerido que, de forma semelhante à PKA, 

existe um sistema de compartimentalização entre o oócito e células do cumulus para 

diferentes isoformas de PKC, o qual pode ser modulado por ativadores celulares específicos 

que manipulam o controle da maturação oocitária. 

 

2.2.  MPF/MAPK 

 

Durante o ciclo celular, a fase M é controlada pela ativação/inativação do MPF 

(MASUI e MARKERT, 1971), uma proteína composta por uma subunidade catalítica, 

p34cdc2 e por uma subunidade regulatória, ciclina B (DOREE e HUNT, 2002; JONES, 2004). 

A modulação da concentração da ciclina, por sua síntese e degradação, é de importância 

central no controle da atividade do MPF (MURRAY e KIRSCHNER, 1989). Em oócitos, o 

controle do tempo da maturação meiótica depende da ciclina B. Mudanças nos níveis de 

ciclina B acarretam em mudanças na atividade do MPF, regulando não apenas o tempo das 

fases do ciclo durante a meiose, mas também a sua ordem. 

O MPF é ativado no RVG e aumenta até atingir um nível máximo no final da 

primeira divisão meiótica (VERLHAC et al., 1994). Uma diminuição na atividade do MPF 
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ocorre na transição entre MI e MII, sendo rapidamente reativado assim que se inicia a MII e 

mantido elevado por todo o período em que permanece em MII. 

Oócitos imaturos contêm pequenas quantidades de ciclina B, apenas o suficiente para 

entrar na primeira fase M da meiose (LEDAN et al., 2001). Após o RVG, os níveis de ciclina 

B aumentam progressivamente, alcançando o máximo no final da primeira divisão meiótica, 

e se associa imediatamente com a quinase p34cdc2 para formar o complexo ativo (LEDAN et 

al., 2001). A degradação da ciclina B é requerida para a extrusão do corpúsculo polar. Logo, 

a atividade do MPF é regulada por um mecanismo que determina o nível da síntese de ciclina 

B. 

Diferente da primeira divisão meiótica, a entrada na segunda meiose é semelhante à 

mitose: a atividade do MPF aumenta e o fuso é formado rapidamente. Os cromossomos da 

segunda meiose são idênticos aos cromossomos da mitose, compostos por duas cromátides 

irmãs com cinetócoros ativos. Entretanto, os oócitos permanecem em MII por um período 

prolongado até a fertilização, com os cinetócoros perfeitamente alinhados na placa 

metafásica e alta atividade do MPF. Este bloqueio meiótico é mantido pela atividade do fator 

citostático (CSF). A atividade do CSF requer a ativação da MAPK (VERLHAC et al., 1996). 

MAPK, que também pode ser chamada quinase regulada extracelularmente (ERK), é da 

família de proteínas quinases Ser/Thr que requerem dupla fosforilação nos resíduos serina e 

tirosina para tornarem-se completamente ativas. Duas isoformas das MAPKs, ERK1 e 

ERK2, são expressas no oócito de mamíferos e possuem um importante papel na meiose 

(SUN et al., 1999).    

O momento da ativação da MAPK durante a maturação oocitária, assim como do MPF, 

varia entre espécies e diferentes modelos de maturação. FISSORE et al (1996) demonstraram 

que, em oócitos de bovinos, a ativação da MAPK e do MPF ocorre simultaneamente às 6h de 

cultivo, antes do RVG (que ocorre às 8h de cultivo). Em suínos, a atividade da MAPK é 

menor durante o estádio de VG, aumentando rapidamente em MI (INOUE et al., 1995).  

Embora a atividade da MAPK não seja necessária para o RVG espontâneo em oócitos 

de mamíferos, existem evidências de que um aumento artificial na sua atividade pode 

acelerar essa etapa. Em oócitos de bovinos, injeção de RNAm para MOS (uma quinase que 

inicia a cascata de fosforilação da MAPK durante a maturação oocitária) acarreta uma rápida 

ativação da MAPK , resultando em uma retomada da meiose mais acelerada (FISSORE et 

al., 1996). Já em oócitos de suínos, no estádio de transição G2/M, a adição de MAPK ativa 

na VG acelera o RVG (INOUE et al., 1998). Esses resultados sugerem que em condições 

normais, a MAPK não está envolvida no início da ativação do MPF durante a retomada da 
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meiose, mas a ativação artificial da MAPK em oócitos de mamíferos prematuros pode levar a 

ativação do MPF e RVG por mecanismos ainda indefinidos (FAN e SUN, 2004). 

 

2.3. Hormônios esteróides 

 

Muitos esteróides possuem a capacidade de promover a maturação in vitro (SMITH e 

ECKER, 1971). Estudos envolvendo a identificação de receptores envolvidos na maturação 

oocitária têm sido realizados com a intenção de se compreender melhor este mecanismo. 

Inicialmente, evidências indicaram que esses receptores se encontravam na superfície celular 

(SMITH e TENNEY, 1980; LIU e PATINO, 1993; THOMAS et al., 2002). Também foi 

descoberto que esses receptores presentes na membrana também estão associados à 

sinalização em outros sistemas, como na ativação da MAPK e da óxido nítrico sintase 

endotelial (eNOS) em células endoteliais e do cérebro (SHAUL, 2002; RAZANDI et al., 

2002), e proteção da apoptose nas células ósseas (KOUSTENI et al., 2002). Em xenopus foi 

observada ação de receptores de progesterona na maturação oocitária, demonstrando que eles 

têm participação na maturação mediada pela progesterona (TIAN et al., 2000; BAYAA et al., 

2000; BAGOWSKI et al., 2001).  

Em bovinos, foi demonstrado que a adição de progesterona (P4) no meio de maturação 

estimula a retomada da meiose em oócitos, tendo ou não a presença de hormônios gonodais 

(SIROTKIN, 1992) e a adição de 17β-estradiol (E2) com FSH no meio aumentou a 

maturação em oócitos e desenvolvimento embrionário inicial (mórula e blastocisto) de 

bovinos (YOUNIS et al., 1989). Também foi observado, em oócitos de camundongos, que a 

testosterona e o estradiol foram capazes de suprimir o efeito inibitório da adição de 3-

isobutil-1-metilxantina (substância que mantém os níveis de AMPc elevados) na maturação 

oocitária, permitindo que ocorresse o RVG e a ativação da MAPK, com uma resposta dose-

dependente (GILL et al., 2004). 

Um papel estabelecido do E2 é o de promover a mudança na atividade do cálcio durante 

a maturação citoplasmática (TESARIK e MENDOZA, 1997), a qual está relacionada à 

oscilação de cálcio que ocorre durante a fertilização. Porém, foi observado que a 

suplementação com E2 no meio de maturação livre de soro afetou negativamente a retomada 

da meiose e o subseqüente desenvolvimento embrionário (BEKER et al., 2002). 

MINGOTI et al. (2002) demonstraram que as células do cumulus de COC bovinos 

possuem a capacidade de secretar E2 e P4 em meio de cultura definido durante a maturação in 
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vitro. JAYAWARDANA et al. (2006) observaram que o E2 juntamente com o FSH está 

envolvido na expressão do fator de diferenciação do crescimento-9 (GDF-9). O GDF-9 é um 

dos principais fatores secretados pelo oócito que está envolvido no processo de expansão das 

células do cumulus durante a maturação. WANG et al. (2006) demonstraram que a inibição 

da secreção dos esteróides pela adição de aminoglutatimida (AGT, um inibidor da cadeia de 

clivagem do colesterol) no meio de maturação preveniu a maturação e expansão das células 

do cumulus em oócitos bovinos, e que seu efeito inibitório não foi revertido pela adição de E2 

e P4 nesse meio. Essas evidências mostram que os hormônios esteróides secretados pelo 

COC durante o cultivo têm efeito significativo na maturação oocitária in vitro. 

 

2.4. Antioxidantes 

 

Por definição, uma substância antioxidante é aquela capaz de inibir a oxidação ou, 

então, qualquer substância que, mesmo presente em baixa concentração, comparada ao seu 

substrato oxidável, diminui ou inibe a oxidação daquele substrato. Em condições normais, os 

antioxidantes convertem espécies reativas de oxigênio (ROS) em H2O para prevenir um 

excesso na produção de ROS (AGARWAL et al., 2005). O desenvolvimento embrionário de 

mamíferos é negativamente afetado pelo aumento no estresse oxidativo que ocorre em 

condições de cultivo. Os danos oxidativos de compostos celulares causados por ROS 

interferem nas propriedades da função das células. A maioria das células possui um eficiente 

sistema antioxidante como catalase ou superóxido dismutase, assim como compostos tiol que 

atuam se ligando ativamente a ROS (DEL CORSO et al., 1994). 

Sabe-se que a concentração de oxigênio encontrada no lúmen do trato reprodutivo 

feminino é cerca de um terço (3-9%) da encontrada em condições in vitro (MASTRIOANNI 

e JONES, 1965). Embriões cultivados sob uma alta tensão de oxigênio (20%) podem 

produzir mais radicais livres (FOWLER e CALLINGHAM, 2000) do que embriões 

cultivados sob 5 ou 7% de O2 (LIU e FOOTE, 1995). Parece que o balanço entre a produção 

de ROS e sua ligação é um importante fator para a aquisição da habilidade de fertilização in 

vitro (DE LAMIRANDE et al., 1997). Isso mostra como os embriões cultivados in vitro são 

expostos ao estresse oxidativo no qual seus mecanismos de defesa são insuficientes para 

proteger sua delicada estrutura celular. Efeitos dos radicais livres derivados do oxigênio 

durante o cultivo in vitro (CIV) têm sido demonstrados em várias espécies. ROS podem 

induzir a disfunção mitocondrial, DNA, RNA e danos nas proteínas (COMPORTI, 1989), 

assim como inibir a fusão oócitos-espermatozóide (AITKEN et al., 1993). Para proteger os 
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oócitos e embriões do estresse oxidativo durante o CIV, vários antioxidantes podem ser 

adicionados ao meio de cultivo.    

Os antioxidantes biológicos podem exibir dois modos distintos de ação contra os radicais 

livres (RL): o sistema primário, composto por inibidores preventivos que atuam impedindo a 

geração de espécies reativas ou o secundário, onde inibidores seqüestram estas espécies, 

impedindo sua interação com os alvos celulares. A inibição da formação é um processo que 

se dá em vias enzimáticas específicas, pelo qual se pode controlar a geração intensa de RL. A 

inativação de espécies já formadas é o processo mais usual, seja por catálise enzimática ou 

por combinação desta com os varredores exógenos. O pool de substâncias envolvidas na 

ação inativadora dos RL compõe, pois, um sofisticado aparato de proteção, sendo 

denominados antioxidantes (JORDÃO-Jr et al., 1998). 

O sistema antioxidante é composto por vários componentes, dentre eles pode citar os 

antioxidantes não enzimáticos: glutationa, ubiquinona, ácido úrico, bilirrubina, NDAPH e 

NADH, vitamina E, vitamina C, flavonóides, betacaroteno e licopeno; as proteínas ligadoras 

de metais: ceruloplasmina, metalotioneína, albumina, transferrina e mioglobina; e os 

antioxidantes enzimáticos. Enzimas antioxidantes são aquelas capazes de neutralizar ROS e 

previnir danos na estrutura celular. As enzimas que compõem o sistema antioxidante são em 

número de três: a superóxido-dismutase (SOD), a catalase e a glutationa-peroxidase (GPx) 

(JORDÃO-Jr et al., 1998). 

 

2.4.1. Antioxidantes enzimáticos 

 

Enzimas antioxidantes são aquelas capazes de neutralizar ROS e previnir seus danos na 

estrutura celular. Elas são enzimas solúveis, isto é, não participam de sistemas 

membranários, nos quais as enzimas acham-se unidas de forma mais ou menos estável às 

membranas fosfolipídicas. Tais enzimas têm mobilidade tanto no citossol como na matriz 

semifluida das mitocôndrias, por exemplo. Elas são compostas pela superóxido dismutase, 

catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase, que reduzem o peróxido de hidrogênio 

para formar água. Em oócitos, a glutationa oxidase/peroxidase tem sido a mais estudada 

(FURNOS et al., 2008; FUNAHASHI et al., 2008).  

Os sistemas enzimáticos envolvem as enzimas do ciclo redox da glutationa, 

particularmente a glutationa peroxidase. Estudos demonstraram também que outras enzimas 

antioxidantes, como glutationa redutase e glicose-6-fosfato-dehidrogenase, apresentaram 
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propriedades protetoras similares à glutationa peroxidase (SENTUERKER et al., 1997; 

WELLS et al., 1997).  

A glutationa (GSH, L-γ-glutamil-L-cistenilglicina) é um tripeptídeo, contendo cisteína. É 

um tiol não protéico, encontrado em grande quantidade nas células dos mamíferos, e está 

presente no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou 

indiretamente em muitos processos biológicos importantes, incluindo síntese de proteínas, 

metabolismo e proteção celular. Esse thiol possui um importante papel na detoxificação e 

antioxidação de compostos exógenos e endógenos, assim como na manutenção do estado 

redox intracelular. Ela é uma reserva natural de poder redutor, o qual pode ser rapidamente 

usado pelas células como defesa ao estresse oxidativo (MEISTER e ANDERSON, 1983).  

O grupamento sulfidrila (SH) da glutationa confere esta ação de proteção ao estresse 

oxidativo. A ação protetora da glutationa contra ROS é facilitada por sua interação com 

enzimas associadas, como a glutationa peroxidase e glutationa redutase. O núcleo do resíduo 

cistenilglicina da glutationa está envolvido na sua função como antioxidante, mais 

especificamente como um redutor intracelular, sendo capaz, por exemplo, de reagir com um 

elétron não pareado de um radical livre, formando um radical GS·, que produz, por 

dimerização, o GSSG (glutationa oxidada). O GSSG é, então, reduzido pela glutationa 

redutase, regenerando o GSH, em um processo à custa do NADPH (KRETZSCHMAR, 

1996). A glutationa redutase, que regenera o GSH tem o NADPH como substrato 

(KRETZSCHMAR, 1996). A disponibilidade limitada do NADPH pode levar a um aumento 

do GSSG e deixar as células mais sensíveis ao dano oxidativo (SHAN et al., 1990). Outra 

atividade de proteção do GSH é na regeneração da vitamina E oxidada, no processo de 

detoxificação.  

A glutationa (GSH) atua de maneira importante na proteção celular contra mudanças no 

quadro oxidativo e na defesa contra xenobióticos. Entre as funções do GSH, na proteção 

contra a peroxidação lipídica, podem ocorrer três reações. Primeiro, o GSH é usado como 

substrato pela glutationa peroxidase, na eliminação de peróxidos. Segundo, o GSH reduz a 

forma oxidada da vitamina C, que assim pode atuar, mantendo a vitamina E na sua forma 

reduzida e funcional. Finalmente, o GSH pode, através da glutationa-S-transferase, 

detoxificar aldeídos reativos (como o malondialdeído) que são gerados durante a peroxidação 

lipídica. Se, de fato, grande parte da ação do GSH é obtida pela indução de suas enzimas, é 

necessária a manutenção do nível de GSH para suportar a ação funcional destas enzimas 

(JONES et al., 1995). Variações na concentração de glutationa afetam diretamente a síntese 

12 



 

de proteínas e de DNA. Oxidação ou depleção da GSH pode diminuir a síntese protéica. O 

GSH pode ser perdido de modo irreversível em situações de estresse oxidativo muito intenso, 

permanecendo na forma oxidada e não sendo novamente reduzido (UHLIG e WENDEL 

1992). 

Nos tecidos animais, a glutationa peroxidase, uma enzima antioxidante que contém 

selênio, catalisa a redução do peróxido de hidrogênio, (e peróxido de lipídio) na presença da 

GSH, a qual é convertida em GSSG (LUBERDA, 2005). Este é um importante sistema de 

defesa enzimático contra o aumento de radicais livres (MANNERVIK, 1985). Já foram 

reportadas as determinações dos principais parâmetros cinéticos de GSH-Px, propondo 

mecanismos catalíticos de funcionamento desta enzima envolvendo seus principais 

substratos, glutationa e peróxido de hidrogênio (CARSOL et al., 1996; LEHMAN et al., 

1998). Quatro diferentes tipos de glutationa peroxidases são conhecidos, dentre as quais a 

fosfolipídeo hidroperóxido glutationa peroxidase (PHGSH-Px) também consegue promover 

a redução de hidroperóxidos a partir de complexos lipídicos como colesterol, mesmo quando 

os peróxidos estão presentes na membrana celular (LEHMAN et al., 1998) 

A atividade enzimática de GSH-Px é um dos meios de controle do organismo dos 

níveis de peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos lipídicos, oriundos do ataque de espécies 

radicalares (MEISTER e ANDERSON, 1982; COHEN e HOCHSTEIN 1963). A enzima 

glutationa peroxidase possui uma característica importante, apresentando um resíduo de 

cisteína contendo selênio covalentemente ligado ao restante da enzima. 

Outra enzima que age conjuntamente com a glutationa peroxidase é a enzima glutationa 

redutase (GR) (MEISTER e ANDERSON, 1982). Esta enzima não age diretamente na 

remoção de espécies radicalares, porém é responsável pela regeneração da glutationa à sua 

forma reduzida (GSH) na presença de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), 

tendo como objetivo impedir a paralisação do ciclo metabólico da glutationa. 

A GSH é um antioxidante natural presente em ambos os gametas, em concentrações 

variadas, e nas células somáticas. Foi demonstrado que a glutationa possui um importante 

papel na maturação oocitária. A síntese intracelular de glutationa é parte fundamental na 

maturação citoplasmática do oócito (EPPIG, 1996). Sugere-se que concentrações 

intracelulares de GSH de oócitos de suínos no estádio final da maturação in vitro refletem o 

grau de maturação citoplasmática (FUNAHASHI et al., 1994). Muitos autores postularam 

que a mensuração da concentração de GSH em oócitos após a MIV pode ser um válido 

indicador da maturação citoplasmática (DE MATOS et al., 1997; ABEYDEERA et al., 1998; 

DE MATOS e FURNUS, 2000). Um aumento nas concentrações intracelulares de GSH 

13 



 

aumenta a produção in vitro de embriões suinos (WHITAKER e KNIGHT, 2004) e a 

maturação in vitro de oócitos de búfalo (GASPARRINI et al., 2006). Em bovinos já foi 

demonstrado que uma alteração na concentração de GSH no oócito e células do cumulus 

durante a maturação in vitro, altera o desenvolvimento embrionário (FURNOS et al., 2008). 

As concentrações de GSH em oócitos maturados in vivo são muito mais elevadas 

quando comparadas com as observadas em oócitos maturados in vitro. Uma possível razão 

para esta diferença pode ser que durante a MIV, os oócitos são expostos à alta concentração 

de oxigênio e, conseqüentemente, a ROS, em comparação a oócitos maturados in vivo. Isto 

ocorre porque a concentração de oxigênio no lúmen do trato reprodutivo é cerca de um terço 

a menos que na MIV. BRAD et al (2003) demonstraram que em oócitos durante a MIV, a 

mobilização de GSH intracelular para proteger a célula contra o estresse oxidativo pode 

resultar em um grande declínio em seus níveis, o qual é menor do que no observado em 

oócitos maturados in vivo. 

Baixa concentração intracelular de GSH pode ser responsável, em parte, por um baixo 

desenvolvimento da competência de oócitos suínos durante a MIV (BRAD et al., 2003). 

