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RESUMO

VIANA, Kelen Salaroli, M.S., Universidade Estadual do Norte Fluminense. Janeiro de 2009.
Morfologia e bioquimica dos efeitos do 6xido nitrico na maturagdo de odcitos bovinos in
vitro. Professor(a) Orientador (a): Maria Clara Caldas Bussiere

O objetivo do presente estudo foi de avaliar altera¢cdes morfoldgicas e bioquimicas causadas
pela adi¢ao de 6xido nitrico (NO) no meio de maturagdo. Primeiramente foi avaliado se as
diferentes formas de cultivo (gota de 150uL de meio coberta com 6leo x placa de quatro
pocos com 500uL de meio) interferem no efeito do NO sobre maturacao e a integridade da
membrana plasmdtica do complexo cumulus-o6cito de bovinos pela adi¢ao de diferentes
concentracdes de nitroprussiato de sédio (SNP; 0, 10° e 103 M), doador de 6xido nitrico
(NO). Nao foi observada diferenca (P>0,05) entre as formas de cultivo quando se avaliou a
integridade de membrana e expansdo das CC. Contudo, com relacdo a integridade de
membrana dos odcitos, foi observado que odcitos dos grupos controle e 10°M de SNP
cultivados em placa apresentaram maior porcentagem de membrana integra do que os
cultivados em gota (P<0,05). Com relacdo ao tipo de tratamento, a adi¢do de 10°M de SNP
causou um efeito inibitério na expansdo e integridade da membrana das CC e odcito, tanto
no cultivo em gotas sob 6leo quanto em placa, diferindo do controle e do 10° M de SNP
(P<0,05). Semelhante a expansao, a forma de cultivo ndo interferiu na extrusdo do primeiro
corpisculo polar (P>0,05), porém, a adi¢do de 10°M de SNP inibiu esta tanto no cultivo em
gotas quanto em placa (P<0,05). A concentragdo de NO no meio de cultivo foi maior quando
se adicionou 10°M de SNP em ambos 0s 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 adi¢do de diferentes concentragdes de SNP na maturacdo in vitro de
odcitos bovinos apds 24 h de cultivo, utilizando o sistema de cultivo em placa. Foi observado
que a adicdo de 10° M de SNP ndo alterou a viabilidade e integridade da membrana
plasmdtica, porém a adi¢do de 10 M promoveu perda da viabilidade e integridade da
membrana plasmdtica de todos os odcitos (P<0,05). Além disso, ap6s a adicdo de 10° M de
SNP ndo ocorreu a organizacdo do citoesqueleto. A adicdo de 10° M aumentou a
percentagem de migracdo dos granulos corticais (P<0,05), porém nao houve diferenca entre
o grupo controle e o tratado com 10° M de SNP (P>0,05). A concentracdo de NO no meio de
cultivo aumentou a medida que a concentracdo de SNP adicionada ao meio aumentou

(P<0,05) e apds a adigdo de 10° M de SNP, a concentracdo de glutationa diminuiu (P<0,05).



Também foi observado um aumento no nimero de células totais no embrido eclodido quando
se adicionou 10° M de SNP. Esses resultados mostram que: 1) o sistema de cultivo em
placas é mais recomendado; 2) a adicdo de 10° M de SNP aumentou a qualidade da
maturagdo oocitdria, apresentando uma maior percentagem de migracdo de granulos corticais
e nimero de células embriondrias totais no blastocisto eclodido; 3) a adicdo de 10° M de
SNP causou um efeito citotoxico, levando a morte celular, porém nao alterou a distribui¢do

dos granulos corticais.

Palavras-chave: bovino, FIV, M1V, odcito, 6xido nitrico.