Entretanto, uma menor tensão de oxigênio durante a MIV de oócitos bovinos é acompanhada 

pela redução de concentrações de H2O2 nessas células, a qual é benéfica para o 

desenvolvimento da competência, provavelmente pela diminuição de ROS (HASHIMOTO et 

al., 2000). Evidências têm sugerido que a GSH está ativa na maturação oocitária, incluindo 

durante a manutenção da morfologia do fuso meiótico. Ela protege o fuso de danos 

oxidativos e, conseqüentemente, assegura a formação de um zigoto normal (ZUELKE, et al., 

1997). 

A concentração da glutationa também é diferenciada no oócito pela fase em que ele se 

encontra do ciclo celular. Ela aumenta durante a MIV e alcança um nível máximo no estádio 

MII. Geralmente, as concentrações de GSH em um oócito ovulado são aproximadamente 

duas vezes maiores do que em um oócito no estádio de VG (imaturo) (ZUELKE et al., 2003). 

Esta elevada concentração em oócitos ovulados pode servir como uma reserva deste 

antioxidante para o desenvolvimento embrionário e a pré-implantação (DE MATOS e 

FURNUS, 2000). Foi demonstrado que em condições fisiológicas, o alto nível de GSH em 

oócitos maduros de hamster e camundogos é essencial para formar o pronúcleo masculino 

após a fertilização e promover o desenvolvimento embrionário (GARDINER e REED 1994; 

ZUELKE et al., 2003). Esses dados mostram que a GSH é um indicador bioquímico da 

integridade e capacidade de desenvolvimento dos oócitos de mamíferos.  

 

14 



 

2.5. Óxido nítrico (NO) 

 

O ovário é um órgão endócrino complexo que sofre mudanças estruturais e funcionais 

durante o ciclo estral. O mecanismo de controle dessas mudanças pode envolver muitos 

fatores que são produzidos dentro ou fora do ovário. Um desses fatores reguladores é o NO, 

o qual possui um importante papel em muitos processos fisiológicos ovarianos. (RETTORI e 

McCANN, 1998). 

O NO é um radical livre altamente reativo com uma meia-vida curta. Ele é rapidamente 

oxidado para nitrito (NO2
-) e nitrato (NO3

-), dois produtos estáveis do metabolismo do NO 

(NORMAN e CAMERON, 1996). Em mamíferos, o NO é sintetizado pela óxido nítrico 

sintase (NOS), uma enzima que converte L-arginina em L-citrulina e NO, na presença de 

oxigênio e vários co-fatores como Ca2
+/calmodulina, tetrahidrobiopterina, dinucleotídeo 

adenina flavina, mononucleotídeo flavina e dinucleotídeo nicotinamida adenina fosfato 

(RETTORI e McCANN, 1998). A NOS ocorre em duas isoformas funcionais, a NOS 

constitutiva (cNOS) e a NOS induzível (iNOS) (SESSA, 1994). Elas podem ser distinguidas 

por sua sensibilidade ao cálcio: a cNOS é Ca2
+/calmodulina dependente e a iNOS é 

Ca2
+/calmodulina independente. GHAFOURIFAR e RICHTER (1997) e GIULIVI et al. 

(1998) descreveram a produção mitocondrial de NO por uma isoforma especializada, a óxido 

nítrico sintase mitocondrial (mtNOS) (ELFERING et al., 2002). Ela possui ação clássica 

como NOS, precisando de NADPH, arginina, O2 e Ca++/calmodulina para sua atividade 

enzimática (TATOYAN e GIULIVI, 1998; BOVERIS et al., 2002) e regula a respiração 

celular (LOPEZ-FIGUEROA et al., 2000). 

Existem duas grandes diferenças entre as isoformas, a duração da produção de NO e o 

local que o NO pode ser produzido. A dependência de calmodulina é limitante para as 

enzimas constitutivas, pois o fluxo de cálcio irá regular sua atividade, promovendo um curto 

período de produção do NO. Ao contrário, a iNOS, que tem a calmodulina como subunidade, 

é permanentemente ativada e capaz de gerar NO por períodos prolongados (THOMAS et al., 

2008). 

Resultados contraditórios foram observados na participação do NO nas respostas 

patofisiológicas (IGNARRO, 1996). Enquanto parte dos estudos mostrava que o NO era 

tóxico, outros mostravam que ele protegia (WINK et al., 1996; GRISHAM et al., 1999). A 

ação tóxica do NO foi atribuída à formação de espécies reativas de nitrogênio (ERN) que 

mediavam a morte celular, enquanto o efeito protetor foi proposto ocorrer por um 

mecanismo antioxidante (WINK et al., 1998). 
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O NO pode ter suas reações divididas em duas categorias: direta e indireta. Os efeitos 

diretos são as reações que ocorrem rápido o suficiente para que o NO reaja diretamente com 

a molécula alvo. Em contrapartida, os efeitos indiretos requerem que o NO reaja com o 

oxigênio ou superóxido para gerar ERN, o qual subseqüentemente reagiria com as moléculas 

alvo. Os efeitos diretos normalmente ocorrem quando o NO se encontra em baixa 

concentração, enquanto que os indiretos ocorrem em alta concentração (WINK et al., 1996). 

Em baixas concentrações o NO pode também se ligar à citocromo oxidase, resultando 

na inibição reversível do transporte de elétrons mitocondrial (BROWN, 1997). Neste caso, 

parece que o NO tem uma interação competitiva com o oxigênio molecular. Já sua ligação no 

grupo heme da catalase pode resultar na inibição reversível ou irreversível desta enzima. A 

inibição reversível da catalase parece estar associada à ligação reversível do NO ao grupo 

heme da enzima (BROWN, 1995). Em contraste, quando se observa a inibição irreversível, 

ocorre inibição do composto II da catalase (MOHAZZAB et al., 1996). 

A biologia química do NO permite entender como essa simples molécula pode ter 

numerosas propriedades biológicas baseadas simplesmente na sua concentração. Baixa 

concentração de NO, que ocorre em celulas vasculares e no estroma (produzidas pela eNOS 

e nNOS), regulam processos fisiológicos normais, e alta concentração, observada em 

macrófagos ativados (via iNOS) possuem funções citotóxicas/citostátiscas (KNOWLES e 

MONCADA, 1994; IGNARRO, 1996). 

Estudos indicaram que a eNOS e/ou iNOS estão presentes no oócito, embriões em 

desenvolvimento inicial e no útero de camundongos, sugerindo que o NO possui um papel 

regulador na maturação meiótica, no desenvolvimento embrionário e na implantação 

(GOUGE et al., 1998; PURCELL et al., 1999). Já foi identificada sua ação na maturação de 

oócitos de ratos (BU et al., 2002, 2003), suínos (TAO et al., 2004) e bovinos (VIANA et al., 

2007; MATTA et al., 2009).  

Várias pesquisas indicam que o NO inibe (NAKAMURA et al., 2002; VIANA et al., 

2007; MATTA et al., 2009) e/ou estimula, (SENGOKU et al., 2001; BLASHKIV et al., 

2001; VIANA et al., 2007) a maturação meiótica, dependendo de sua concentração. Em 

concentrações fisiológicas, o NO é essencial para a maturação meiótica, e pode estar 

envolvido no processo que determina a qualidade do oócito e seu potencial no 

desenvolvimento embrionário (JABLONKA-SHARIFF e OLSON, 1998; SENGOKU et al., 

2001). Tem sido sugerido que ele participa na prevenção da atresia e apoptose de folículos 

em desenvolvimento (CHUN et al., 1996). 
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Um mecanismo pelo qual o NO pode participar na maturação oocitária envolve a 

regulação da síntese de nucleotídeos cíclicos. O NO é conhecido como regulador da 

guanilato ciclase e estimula a produção de GMP cíclico (GMPc) em células alvo (NATHAN, 

1992). Nucleotídeos cíclicos sintetizados pelas células do cumulus têm sido reconhecidos 

como importantes moduladores da maturação oocitária (SATO e KOIDE, 1987; TORNELL 

et al., 1991). O GMPc tem sido localizado nas células da granulosa de ovários de ratas e está 

envolvido na retomada da meiose em oócitos de ratas e hamsters (TORNELL et al., 1991). 

Sua influência na sinalização celular é através da ativação ou inibição de fosfodiesterases 

(PDE). 

 Existem 11 famílias conhecidas da PDE, e a atividade da PDE classe 3, expressa no 

oócito, é inibida pelo GMPc (CONTI et al., 1995). Em sistemas celulares onde AMPc e 

GMPc atuam sinergicamente, a PDE3 é inibida pelo NO e pelo GMPc, resultando no 

aumento da concentração de AMPc, impedindo a retomada da meiose (KURTZ et al., 1998). 

O NO também pode atuar inibindo a atividade da MAPK pela produção de GMPc 

(INGRAM et al., 2000). JABLONKA-SHARIFF et al (1999) demonstraram que o NO pode 

ser requerido para eventos estruturais que ocorrem durante a meiose, incluindo a 

reorganização dos microtúbulos. 

Tem sido utilizada a adição de um doador de NO no meio de maturação para avaliar o 

comportamento do oócito em diferentes concentrações de NO. SENGOKU et al. (2001) 

demonstraram que na presença de baixa concentração de nitroprussiato de sódio (SNP - 10-7 

M), mas não de altas (10-5 e 10-3 M), ocorre um aumento na percentagem de maturação em 

oócitos de ratas. NAKAMURA et al. (2002) observaram que a adição de s-nitroso-n-acetil-

l,l-penicillamina (SNAP) em uma concentração de 500µM preveniu o rompimento da 

vesícula germinativa induzido pela administração do hCG, sugerindo que o NO pode estar 

envolvido na manutenção da parada da meiose. Elevada concentração de SNP pode também 

suprimir a maturação espontânea em oócitos de fêmeas de camundongos (BU et al., 2003). 

Estes dados sugerem que a concentração intracelular de NO possui um papel crítico na 

sobrevivência e função celular. 

O SNP é um complexo metal nitrosil composto por ferro, grupos cianidros e um nitro 

moiety [Na2Fe(CN)5NO] com peso molecular de 298. Foi descoberto que é sensível à luz e 

quando exposto a ela poderá sofrer mudança eletrônica na sua estrutura. Esta substância tem 

a habilidade de liberar NO. O mecanismo pelo qual o SNP gera NO ainda está sendo 

investigado, mas acredita-se que a decomposição fotolítica pode possuir um papel chave 

nesta reação. As condições ambientais poderão determinar o nível do produto final. Se as 

17 



 

condições são a favor da re-oxidação, então os intermediários reformarão o SNP (KRAGER, 

2003).  

MATTA et al. (2002) demonstraram que a adição do inibidor da síntese de NO (L-

NAME, 10-7, 10-5 e 10-3 mM) não inibe a meiose de oócitos bovinos. Neste mesmo estudo foi 

observado que a maturação citoplasmática foi mais sensível do que a nuclear quando 

existiam concentrações reduzidas de NO no meio de maturação e que o NO estava envolvido 

na regulação da concentração de proteínas que podem estar envolvidas na regulação do 

desenvolvimento embrionário inicial, visto que a taxa de blastocistos diminuiu quando a 

concentração de NO3
- e NO2

- diminuiu. 

O NO é o melhor exemplo de molécula reativa que demonstra tanto propriedade 

citotóxicas como citoprotetoras (WINK et al., 1998), e não necessita de um receptor 

especifico, nem de um canal protéico, estando livre para transitar e atuar em diversos sítios. 

Devido a tais características, é uma molécula adequada para atuar como sinalizador 

intracelular e entre células vizinhas (STRYER, 1996; CAMPBELL, 2000).  

A reação direta do NO com radicais oxigenados pode ser um mecanismo citoprotetor 

que será mais efetivo em situações que possuam um componente de propagação no 

mecanismo da reação, assim como na peroxidação lipídica. O papel da sinalização do NO 

também é importante para manter uma vascularização saudável e inibir a progressão de 

doenças inflamatórias, como a arteriosclerose. O clássico caminho de sinalização do NO, a 

ativação da guanilato ciclase solúvel e conseqüente formação de GMPc, ocorre na 

musculatura lisa dos vasos, representando importante ação vaso-relaxante e mecanismos 

anti-trombóticos (MONCADA et al., 1991). Porém, tem se indicado que diferentes 

sinalizações do NO, independentes do GMPc, também são capazes de regular eventos 

transcricionais que controlam a expressão e síntese de enzimas antioxidantes (FORESTI et 

al., 1997; LI et al., 1999; FRANK et al., 1999). 

O óxido nítrico possui propriedades antioxidantes por sua reação com o O2
- (WINK et 

al., 2001). Ele previne a ação redutiva do O2
- e inibe a formação do H2O2. Uma relação vista 

foi que o O2
- e H2O2 possuem efeito na sinalização do NO (BRUNE, 2005). A reação direta 

do NO com intermediários dos radicais alkoil e peroxil durante a peroxidação lipídica, 

impede a propagação dos radicais lipídicos nas reações em cadeia (RUBBO et al., 1994). Ele 

também limita a injúria de moléculas alvo ou tecidos durante eventos associados com o 

excesso de produção de espécies reativas de oxigênio. Isso inclui a inibição da morte 

oxidativa (WINK et al., 1993), diminuição da oxidação de lipoproteínas de baixa densidade 

(GRAHAM et al., 1993; HOGG et al., 1993) e modulação (KUROSE et al., 1994) e redução 
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da injúria por isquemia (PAYNE e KUBES, 1993). Peróxido de hidrogênio (H2O2) está 

relacionado à oxidação de diferentes moléculas biológicas que pode resultar em dano 

tecidual (WINK et al., 1993). O NO não reage diretamente com o OH, mas é capaz de 

proteger as células contra a toxicidade causada por ele (WINK e MITCHELL, 1998).  

Um dos antioxidantes mais importantes na célula é a glutationa (GSH). Em situações 

de estresse oxidativo agudo mediado pelo NO na ativação da iNOS, ocorre a indução da 

síntese de GSH para manter níveis adequados de antioxidantes, desde que a inibição da 

atividade da NOS cause uma queda precipitada nos níveis de GSH (KUO et al., 1996). Em 

condições fisiológicas, células endoteliais e da musculatura lisa dos vasos, expostas baixos 

fluxos de NO são estimuladas a sintetizar GSH adicional (MOELLERING et al., 1999). O 

primeiro passo para a síntese da GSH, é a formação da γ-glutamilcisteína pela γ-

glutamilcisteína sintetase, que é uma etapa limitante da síntese. A atividade da γ-

glutaminocisteína sintase é modulada por substâncias pro-oxidantes (como H2O2) e por 

mecanismos monoxidativos que relacionam a densidade celular e a integridade do glutamato. 

No passo final da biosíntese da GSH, glicina é incorporada pela GSH sintase. A cisteína e 

metionina também são de grande importância no controle dos níveis de GSH. O NO atua na 

regulação da transcrição da γ-glutamilcisteína sintetase e na liberação da cisteína, 

participando assim do controle da síntese de glutationa (DENEKE e FANBURG, 1989). 

 

3. Alterações morfológicas durante a maturação 

 

3.1. Citoesqueleto 

 

Microfilamentos, microtúbulos e filamentos intermediários são os três principais sistemas 

do citoesqueleto de células de vertebrados e muitos invertebrados. Durante a maturação 

meiótica, os oócitos passam por duas divisões meióticas que consistem de eventos celulares 

que são controlados pelo citoesqueleto do oócito. Microtúbulos formam o fuso que separa os 

cromossomos homólogos durante a primeira divisão meiótica e as cromátides irmãs durante 

a segunda divisão. O fuso de microtúbulos e os filamentos de actina controlam a separação 

assimétrica dessas divisões meióticas (BRUNET e MARO, 2005). 

Essas divisões produzem uma pequena célula, chamada corpúsculo polar, e o oócito, o 

qual mantém seu tamanho original. Ambas as divisões do oócito são assimétricas. Essa 

assimetria é garantida pelo posicionamento do fuso na periferia do oócito. O fuso em 
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metáfase I (MI) normalmente é formado no centro do oócito e migra em direção à periferia 

(LONGO e CHEN, 1985; MARO e VERLHAC, 2002). O primeiro corpúsculo polar é 

eliminado após essa migração. Já o fuso da MII é formado na periferia do oócito e é mantido 

próximo à membrana plasmática durante o segundo bloqueio metafásico. Após a fertilização 

ou ativação, se inicia a rotação do fuso e ocorre a extrusão do segundo corpúsculo polar 

(MARO e VERLHAC, 2002).  

Em oócitos de rato, a migração do fuso e seu ancoramento requerem filamentos de 

actina e não microtúbulos (LONGO e CHEN 1985; MARO e VERLHAC, 2002). Essa 

posição excêntrica do fuso está associada à reorganização local do córtex oocitário. Esse 

domínio cortical aparece durante a migração do fuso e é mantido durante a MII. Essa 

reorganização é marcada pela perda local das microvilosidades (JOHNSON et al., 1975), 

acumulo de filamentos de actina sob a membrana plasmática (MARO et al., 1984; LONGO e 

CHEN 1985) e migração dos grânulos corticais. A função desse processo é independente do 

núcleo. (DENG et al., 2005).  

A interação direta entre cromossomos e actina controla a posição do fuso. Porém, os 

cromossomos controlam a reorganização cortical da actina por um efeito a distancia. 

Também tem se observado que os cromossomos exercem um papel na organização dos 

microtúbulos. A cromatina intervém na interação física entre cromossomos e fuso de 

microtúbulos, ou seja, os cromossomos controlam, próximos a ele, a ativação de fatores 

requeridos para a formação do fuso (KALAB et al., 2002; ZHENG, 2004). Com base nessas 

observações pode-se então sugerir que em oócitos de mamíferos os cromossomos funcionam 

como controle territorial, organizando ambos os microtúbulos e os filamentos de actina no 

citoplasma oocitário (BRUNET e MARO, 2005). Esse controle é essencial para alcançar a 

divisão assimétrica que leva a formação de um gameta funcional.  

Antes do início da meiose, quando os oócitos se encontram no estágio de vesícula 

germinativa (VG), os filamentos de actina estão distribuídos uniformemente ao redor do 

córtex e também próximos à VG. Após o rompimento da VG (RVG), os microfilamentos se 

encontram presentes tanto no córtex como ao redor da cromatina (KIM et al., 1998; WANG 

et al., 2000). Em oócitos maduros, o fuso é localizado perifericamente abaixo da capa de 

actina (LONGO e CHEN, 1985). O RVG e a formação do fuso meiótico não são controlados 

pelos microfilamentos, mas o movimento polarizado dos cromossomos depende de processos 

mediados por microfilamentos durante a maturação de oócitos de ratos (SUN e SCHATTEN, 
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2006). Parece que os microfilamentos são necessários para as funções dos microtúbulos e 

que a segregação dos cromossomos homólogos requer interação entre ambos. 

A maturação meiótica em oócitos de mamíferos é um processo complexo que envolve 

rearranjo dos microtúbulos e dos filamentos de actina (ROTH e HANSEN, 2005), assim 

como de outras proteínas associadas ao citoesqueleto. Actina é uma proteína abundante que 

possui um importante papel no processo de migração celular. Tem sido bem estabelecido que 

células eucarióticas requeiram filamentos de actina para manter seu formato e para migração, 

crescimento, polarização, movimento de organelas, endocitose/exocitose, replicação e 

regulação genética. PARD6A é um membro da família PAR (AHRINGER, 2003) que pode 

estar envolvido na conexão entre os cromossomos e a ação da actina. Durante a MI, 

PARD6A está concentrada no meio do fuso que induz à migração. Após a despolarização 

dos microtúbulos, ela se concentra na superfície dos cromossomos orientando-os em direção 

ao córtex. Isto pode ser parte de um complexo multi-proteico ligado a cromossomos, 

microtúbulos e microfilamentos de actina que dão suporte a motilidade e ancoramento do 

fuso (VINOT et al., 2004).   