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 150uL of medium covered with oil x plate
of four wells with 500uL 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 and 107 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”M 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°M 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° 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 10M 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°M 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° M of SNP did not modify the viability and integrity of the plasmatic membrane,
however the addition of 10° 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 M of SNP did not
occur the organization of cytoskeleton. The addition of 10 M increased the percentage of
migration of cortical granules (P<0,05), however it did not have difference between the
group control and 10° 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° M of SNP, the concentration of glutathione
diminished (P<0,05). Also an increase in the total cells number embryo was observed when
10° M of SNP was added. These results show that: the 1) system of culture in plates is more
recommended; 2) the addition of 10° 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 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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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A obten¢do de um maior nimero e qualidade de embrides produzidos in vitro vem sendo
o0 objetivo de indmeras linhas de pesquisa. Porém, apesar do progresso realizado na
otimizacdo dos sistemas de cultura para maturacdo, fertilizacdo e producdo de embrido in
vitro, apenas cerca de 40% dos odcitos obtidos de ovarios de matadouros alcangcam o estadio
de desenvolvimento até blastocisto (LONERGAN et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2000).
Essas baixas taxas sdo influenciadas por vérios fatores que atuam durante cada uma das
etapas do processo.

Um desses fatores € a condicdo de cultivo, que exerce forte influéncia durante a
maturagdo nuclear e citoplasmatica dos odcitos. Visto que a maturagdo completa é essencial
para o desenvolvimento embrionario, um dos caminhos para se tentar aumentar o nimero € a
qualidade de blastocistos produzidos in vitro seria a realizagdo de estudos mais aprofundados
das substancias adicionadas ao meio de maturacio e o seu mecanismo de acdo.

O o6xido nitrico (NO), um radical livre e gds altamente difuso e lipolitico, € um
importante mensageiro inter e intracelular que estd envolvido em varias etapas do processo
reprodutivo (comportamento sexual, esteroidogénese, sobrevivéncia folicular, ovulagao,
fertilizacdo e implantacdo embriondria) (ROSSELLI et al., 1998; DIXT e PARVIZI, 2001;
THALER e EPEL, 2003). Foi demonstrado em odcitos de bovinos (MATTA et al. 2009;
SCHWARZ et al., 2008; VIANA et al., 2007) suinos (BU et al., 2002, 2003) e ratos (TAO et
al., 2004) que o NO também tem participacdo no processo de maturagdo meidtica, mostrando
que o NO possui um papel diferenciado na regulagdo da maturacdo oocitdria, variando seu
mecanismo de atuacdo conforme sua concentragio presente no meio.

Em estudo prévio do laboratério, foi demonstrado que o NO possui um efeito duplo na
maturagdo in vitro de odcitos bovinos, podendo ter um efeito deletério quando em alta
concentracdo, inibindo a progressdo da meiose, ou um efeito benéfico quando em
concentracdo intermedidria, aumentando a migracdo dos granulos corticais e a taxa de
blastocistos produzidos in vitro (VIANA et al. 2007).

Estudos sdo necessdrios para se compreender melhor a agdo do 6xido nitrico durante a
maturacao in vitro de odcitos bovinos, visando aumentar o nimero e qualidade de embrides
produzidos in vitro, assim como um maior entendimento de enfermidades reprodutivas que

envolvem altera¢do na sua concentragao.



OBJETIVOS

Geral
Avaliar a acdo do NO nas células do cumulus em diferentes formas de cultivo e as
alteracoes morfoldgicas e bioquimicas causadas pela adicao de diferentes concentra¢des de

NO no meio de maturacao in vitro de odcitos bovinos

Especificos
Avaliagdo de alteracdes nas células do cumulus causadas pelo NO por meio da
obervacao:

— da morte celular por meio da avaliacdo da integridade da membrana plasmatica
(laranja de acridina/brometo de etidio)

— da expansdo celular

Avaliagdo das alteracdes morfoldgicas causadas pelo NO por meio da:

— observacdo da morte celular por meio da avaliacdo da integridade da membrana
plasmadtica (laranja de acridina/brometo de etidio; hoescht/iodeto de propidio) e
da ocorréncia de apoptose (anexinaV);

— determinagdo da migracao dos granulos corticais e do citoesqueleto.