No início da MI, logo após o rompimento da vesícula germinativa (RGV), os centros 

organizadores de microtúbulos (MTOCs) são ativados e recrutados ao redor dos 

cormossomos e os microtúbulos são preferencialmente estabilizados nessa área (BRUNET et 

al., 1998). Porém, os cromossomos são necessários para restringir a atividade dos MTOCs e 

a organização dos microtúbulos. Esta restrição é crucial para formar apenas um fuso no 

oócito. O crescimento desordenado dos microtúbulos é então progressivamente organizado 

em uma ordem bipolar ao redor dos cromossomos. Isso indica que os cromossomos estão 

envolvidos no controle do tamanho do fuso, por meio do local de ativação dos fatores que 

estabilizam os microtúbulos (BRUNET et al., 1998). 

IBÁÑEZ et al (2005) observaram que a morfologia do fuso se forma de maneira 

diferente em oócitos de camundongos cultivados in vivo ou in vitro, demonstrando que 

alguns aspectos no processo de formação morfológica do fuso podem ser suscetíveis à 

condição de cultivo.  

Uma vez alcançada a formação do fuso bipolar, os cromossomos se alinham no fuso 

equatorial e formam uma placa metafásica. Durante a mitose, esse alinhamento é monitorado 

pelos cinetócoros, estruturas associadas com os centrossomos de ambas as cromátides irmãs. 

A captura dos cinetócoros estabiliza os microtúbulos e forma uma robusta fibra de 

cinetócoros (fibras-k). Quando as fibras-k se conectam a ambos os cinetócoros de um 
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cromossomo, o cromossomo é transportado para o equador do fuso (BIGGINS e 

WALCZAK, 2003).  

Em oócitos de camundongos, durante a primeira fase M meiótica, cromossomos 

bivalentes se alinham na placa metafásica por um mecanismo diferente. Durante um período 

dessa fase, os cinetócoros não são capazes de se ancorar nos microtúbulos. Após a pró-

metáfase, a ativação dos cinetócoros permite a formação das fibras-k, levando ao 

alinhamento dos cromossomos na placa metafásica (BRUNET et al., 1999). Componentes 

moleculares dos cinetócoros estão presentes no cinetócoro logo após o RVG. Isto sugere que 

a maturação do cinetócoro não é regulada pelo recrutamento de seus componentes, mas sim 

pelas modificações de alguns de seus fatores. A duração da MI é determinada pela cinética 

da atividade do fator promotor da maturação (MPF). Um alto nível de MPF ativo, alcançado 

no final da MI, poderia induzir modificações nos componentes dos cinetócoros, levando a 

formação das fibras-k. 

Durante a MI, a formação funcional do fuso é um processo lento. Essa cinética está 

relacionada ao progressivo aumento na atividade do MPF (POLANSKI et al., 1998). A 

atividade de MPF requerida para o RVG leva apenas a formação de uma única aste de 

microtúbulo ao redor dos cromossomos condensados. Um primeiro ponto na atividade do 

MPF é então requerido para organizar os microtúbulos em uma estrutura bipolar (Figura 1). 

Um segundo ponto é requerido no final de MI para ativar os cinetócoros (BRUNET et al., 

1999) e permitir a captura dos microtúbulos pelos cinetócoros e a futura formação das fibras-

k. Esses dados mostram que a atividade do MPF controla a formação de um fuso funcional 

no oócito. Ele também possui um controle indireto na posição do fuso, pois com a ativação 

dos cinetócoros a migração do fuso só é iniciada após a ativação do MPF em nível elevado. 

Sendo assim, o MPF pode estar controlando a atividade de proteínas associadas aos 

microfilamentos (SATTERWHITE et al., 1992) e induzindo a migração do fuso. 

O complexo promotor da anáfase (APC/C) é requerido para o início da anáfase e saída 

da mitose (TAYLOR et al., 2004). Ele também é requerido para a progressão da meiose e 

para ativar a formação do fuso em oócitos de camundongos (BRUNET et al., 2003). Tem 

sido sugerido que o APC/C está inativado durante grande parte da fase M meiótica, sendo 

que sua ativação só ocorre quando a atividade do MPF chega ao segundo ponto, também 

requerido para a ativação dos cinetócoros (BRUNET et al., 1999). 

A concentração de ciclina B, durante a regulação da atividade do MPF, sincroniza 

diferentes eventos que levam a formação do corpúsculo polar, tais como formação das fibras-
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k (requeridas para o alinhamento final dos cromossomos na placa metafásica), ativação do 

APC/C (requerida para a separação dos cromossomos e saída da primeira fase M meiótica) e 

migração do fuso (requerida para a divisão assimétrica) (BRUNET e MARO 2005). 

 

 

Figura 1: Síntese de ciclina B controla o tempo de maturação meiótica pela ação do MPF 

(Adaptado de: BRUNET e MARO, 2005)  

Ao contrário da primeira, a entrada na segunda divisão meiótica é semelhante à mitose, 

ou seja, a atividade do MPF aumenta rapidamente e o fuso é formado. Os cromossomos são 

compostos por cromátides irmãs com cinetócoros ativos. Entretanto, os oócitos permanecem 

na metáfase por muitas horas até o momento da fertilização, com os cromossomos 

perfeitamente alinhados na placa metafásica e com alta atividade do MPF. Esse bloqueio 

metafásico é mantido pela atividade do fator citostático (CSF; MASUI e MARKERT, 1971). 

Mecanismos e componentes específicos são requeridos para manter uma estrutura estável. 

Dois substratos da MAP kinase, o MISS (proteína estabilizadora do fuso e associada à 

MAPK) e o DOC1R estão associados com o fuso em oócitos bloqueados em MII 

(LEFEBVRE et al., 2002; TERRET et al., 2003). O DOC1R se acumula durante a maturação 

meiótica enquanto o MISS só está presente durante a MII. Em oócitos com alteração na 

atividade desses substratos, o fuso em MII se forma normalmente, mas se torna 

desorganizado, após um período, indicando que existe um papel, de ambas as proteínas, 

durante o bloqueio em MII. 
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A correta posição e o movimento ativo das organelas são essenciais para o crescimento, 

maturação e fertilização do oócito. Durante o crescimento de oócitos de mamíferos, as 

organelas se movem para o córtex da célula, formando uma “área de organelas”. 

Diferentemente, durante a maturação, as organelas se movem centralmente (menos os 

grânulos corticais), formando uma “área livre de organelas” no córtex do oócito maduro. As 

mitocôndrias se acumulam na área perinuclear durante a progressão meiótica (RVG para AI). 

Mais tarde, são formados grupos de mitocôndrias que se movem para o interior do 

citoplasma em oócitos maduros. Este movimento mitocondrial é mediado pelos 

microtúbulos, e não pelos microfilamentos (SUN et al., 2001). O controle do movimento de 

outras organelas não está bem documentado em oócitos. Foi demonstrado que os 

microfilamentos regulam a separação dos centrossomos, mas não seu movimento no 

ooplasma (CALARCO, 2005). 

Filamentos de actina que estão associados à membrana plasmática são importantes para 

gerar uma área na superfície celular especializada e também promover um direcionamento 

para a força remodeladora da estrutura celular. O córtex de oócitos de ratos possui 

numerosos filamentos de actina que surgem da membrana plasmática, formando uma camada 

uniforme de microfilamentos. O local de ancoramento dos filamentos na membrana 

plasmática é marcado por material eletron-denso logo abaixo da membrana. Durante a 

maturação meiótica, a distribuição cortical da actina é alterada (LONGO, 1987). Uma 

camada uniforme relativamente densa de actina também é observada no córtex de oócitos de 

suínos, bovinos e humanos (KIM et al., 1998, 2000; PICKERING et al., 1998; SUN et al., 

2001). 

As células animais utilizam um anel contrátil que está associado com a membrana 

plasmática para criar uma linha de clivagem que partirá a célula em duas células filhas. Este 

anel contrátil é formado por uma rede de filamentos de actina e miosina, e a atividade motora 

da miosina dirige essa constrição (GLOTZER, 2005). Evidências sugerem que durante a 

meiose os oócitos adotam mecanismos similares tanto para liberação do primeiro quanto para 

a liberação do segundo corpúsculo polar durante a maturação e fertilização. Em oócitos de 

humanos no estágio de telófase, foi demonstrada a presença de um anel contrátil na linha de 

clivagem entre o oócito e o segundo corpúsculo polar (PICKERING et al., 1998). Quando os 

filamentos de actina são inibidos, a extrusão do corpúsculo polar é bloqueada em ratos 

(MARO et al., 1984), camundongos (TERADA et al., 1995) e ovelhas (LE GUEN et al., 

1989). 
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3.2. Grânulos corticais 

 

Em oócitos de mamíferos, a poliespermia induz a um desequilíbrio genético e 

resulta na morte embrionária inicial. Grânulos corticais (GC) são organelas derivadas do 

aparato de Golgi, que são originadas dentro dos oócitos durante o início do crescimento 

folicular (CRAN e ESPER, 1990). Essas organelas, em mamíferos, medem 0,2-0,6 µm de 

diâmetro e estão situadas no córtex de oócitos em MII. São possuidoras de uma população de 

moléculas que incluem proteases, glicosidases, enzimas e proteínas estruturais (WESSEL et 

al., 2001). 

GC são vesículas secretoras que possuem um papel fundamental na prevenção a 

poliespermia após a fertilização. Eles podem ser identificados em pequenos grupos pelo 

citoplasma dos oócitos quando se encontram no estádio de VG. Logo após o RVG, os GC se 

ligam aos microfilamentos e migram para a região cortical celular. Quando os oócitos 

atingem o estágio de MII, os GC estão distribuídos no córtex próximo à membrana 

plasmática formando uma compacta monocamada (WESSEL et al., 2001; VELILLA et al., 

2004). O MPF estimula esta associação entre os GC e microfilamentos (WESSEL et al., 

2002). Esse processo de migração dos GC dirigido pelos microfilamentos já foi identificado 

em ratos (CONNORS et al., 1998) e suínos (SUN et al., 2001). Porém, o ancoramento dessas 

vesículas é independente tanto dos microfilamentos quanto dos microtúbulos (CONNORS et 

al., 1998; SUN et al., 2001). 

Após a fusão dos gametas, os GC se fundem com o oolema e liberam seu conteúdo no 

espaço peri-vitelínico, em um evento conhecido como reação cortical (BRADEN et al., 

1954). Supõe-se que o conteúdo liberado pelos GC no espaço peri-vitelínico é responsável 

por estabelecer um bloqueio a poliespermia por meio da mudança da constituição da zona 

pelúcida e de muitas funções do oolema (CHERR e DUCIBELLA, 1990). Também é 

possível que o conteúdo dos GC possua um papel na pré-implantação embrionária, 

promovendo um  microambiente satisfatório no espaço peri-vitelínico, aumentando assim a 

habilidade de proteção do embrião (SCHMELL e GULYAS, 1980). 

 

4. Apoptose  

 

Apoptose, ou morte celular programada, é um processo que elimina células 

comprometidas superficialmente ou geneticamente. Este processo envolve uma série de 
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caminhos metabólicos que levam a mudanças na célula orientando-a para a morte 

programada, sendo assim de grande importância no funcionamento normal de todos os 

tecidos. A apoptose tem sido reconhecida como um fator determinante no controle da 

proliferação de células anormais e na manutenção da homeostase que controla o número de 

células durante o desenvolvimento e proliferação (BOSCO et al., 2005). 

O processo de apoptose elimina células com o DNA danificado irreversivelmente. Este 

processo é utilizado pelo organismo durante o desenvolvimento e se mantém mesmo após 

esse período (ELLIS et al., 1991). 

Em tecidos, as características estruturais causadas pela apoptose incluem: condensação 

da cromatina nuclear, fragmentação da célula e produção dos corpos apoptóticos e fagocitose 

dos corpos apoptóticos pelos macrófagos. Já os aspectos histológicos incluem: vacuolização 

do citoplasma, condensação da cromatina e aparecimento de corpos apoptóticos eosinofílicos 

ao redor da massa citoplasmática. Bioquimicamente ela é caracterizada por uma rápida 

fragmentação do DNA (WYLLIE, 1993). A apoptose é acompanhada pela redução do 

volume celular (picnose), condensação da cromatina, fragmentação nuclear, pouca ou 

nenhuma alteração estrutural das organelas citoplasmáticas, protuberância da membrana 

plasmática (mantendo sua integridade até o estádio final do processo), alterações na 

assimetria de fosfolipídeos da membrana plasmática e engolfamento pelos fagócitos (in vivo)  

(KROEMER et al., 2009). 

As mudanças celulares envolvidas no processo apoptótico incluem a perda da 

assimetria dos fosfolipídios durante os estádios iniciais. Em células vivas, fosfatidilserina é 

transportada para o interior da bicamada lipídica pela enzima aminofosfolipídio translocase 

dependente de Mg ATP (KUYPERS et al., 1996). No início da apoptose, a fosfatidilserina é 

translocada para a porção externa da membrana. Anexinas são proteínas homologas de 

ubiquitina que se ligam a fosfolipídios na presença de cálcio (PIGAULT et al., 1994). Então, 

o movimento da fosfatidilserina da superfície interna da membrana para a externa é um 

indicativo da apoptose, sendo então a anexina V conjugada a fosfatidilserina, uma ferramenta 

utilizada para se detectar a apoptose (VAN ENGELAND, 1998). 

 

4.1. Reguladores do processo apoptótico 

 

A homeostase tecidual é dependente do perfeito balanço entre proliferação e morte 

celular, que são eventos intimamente acoplados. Alguns reguladores do ciclo celular 

participam em ambos os processos, morte celular programada e divisão celular. A relação 
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entre ciclo celular e apoptose é reconhecida pelos genes que codificam as proteínas c-Myc, 

p53, pRb, Ras, PKA, PKC, Bcl-2, NF-κB, CDK, ciclinas e CKI. Após estimulo, estas 

proteínas podem induzir proliferação celular, parada do ciclo ou morte celular. O 

“background” genético e o  microambiente celular são importantes, assim como a extensão 

de danos ao DNA e o nível de diferentes proteínas (VERMEULEN et al., 2003).  

As proteínas da família Bcl-2 apresentam uma importante função anti-apoptótica, que é 

regulada por multi-sítios de fosforilação envolvendo interações entre várias proteínas da 

família (HALDAR et al., 1995; YAMAMOTO et al., 1999). Níveis elevados de proteínas 

dessa família de genes (Bcl-2 e Bcl-x) bloqueiam a apoptose  e outras (Bax, Bad e Bak) 

promovem-na. Essa família está envolvida no balanço entre sinais de morte internos e na 

superfície celular (VERMEULEN et al., 2003).  

A proteína Bcl-2 está localizada na membrana mitocondrial externa e no envelope 

nuclear. Dentre suas atuações está o bloqueio da liberação de citocromo c pela mitocôndria 

após estímulo apoptogênico, impedindo, portanto, a ativação de caspases (YAMAMOTO et 

al., 1999). A proteína Bax pode produzir heterodímeros com a Bcl-2 (Bax/Bcl-2) ou 

homodímeros (Bax/Bax). Desta forma, Bcl-2 suprime a morte celular quando 

heterodimerizada com Bax e, por outro lado, o homodímero Bax/Bax promove apoptose. O 

mecanismo de controle da apoptose pelos genes da família Bcl-2 envolve a formação de 

poros na membrana mitocondrial, permitindo a interação de várias proteínas envolvidas na 

regulação da morte celular (GOTTLIEB, 2000; VERMEULEN et al., 2003). Ela também 

pode bloquear a apoptose causada pelo c-Myc (LUO et al., 1997). 

A proteína c-Myc é uma fosfoproteína nuclear que funciona como um fator de 

transcrição estimulando a progressão do ciclo celular e a apoptose. A expressão de c-Myc é 

regulada por fosforilação e interação com outras proteínas celulares. É um gene de resposta 

inicial, ou seja, responde diretamente a sinais mitogênicos estimulando a passagem das 

células da fase G1 do ciclo celular. Pode exercer seu efeito na progressão do ciclo celular 

pela transcrição de genes importantes no controle do ciclo celular, tais como ciclinas, 

quinases e outros fatores de transcrição. Ao mesmo tempo atua como regulador negativo da 

parada do ciclo celular, suprimindo a transcrição de alguns genes envolvidos. Além do seu 

papel no ciclo celular, c-Myc também apresenta um papel chave na regulação do processo 

apoptótico. Trabalhos anteriores mostraram que tanto a superexpressão quanto a diminuição 

da expressão de c-Myc pode levar a morte celular (THOMPSON, 1998; CONZEN et al., 

2000). 
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Os eventos moleculares envolvidos no processo de apoptose induzida por c-Myc não 

estão bem compreendidos. Em geral, a indução de apoptose por c-Myc parece ocorrer 

quando há privação de fatores de sobrevivência celular. c-Myc pode envolver as vias 

independente ou dependente de p53, transativando o gene promotor da proteína p53 e 

aumentando sua meia-vida. A indução de apoptose por c-Myc pode também estar 

relacionada com a liberação de citocromo c envolvendo proteínas Bax (pró-apotóticas) 

funcionalmente ativas e com a expressão de Fas ligante e de receptor Fas (REYNOLDS et 

al., 1994).  

Um outro importante gene envolvido no processo de morte e proliferação celular é o 

supressor tumoral p53, que se encontra acumulado no citoplasma durante a fase G1 e migra 

para o núcleo no início da fase de síntese (fase S). A proteína p53, cujo nome refere-se à 

massa molecular, é amplamente conhecida como indutora de parada do ciclo celular e de 

apoptose. Esses processos são regulados por transativação de genes envolvidos em diferentes 

funções celulares, mas p53 também ativa mecanismos independentes de transcrição gênica 

(HAUPT et al., 1995; AGARWAL et al., 1998; VERMEULEN et al., 2003). 

Normalmente, a proteína p53 é encontrada na célula em níveis basais, sugerindo que 

seja uma proteína requerida pelas células ocasionalmente em circunstâncias especiais. A 

indução de aumento nos níveis da proteína p53 em cultura inibe a proliferação celular. 

Assim, a célula permanece na fase G1 do ciclo celular, o chamado ponto de checagem da 

integridade do material genético, impedindo sua passagem para a fase S. Células expostas à 

irradiação e que não codificam a proteína p53 continuam dividindo-se e replicando o DNA 

sem pausa para o reparo de lesões no DNA (VERMEULEN et al., 2003; HAUPT et al., 

2003). 

Outra proteína, a retinoblastoma (pRb), inibe a progressão do ciclo celular pela 

interação com fatores de transcrição tais como E2F. Quando a pRb torna-se fosforilada, o 

fator E2F é liberado estimulando a proliferação. Além do papel da pRb no ciclo celular, essa 

proteína também atua na regulação negativa do processo apoptótico. O fator E2F induz a 

expressão do fator pró-apoptótico Apaf-1 e evidências sugerem um papel na apoptose 

seguida de dano no DNA (HARBOUR e DEAN, 2000). 

Portanto, p53 e pRb/E2F podem estar diretamente ligados a proliferação celular e 

apoptose. A proteína p53 ativada causa parada do ciclo celular na fase G1. Nestas condições, 

a proteína Rb não está fosforilada e as células não podem progredir através do ciclo celular. 

Por outro lado, pRb fosforilada libera o fator E2F, que induz diretamente a transcrição do 
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gene que codifica a p53. Portanto, a via apoptótica é dependente da conecção entre p53 e o 

par pRb/E2F (HIEBERT et al., 1995).  