— avaliagdo do desenvolvimento embriondrio

Avaliacdo das altera¢des bioquimicas causadas pelo NO por meio da:

— determinagdo da concentracdo de NO no meio de maturagcdo

— avaliagdo da concentragdo intracelular de glutationa



REVISAO DE LITERATURA

1. Maturacio oocitaria

Odcitos sdo formados durante a vida fetal e sdo mantidos no estddio de profase I da
primeira divisdo meidtica. Apds a puberdade, odcitos que alcancaram seu tamanho final,
entram no estddio de vesicula germinativa (VG) (GINTHER et al., 2001). Durante o ciclo
estral, a retomada da meiose ocorre em resposta ao pico de LH e apds este os o6citos entram
no estidio de metdfase da segunda divisdo meidtica (MII). Este processo € chamado de
maturacdo oocitdria e além da retomada da meiose (maturagdo nuclear) também faz parte
desse processo a aquisi¢do da competéncia oocitdria (maturacao citoplasméatica) (BEVERS et
al., 1997) e o controle da expressdo gé€nica (maturagdo molecular) JENUWEIN e ALLIS,
2001). Uma série de transformagdes bioquimicas e estruturais no nuicleo e no citoplasma do
odcito imaturo € necessdria para tornd-lo hédbil a fecundacio e a producdo de um embrido

vidvel MACHATKOVA et al., 2004).

1.1. Maturacdo nuclear

A maturacdo nuclear envolve uma cascata de eventos nucleares, sendo induzida apds o
pico de LH ou pela remog¢ao do odcito do ambiente folicular. Ela compreende o processo de
reversdo do primeiro bloqueio meidtico em VG até o segundo bloqueio em MII. Esses
eventos sdo programados para ocorrerem no odcito apds a remogao de algumas substancias
ainda ndo totalmente definidas (SIRARD et al., 2006). Durante esse periodo, o odcito realiza
duas divisdes celulares sem uma fase intermedidria de replicacdo do DNA, produzindo assim
um gameta funcional (BRUNET e MARO, 2005).

A retomada da meiose se inicia com o rompimento da vesicula germinativa (RVG),
passando pela metdfase I, anafase I, tel6fase I e entdo rapidamente chega a metafase da
segunda divisdo meidtica (MII). As alteracdes morfolégicas no nicleo envolvem o
desaparecimento do envelope nuclear, formacdo dos microtibulos, alinhamento dos
cromossomos na placa metafasica (MI), separacdo dos cromossomos homdélogos e extrusao
do primeiro corptisculo polar (SIRARD et al., 1989, JONES, 2004).

A segregacdo das cromatides irmas precisa ser igual para manter a ploidia
correspondente. Quando as cromadtides irmas se encontram no fuso metafésico, elas tornam-

se completamente alinhadas. Todos os cinetdcoros sdo ocupados pelos microtibulos e a



tensdo de retirada dos cinetocoros atua como um sinal para o inicio da anafase. As proteinas
do ciclo celular que mantém a metafase sdo degradadas. A saida da metafase é alcancada
pelo complexo promotor da aniafase (APC/C), uma subunidade do complexo ligase E3 que
tem a habilidade de unir este substrato a uma pequena proteina de baixo peso molecular, a
ubiquitina (ZACHARIAE e NASMYTH, 1999). Na metéafase, a poliubiquinagdo da ciclina B
pela APC/C leva a uma diminui¢do da atividade do fator promotor da maturagdo (MPF),
permitindo assim o desenvolvimento para o estddio andfase. A degradacdo da ciclina B
também € requerida para que ocorra a extrusao do primeiro corpusculo polar (HERBERT et

al., 2003).