 

4.2. No ovário 

 

Poucos órgãos, ou mesmo nenhum deles, produzem um paradigma para apoptose assim 

como o ovário. No ovário, o mecanismo subordinado a decisões de vida ou morte envolve 

um relacionamento entre moléculas pro e anti-apoptóticas. Morfologicamente a apoptose é 

encontrada em folículos ovarianos durante a vida fetal e adulta. Durante a vida fetal, a 

apoptose é localizada no oócito, enquanto que na vida adulta, ela é detectada nas células da 

granulosa de folículos secundários e antrais (HUSSEIN, 2005). 

O início do processo de apoptose, na maioria das linhagens de células ovarianas, 

provavelmente depende de estímulos célula-específico (ausência ou presença de sinais 

hormonais) que ativam uma cascata intracelular de eventos. Tem sido demonstrado que os 

efetores nucleares e citoplasmáticos das vias apoptóticas ovarianas vêm de genes reguladores 

da apoptose não específicos de tecidos reprodutivos, estando presentes na maioria das células 

dos mamíferos (KORSMEYER, 1995; WYLLIE, 1995; TILLY, 1996). 

As dinâmicas ovarianas são orquestradas por mecanismos moleculares. As mais tardias 

são mediadas por moléculas pro e anti-apoptócticas. Algumas dessas moléculas estão 

envolvidas no processo de atresia (Bcl-2, TNF e caspases), seleção/perda folicular (BCL-2, 

Bax, FSH, inibina, Fas ligante, caspases) e luteólise (Fas/Fas ligante, caspase-3 Bax, pro-

inibina, BMP ligante, receptores) (HSUEH et al., 1996; HEIKINHEIMO et al., 1997; VAN 

NASSAUW et al., 1999; HU et al., 2001; FENWICK e HURST, 2002; ERICKSON e 

SHIMASAKI, 2003). 

Bcl-2, Bax e c-Myc são expressas nas células da granulosa tanto de ovários fetais como 

de adultos, sugerindo seu possível papel na atresia (NANDEKAR e DHARMA, 2001). Bcl-2 

é encontrado principalmente em folículos em desenvolvimento, enquanto Bax é vista 

principalmente em folículos atrésicos (VAN NASSAUW et al., 1999).  

A expressão de proteínas Bcl-2 está presente em todos os componentes do ovário fetal 

humano para impedir a atividade apoptótica extensiva (ABIR et al., 2002). Essa expressão 

está relacionada aos níveis de gonadotrofinas onde altos níveis desse hormônio aumentam a 

expressão da Bcl-2 e diminui a expressão de Bax (SUGINO et al., 2000). Em células da 

granulosa de folículos atrésicos é encontrada expressão da proteína p53, sugerindo que 

também exista alguma função dessa proteína durante a atresia folicular (KIM et al., 1999). 
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4.3. Nas células foliculares 

 

A presença de alterações apoptóticas encontradas nos compartimentos foliculares 

(células da teca - CT e células da granulosa murais - CG) são altamente variáveis, mesmo em 

folículos morfologicamente semelhantes. A ocorrência de fragmentação apoptótica do DNA 

em CT e CG murais não está bem correlacionada com a morfologia dos COC ou a 

morfologia do próprio folículo. Já o aparecimento de fragmentação das CG e das células do 

cumulus está relacionado com a morfologia dos COC (ZEUNER et al., 2003). 

PORTER et al. (2001) constataram que a presença da proteína Fas, do sistema Fas-

ligante/Fas-receptor, em CG e CT dependia do estágio folicular, demonstrando que elas 

possuem papel na sinalização para apoptose nos folículos. As CT podem secretar sinais 

indutores de apoptose sem exteriorizar em sua superfície de membrana moléculas receptoras 

indutoras de apoptose, evitando assim sua própria apoptose. 

Foi demonstrado que em folículos pequenos a relação Bax e Bcl-2 foi similar, já em 

folículos médios e grandes foi observada maior presença de Bax, sugerindo que folículos 

menores tendem a ser mais saudáveis que boa parte dos folículos grandes, que podem estar 

sendo submetidos ao início do processo de degeneração (YANG e RAJAHAMENDRAN, 

2000). 

 

4.4. Nas células do cumulus 

 

As células do cumulus (CC) possuem um importante papel na maturação e fertilização 

pela liberação e mediação de sinais para o oócito (TANGHE et al., 2002).  Estas células que 

estão ao redor do oócito, formando o complexo cumulus oócito (COC), ajudam no bloqueio 

da meiose pela formação de inibidores da maturação (CHANNING et al., 1980), promovem 

uma maturação citoplasmática apropriada, participam na mediação entre o estímulo do LH e 

o oócito na retomada da meiose (TANGHE et al., 2002; BUCCIONE et al., 1990; 

MATTIOLI, 1994).  

Muitas funções regulatórias das células do cumulus são realizadas pelas junções 

comunicantes (TANGHE et al., 2002), mas também são parcialmente exercidas pela 

liberação de substâncias como progesterona (LI et al., 2000), actina (SIDIS et al., 1998), 

inibina (IZADYAR et al., 1998) e inibidor da maturação oocitária (OMI) (CHANNING et 

al., 1980). Para manter os fatores parácrinos em ordem ou a sinalização na qual pode 
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influenciar o desenvolvimento do oócito, parece ser necessário um número suficiente de 

células do cumulus (HASHIMOTO et al., 1998).  

Os COC são controlados por vários mecanismos apoptóticos (TILLY, 1996). 

Atualmente vem sendo estudadas as possibilidades de células apoptóticas do cumulus 

influenciarem na maturação nuclear, citoplasmática e no desenvolvimento durante a pré-

implantação do embrião (YANG e RAJAMAHENDRAN, 2000). Foi demonstrado, em 

fêmeas de camundongo idosas, um aumento apoptótico em oócitos maturados com a 

presença de células do cumulus em relação aos oócitos maturados sem as CC (desnudos), 

evidenciando a possibilidade de indução de apoptose pelas CC de camundongos (PERES e 

TILLY, 1997). Em bovinos observou-se a ocorrência de apoptose em CG e CT, em folículos 

antrais em atresia, no entanto, contrariamente ao encontrado em camundogos, não foi 

observado apoptose nas CC (YANG e RAJAMAHENDRAN, 2000).  

YUAN et al (2005) observaram que, em bovinos, a ocorrência de apoptose nas células 

do cumulus foi proporcional ao seu número e grau de compactação. Porém, neste mesmo 

estudo, não foi observada apoptose no oócito bovino, demonstrando assim que diferenças na 

capacidade de desenvolvimento não são causadas pela apoptose no oócito. O grau de 

apoptose nas CC é refletido pela morfologia do COC e pode ser utilizada como parâmetro 

para o potencial de desenvolvimento oocitário. 

 

4.5. No oócito 

 

Mesmo com os progressos realizados no intuito de otimizar os sistemas de cultivo para 

oócitos bovinos in vitro, apenas 40% dos oócitos recuperados de ovários de matadouro 

conseguem se desenvolver até blastocisto (LONERGAN et al., 2003). Isto pode estar 

ocorrendo devido ao fato de que oócitos de qualidade inferior são predestinados a entrar no 

processo de apoptose. A ocorrência de apoptose em oócitos de fêmeas de ratos no estágio 

MII foi observada (TAKASE et al., 1995; FUJINO et al., 1996). Esses achados foram 

confirmados por PEREZ et al. (1999), que detectaram evidências de apoptose (fragmentação 

do DNA e atividade de caspases) em oócitos ovulados de fêmeas de ratos. 

No ovário, ocorre grande quantidade de apoptose durante a vida fetal e após o 

nascimento como parte integrante do desenvolvimento ovariano normal. A morte de células 

ovarianas é um processo essencial para manter a homeostasia da função ovariana. A 

fragmentação do DNA em oócitos (em particular oócitos em VG e MI) pode ser uma 

conseqüência do stress durante a maturação folicular ou estar correlacionada a condições de 
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hipoxia resultante do comprometimento da microcirculação nesses folículos (VAN 

BLERKOM, 1996). A apoptose pode então representar um caminho para eliminar oócitos 

com desordens numerais e estruturais. Porém, a morte celular programada também pode ser 

uma expressão do stress metabólico causado em condições de cultivo in vitro, como 

demonstrado por WU et al (2000) em oócitos humanos maturados in vitro. 

O DNA mitocondrial é mais sensível a mutações do que o DNA nuclear. Esta 

característica da mitocôndria parece ter um papel crucial no controle vida/morte do oócito 

(PEREZ et al., 2000). Disfunções estruturais, espaciais e genéticas que afetam a capacidade 

da mitocôndria em produzir ATP pela fosforilação oxidativa, podem afetar a organização 

normal do fuso e segregação cromossômica, o tempo do ciclo celular e o processo 

morfodinamico, alterando assim o desenvolvimento embrionário (VAN BLERKOM, 2004). 

Disfunções mitocondriais podem iniciar ou contribuir para ativação da apoptose.  

 

 4.6. Ação do NO na apoptose 

 

Diversos efeitos na citotoxidade podem ser causados pelo NO, mas seu efeito é mais 

complexo em relação à apoptose. A morte celular mediada pela apoptose é controlada por 

sinais celulares específicos. O óxido nítrico pode tanto proteger quanto mediar a célula desse 

tipo de morte celular, dependendo do tipo da célula, da sua concentração e do tempo de 

exposição ao NO. A proteção pode ocorrer em diferentes condições. Por exemplo, o NO 

protege os hepatócitos in vivo da apoptose induzida pelo TNFα (BOHLINGER et al., 1995) 

e também os folículos ovarianos da degeneração causada pela atresia em ratas (CHUN et al., 

1995). Por outro lado, o NO participa na apoptose de neurônios corticais (BONFOCO et al., 

1995), macrófagos (TERENZI et al., 1995) e células pancreáticas, entre outros (MESSMER 

et al., 1994). A morte celular mediada pelo NO em macrófagos é inibida por antagonistas 

dos fatores ativadores das proteínas quinase A e C, sugerindo que a transdução de sinais 

através destas proteínas está envolvida no mecanismo de ação do NO que leva à apoptose 

(MESSMER et al., 1995). 

A respiração celular não é apenas regulada pelas concentrações de O2 e ADP, mas 

também pelos níveis de NO (BOVERIS et al., 1999). Um dos primeiros alvos para a ação 

citotóxica do NO é a mitocôndria (MONCADA et al., 1991). A inibição da mitocôndria 

mediada pelo NO parece ter um componente reversível e irreversível. O NO pode interagir 

diretamente com a citocromo c oxidase para inibir reversivelmente a respiração celular 

(LISDERO et al., 1996; SHIVA et al., 2001) e esta interação ocorre quando o NO se 
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encontra em baixas concentrações. Entretanto, como ocorre em condições inflamatórias, o 

complexo I (NADH-ubiquinona oxidoredutase) e o complexo II (succinato-ubiquinona 

oxidoredutase) são irreversivelmente inibidos pelo NO (BROWN, 1995).  

Quando em baixas concentrações, o NO transmite sinais extracelulares para alvos 

intracelulares e regula a progressão da meiose. Quando em altas concentrações, o NO pode 

reagir com o superóxido (O2-) e produzir um outro radical ainda mais tóxico, o peroxinitrito 

(ONOO-) (ESPEY et al., 2000). Elevados níveis de NO podem inibir a glicólise, respiração 

mitocondrial e replicação do DNA (BRUNE e MOHR, 2001). Esta ação é acentuada pela 

desaminação da base dos nucleotídeos do NO e do peroxinitrito resultando em fragmentação 

do DNA. Altas concentrações de NO tem ação pro-apoptótica, aumentando a expressão do 

supressor tumoral p53 (HAENDELER et al., 1999) e a formação da proteína Bax, assim 

como causando a liberação do citocromo c e a queda nos níveis de glutationa 

(BUSTAMANTE et al., 2000) dando início aos caminhos apoptócitos.  

Foi demonstrado que um aumento na produção mitocondrial de NO está associado a 

uma diminuição da respiração mitocondrial, que diminui a GSH mitocondrial e libera o 

citocromo c durante o processo de apoptose em timócitos, sugerindo que o NO está 

envolvido no passo inicial da sinalização mitocondrial que leva  à apoptose (VALDEZ et al., 

2000). Estas reações podem levar a um aumento no número de oócitos danificados. Sendo 

assim, a ação do NO pode estar envolvida com patologias reprodutivas que elevam sua 

concentração. 

O entendimento do papel dos radicais livres na infertilidade feminina ainda não está 

completo.  Devido ao fato da existência de sistemas oxidativos e anti-oxidativos em vários 

tecidos reprodutivos femininos, sugere-se que a infertilidade e certas doenças reprodutivas, 

como a endometriose, podem ser causadas pelo estresse oxidativo (AGARWAL et al., 2003). 

Folículos pré-ovulatórios contêm muitas fontes de radicais livres, tais como macrófagos, 

neutrófilos e células da granulosa (OYAWOYE et al., 2003). O fluido folicular contém altas 

concentrações de antioxidantes, os quais protegem o oócito de danos produzidos pelos 

radicais livres.  

Em uma situação de estresse oxidativo as células apresentam dois mecanismos de 

defesa importantes: um tampão redutor tiol consistindo de pequenos peptídeos com 

moléculas sulfidrila redox-ativas: glutationa (GSH) e tiorredoxina (TRX), e um sistema 

enzimático (superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) 

(YU, 1994; GABBITA et al., 2000; MATÉS, 2000; DAVIS JÚNIOR et al., 2001; CURTIN 

et al., 2002). 
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Em condições normais, mais de 95% da GSH nas células está reduzida; portanto o 

ambiente intracelular é, normalmente, altamente redutor. Investigações sobre o papel da 

GSH na modulação da sinalização apoptótica sugerem que alterações redox no ambiente 

intracelular induzido por agentes citotóxicos também são modulados pela geração de EROs e 

pela extrusão de GSH das células (GHIBELLI et al., 1995). Vários estudos demonstram uma 

diminuição de GSH intracelular concomitante a um aumento em EROs no processo de morte 

celular por apoptose (ODA et al., 1999; XU e THORNALLEY, 2001). 

É possível que um desequilíbrio no sistema pro-oxidante/antioxidante no fluido 

folicular possa levar a um desenvolvimento anormal do oócito, assim como danificar seu 

DNA, citoesqueleto e membrana, prejudicando a fertilidade. O citoesqueleto participa da 

meiose nos oócitos, e esta etapa é um pré-requisito para que ocorra uma fertilização 

adequada. Pesquisas devem ser realizadas para se definir os mecanismos que estão 

envolvidos em doenças do trato reprodutivo feminino, causadas por radicais livres, e também 

para se criar novas estratégias que poderão conter o estresse oxidativo. 

 

5. Células do cumulus - oócito 

 

No folículo antral ovariano o cumulus oophorus é um grupo de células da granulosa 

intimamente associadas (chamadas de células do cumulus, CC), que possui um papel crucial 

durante os processos de maturação e fertilização em oócitos de mamíferos (TANGHE et al., 

2002). As CCs exercem uma importante função biológica: antes da ovulação, elas auxiliam 

na maturação citoplasmática e logo após a ovulação elas participam do controle na interação 

entre oócito e espermatozóide (TESARIK, 1990). As células do cumulus se comunicam 

umas com as outras e com o oócito via junções comunicantes (GILULA et al., 1978), que 

permite a transferência de pequenas moléculas como nutrientes e mensageiros entre células 

somáticas e germinativas (de LOOS et al., 1991).    

É bem estabelecido que o oócito precisa das CCs que o rodeia. Os oócitos não 

metabolizam bem a glucose (LEESE e BARTON, 1984) e são dependentes das CCs para 

produzir piruvato (LEESE e BARTON, 1985), outros glicolíticos e aminoácidos 

(COLONNA e MANGIA 1983), que são essências para o crescimento e desenvolvimento. 

Entretanto, foi demonstrado que o oócito não é simplesmente um recipiente passivo, mas sim 

um regulador chave do seu próprio desenvolvimento. Os oócitos são capazes de influenciar 

as CCs ao seu redor e regular seu microambiente através de uma sinalização parácrina, 
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utilizando fatores secretados pelo oócito (OSFs), como o fator de diferenciação do 

crescimento 9 (GDF-9) (GILCHRIST et al., 2008).. 

Enquanto promove o crescimento, o oócito também previne a morte das CCs. A 

remoção microcirúrgica dos oócitos do COC gera um aumento na apoptose das CCs, que é 

revertida pela exposição aos OSFs (HUSSEIN et al., 2005). Os oócitos são capazes de 

estimular a expressão de proteínas anti-apoptóticas (Bcl-2) e suprimir a expressão de 

proteínas pró-apoptóticas (Bax) nas CCs. Os OSFs também tem ação pró-apoptótica, sendo 

capazes de conter o efeito de injúrias externas que causariam morte celular (HUSSEIN et al., 

2005). 
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Efeito de diferentes formas de cultivo na ação do óxido nítrico na maturação e 

integridade de membrana plasmática de complexos cumulus-oócito de bovinos 

Influence of nitric oxide during cumulus expansion and membrane integrity on 

cumulus-oocyte complex cultured in different systems 

 

Kelen Salaroli Viana1 Maria Clara Caldas-Bussiere1 Carla Sobrinho Paes de Carvalho1 Bruna 

Lomba Dias1 Verônica R Lanes2 Celia Raquel Quirino1 

 

RESUMO 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar se as diferentes formas de cultivo (gota de 

150µL de meio coberta com óleo x placa de quatro poços com 500µL de meio) interferem no 

efeito do óxido nítrico (NO) sobre a maturação e a integridade da membrana plasmática do 

complexo cumulus-oócito de bovinos pela adição de diferentes concentrações de 

nitroprussiato de sódio (SNP, doador de óxido nítrico). Não foi observada diferença (P>0,05) 

entre as formas de cultivo quando se avaliou a integridade de membrana plasmática e 

expansão das células do cumulus (CC). Contudo, foi observado que oócitos dos grupos 

controle e 10-3M de SNP cultivados em placa apresentaram maior porcentagem de membrana 

íntegra do que os mesmos grupos cultivados em gota (P<0,05). Quando se avaliou o tipo de 

tratamento, observou-se que a adição de 10-3M de SNP causou um efeito inibitório na 

expansão e diminuiu a integridade da membrana das CC e oócito, tanto no cultivo em gota 

sob óleo quanto em placa, diferindo do grupo controle e do 10-5 M de SNP (P<0,05). 

Semelhante à expansão, a forma de cultivo não interferiu na extrusão do primeiro corpúsculo 
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polar (P>0,05), porém, a adição de 10-3M de SNP inibiu esta tanto no cultivo em gota quanto 

em placa (P<0,05). Houve um efeito dose-resposta na concentração de NO no meio de 

maturação em ambos os tipos de cultivo (P<0,05), sendo que esta foi maior no meio de 

cultivo em gota, exceto quando se adicionou 10-3M de SNP, onde não houve diferença nas 

diferentes formas de cultivo. Esses dados mostram que o sistema de cultivo não interferiu na 

ação do NO na maturação in vitro de COC bovinos, mas interferiu na integridade da 

membrana plasmática do oócito.  

 

Palavras-chave: óxido nítrico, integridade de membrana plasmática, maturação do 

complexo cumulus-oócito, diferentes formas de cultivo, bovino. 

 

ABSTRACT 

 

The aim of the present study was to evaluate the effect of NO on the cumulus expansion and 

membrane integrity by the addition of nitroprussiato of sodium (SNP) in the medium of 

maturation of complex cumulus-oócitos (COC) bovine and if the different forms of culture 

(drop of 150µL of way covered with oil x plate of four wells with 500µL of way) intervenes 

with this effect.. No significant effect was observed between different forms of culture 

(drop/plate) (P>; 0,05), as much for membrane integrity as for expansion of the CC. 

However, difference between the treatments was observed, since the addition of SNP 10-3M 

showed an inhibitory effect on the membrane integrity and expansion, in both culture in 

drops under oil and plate, differing from control and of the 10-5M of SNP, respectively. The 

concentration of NO on the maturation medium was different between the treatments and 

types of culture (P<0.05). These data demonstrate that the addition of high concentration of 
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NO to the maturation medium was harmful to the CC in different systems and it leads to 

death of cumulus cells. 

Key-words: nitric oxide, membrane integrity, cumulus expansion, bovine. 

 

INTRODUÇÃO 

O óxido nítrico (NO) é um gás altamente reativo com uma meia-vida curta. Ele é 

rapidamente oxidado para nitrato (NO3
-) e nitrito (NO2

-), dois produtos estáveis do 

metabolismo do NO. Por ser um gás difusível e lipolítico, o NO é um importante mensageiro 

inter e intracelular que está envolvido em várias etapas da reprodução como esteroidogênese 

(FAES et al., 2009), integridade da membrana plasmática de células do cumulus (MATTA et 

al., 2009), células da granulosa antrais (FAES et al, 2009) e de espermatozóides (LEAL et al. 

2009), além da sobrevivência folicular, ovulação, fertilização e implantação embrionária 

(THALER & EPEL, 2003).  

No folículo ovariano antral, o cumulus oophorus é um grupo de células da granulosa 

(chamadas células do cumulus - CC), o qual possui papel crucial durante o crescimento e 

desenvolvimento oocitário, e nos processos de maturação e fertilização em mamíferos 

(TANGHE et al., 2002). Foi demonstrado que a adição de 10-5 M de nitroprussiato de sódio 

(SNP, doador de NO) aumentou a taxa de produção de blastocistos bovinos produzidos in 

vitro (VIANA et al., 2007), enquanto alta concentração de NO (10-3 M de SNP) diminui a 

taxa de COC que apresentaram expansão das células do cumulus e que alcançaram a 

metáfase II (TAO et al., 2005; VIANA et al., 2007). VIANA et al. (2007) sugeriram que este 

efeito deletério possa ter sido mediado pela ação na integridade da membrana plasmática, 

visto que a retirada das CC foi realizada com muita facilidade, além do fato de que durante a 

manipulação do oócito para retirada da zona pelúcida, a membrana plasmática de todos os 

oócitos tratados com !0-3 M de SNP se rompia.  
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A maturação in vitro (MIV) de oócitos é comumente realizada usando gotas de meio 

de cultivo cobertas com óleo mineral (KA et al., 1997; SHIMADA et al., 2001). Estudos 

recentes têm utilizado cultivo com placa de quatro poços, utilizando um maior volume de 

meio de maturação. Esse tipo de sistema de cultivo dispensa a utilização do óleo mineral 

para evitar a evaporação do meio e alteração da osmolaridade, além de aumentar a 

disponibilidade de nutrientes e diminuir o estresse causado pela liberação de toxinas 

produzidas pelo COC durante a maturação (KORHONEN et al., 2008; OKAWARA et al., 

2009). Devido à alta capacidade do óleo em absorver substâncias lipossolúveis, envolvidas 

tanto na MIV como na integridade da membrana plasmática, a concentração dessas pode ser 

alterada no meio de cultivo durante a maturação do COC (FUNAHASHI et al., 1994). 

Assim, no tradicional sistema de MIV, o cultivo de COC em meio coberto com óleo mineral 

pode estar limitando a capacidade de desenvolvimento dos oócitos maturados in vitro. Sendo 

assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar se as diferentes formas de cultivo (gota de 

150µL de meio coberta com óleo x placa de quatro poços com 500µL de meio) interferem no 

efeito do NO sobre a maturação e a integridade da membrana plasmática do complexo 

cumulus-oócito de bovinos pela adição de diferentes concentrações de SNP. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Todos os reagentes utilizados foram da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA), exceto os mencionados no texto. Ovários de vacas mestiças cíclicas foram obtidos 

semanalmente em abatedouros. Após a coleta, os ovários foram imediatamente colocados em 

frascos contendo solução salina e antibiótico em temperatura ambiente. Os folículos foram 

aspirados usando seringa de 10 mL e os complexos cumulus-oócito (COC) foram 

imediatamente colocados em meio de lavagem [TCM 199-HEPES acrescido de 5% de soro 

fetal bovino (SFB) e antibióticos - 100 UI/mL de penicilina e 100 UI/mL de estreptomicina]. 
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A esse meio foi adicionado 3-isobutil-1-metil-xantina (IBMX, 0,5 mM) para manter o 

bloqueio da meiose durante o período de manipulação dos mesmos. Após a seleção, os COC 

foram lavados 4 vezes em gotas de 1000 µL em meio de lavagem sem IBMX antes de serem 

colocados no meio de maturação. Somente os COC que apresentavam mais de três camadas 

de CC e ooplasma homogêneo foram selecionados. 

Foram utilizados 30 COC para cada tratamento e cada experimento foi repetido 4 

vezes. Oócitos selecionados foram distribuídos aleatoriamente em gotas de 150 µL cobertas 

com óleo mineral ou em placas de quatro poços com 500 µl de meio de maturação [TCM 199 

suplementado com 10% de SFB, 0,5 µg/mL de FSH (Folltropin-V, Bioniche, Beleville, 

Canadá), 5 µg/mL de LH (Lutropin-V, Bioniche, Beleville, Canadá), e antibióticos (100 

UI/mL de penicilina e 100 UI/mL de estreptomicina – Merck, Darmstadt, Germany] e 

mantidos por 24 h em estufa a 38,5° C, em atmosfera de 5% de CO2. Os tratamentos 

consistiram da adição de 0 (controle), 10-5 e 10-3 M de SNP.  

O grau de expansão do cumulus foi avaliado 24 h após o início da maturação in vitro, 

utilizando um método de classificação subjetiva proposto por TAO et al. (2004) onde: Grau 1 

(G 1) - reposta mínima; Grau 2 (G 2) - expansão das camadas externas; Grau 3 (G 3)- 

expansão de todas as camadas, exceto da corona radiata e Grau 4 (G 4) - expansão de todas 

as camadas. 

Foi utilizado método de coloração dupla para avaliar a integridade da membrana 

plasmática das CC. Dois corantes fluorescentes foram utilizados: brometo de etídio, o qual 

marca apenas o núcleo de células que apresentam membrana alterada (cor vermelha), 

caracterizando então morte celular; e laranja de acridina, o qual marca o DNA de células 

vivas (cor verde). Ambos corantes foram diluídos na concentração de 100 µg/mL. Para cada 

90µL de PBS suplementado com 5% de SFB, 10µL da solução contendo os dois corantes 

(1:1) diluído em PBS foi adicionado. Após o período de maturação, os COC foram desnudos 
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mecanicamente por pipetagem em PBS com 5% de SFB. Os oócitos foram retirados do meio 

e as CC centrifugadas (700 x g) por 10 min e resuspensas em PBS com 5% de SFB contendo 

os corantes. As células foram colocadas entre lâmina e lamínula, levadas ao microscópio de 

epifluorescência (400x) (NIKON - Eclipse TE300/TE200, Melville, N.Y., USA) para 

contagem (200-250 células de cada tratamento). O meio de maturação foi coletado e 

estocado a –20°C para futura dosagem de NO.  

Para observação da integridade da membrana plasmática dos oócitos foi utilizada 

marcação dupla com Hoescht, o qual marca o DNA de células vivas (cor azul) e Iodeto de 

propídeo (IP - o qual marca apenas o núcleo de células que apresentam membrana alterada 

(cor vermelha). Após o período de maturação, os oócitos foram desnudos e expostos ao 

Hoescht 33258 (10 µg/mL) por 5 min e após este período, ao IP (5 µg/mL) por 5 min. Os 

oócitos foram colocados entre lâmina e lamínula com glicerol e observados individualmente 

com auxílio do microscópio (NIKON - Eclipse TE300/TE200, Melville, N.Y., USA)(400x). 

Os oócitos foram divididos em dois grupos: 1) com membrana plasmática íntegra, 

apresentando núcleo corado em azul (marcado com Hoescht) e 2) com perda da integridade 

da membrana plasmática, apresentando núcleo corado em vermelho (marcado com IP)  

A extrusão do primeiro corpúsculo polar (CP) foi avaliada pela coloração com Hoescht 

33258 (10 µg/mL) por 5 min. Os oócitos foram classificados como com CP (quando se 

observou presença de CP) e sem CP ( quando não se observou presença de CP). 

A concentração de nitrato/nitrito (NO3
-/ NO2

-), metabólitos estáveis do NO, foi 

determinada pelo método baseado na reação colorimétrica de Griess (RICART-JANE et al., 

2002). Todas as soluções foram protegidas da luz desde a preparação até o ensaio. A curva 

padrão de nitrito de sódio foi diluída em meio de maturação contendo valores de 0,5 a 

100µM. As análises foram realizadas em espectofotômetro (Multiskan EX Primary EIA V 
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2.1-0). Com os valores da absorbância foi montado um gráfico de dispersão. A relação entre 

a absorbância e concentração de nitrato/nitrito foi linear (R2=0,98; P<0,05).  

Os dados foram avaliados usando o SAS (Statistical Analysis System, Cary, NC, 

USA) pela análise de variância (ANOVA) para verificar se o sistema de cultivo (gotas 

cobertas com óleo e placa de quatro poços) interfere no efeito do NO (10-5 e 10-3 M de SNP) 

na maturação e na integridade da membrana plasmática dos COC. As médias foram 

comparadas pelo teste t a 5% de probabilidade. 

 

RESULTADOS 

O grau de expansão dos COC do grupo controle e do grupo tratado com 10-5M de SNP 

foi semelhante nos dois tipos de cultivo (tabela 01; figura 1, A e B), contudo, a expansão foi 

inibida (P<0,05; Figura 1, de A a C) quando se adicionou 10-3M de SNP no meio de cultivo 

tanto em gota coberta com óleo (69±10,4% em G1) como em placa de quatro poços 

(61,2±7,2% em G1). 

Não houve diferença na integridade de membrana das células do cumulus quando os 

diferentes tipos de cultivo foram comparados (P>0,05). Porém, ocorreu diferença na 

integridade de membrana entre os oócitos dos grupos controle e 10-3 M de SNP. O cultivo 

em placa apresentou uma maior porcentagem de oócitos com membrana íntegra (oócitos IP(-

): controle: 91,8±3,1%-óleo e 100±0,0%-placa; 10-3 M: 6,7±2,8%-óleo e 19,3±8,1%-placa; 

P<0,05; tabela 2). Quando se avaliou o efeito do tratamento, a adição de 10-3M de SNP 

promoveu uma diminuição no número de células com membrana íntegra em ambos os tipos 

de cultivo (0,75±0,5% das CC e 6,7±2,8% dos oócitos IP(-) na gota e 0,5±0,5% das CC e 

19,3±8,2% dos oócitos IP(-) na placa; P<0,05; Figura 1, de D a F; tabela 2). 

A forma de cultivo não interferiu na percentagem de oócitos que apresentaram 

extrusão do primeiro corpúsculo polar (CP) (P>0,05), porém quando se avaliou o tipo de 
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tratamento, foi observada uma inibição da extrusão do CP quando se adicionou 10-3 M de 

SNP (P<0,05) em ambas as formas de cultivo. 

Houve um efeito dose-resposta na concentração de NO no meio de maturação após 24 

h em ambas as formas de cultivo (P<0,05), sendo que esta foi maior no meio de cultivo em 

gota, exceto quando se adicionou 10-3M de SNP, onde não houve diferença nas diferentes 

formas de cultivo (P>0,05; figura 2). 

 

DISCUSSÃO 

No presente estudo, observaram que os COC do grupo controle e 10-5M de SNP 

apresentaram expansão semelhante nos dois tipos de cultivo, gota coberta com óleo e placa. 

Porém, essa expansão foi inibida quando se adicionou 10-3M de SNP no meio de cultivo 

tanto em gota como na placa, corroborando com os resultados observados por VIANA et al. 

(2007), onde foi observada uma inibição da expansão das células do cumulus de COC 

cultivados em gota uilizando-se a mesma concentração desse doador de NO. Esses dados 

mostram que o efeito na expansão das CC pela adição de 10-3M de SNP no meio se manteve, 

mesmo sendo utilizada uma proporção maior oócito/meio (1 oócito/16,7 µL de meio) em 

relaçãoà observada na gota (1 oócito/ 5 µL de meio), sendo também independente da 

presença de óleo no meio de cultivo.  

Além disso, foi observado que após o período de maturação, o meio de cultivo dos 

COC na gota com óleo dos grupos controle e 10-5M de SNP apresentou alteração da sua 

coloração, perdendo sua aparência rósea e se tornando amarelado (dados não mostrados), 

levando a sugerir que houve uma alteração no pH do meio. Essa alteração não foi observada 

no tratamento com 10-3M de SNP, provavelmente devido ao fato de que como houve inibição 

da expansão das células do cumulus, houve inibição da produção de ácido hialurônico (AH) 

que como em suínos (YOKOO et al. 2008), apresenta relação direta com a expansão das CC. 
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No cultivo em placa não foi observado alteração na coloração do meio, demonstrando que 

uma maior proporção oócito/volume de meio de cultivo presente na placa (1 oócito/16.7 µl 

de meio) versus a observada na gota (1 oócito/5 µl de meio) previne a alteração do pH 

causada pela produção do ácido hialurônico, deixando o meio mais estável, além da presença 

de uma maior quantidade de substâncias antioxidantes disponíveis ao oócito e uma menor 

percentagem de substâncias oxidantes oriundas do metabolismo dos COC.  

No presente experimento foi demonstrado que não houve diferença na integridade da 

membrana das células do cumulus oriundas de COC cultivados em gotas ou placa quando 

estas foram avaliadas pela coloração com LA/BE. Apesar desse resultado, os COC 

cultivados na placa se apresentaram mais homogêneos e mais claros quando comparados aos 

cultivados em gotas (dados não mostrados). Ao se avaliar a integridade de membrana dos 

oócitos, foi observada diferença entre o sistema de cultivo nos grupos controle e 10-3M de 

SNP, onde o cultivo em placa apresentou um melhor resultado. Porém, essa diferença não foi 

observada no grupo 10-5M de SNP. Este resultado foi obtido porque o controle em placa 

apresentou 100% de integridade em relação ao resultado observado em gota (91,3±3,1 %). 

Assim, a adição de 10-5 M de SNP na placa não tinha como aumentar a integridade da 

membrana plasmática do oócito, como ocorreu na gota. Contudo, os COC cultivados em 

placa tratados com 10-3 M de SNP apresentaram uma integridade de membrana maior do que 

os cultivados em gota, provavelmente pela maior relação entre oócito/meio. Esses dados 

sugerem que o cultivo em placa proporciona um ambiente mais favorável para o cultivo de 

COC bovino do que em gota.  

A adição de 10-3M de SNP no meio de maturação inibiu a extrusão do primeiro 

corpúsculo polar, corroborando com os resultados obtidos por VIANA et al. (2007), que 

demonstraram que a adição da mesma concentração de SNP no meio de maturação em gota 

inibiu a progressão da meiose de oócitos bovinos. Juntos, esses dados levam a sugerir que a 
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adição de alta concentração de NO no meio de maturação induz à morte celular e 

conseqüente ausência da expansão das células do cumulus, ocorrendo assim alteração na 

maturação de oócitos bovinos.  

A concentração de NO no meio de maturação do grupo controle e 10-5M de SNP na 

gota foi maior do que na placa devido ao fato de que na placa existe uma maior proporção de 

oócito/meio (1/16,7), fazendo com que o NO produzido pelo COC seja mais diluído no meio. 

Porém, isto não foi observado quando se adicionou 10-3M de SNP, onde não foi observada 

diferença entre os tipos de cultivo, sugerindo que este NO possa ter migrado para o óleo após 

alcançar um certo grau de saturação no meio de maturação. 

A presença de morte celular nas CC cultivadas em placa ou em gota e a constatação de 

que a adição da concentração de NO deletéria no meio de maturação não foi diferente entre 

os diferentes tipos de cultivo demonstram que a ação do NO ao induzir a morte celular é 

independente do tipo de sistema de cultivo, levando a sugerir que tais parâmetros envolvem 

mecanismos independentes de substâncias lipossolúveis. 

 

CONCLUSÕES 

Os resultados deste trabalho mostraram que: 1) o tipo de cultivo não interferiu na 

resposta das CC a diferentes concentrações de NO; 2).o sistema de cultivo não interferiu na 

ação do NO na maturação in vitro de complexos cumulus-oócito bovinos, contudo interferiu 

na integridade da membrana plasmática do oócito de COC tratados com alta concentração de 

NO e 3) o sistema de cultivo em placa utilizado durante a maturação in vitro de oócitos 

bovinos aumenta a integridade da membrana plasmática do oócito. Mais estudos devem ser 

realizados para avaliar se a presença do óleo pode estar levando a alguma alteração na 

maturação oocitária que pode ter conseqüências durante o desenvolvimento embrionário ou 

mesmo fetal, diminuindo o número de bezerros nascidos oriundos da FIV.  
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Tabela 1: Efeito da adição de diferentes concentrações de SNP durante a maturação in vitro 

de oócitos bovinos na expansão das CC em diferentes formas de cultivo 

Tratamento/ 

SNP 

Óleo Placa 

Controle 10-5 M 10-3 M Controle 10-5 M 10-3 M 

G1 0 b 0 b 69,7±10,4 a 0 b 0 b 61,2±7,2 a 

G2 0 b 0 b 30,3±10,4 a 0 b 0 b 38,8±7,2 a 

G3 24,7±19,3 b 37±6,3 b 0 a 13,8±10,1 b 12,7±9,8 b 0 a 

G4 75,2±19,3 b 63±6,2 b 0 a 86,3±10,1 b 87,3±9,1 b 0 a 

O grau de expansão foi observado 24 h após o período de cultivo. Foi utilizado um sistema 

de escala subjetivo de 1 a 4 descritos a seguir:  grau 1 (G 1) - reposta mínima; grau 2 (G 2) - 

expansão das camadas externas; grau 3 (G 3)- expansão de todas as camadas, exceto da 

corona radiata e grau 4 (G 4) - expansão de todas as camadas. a-bLetras diferentes na mesma 

linha indicam diferença entre tratamentos (P<0,05). Foram utilizados 30 COC para cada 

repetição. Os dados são apresentados como média ± SD da percentagem de quatro 

repetições.  
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Tabela 2: Integridade das células do cumulus de COC cultivados em diferentes formas de 

cultivo (em gotas cobertas com óleo ou em placas de quatro poços) com adição de diferentes 

concentrações de SNP  

Tratamento Controle 10-5 M 10-3 M 

Brometo de etídeo negativo (% - CC) 

Óleo 70,2±7,5a 76,1±13,4a 0,75 ± 0,5b 

Placa 77,6±11,5a 81,4±8,0a 0,5±0,5b 

Iodeto de propídeo negativo (% - oócitos) 

Óleo  91,8±3,1bA 97,2±3,3cA 6,7±2,8aA 

Placa 100,0±0,0bB 100,0±0,0bA 19,3±8,1aB 

 

Letras minúsculas na mesma linha indicam diferença entre os tratamentos (P<0,05).  

Letras maísculas na mesma coluna indicam diferença entre tipo de cultivo. Os dados são 

apresentados como média ± SD de quatro repetições em percentagem.  