1.2. Maturacgdo citoplasmdtica

A maturagdo citoplasmdtica ndo estd ainda tdo bem definida quanto o processo
meiotico, sendo que ela envolve tanto mudancgas que podem ser observadas em microscopio
quanto aquelas que ndo podem ser visualizadas. A descri¢do da maturacdo citoplasmatica é
baseada em observacdes estruturais durante poucos minutos antes do pico de LH. O
compartimento citoplasmético € caracterizado pelo continuo desenvolvimento de estoques de
lipidios no odcito, reducao do aparato de Golgi e alinhamento dos granulos corticais
formando uma barreira para bloquear a poliespermia. Também ha o aparecimento de
numerosos ribossomos proximos aos cromossomos (KRUIP et al., 1983). A maioria das
organelas migra para o centro da célula modificando sua aparéncia. Essa migracdo ¢
dependente dos microtibulos e microfilamentos do citoesqueleto, e o reposicionamento de
cada organela no citoplasma depende da necessidade da célula durante cada estidio do
desenvolvimento (HYTTEL et al., 1997; KIM et al., 1996; FERREIRA et al., 2009)

Durante esse processo, também ocorre o acimulo de moléculas especificas, em sua
maior parte ndo identificadas, que preparam o odcito para eventos apds a fertilizagcdo
(HUMBLOT et al., 2005). A sintese de proteinas € indispensdvel ndo apenas para a
maturagdo do odcito, mas também para a formacao do zigoto e embriogénese inicial. Durante
a metafase I, a sintese de proteina no odcito é aproximadamente trés vezes maior que durante
o estdgio de RVG. Para isso, uma quantidade apropriada de ribossomos precisa estar presente
durante a maturagdo. Evidéncias sugerem que a produgdo de ribossomos durante o estddio de
VG pode favorecer um maior estoque dessas organelas no odcito durante o estdgio de MI

(VAN BLERKOM et al., 2000).



O correto posicionamento € 0 movimento ativo das organelas sdo essenciais para o
crescimento, a maturagdo e fertilizacdo dos odcitos. Durante o crescimento de odcitos de
mamiferos, as organelas se movem para o cortex celular, formando uma zona de organelas,
enquanto que durante a maturagdo oocitéria, elas se movem centralmente (com excec¢ao dos
granulos corticais), formando uma zona livre de organelas no cortex dos odcitos maduros
(SUN e SCHATTEN, 2006).

As mitocOndrias se acumulam na drea periférica durante a progressao da fase de RVG
para anafase I. Grandes focos de mitocondrias sdo formados e movimentados para o interior
do citoplasma de odcitos maduros. Esse movimento é mediado pelos microtibulos, e nao
pelos microfilamentos (SUN et al.,, 2001). Antes da ativagdo gendmica embriondria, a
mitocOndria tem niveis intermedidrios de atividade, um fato que pode ser explicado pela
protecdo adaptativa contra a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como
resultado do metabolismo mitocondrial (NOHL et al., 2005; VAN BLERKOM, 2008). Essa
protecdo € realizada por moléculas antioxidantes, como a glutationa e peroxidases, que sdao
produzidas durante a maturacdo oocitdria ou durante o estiddio embriondrio de 2-células
(LONERGAN et al., 2000).

Mudangas bioquimicas e estruturais no reticulo endoplasmatico (RE) durante a
maturacdo sao necessdrias para uma apropriada regulacdo da liberacdo de célico intracelular.
Andlises de odcitos de camundongos in vivo no estddio de VG mostraram que o RE esta
uniformemente distribuido no ooplasma. Com a progressao para o estigio de MII, o RE
passa a se encontrar na regido cortical e se acumula em pequenos grupos pelo citoplasma

(STRICKER, 2006).

1.3. Maturagdo molecular

Uma das dltimas defini¢des de um dos processos da maturacio oocitdria é chamada de
maturacdo molecular. Acredita-se que a maturacdo molecular representa uma associacao
intima com a capacidade intrinseca do odcito em alcancar o estddio de blastocisto, e até
mesmo estddios mais avancados (SIRARD et al., 2006). Ela corresponde as fases de
crescimento e maturacdo do odcito e estd envolvida na transcri¢do, estoque e processamento
de RNAm expresso pelos cromossomos, os quais serdo futuramente traduzidos em proteinas
pelos ribossomos (SIRARD, 2001).

O RNAm transcrito durante a maturacdo molecular de odcitos € acumulado de forma

estdvel (TOMEK et al., 2002). Ele se mantém estocado até que ocorra a sinalizacdo para sua



tradugdo, que € gerada durante a maturacio e desenvolvimento embriondrio inicial (FULKA-
JR et al., 1998). Viarios mecanismos estdo envolvidos na ativacio do RNAm (TOMEK et al.,
2002). A poliadenizacdo (adi¢do de adenina), formando uma cauda poli-(A), inicia a
translagdo, e esta poliadenizacdo estd relacionada ao desenvolvimento embrionério
(BREVINI et al., 2002).

Os principais transcritos produzidos durante a maturagcdo molecular do complexo
cumulus-oocito codificam: reguladores do ciclo celular, como o fator promotor da maturacao
(MPF) e por proteina quinase ativador mitégeno (MAPK) (CALDER et al., 2003); proteinas
e moléculas que sdo indicadoras da maturagdo citoplasmatica, 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 maturacio

2.1. AMPc/ proteinas quinases

Momentos antes do pico de LH, o odcito que atingiu seu tamanho méximo adquire
habilidade para iniciar a maturagdo. A aquisicdo da competéncia meidtica normalmente
ocorre a0 mesmo tempo em que o antro folicular € formado (MEHLMANN et al., 2004) e
corresponde ao ponto no qual o odcito adquire um nivel adequado de proteinas promotoras
da maturagdo, como a CDKI1 (quinase dependente de ciclina) e ciclinas (KANATSU-
SHINOHARA et al., 2000). Também estd bem estabelecido que o bloqueio meidtico é
regulado por niveis de AMPc dentro do oécito (EPPIG et al., 2004).

Uma hipdétese para como os niveis de AMPc sdo mantidos altos, é que o proprio odcito
poderia estar produzindo seu proprio AMPc a partir de um receptor para proteina G na
membrana plasmaética oocitdria que estimula a Gs, uma proteina ligada a proteina 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 meidtico em odcitos de
camundongos (MEHLMANN et al., 2004). Esse receptor exibe um alto grau de atividade
constitutiva quando expresso em vdrias linhas celulares, resultando em um alto nivel de
producdo do AMPc (UHLENBROCK et al., 2002). A atividade constitutiva do GRP3 no

odcito € suficiente para produzir a quantidade de AMPc requerida para o bloqueio meidtico.



A interrup¢do da comunicagdo cumulus-odcito, apds o estimulo pelas gonadotrofinas,
pode levar a diminui¢do da concentracdo de AMPc no interior do odcito, podendo assim,
ocorrer a retomada da meiose, mostrando que o AMPc funciona como um regulador da
maturagdo nuclear em odcitos de mamiferos (BILLIG et al., 1988; EPPIG, 1989).

A diminuicdo da concentracdo de AMPc é de grande importancia para a maturacido do
odcito, pois leva a diminuicdo da fosforilagdo de certas proteinas pela acdo da proteina
quinase dependente de AMPc (PKA). Esta quinase é parte de uma cascata sinalizadora. A
AC converte ATP em AMPc. Esta atividade € controlada pela proteina G. Uma vez
produzido, o AMPc se liga a subunidade regulatéria da PKA. Porém, para controlar o nivel
intracelular de AMPc, a fosfodiesterase (PDE) transforma AMPc em 5’-AMP, o qual ndo é
capaz de ativar a PKA. Estando ativa, a PKA fosforila residuos de serina ou treonina do
MPF, deixando-o na sua forma inativa, impedindo assim a retomada da meiose (SIRARD et
al., 1998).

Em adicdo a via pela PKA, a proteina quinase C (PKC) parece estar envolvida na
regulacdo da maturacdo meidtica (DOWNS et al., 2001). A PKC é uma serina treonina que
participa de varios eventos do ciclo de transicdo celular da maturacdo de odcitos
(VIGNOLA, 1995). A PKC, estimula a maturacdo nuclear de odcitos em bovinos
(VIGNOLA, 1995) e suinos (SU et al., 1999). E sugerido que, de forma semelhante a PKA,
existe um sistema de compartimentalizacdo entre o odcito e células do cumulus para
diferentes isoformas de PKC, o qual pode ser modulado por ativadores celulares especificos

que manipulam o controle da maturagao oocitaria.