BE(-) e IP(-) = células com membrana plasmática íntegra (CC e oócito, respectivamente). 
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Tabela 3: Extrusão do primeiro corpúsculo polar de oócitos cultivados em diferentes formas 

de cultivo (em gotas cobertas com óleo ou em placas de quatro poços) após a adição de 

diferentes concentrações de SNP  

Tratamento  Óleo (%CP) Placa (%CP) 

Controle 64,6±5,1aA 69,5 ± 7,5aA 

SNP(M)   
10-5 67,2±3,1aA 74,5 ± 7aA 

10-3 0,0±0,0bA  0,0 ± 0,0bA 

Diferentes letras minúsculas na mesma coluna indicam diferença entre os tratamentos e 

diferentes letras maiúsculas na mesma linha indicam diferença entre as formas de cultivo 

(P<0,05). Os dados são apresentados como média ± SD de quatro repetições em 

percentagem. CP = corpúsculo polar. 
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Figura 1: Fotomicrografia representativa da expansão e integridade de membrana das células 
do cumulus. De A a C: Expansão das células do cumulus de COC cultivados em 0 (A – 
controle), 10-5 (B) e 10-3 M de SNP (C). De D a F: Integridade das células do cumulus de 
COC cultivados na ausência de SNP (D – controle) e após a adição de 10-5 (E) e 10-3 M de 
SNP (F). Células marcadas em vermelho (brometo de etídio) indicam células com perda da 
integridade de membrana e em verde (laranja de acridina) indicam células com membrana 
íntegra. Células do cumulus de cada tratamento mostraram comportamento semelhante nas 
diferentes formas de cultivo. As CC mostradas são de COC cultivados em placas. 
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Figura 2: Concentração de NO no meio de maturação in vitro de complexos cumulus-oócito 

(n=30) cultivados em gota (150 µL) coberta com óleo mineral e placa de quatro poços (500 

µL). Médias seguidas por letras maiúsculas diferentes (A-C) mostram diferença (P<0,05) 

para cada tratamento cultivado em gota. Médias seguidas por letras minúsculas diferentes (a-

c) mostram diferença (P<0,05) para cada tratamento cultivado em placa. (*) = diferença entre 

formas de cultivo. Os dados representam a média ± SD de quatro repetições. 
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Resumo 

O efeito da adição de diferentes concentrações de nitroprussiato de sódio (SNP; 10-5 e 

10-3 M), doador de óxido nítrico (NO), na maturação in vitro de oócitos bovinos foi avaliado 

após 24 h de cultivo. Os seguintes experimentos foram realizados: 1) avaliação da 

viabilidade e integridade da membrana oocitária pela coloração com Anexina V/iodeto de 

propídio e Hoescth/iodeto de propídio, respectivamente; 2) organização do citoesqueleto e 

grânulos corticais por imunofluorescência; 3) concentração intra-oocitária de glutationa e 

concentração de NO3
-/NO2

- pelo método de Griess e 4) desenvolvimento embrionário. No 

experimento 1, foi observado que a adição de 10-5 M de SNP não alterou a viabilidade e 

integridade da membrana plasmática, porém a adição de 10-3 M promoveu perda da 

viabilidade e integridade da membrana plasmática de todos os oócitos (P<0,05). No 

experimento 2, foi observada alteração apenas após a adição de 10-3 M de SNP, onde não 

ocorreu a organização do citoesqueleto. A adição de 10-5 M aumentou a percentagem de 

migração dos grânulos corticais (P<0,05), porém não houve diferença entre o grupo controle 

e o tratado com 10-3 M de SNP (P>0,05). No experimento 3, a concentração de NO no meio 

de cultivo aumentou à medida que a concentração de SNP adicionada ao meio aumentou 

(P<0,05) e após a adição de 10-3 M de SNP, a concentração de glutationa diminuiu (P<0,05). 

No experimento 4, foi observado um aumento no número de células totais no embrião 

eclodido quando se adicionou 10-5 M de SNP. Esses resultados mostram que: 1) adição de 

10-5 M de SNP aumentou a qualidade da maturação oocitária, apresentando uma maior 

percentagem de migração de grânulos corticais e número de células embrionárias totais no 

blastocisto eclodido; 2) a adição de 10-3 M de SNP causou um efeito citotóxico, levando à 

morte celular, porém não alterou a distribuição dos grânulos corticais.  

Palavras-chave: oócito, óxido nítrico, citoesqueleto, integridade celular, glutationa, 

desenvolvimento embrionário 
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1. Introdução 

Maturação in vitro (MIV) é uma técnica comumente usada que permite aos oócitos 

saírem do estádio de vesícula germinativa (VG) e alcançarem a metáfase II (MII). Oócitos 

maduros podem então ser fertilizados e cultivados in vitro até o estádio de blastocisto. 

Porém, a maturação de oócitos in vitro resulta em uma menor porcentagem de mórula e 

blastocistos quando comparados com aqueles maturados in vivo (Lonergan et al., 2003; 

Peterson e Lee, 2003).  

O status nuclear e citoplasmático do oócito no momento da fertilização é o maior fator 

determinante para seu desenvolvimento embrionário. Freqüentemente, uma maturação 

citoplasmática in vitro deficiente é refletida em uma baixa habilidade do oócito em formar 

um pró-núcleo masculino e desenvolver para o estádio de blastocisto após a inseminação in 

vitro. Esta deficiência pode estar relacionada às condições de cultivo (Nagano et al., 2006), 

podendo ocasionar alterações na progressão da meiose (Sanfins et al., 2004; Liu et al., 2005), 

organização do fuso (Sanfins et al., 2004; Sanfins et al., 2003) e dos grânulos corticais (Liu 

et al., 2005; Ducibella et al., 1990), bem como na concentração de glutationa (GSH) (de 

Matos et al., 1997; Geshi et al., 2000).  

O óxido nítrico (NO) é um importante mensageiro inter e intracelular que está envolvido 

em várias etapas da reprodução em bovinos como esteroidogênese (Faes et al., 2009), 

sobrevivência folicular, ovulação, fertilização, implantação embrionária (Thaler e Epel, 

2003) e maturação oocitária (Matta, et al., 2009, Viana et al., 2007; Schwarz et al., 2008 a, 

b).  

Além da ação como sinalizador, o NO é um gás eletricamente neutro, com baixo peso 

molecular, o que possibilita atravessar a membrana plasmática por difusão simples, podendo 

ter ação como radical livre. Ele é rapidamente oxidado para nitrito (NO2
-) e nitrato (NO3

-), 

dois metabólitos estáveis (Norman e Cameron, 1996). O NO é sintetizado pela óxido nítrico 
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sintase (NOS), uma enzima que converte L-arginina em L-citrulina e NO, na presença de 

oxigênio e vários co-fatores como Ca2
+/calmodulina, tetrahidrobiopterina, dinucleotídeo 

adenina flavina, mononucleotídeo flavina e dinucleotídeo nicotinamida adenina fosfato 

(Rettori e Mccann, 1998).  

Já foi demonstrado que a adição de nitroprussiato de sódio (SNP, 10-5 M), um doador de 

óxido nítrico, no meio de maturação de oócitos bovinos cultivados em gota coberta com 

óleo, aumenta a percentagem de migração de grânulos corticais e produção de blastocistos in 

vitro, enquanto que a adição de 10-3 M inibe a progressão da meiose e expansão das células 

do cumulus (Viana et al., 2007). Estes dados mostram que o NO tem participação em vias 

tanto de sinalização para aumento da qualidade da maturação, como para a morte celular, 

dependendo de sua concentração no meio de maturação in vitro de oócitos bovinos, como 

demonstrado em outras espécies (Nakamura et al. 2002; Bu et al. 2003). Schwarz et al. 

(2008a) também observaram em bovinos uma inibição da maturação nuclear após a adição 

de alta concentração de s-nitroso-n-acetil-l,l-penicilamina (SNAP), doador de NO no meio de 

cultivo. 

Sendo assim, o presente estudo foi conduzido para investigar alterações morfológicas 

(viabilidade e integridade da membrana oocitária, organização do citoesqueleto e grânulos 

corticais) e bioquímicas (concentração intra-oocitária de glutationa e concentração de NO no 

meio de maturação) após a adição de diferentes concentrações de NO no meio de maturação 

de oócitos bovinos e seu reflexo no desenvolvimento in vitro de embriões, visando 

determinar a concentração ideal de NO para o meio utilizado na MIV de oócitos bovinos 

realizada em placa de quatro poços sem a presença de óleo mineral.  

Estes dados poderão ser de grande importância na formulação de um meio de maturação 

in vitro que proporcione melhores condições de desenvolvimento embrionário, assim como 
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no entendimento de enfermidades reprodutivas que levam a uma alteração do ambiente intra-

folicular, com posterior alteração da maturação do oócito in vivo. 

 

.2. Material e métodos 

 

2.1. Coleta dos ovários e obtenção dos complexos cumulus oócito 

Todos os reagentes utilizados foram da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), 

exceto os mencionados no texto. Ovários de vacas cíclicas em idades variadas foram obtidos 

semanalmente em abatedouros. Após a coleta, os ovários foram imediatamente colocados em 

frascos contendo solução salina 0,9% e antibióticos (100 UI/mL de penicilina e 100 UI/mL 

de estreptomicina – Merck, Darmstadt, Germany) em temperatura ambiente (ao redor de 30 

oC). Os folículos foram aspirados e os complexos cumulus-oócito (COC) foram 

imediatamente colocados em meio de lavagem (TCM 199-HEPES acrescido de 5% de soro 

fetal bovino (SFB) e antibióticos. A esse meio foi adicionado 3-isobutil-1-metil-xantina 

(IBMX, 0,5 mM) para manter o bloqueio da meiose durante o período de manipulação dos 

mesmos. Após a seleção, os COC foram lavados por 4 vezes em gotas de 1000 µL em meio 

de lavagem sem IBMX antes de serem colocados no meio de maturação. Somente os COC 

que apresentavam mais de três camadas de células do cumulus e citoplasma homogêneo 

foram utilizados. 

 

2.2. Maturação in vitro 

Oócitos (n=30) selecionados foram transferidos para placas de quatro poços com 500 µL 

de meio de maturação (TCM 199 suplementado com 10% de SFB, 0,5 µg/mL de FSH 

(Folltropin-V, Bioniche, Beleville, Canadá), 5 µg/mL de LH (Lutropin-V, Bioniche, 

Beleville, Canadá), e antibióticos e mantidos em estufa a 38,5°C, em atmosfera de 5% de 
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CO2 em ar. Após o período de maturação (24 h), os COC foram removidos e o meio de 

cultivo foi coletado e estocado a –20 °C até o dia da dosagem de NO. Foram realizadas 4 

repetições para cada tratamento.  

 

2.3. Determinação da viabilidade ooctária 

A viabilidade dos oócitos foi determinada utilizando-se a marcação com Anexina V-

FITC (Laboratório Amarantes-Mendes, Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 

São Paulo-SP, Brasil), uma proteína ligada a um fosfolipídio que detecta a translocação do 

fosfolipídio fosfatidilserina do interior para o exterior da membrana citoplasmática, que 

ocorre durante os estádios iniciais da apoptose. A coloração foi realizada de acordo com as 

instruções do fabricante. Os oócitos foram lavados em tampão de ligação (10 mM Hepes, 

150 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2 e 1,8 mM CaCl2 - pH=7.4) e logo depois colocados 

em gotas de tampão de ligação contendo anexina V-FITC (1:500) e incubados por 20 min em 

temperatura ambiente e no escuro. Após o período de incubação, os oócitos foram colocados 

em solução iodeto de propídio (IP - 100µg/mL em tampão de ligação) para marcação dupla. 

Em seguida, os oócitos foram lavados duas vezes em gotas de 500µL de tampão de ligação e 

visualizados com auxílio de um microscópio de epifluorescência (NIKON - Eclipse 

TE300/TE200, Melville, N.Y., USA)(400x). Os oócitos foram classificados em dois grupos: 

1) oócito inviável com núcleo positivo para IP e membrana positiva para Anexina-V, o qual 

indica perda da viabilidade celular e 2) oócito viável com núcleo negativo para IP e 

membrana negativa para Anexina-V.  

 

2.4. Determinação da integridade da membrana plasmática oocitária 

Após o período de maturação, os oócitos foram desnudos e expostos ao Hoescht 33258 

(10 mg/mL) por 5 min e após este período, ao IP (10 µg/mL) por 5 min para observação da 
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integridade celular. Os oócitos foram colocados entre lâmina e lamínula com glicerol e 

observados individualmente com auxílio do microscópio (NIKON - Eclipse TE300/TE200, 

Melville, N.Y., USA)(400x). Os oócitos foram divididos em dois grupos: 1) com membrana 

íntegra, apresentando núcleo corado em azul (marcado com Hoescht) e 2) com perda da 

integridade da membrana plasmática, apresentando núcleo corado em vermelho (marcado 

com IP)  

 

2.5. Determinação da organização dos microtúbulos e microfilamentos 

Para avaliação da formação dos microtúbulos, foi utilizada imunofluorescência com 

anticorpo monoclonal específico. Os oócitos foram desnudados e fixados em 3,7% de 

paraformaldeído (P6148), mais 0,6% Triton X-100 (USB, 9002-93-1) em PBS (livre de 

cálcio e magnésio) com 0,1% de álcool polivinílico (PVA – P8136) por 30 min; lavados por 

três vezes em PBS com 0,1% de PVA (PP); bloqueados com 3% de soro de cabra 

(Invitrogen, 16210-064) em PP por 45 min. Os oócitos foram incubados com anticorpo anti-

alfa tubulina conjugada com FITC (F2168) (1:100) em PP por 1 h e depois marcados com 10 

µg/mL de iodeto de propídio (P4170) em PP por 15 min; lavados por três vezes em PP e 

montados entre lâmina e lamínula com glicerol (USB, 56-81-5) para a avaliação em 

microscópio de epifluorescência (1000x). 

Para avaliação dos microfilamentos, os oócitos foram desnudados e fixados em 3,7% de 

paraformaldeído, mais 0,6% Triton X-100 em PP por 30 min; lavados por três vezes em PP; 

marcados com 1 µg/mL de rodamina/faloidina (Invitrogen, R415), mais 10µg/mL de 

Hoechst 3342 em PP por 30 min; lavados por três vezes em PP e montados entre lâmina e 

lamínula com glicerol para a avaliação em microscópio de epifluorescência (1000x). 
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2.6. Determinação da migração dos grânulos corticais  

Para a determinação da migração dos grânulos corticais (GC), foi utilizado o método 

de YOSHIDA et al. (1993). Após o período de maturação, os oócitos foram desnudados 

mecanicamente e em seguida, colocados em solução de protease 5% em PBS a 39°C até que 

ocorresse a semi-dissolução da zona pelúcida, que foi posteriormente removida 

mecanicamente em meio TCM 199-HEPES suplementado com 10% de SFB. Livres da zona 

pelúcida, os oócitos foram lavados 3 vezes em solução de bloqueio-SB (PBS + 0,1% BSA + 

0,75% glicina) e fixados em solução de 2% de paraformaldeído em temperatura ambiente por 

30 min. Os oócitos foram então lavados três vezes em SB por 5 min cada, permeabilizados 

em solução de Triton X-100 (0,1%) por 5 min e lavados novamente três vezes em SB. Em 

seguida, os oócitos foram incubados em solução bloqueio contendo 0,0025% de Lens 

culinares-FITC (L-9262) a 37 °C por 30 min no escuro e foram então lavados duas vezes em 

SB por 5 min. A montagem das lâminas foi feita utilizando um meio de montagem 

(glicerol/TRIS suplementado com 0,5% de n-propil galato) para a visualização dos grânulos 

corticais. De acordo com o padrão de distribuição dos grânulos corticais, os oócitos foram 

classificados em três grupos: 1) GC distribuídos em grupos sem apresentar nenhuma 

migração– oócito imaturo; 2) GC dispersos no ooplasma e parcialmente em grupos – oócito 

parcialmente maturo e 3) GC periféricos apresentando migração total para a região cortical – 

oócito maturo, de acordo com HOSOE e SHIOYA (1996). 

 

2.7. Mensuração da concentração de glutationa oocitária 

Todos os passos e preparo de soluções foram conduzidos de acordo com as instruções 

do kit de ensaio para glutationa (CS0260), e a concentração de glutationa foi quantificada 

pelo ensaio de reciclagem do ácido glutationa disulfito dithionitrobenzóico (DTNB-GSSG) 

(Funashi et al., 1994). Para analisar o conteúdo intra-oocitário de glutationa, os oócitos foram 
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desnudados e lavados em PBS contendo 1 mg/ml de PVA, por três vezes. Grupos de 25 

oócitos maturados foram lavados e transferidos para um microtubo contendo tampão de 

ensaio (0,2 M de tampão fosfato de sódio, contendo 10 mM EDTA, pH 7,2) com volume 

final de 5 µL. As amostras foram congeladas em nitrogênio líquido e estocadas até o dia do 

ensaio. No dia do ensaio cada microtubo foi congelado e descongelado sucessivamente por 

três vezes. A curva contendo 0,5 a 0,0312 nmoL em 10µL foi preparada em solução de ácido 

5-sulfosalicílico 5% (SSA), simultaneamente com as amostras. Um volume de 10µL de cada 

amostra e curva foi adicionado em placas de 96 poços. A mistura de trabalho foi preparada 

no dia do ensaio com 1,5mg/mL de DTNB, 6U/mL de GSH redutase em solução tampão do 

ensaio. Além da mistura de trabalho foi também pipetado 0,16mg/mL de NADPH em cada 

poço. A placa foi analisada em leitor ELISA (Multiscan, Lab Systems, Melbourne, Austrália) 

a 405nm. O conteúdo de glutationa nas amostras foi calculado a partir da curva padrão e pela 

divisão do conteúdo total da amostra pelo número de oócitos presente em cada amostra. 

 

2.8. Mensuração da concentração de nitrato/nitrito 

A concentração de nitrato/nitrito (NO3
-/NO2

-), metabólitos estáveis do NO, foi 

determinada pelo método baseado na reação colorimétrica de Griess (RICART-JANE et al., 

2002). O reagente de Griess é composto de uma mistura de sulfanilamida 2% e N-(1-

naphthyl) ethylene-diamine 0,2% em água deionizada. A primeira reação na amostra ocorre 

com o nitrito para formar o sal diazonium que reage com o segundo reagente para formar a 

cor púrpura com um pico de absorbância a 540 nm. Para reduzir o nitrato a nitrito, as 

amostras (40 µL) foram incubadas com uma mistura contendo 1000µL da enzima nitrato 

redutase (100µL da enzima 10 UI diluída em água deionizada + 900 µL de água deionizada) 

oriunda de bactéria, 1000 µL do co-fator NADPH (5mg/mL) diluído em água deionizada, 

1000 µl de tampão fosfato de potássio (0,5 M). Em seguida, as amostras foram incubadas a 
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37ºC por 14-16 h em placa de 96 poços. Posteriormente, 80µL do reagente de Griess foram 

adicionados às amostras. Todas as soluções foram protegidas da luz desde a preparação até o 

ensaio. A curva padrão de nitrito de sódio foi diluída em meio de maturação contendo 

valores de 0,5 a 100µM. As análises foram realizadas em espectofotômetro (Multiskan EX 

Primary EIA V 2.1-0). Com os valores da absorbância foi montado um gráfico de dispersão. 

A relação entre a absorbância e concentração de nitrato/nitrito foi linear (R2=0,98; P<0,05).  

 

2.9. Fecundação e cultivo in vitro  

Para a fecundação in vitro foi utilizado sêmen congelado de um mesmo touro da raça 

Nelore e de uma mesma partida (ABS-Pecplan, G-7601). A seleção dos espermatozóides 

para a fertilização in vitro (FIV) foi feita segundo a técnica de gradiente de Percoll 

(Amersham Pharmacia Biotec, Upsalla, Sweden). Em um tubo cônico, foram adicionados 

1mL de Percoll 90% e em seguida, 1mL de Percoll 45%.  O sêmen foi descongelado a uma 

temperatura de 36-37°C e, em seguida, adicionado na porção superior do gradiente de 

Percoll e centrifugado por 10 min a 650 x g. Após a retirada do sobrenadante, uma nova 

centrifugação de 4 min a 200 x g com aproximadamente 5 mL de TALP-sp com BSA foi 

realizada para remover o excedente do Percoll. 