2.2. MPF/MAPK

Durante o ciclo celular, a fase M é controlada pela ativag¢do/inativacdo do MPF
(MASUI e MARKERT, 1971), uma proteina composta por uma subunidade catalitica,
p34Cdcz e por uma subunidade regulatéria, ciclina B (DOREE e HUNT, 2002; JONES, 2004).
A modulacdo da concentragdo da ciclina, por sua sintese e degradacdo, é de importancia
central no controle da atividade do MPF (MURRAY e KIRSCHNER, 1989). Em odcitos, o
controle do tempo da maturacdo meidtica depende da ciclina B. Mudancgas nos niveis de
ciclina B acarretam em mudancas na atividade do MPF, regulando ndo apenas o tempo das
fases do ciclo durante a meiose, mas também a sua ordem.

O MPF ¢ ativado no RVG e aumenta até atingir um nivel méximo no final da

primeira divisdo meidtica (VERLHAC et al., 1994). Uma diminuic¢io na atividade do MPF



ocorre na transicao entre MI e MII, sendo rapidamente reativado assim que se inicia a MIl e
mantido elevado por todo o periodo em que permanece em MII.

Odcitos imaturos contém pequenas quantidades de ciclina B, apenas o suficiente para
entrar na primeira fase M da meiose (LEDAN et al., 2001). Ap6s o RVG, os niveis de ciclina
B aumentam progressivamente, alcangando o maximo no final da primeira divisdo meiotica,

. . . de2
e se associa imediatamente com a quinase p34°™

para formar o complexo ativo (LEDAN et
al., 2001). A degradacdo da ciclina B € requerida para a extrusao do corpusculo polar. Logo,
a atividade do MPF € regulada por um mecanismo que determina o nivel da sintese de ciclina
B.

Diferente da primeira divisdo meidtica, a entrada na segunda meiose é semelhante a
mitose: a atividade do MPF aumenta e o fuso é formado rapidamente. Os cromossomos da
segunda meiose sdo idénticos aos cromossomos da mitose, compostos por duas cromatides
irmas com cinetécoros ativos. Entretanto, os odcitos permanecem em MII por um periodo
prolongado até a fertilizacdo, com os cinetécoros perfeitamente alinhados na placa
metafdsica e alta atividade do MPF. Este bloqueio meiético ¢ mantido pela atividade do fator
citostatico (CSF). A atividade do CSF requer a ativacdo da MAPK (VERLHAC et al., 1996).
MAPK, que também pode ser chamada quinase regulada extracelularmente (ERK), € da
familia de proteinas quinases Ser/Thr que requerem dupla fosforilagdo nos residuos serina e
tirosina para tornarem-se completamente ativas. Duas isoformas das MAPKs, ERKI e
ERK2, sdo expressas no odcito de mamiferos e possuem um importante papel na meiose
(SUN et al., 1999).

O momento da ativacdo da MAPK durante a maturagdo oocitéria, assim como do MPF,
varia entre espécies e diferentes modelos de maturacdo. FISSORE et al (1996) demonstraram
que, em odcitos de bovinos, a ativagdo da MAPK e do MPF ocorre simultaneamente as 6h de
cultivo, antes do RVG (que ocorre as 8h de cultivo). Em suinos, a atividade da MAPK ¢é
menor durante o estddio de VG, aumentando rapidamente em MI (INOUE et al., 1995).