Após a maturação, grupos de 30 oócitos foram lavados (3x) em meio de fertilização e 

transferidos para gotas de 150 µL de meio de fertilização sob óleo mineral em placa de Petri 

(35x10mm, Corning Inc. Acton, MA, USA). Os oócitos foram incubados com 

espermatozóides (2x106/mL) por 18h, a 39°C, em atmosfera de 5% de CO2. O meio de 

fecundação in vitro utilizado foi o TALP-fecundação (TALP-fec) suplementado com 6 

mg/mL de BSA livre de ácidos graxos, 2 mM de penicilamina, 1 mM de hipotaurina, 250 

mM de epinefrina e heparina a 1%. Após o período de fertilização, os supostos zigotos foram 

lavados (3x) em meio de lavagem para remoção das células do cumulus e espermatozóides e, 
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em seguida, transferidos para gotas de 100 µL de meio de cultivo (TCM 199 suplementado 

com 10% de SFB e antibióticos mencionados acima) (20 oócitos por gota) sob óleo mineral, 

onde foram mantidos por 9 dias, a 39°C, em atmosfera de 5% de CO2. Foi realizada a 

avaliação da clivagem (D2) e do desenvolvimento embrionário (D7, D8 e D9).  

 

2.10. Contagem de células de blastocistos eclodidos 

Blastocistos eclodidos dos diferentes grupos foram colocados entre lâmina e lamínula e 

fixados por 24 a 48 h em etanol/ácido acético (3:1) (Merk, Rio de Janeiro, Brazil), corados 

com orceína acética 2% e observados com auxílio de microscópio de contraste de fase da 

marca NIKON (Eclipse TE300/TE200, Melville, N.Y., USA) (400x) para contagem do 

número de células.  

 

2.11. Experimentos 

Foram avaliados os efeitos de diferentes concentrações de SNP (0, 10-5 e 10-3 M – 

Viana et al. 2007) na maturação de oócitos bovinos in vitro avaliando-se diferentes 

parâmetros.  

 

2.11.1. Experimento 1: Efeito do SNP na viabilidade e integridade oocitária 

Oócitos tratados com 0, 10-5 e 10-3 M de SNP após 24 h de cultivo foram submetidos à 

coloração com Anexina V para determinar a viabilidade celular e com hoescth/iodeto de 

propídio para avaliação da integridade da membrana citoplasmática.  

 

2.11.2. Experimento 2: Efeito do SNP na dinâmica dos microtúbulos, microfilamentos e 

distribuição dos grânulos corticais 
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Os oócitos foram cultivados em meio de maturação contendo 0, 10-5 e 10-3 M de SNP por 

24 h. A distribuição dos microtúbulos, microfilamentos e estádio de maturação nuclear foram 

avaliados após esse período. Oócitos tratados com 0, 10-5 e 10-3 M de SNP após 24 h de 

cultivo foram fixados para avaliação da migração dos grânulos corticais. 

2.11.3. Experimento 3: Efeito do SNP na concentração intra-oocitária de GSH e na 

concentração final de NO no meio de cultivo 

 Oócitos tratados com 0, 10-5 e 10-3 M de SNP após 24 h de cultivo foram utilizados para 

avaliação da concentração intra-celular de glutationa (GSH), utilizando o kit de dosagem 

Glutathione assay kit (CS0260). Foi realizada dosagem da concentração de NO no meio de 

maturação pelo método de Griess. 

 

2.11.4. Experimento 4: Efeito do SNP no desenvolvimento embrionário in vitro 

 Os oócitos foram cultivados em meio de maturação contendo 0, 10-5 e 10-3 M de SNP 

por 22 h, sendo fertilizados após este período e mantidos no mesmo meio (TALP-fec) por 

18h e cultivados por 9 dias (D9) in vitro. Clivagem, desenvolvimento de blastocistos, taxa de 

eclosão e número total de células em embriões eclodidos foram determinados. 

 

2.12. Análise estatística 

Todos os oócitos foram distribuídos ao acaso dentro de cada grupo experimental e cada 

experimento foi repetido quatro vezes. Os dados foram avaliados usando o SAS (Statistical 

Analysis System, Cary, NC, USA) pela análise de variância (ANOVA). As médias foram 

comparadas pelo teste t, a 5% de probabilidade. 
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3. Resultados 

3.1 Experimento 1 

A adição de 10-3 M de SNP causou morte celular em todos os oócitos (100% dos oócitos) 

como demonstrado pela coloração com Anexina V e iodeto positivos após a maturação 

(Tabela 1), diferindo do grupo controle e 10-5 M de SNP (P<0,05). Esses dados foram 

confirmados com a coloração hoescht/IP, onde a maior parte dos oócitos tratados com 10-3 M 

de SNP (80,7%) se apresentou positivo para IP (P<0,05) (Figura 1).  

 

3.2. Experimento 2 

A marcação dos microtúbulos foi observada em todos os oócitos tratados com 0 

(controle) e 10-5 M de SNP (ver Fig. 3, A e B para imagens representativas). Nenhuma 

alteração no fuso e placa metafásica foi observada. Porém, a adição de 10-3 M de SNP fez 

com que o fuso dos microtúbulos fosse completamente despolimerizado e os cromossomos 

hipercondensados e aglutinados em uma massa (Fig. 3, C). 

A emissão do primeiro corpúsculo polar (PB1) foi inibida (P<0,05) pela adição de 10-3 M 

de SNP (Figura 4), ocorrendo em 72,6±8,7% dos oócitos do grupo controle (0) e 80,2±6,0% 

do grupo tratado com 10-5 M de SNP após 24 h de maturação (P<0,05).  

Com relação aos microfilamentos, no grupo controle e 10-5 M de SNP, uma maior 

marcação foi observada abaixo do córtex celular e próximo ao PB1 após 24 h de maturação 

(ver Fig. 3, D e E para imagens representativas). Nenhuma alteração na disposição dos 

microfilamentos foi observada. Diferentemente, a adição de 10-3 M de SNP alterou a 

disposição dos microfilamentos que se apresentaram em grumos (clusters), e não abaixo do 

córtex. 

Em 68,20% dos oócitos maturados com 10-3 M de SNP, pode-se observar a migração dos 

grânulos corticais para a periferia do citoplasma (distribuição periférica; ver Fig. 5A para 
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imagem representativa). Esse resultado não diferiu do grupo controle (72,25% periféricos) 

(P>0,05). Entretanto, o grupo 10-5 M de SNP apresentou uma maior migração dos grânulos 

corticais (P<0,05), com 86,83% dos oócitos com GC periféricos (tabela 2).  

 

3.3. Experimento 3:  

A concentração intracelular de GSH foi menor (P<0,05) em oócitos maturados com 10-3 

M de SNP (4,4 pmol) do que em oócitos do grupo controle (5,4 pmol) (Figura 6). Entretanto, 

a concentração de GSH do grupo 10-5 M de SNP (5,5 pmol), se manteve semelhante ao 

controle (P>0,05) (Figura 6). 

A concentração de NO no meio de maturação foi semelhante entre o grupo controle e o 

10-5 M de SNP (6±3 e 15,8±1,9 µM, respectivamente). Porém, a adição de 10-3 M de SNP 

aumentou ao redor de 10 vezes a concentração de NO no meio de maturação (59,9±12 µM), 

diferindo dos outros tratamentos (Figura 2, P<0,05).  

 

3.4. Experimento 4:  

Foi avaliado o efeito da adição de diferentes concentrações de SNP no meio de 

maturação no desenvolvimento embrionário in vitro (Tabela 3). A taxa de clivagem e 

desenvolvimento embrionário foram semelhantes entre os oócitos fertilizados oriundos do 

grupo controle e do tratado com 10-5 M de SNP (75,95% e 83,23% de clivagem; 37,73% e 

44,05% de blastocisto, respectivamente) (P>0,05), porém a concentração de 10-5 M de SNP 

aumentou o número de células totais no embrião quando comparado ao controle (256,8±52,5 

e 196,9±54,0, respectivamente – P<0,05). Oócitos submetivos a maturação com 10-3 M de 

SNP não clivaram (0%) (P<0,05) e conseqüentemente, o desenvolvimento embrionário não 

foi observado. 
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4. Discussão 

Estudos prévios demonstraram que concentração adequada de óxido nítrico deve estar 

presente no meio de maturação in vitro de oócitos bovinos para que ocorra uma eficiente 

maturação nuclear e citoplasmática (Viana et al., 2007; Schwarz et al., 2008 a,b; Matta et al., 

2009). Esses achados aumentaram  o conhecimento sobre a necessidade do NO durante a 

maturação in vitro. Porém, ainda não haviam sido demonstradas, além da progressão da 

meiose, quais alterações morfológicas e bioquímicas que ocorrem no oócito após a adição de 

diferentes concentrações de NO no meio de maturação in vitro. 

No presente experimento demonstrou-se que a adição de 10-5 M de SNP não alterou a 

viabilidade e integridade da membrana plasmática do oócito. Contudo, a adição de 10-3 M de 

SNP causou perda da viabilidade celular e da integridade da membrana plasmática. O fato da 

membrana plasmática ter sido marcada com anexina V no presente experimento, não permite 

afirmar que a morte celular se iniciou pelo processo de apoptose induzida (Li et al., 2008), 

pois se ocorreu a lesão da membrana, como mostrado pela coloração com iodeto de 

propídeo, esta permitiu a entrada da anexina V e sua ligação com a fosfatidilserina sem ter 

sido necessária a exposição da mesma. Assim, devido ao fato de 19,6 % dos oócitos tratados 

com 10-3 M de SNP terem apresentado membrana íntegra e cromossomos condensados, não 

pode descartar a hipótese da morte celular ter ocorrido por necrose secundária à apoptose. Já 

foi demonstrado que o NO induz apoptose e/ou necrose em ovários de fêmeas de 

camundongos (Ellman et al., 1993), em células endometriais de humanos (Li et al, 2001) e 

em embriões bovinos (Orsi, 2006), mas não em oócitos maturados in vitro.  

Não foi observada diferença na organização do citoesqueleto após a adição de 10-5 M 

de SNP no meio de maturação em relação ao controle. Os oócitos maturados na presença de 

10-3 M de SNP apresentaram ausência de polimerização dos microtúbulos e desorganização 
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dos filamentos de actina, o que deve ter ocorrido em decorrência à perda da viabilidade e 

integridade da membrana plasmática do oócito.  

A adição de 10-5 M de SNP aumentou a taxa de migração dos grânulos corticais em 

relação ao controle e 10-3 M de SNP. Esses dados corroboram com os observados por Viana 

et al. (2007), onde a adição de 10-5 M de SNP melhorou tanto a migração dos GC quanto a 

taxa de blastocisto. No presente estudo, não houve aumento da taxa de produção de 

blastocistos, mas houve aumento na qualidade do embrião avaliada pelo número de células 

totais. Estes resultados mostram que a adição de NO nesta concentração durante a maturação 

in vitro teve um reflexo no ciclo celular dos blastocistos eclodidos avaliados no D9. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Traiser et al (2002), que observaram que o NO em 

baixa concentração promove a entrada na fase M durante o desenvolvimento neuroepitelial 

de embriões de galinhas.   

Schwarz et al. (2008a) não observaram diferença na taxa de blastocisto nem no número 

de células totais presente no embrião ao utilizarem uma concentração intermediária de NO 

(10-5 M de SNAP, doador de NO). Viana et al. (2007) observaram um aumento na taxa de 

blastocisto quando a mesma concentração de um outro tipo de doador de NO, SNP, foi 

utilizada. Diferenças na composição do meio de maturação utilizado por Schwarz et al. 

(2008a) em relação ao utilizado por Viana et al (2007) e no presente experimento, como a 

presença de piruvato, podem ter sido a causa dos primeiros autores não terem observado ação 

do NO no aumento do número de embriões ou número de células totais embrionárias. Além 

disso, a utilização de placa de quatro poços sem o uso de óleo mineral neste experimento, 

pode ter auxiliado na ação do NO no ciclo celular (aumento do número total de células 

embrionárias), protegendo o meio do estresse oxidativo que ocorre na presença do óleo 

(Otsuki et al, 2007). Outra diferença no sistema de cultivo que poderia explicar o fato do NO 

não ter aumentado a taxa de blastocistos neste experimento, como observado por Viana et al 
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(2007) seria uma maior relação de volume de meio de maturação/oócito (1 oócito/16,7 µL de 

meio) em relação ao utilizado por Viana et al (2007 – 1 oócito /5 µL de meio) favorecendo as 

condições de cultivo do grupo controle.   

Uma das alterações citoplasmáticas que ocorrem durante a maturação é a migração e 

redistribuição de organelas como os GC, que estão localizadas no córtex de oócitos 

maturados que não foram fertilizados (Cran e Esper, 1990; Liu et al., 2005). A liberação do 

seu conteúdo por exocitose no espaço perivitelino bloqueia a polispermia (Abeydeer et al., 

2000), além de liberar proteínas necessárias para a pré-implantação de embriões em 

desenvolvimento (Hoodbhoy et al. 2001). Apesar de não ter sido observada uma relação 

entre taxa de migração de grânulos corticais e produção de blastocisto no presente 

experimento, mas sim no número de células totais embrionárias, a adição de 10-5 M de SNP 

pode ter influenciado no acúmulo de moléculas específicas, ainda não identificadas, que 

preparam o oócito para eventos pós-fertilização (Sirard et al, 2006), as quais poderiam estar 

melhorando a cinética do ciclo celular durante o início do desenvolvimento embrionário. 

Mais estudos são necessários para se identificar as moléculas encontradas nos grânulos 

corticais de bovinos e qual sua relação com o número e qualidade de embriões produzidos in 

vitro  

Diferente do esperado, a adição de 10-3 M de SNP não apresentou diferença em relação 

a migração dos GC observada no grupo controle. Matta et al. (2009) observaram uma 

inibição da migração dos grânulos corticais após a adição de aminoguanidina, inibidor da 

síntese de NO pela enzima óxido nítrico sintase induzível, no meio de maturação, 

demonstrando que o NO atua diretamente no controle da migração dos GC. Os dados do 

presente experimento sugerem que tenha havido uma aceleração da migração dos GC devido 

ao estresse oxidativo promovido pela alta concentração de NO no meio de cultivo, ocorrendo 
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assim, antes que o citoesqueleto apresentasse desorganização (Wessel et al., 2002) e que 

ocorresse a perda da  integridade da membrana plasmática do oócito. 

Resultados obtidos por Viana et al. (2007), levaram a sugerir que a adição de uma 

concentração intermediária (10-5 M) de SNP no meio de maturação melhora a qualidade dos 

oócitos maturados estimulando a síntese de glutationa (GSH) (Kuo et al., 1996). Para testar 

esta hipótese, foi realizada a mensuração da concentração de GSH intra-oocitária após a 

maturação in vitro na presença de diferentes concentrações de SNP (10-5 e 10-3 M). 

Mesmo não tendo sido observada diferença na concentração de GSH intra-oocitária em 

oócitos do grupo controle e maturados na presença de 10-5 M de SNP, a adição de NO pode 

estar atuando em uma via diferenciada da síntese de GSH (Kuo et al., 1996), que tenha ação 

antioxidante.  

A adição de 10-3 M de SNP diminuiu a concentração de GSH intra-oocitária neste 

experimento. Brad et al. (2003) observaram uma diminuição das concentração de GSH em 

oócitos maturados in vitro em relação aos maturados in vivo, em decorrência do maior 

estresse oxidativo que ocorre no cultivo in vitro devido à maior tensão de O2. Bustamante et 

al., (2000) demonstraram que alta concentração de NO tem ação pró-apoptótica, causando a 

liberação do citocromo c e a diminuição da concentração de glutationa, dando início ao 

processo apoptócito, podendo ser este um dos mecanismos que levou a morte dos oócitos 

tratados com 10-3 M de SNP no presente experimento. 

Esses resultados mostram que: 1) adição de 10-5 M de SNP aumentou a qualidade da 

maturação oocitária, levando a uma maior percentagem de migração de grânulos corticais e 

número de células embrionárias totais no blastocisto eclodido, por uma via diferente da que 

envolve a glutationa; 2) a adição de 10-3 M de SNP causou um efeito citotóxico, ocasionando 

a morte celular com perda da viabilidade e integridade da membrana plasmática, ausência da 

maturação nuclear e organização do citoesqueleto e diminuição da concentração intra-
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oocitária da glutationa e 3) oócitos maturados na presença de 10-3 M de SNP não 

apresentaram alteração na migração dos grânulos corticais, sugerindo que o NO tenha 

antecipado este processo como resposta ao estresse oxidativo ocasionado pela alta 

concentração de NO no meio de cultivo, antes que o citoesqueleto tivesse sido desorganizado 

ou houvesse perda da integridade da membrana plasmática. 
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Tabela 1: Viabilidade e integridade da membrana plasmática de oócitos bovinos maturados 

in vitro (24 h) após a adição de diferentes concentrações de nitroprussiato de sódio 

(SNP). 

Tratamento  Oócitos 

(n) 

Anexina V/IP positivos 

(%) 

Oócitos 

(n) 

Hoescht/IP positivos 

(%) 

Controle 100 0b 86 0b 

SNP     

10-5 M 99 0b 98 0b 

10-3 M 124 100a 102 80,7±8,1a 

Valores com diferentes letras (a, b) na mesma coluna são significativamente diferentes 

(P<0,05). Os dados são apresentados como média±S.E.M de quatro repetições. Anexina V/IP 

positivos = perda da viabilidade; Hoescht/IP positivos = perda da integridade da membrana 

palsmática. 
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Tabela 2: Distribuição dos grânulos corticais de oócitos bovinos maturados in vitro (24 h) em 

meio contendo diferentes concentrações de nitroprussiato de sódio (SNP). 

Tratamento  N Migração dos grânulos corticais (%) 

 Total Parcialb 

Controle 83 72,3 ± 9,9b 27,8 ± 9,9b 

SNP 
   

10-5 M 86 86,8 ± 6,0a 13,2 ± 6,0a 

10-3 M 62 68,2 ± 7,9b 31,8 ± 7,9b 

Valores com diferentes letras (a, b) na mesma linha são significativamente diferentes 

(P<0,05). Os dados são apresentados como média±S.E.M de quatro repetições  
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Tabela 3: Desenvolvimento embrionário de oócitos bovinos fertilizados in vitro após 

maturação em meio suplementado com diferentes concentrações de nitroprussiato 

de sódio (SNP) 

Tratamento  Oócitos 

(n) 

Desenvolvimento embrionário 

 CL n 
(%±s.e.m.) 

BL/D8 n 
(%±s.e.m.) 

Ec/D9 n 
(%±s.e.m.)  

N células Ec/D9 
(média ±s.e.m.) 

Controle 114 87(76,0±5,2)
a 

43(37,7±3,1)
a 

29(25,38±7,3)a 196,9±54,0 b  

SNP      

10-5 M 117 97(83,2±2,8)
a 

52(44,1±6,9)
a 

30(25,50±9,3)a 256,8±52,5 a  

10-3 M 120 0b 0b 0b - 

 

Valores com diferentes letras (a, b) dentro das colunas são significativamente diferentes 

(P<0,05). CL: clivagem; BL/D8: proporção de blastocistos desenvolvidos após 8 dias de 

cultivo in vitro; Ec/D9: proporção de embriões eclodidos após 9 dias de cultivo in vitro; N 

células: número total de células de blastocistos eclodidos em D9. Os dados são apresentados 

como média±S.E.M de quatro repetições. 
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Figura 1: Fotografias representativas da integridade da membrana plasmática dos oócitos 

bovinos cultivados com diferentes concentrações de nitroprussiado de sódio 

(SNP). A – oócito cultivado em 10-3 M de SNP e B – oócito cultivado com 0 M de 

SNP (controle). Cromatina marcada em azul indica membrana plasmática íntegra 

(hoescht) e cromatina marcada em vermelho indica lesão de membrana plasmática 

(iodeto de propídio). A seta indica a presença do corpúsculo polar.  
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Figura 2: Concentração de nitrato/nitrito no meio de maturação in vitro de complexos 

cumulus-oócito após a adição de diferentes concentrações de nitroprussiato de 

sódio (SNP). a-cDiferentes letras indicam diferença significativa entre tratamentos 

(P<0,05). Dados são apresentados como média ± S.E.M de quatro repetições. 
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Figura 3: Fotomicrografias representativas de oócitos bovinos expostos a 0 (controle) e 10-3 M de 
nitroprussiato de sódio (SNP) avaliados quanto à dinâmica nuclear, de microtúbulos e dos 
microfilamentos. A-F: controle e G-H: 10-3 M de SNP. Categorias de oócitos encontradas: de A a 
C - oócito em metáfase II com microtúbulos evidentes tanto no citoplasma do oócito quanto no 
corpúsculo polar; de D a F - oócito em metáfase I com microtúbulos evidentes no mesmo local; G 
e H - oócito com cromatina compacta, ausência de microtúbulos e filamentos em grumos 
(clusters). Material nuclear em azul (Hoescht), microtúbulos em verde (FITC) e microfilamentos 
em vermelho (rodamina). 
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Figura 4: Efeito da adição de diferentes concentrações de SNP (0, 10-5 e 10-3 M ) no meio de 

maturação na percentagem de extrusão do PB1. a-bDiferentes letras indicam 

diferença significativa entre tratamentos (P<0,05). Números entre parênteses 

indicam o número total de oócitos examinados. Dados são apresentados como 

média ± S.E.M de quatro repetições em percentagem  
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Figura 5: Dinâmica da distribuição dos grânulos corticais marcados com Lens culinares-

FITC. A - oócito imaturo com GC distribuídos em grupos (dispersos), B - oócito 

parcialmente maturo com GC periféricos e em grupos (e dispersos) e; C - oócito 

maturo com GC periféricos.  
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Figura 6: Concentração de glutationa em oócitos bovinos maturados na presença de 0, 10-5 e 

10-3 M de SNP. Colunas sem letra igual são diferentes (P<0,05). a-bDiferentes letras 

indicam diferença significativa entre tratamentos (P<0,05). Números entre 

parênteses indicam o número total de oócitos examinados. Dados são apresentados 

como média ± S.E.M de quatro repetições. (aumentar a letra do título do eixo x e y 

e não colocar em 3D, para ficar pronto para a publicação) 
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APÊNCDICE – Protocolos das metodologias utilizadas no desenvolvimento dos 

trabalhos 
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I) ESTOQUES 
 

Meios para MIV, FIV e CIV 
 

1) Penicilamina/estreptomicina 
Volume 

H2O  100 mL 20,0 mL 

Penicilina (100UI/mL) Sigma/P-7794 6,1 g 1,22 g 

Estreptomicina (100µg/mL) Sigma/S-9137 5,0 g 1,0 g 

Filtrar e estocar no freezer (validade seis meses) 

 

2) Gentamicina sulfato 
Volume 

NaCl 0,9%   10,0 mL 

Gentamicina (10 mg/mL) Sigma/G-1272  0,1 g 

Filtrar e estocar no freezer (validade seis meses) 

 

3) LH 

Diluição em TCM-199  Lutropin-v BIONICHE  5,0 µg/mL 

Filtrar e estocar no freezer (validade seis meses) 

 

4) FSH 

Diluição em TCM-199  Folltropin-v  0,5 µg/mL 

Filtrar e estocar no freezer (validade seis meses) 

 

5) Ácido pirúvico 

H2O  3,0 mL 9,0 mL 

Piruvato Sigma/P-5280 0,33 g 2,97 g 

Filtrar e estocar no freezer (validade seis meses) 
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6) Solução Salina 

H2O  10 mL 100 mL 

NaCl (0,9%) Gibco 0,09 g 0,9 g 

Filtrar e estocar na geladeira por duas semanas 

 

7) Hipotaurina 

NaCl 0,9%  5,0 mL  10,0 mL 

Hipotaurina Sigma/ H-1384 0,545 mg 1,09 mg 

Filtrar, fazer alíquotas e estocar no freezer (validade seis meses) 

 

8) Epinefrina 

H2O   50 mL 

Ácido lático   165mg=130µL 

Metabissulfito (Na2S2O5) Sigma/S-9000  50 mg 

Retirar 40 mL e acrescentar a epinefrina  

Epinefrina Sigma/E-4250  1,83 mg 

Filtrar e estocar no freezer (proteger da luz) 

 

9) Penicilamina 

NaCl 0,9%   5,0 mL 10,0 mL 

Penicilamina Sigma/P-5280 15 mg 0,003 mg 

Filtrar e fazer alíquotas 

 
10) Heparina 

NaCl 0,9%  5,0 mL 10 mL 

Heparina Sigma/H-1304 0,005g 0,010 g 

Filtrar e estocar no freezer (validade seis meses) 
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11) PHE (Proteger da luz) 

NaCl (0,9%)   40 µL 

Penicilamina 2 mM  25 µL 

Hipotaurina 1 mM  25 µL 

Epinefrina 250 mM   10 µL 

  

12) TALP-SP Estoque 

H2O  (Concentração mM) 50 mL 

NaCl  Gibco 100 0,292 g 

NaH2PO4 Sigma/S-0751 0,29 0,00175 g 

KCl Sigma/P-5405 3,1 0,0115 g 

Ac. Lático siruposo 98% Sigma/L-4263 0,112 95 µL 

Hepes Gibco 10 0,119 g 

NaHCO3 Sigma/S-6297 25 0,105 g 

Phenol Red Sigma/P-5530 0,028 0,0005 g 

CaCl2.2H2O Sigma/C-3881 2,1 0,0155 g 

MgCl2+6H2O Sigma/M-0250 0,4 0,004 g 

Piruvato Sigma/P-4562 0,05 0,0055 g 

P/S Estoque  5 µL 

Retirar 5 mL e adicionar BSA (com ácido graxo) 

pH: ±7,3. Filtrar e estocar na geladeira por duas semanas. mOsm. ±285 
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13) TALP-SP (10X) 

H2O  (Concentração mM) 50 mL 

NaCl  Gibco 924 0,584 g 

NaH2PO4 Sigma/S-0751 04 0,0048 g 

KCl Sigma/P-5405 31 0,0232 g 

Ac. Lático siruposo 98% Sigma/L-4263 0,27 230 µL 

Hepes Gibco 100 0,238 g 

NaHCO3 Sigma/S-6297 250 0,21 g 

Phenol Red Sigma/P-5530 0,028 0,001 g 

MgCl2+6H2O Sigma/M-0250 15,2 0,008 g 

Piruvato Sigma/P-4562 10 0,011 g 

P/S Estoque  10 µL 
pH: ±7,3. Filtrar e estocar na geladeira por duas semanas. mOsm. ± 285 

 

14) TALP-FEC Estoque 

H2O  (Concentração mM) 50 mL 

NaCl  Gibco 114 0,333 g 

NaH2PO4 Sigma/S-0751 0,4 0,002 g 

NaHCO3 Sigma/S-6297 2,4 0,105 g 

KCl Sigma/P-5405 3,1 0,012 g 

MgCl2+6H2O Sigma/M-0250 0,5 0,005 g 

CaCl2.2H2O Sigma/C-3881 2,0 0,015 g 

Ac. Lático siruposo 98% Sigma/L-4263  72 µL 

Phenol Red Sigma/P-5530  0,001 g 

Piruvato Sigma/P-4562 0,01 0,0011 g 

P/S Estoque  50 µL 

Retirar 3 mL e adicionar BSA (livre de ácido graxo) 

pH: ±7,8. Filtrar e estocar na geladeira por duas semanas. mOsm. ± 285 
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II) MEIOS DE ROTINA (MIV, FIV e CIV) 
 

15) Meio de manipulação de oócitos 
Volume 

TCM-199/Hepes   9,750 mL 

P/S   10 µL 

Soro (5% SFB)   250 µL 

Para uso diário 

 

16) MIV final 
Volume 

TCM-199   3,700 mL 

FSH (0,5µg/mL)   30 µL 

LH (5,0 µg/mL)   30 µL 

P/S   3 µL 

Soro (10% SFB)   300 µL 

Para uso diário 

 

17) Talp SP Uso 
Volume 

Talp-sp estoque   5 mL 

BSA fração V 0,006 g/mL  0,03 g 

Piruvato 0,05 mM  15 µL 

P/S 100 UI/mL  5 µL  

Para uso diário. Proteger da luz. Fazer gotas em placa 35 X 100 mm de 100 µL e cobrir com óleo 
mineral. 
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18) Talp-Fec Uso 
Volume 

Talp-Fec estoque   3 mL 

BSA livre de ácido graxo   0,018 g 

Piruvato   9 µL 

P/S   3 µL 

Para uso diário. Proteger da luz. Fazer gotas em placa 35 X 100 mm de 100 µL e cobrir com óleo 
mineral. 

 
19) FIV final 

Volume 

Talp-Fec Uso   1350 µL 

PHE   60 µL 

Heparina   30 µL 

Para uso diário. Proteger da luz. Fazer gotas em placa 35 X 100 mm de 100 µL e cobrir com óleo 
mineral. 

 
20) CIV final 

Volume 

TCM-199   1,800 mL 

P/S   2 µL 

Soro (10% SFB)   200 µL 

Para uso diário 
 

21) Preparação do Percoll 90% 

Percoll comercial Marca  1,350 mL 

Talp SP 10x   150 µL 

  
22) Preparação do Percoll 45% 

Percoll 90% Nutricell  500 µL 

Talp SP    500 µL 

Colocar o percoll 90% em um tubo e, em seguida adicionar o 45% lentamente – Estabilizar por 
uma hora  
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23) Preparação do sêmen 

- Descongelar o sêmen 37°C por 30 segundos; 

- Adicionar lentamente o sêmen na parte superior do gradiente 

- Centrifugar a   por 10 minutos 

- Retirar o sobrenadante com cuidado e adicionar 4 mL de TALP-sp sobre o pellet; 

- Centrifugar novamente a   por 2 minutos 

- Retirar o sobrenadante, fazer a concentração e a feculdação. 

 

24) Cálculo para concentração de espermatoóides (sptz) 

- Prepara um microtubo com 190 µL de água 

- Retira-se uma amostra de 10 µL de sptz para concentração 

- Homogeneizar bem 

- Fazer a contagem de sptz na câmara de Neubauer 

- Contar 5 quadrantes de cada lado da câmara 

- Somar o número de sptz contados nos dois lados da câmara e fazer a média 

 - Fazer cálculos – CI.VI = CF.VF 

- CI = concentração inicial - n° de sptz contado na câmara (média ex. ∼46) 

- VI = volume inicial 

- CF = concentração final sptz/mL utilizado na fecundação (2,0x106 sptz/mL) 

- VF = volume final – volume da gota de FIV (Ex. gota de 100µL) 

- Fazer os cálculos para saber o volume a ser usado na FIV 

- Exemplo: VI = CF . VF ⇒ VI = 2,0.106 . 100 

                                CI                       ∼46.106   

- VI = ∼4,3 µL → volume de sptz utilizado para inseminação dos oócitos 
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25) MEIOS PARA COLORAÇÃO 
 

26) Solução de PBS 
 pH – 7,4 filtrar e estocar na geladeira (validade dois meses) Volume 

NaCl  8 g 0,8 g 

KCl  0,2 g 0,02 g 

Na2HPO4  1,15 g 0,115 g 

KH2PO4  0,2 g 0,02 g 

H2O  1000 mL 100  

 

27) Solução de Bloqueio (SB – Grânulos corticais) 
 Volume 

PBS   15 mL 

BSA (com ácido graxo)   0,015 g 

Glicina   0,1125 g 

 

28) Tampão de ligação (Anexina-V) 
 pH – 7,4 filtrar e estocar na geladeira (validade dois meses) Volume 

PBS   50 mL 

Hepes  10 mM 0,13 g 

NaCl  150 mM 0,438 g 

KCl  5 mM 0,018 g 

MgCl2  1 mM 0,004g 

CaCl2  1,8 mM 0,01 g 
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29) Solução estoque de Hoescht (10mg/mL) e Iodeto de Propídio (10µg/mL) 

Volume 
Hoescht 25 mg 

H2O deionizada 2,5 mL 

Iodeto de propídio 0,1 mg 

H2O deionizada 1 mL 

 

 

30) Solução estoque de Laranja de Acridina e Brometo de Etídio (1mg/mL) 

Volume 
Laranja de acridina 100µg 

H2O deionizada 1 mL 

Brometo de Etídio 100µg 

H2O deionizada 1 mL 

 

 

31) Solução estoque de nitrito de sódio 
  Volume 

NaNO2 (S-3421)   0,0344 g 

H2O deionizada   5 mL 

 

32) Solução nitrito de sódio 100 mM 
  Volume 

NaNO2 (estoque)   10 µL 

TCM-199   990 µL 

 

27 ) Solução nitrito de sódio 10 mM 
  Volume 

NaNO2 (100 mM)   10 µL 

TCM-199   90 L 
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28) Solução nitrito de sódio 1 mM 
  Volume 

NaNO2 (10 mM)   10 µL 

TCM-199   90 L 

 

29) Curva padrão (nitrito/nitrato)  
 Concentração (µM)                   1 mM de nitrito (µL) Meio MIV (µL) 
0 0 1000  

1 1 999  

5 5 995  

10 10 990  

25 25 975  

50 50 950  

75 75 925  

100 100 900  

Fazer alíquotas de 1 mL, congelar e 
armazenar. 

   

 

30) Soluções (nitrito/nitrito) 
  Volume 

1) NADPH (N-1630)  25 mg 

 H2O deionizada  5 mL 

2) Nitrato Redutase (N-7265)  10 UI 

 H2O deionizada  500 µL 

3) KH2PO4   6,805 g 

 H2O deionizada  100 mL 

Preparo do coquetel    

 NADPH  1000 µL 

 KH2PO4  1000 µL 

 Nitrato Redutase diluída (100 µL em 
900 µL de H2O)  

 1000 µL 

 H2O deionizada  1000 

L 
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31) Corante de Griess 
  Volume 

H3PO4 (5%)    

 H3PO4  2,5 mL 

 H2O deionizada  50 mL 

Solução A    

 Sulfalamida  0,5 mg 

 H3PO4  (5%)  25 µL 

Solução B    

 NEED 1%  0,05 g 

 H2O deionizada  25 mL 

    

2 mL da solução A + 2 mL da solução B + 2 mL de H3PO4  (5%) + 2 mL de H2O deionizada 
 

32) Coloração dos Grânulos corticais 

1- Desnudar os oócitos mecanicamente em PBS + 1% de SFB; 

2- Remoção da zona pelúcida: Protease 5%; 

3- Lavar em TCM + 10% SFB (3 x 5 min); 

4- Lavar em SB (3 x 5 min); 

5- Fixação: PBS + 3% de paraformaldeído (PFD - 30 min); 

6- Lavar em SB (3 x 5 min); 

7- Permeabilização: SB + 0,1% de Triton X-100 (5 min); 

8- Lavar em SB (3 x 5 min); 

9- Coloração: SB com 1µg/mL de Lens culinares (30 min na estufa);  

10- Lavar em SB (2 x 5 min); 

11- Montagem das lâminas com glicerol; 

12- Visualização em microscópio de epifluorescência. 

33) Coloração do citoesqueleto (microtúbulos) 

1- Solução PP: PBS + 0,1% PVA; 

2- Desnudar os oócitos em PP; 

3- Fixação: PBS com 3% de PFD + 0,6% de Triton X-100 (30 min); 
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4- Bloqueio: PP com 3% de oro de cabra (45 min); 

5- Coloração: PP com α-Tubulina conjugada com FITC (1:100) (1 h); 

6- Coloração: PP com 10 µg/mL de Iodeto de propídio (15 min); 

7- Lavar os oócitos 3 vezes em PP; 

8- Montagem das lâminas em glicerol; 

9- Visualização em microscópio de epifluorescência. 

34) Coloração do citoesqueleto (microfilamento) 

1- Solução PP: PBS + 0,1% PVA; 

2- Desnudar os oócitos em PP; 

3- Fixação: PBS com 3% de PFD + 0,6% de Triton X-100 (30 min); 

4- Coloração: PP com 1 µg/mL Faloidina/rodamina (30 min); 

5- Coloração: PP com 10 µg/mL Hoescht (5 min); 

6- Lavar os oócitos 3 vezes em PP; 

7- Montagem das lâminas em glicerol; 

8- Visualização em microscópio de epifluorescência. 

35) Coloração com Anexina V 

1- Solução PP: PBS + 0,1% PVA; 

2- Desnudar os oócitos em PP; 

3- Lavar os oócitos em solução tampão; 

4- Coloração:  Anexina V 1:500 no escuro (20 min); 

5- Lavar em solução tampão; 

6- Coloração: PP com 10 µg/mL de Iodeto de propídio (15 min); 

7-  Montagem das lâminas em glicerol; 

8- Visualização em microscópio de epifluorescência. 

 

36) Mensuração da Glutationa 

1- Solução PP: PBS + 0,1% PVA; 

2- Desnudar os oócitos em PP; 

3- 25 oócitos em 5µL de Buffer Assay 1x (A-5103); 

4- Congelar em nitrogênio líquido e armazenar; 

5- No dia do ensaio, descongelar e adicionar 15 µL de 5% SSA (S-2130); 
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6- Congelar e descongelar 3 x (nitorgênio líquido para congelar e água a 37°C para 

descongelar); 

7- Pipetar 10µL de cada amostra em placa de 96 poços; 

8- Adicionar 150 µL da mistura de trabalho em cada poço; 

9- Adicionar 50 µL de NADPH (N-6505) em cada poço; 

10- Fazer análise em leitor ELISA. 

 

 

37) Mensuração do nitrito/nitrato 

1- Pipetar 160 µL de branco (somente meio de maturação); 

2- Pipetar 40 µL da curva e das amostras na placa de 96 poços; 

3- Pipetar 40 µL do coquetel nos poços, menos no branco; 

4- Deixar a placa à 37 °C overnight para que ocorra a reação (NO3→NO2); 

5- NO dia seguinte, colocar 80 µL do corante Griess; 

6- Fazer análise em leitor ELISA em 540 nM. 

 

 

38) Coloração com LA e BE 

1- Diluir 500µL da solução estoque de LA em 500µL da solução estoque de BE 

(1:1): 

2- Diluir 10µL da solução 1:1 de LA/BE em 90µL de PP, chegando a concentração 

final de 5µg/mL; 

3- Desnudar os COC em PBS + 5% SFB; 

4- Centrifugar as CC; 

5- Retirar o sobrenadante; 

6- Adicionar 30µL de LA/BE ao pellet formado; 

7- Montar entre lâmina e lamínula. 
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39) Coloração de Hoescht/IP 

1- Diluir 3µL da solução estoque de Hoescht em 997µL de PP (10mg/mL); 

2- Desnudar os COC em PP e lavar; 

3- Coloração: Hoescht (10mg/mL) por 5 minutos; 

4- Coloração: IP (10µg/mL) por 5 minutos; 

5- Lavar os oócitos em PP; 

6- Montar entre lâmina e lamínula. 
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