Embora a atividade da MAPK nao seja necessaria para o RVG espontaneo em odcitos
de mamiferos, existem evidéncias de que um aumento artificial na sua atividade pode
acelerar essa etapa. Em odcitos de bovinos, injecdo de RNAm para MOS (uma quinase que
inicia a cascata de fosforilagdo da MAPK durante a maturacdo oocitdria) acarreta uma rapida
ativacdo da MAPK , resultando em uma retomada da meiose mais acelerada (FISSORE et
al., 1996). Ja em odcitos de suinos, no estddio de transi¢do G2/M, a adicao de MAPK ativa
na VG acelera o RVG (INOUE et al., 1998). Esses resultados sugerem que em condicdes

normais, a MAPK ndo estd envolvida no inicio da ativacdo do MPF durante a retomada da



meiose, mas a ativacao artificial da MAPK em odcitos de mamiferos prematuros pode levar a

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

2.3. Hormonios esteroides

Muitos esterdides possuem a capacidade de promover a maturagdo in vitro (SMITH e
ECKER, 1971). Estudos envolvendo a identificacdo de receptores envolvidos na maturacdo
oocitdria tém sido realizados com a inten¢do de se compreender melhor este mecanismo.
Inicialmente, evidéncias indicaram que esses receptores se encontravam na superficie celular
(SMITH e TENNEY, 1980; LIU e PATINO, 1993; THOMAS et al., 2002). Também foi
descoberto que esses receptores presentes na membrana também estdo associados a
sinalizagdo em outros sistemas, como na ativacdo da MAPK e da 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) em células endoteliais e do cérebro (SHAUL, 2002; RAZANDI et al.,
2002), e protecdo da apoptose nas células 6sseas (KOUSTENI et al., 2002). Em xenopus foi
observada acdo de receptores de progesterona na maturagao oocitdria, demonstrando que eles
tém participa¢do na maturacdo mediada pela progesterona (TTAN et al., 2000; BAYAA et al.,
2000; BAGOWSKI et al., 2001).

Em bovinos, foi demonstrado que a adi¢do de progesterona (P4) no meio de maturagao
estimula a retomada da meiose em odcitos, tendo ou ndo a presenca de hormdnios gonodais
(SIROTKIN, 1992) e a adigdo de 17B-estradiol (E;) com FSH no meio aumentou a
maturagdo em odcitos e desenvolvimento embriondrio inicial (mdérula e blastocisto) de
bovinos (YOUNIS et al., 1989). Também foi observado, em odcitos de camundongos, que a
testosterona e o estradiol foram capazes de suprimir o efeito inibitério da adi¢do de 3-
isobutil-1-metilxantina (substancia que mantém os niveis de AMPc elevados) na maturagdo
oocitdria, permitindo que ocorresse 0 RVG e a ativagdo da MAPK, com uma resposta dose-

dependente (GILL et al., 2004).

Um papel estabelecido do E; € o de promover a mudanga na atividade do célcio durante
a maturacdo citoplasmdtica (TESARIK e MENDOZA, 1997), a qual estd relacionada a
oscilagdo de célcio que ocorre durante a fertilizacdo. Porém, foi observado que a
suplementa¢ao com E; no meio de maturacdo livre de soro afetou negativamente a retomada
da meiose e o subseqiiente desenvolvimento embriondrio (BEKER et al., 2002).

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

possuem a capacidade de secretar E; e P4 em meio de cultura definido durante a maturagao in



vitro. JAYAWARDANA et al. (2006) observaram que o E;, juntamente com o FSH esta
envolvido na expressdo do fator de diferenciacdo do crescimento-9 (GDF-9). O GDF-9 ¢ um
dos principais fatores secretados pelo odcito que estd envolvido no processo de expansao das
células do cumulus durante a maturacdo. WANG et al. (2006) demonstraram que a inibicao
da secrecdo dos esterdides pela adicdo de aminoglutatimida (AGT, um inibidor da cadeia de
clivagem do colesterol) no meio de maturacdo preveniu a maturacdo e expansao das células
do cumulus em o6citos bovinos, e que seu efeito inibitério nao foi revertido pela adi¢ao de E,
e P4 nesse meio. Essas evidéncias mostram que os hormodnios esterdides secretados pelo

COC durante o cultivo t€m efeito significativo na maturagdo oocitdria in vitro.

2.4. Antioxidantes

Por defini¢do, uma substincia antioxidante é aquela capaz de inibir a oxidacdo ou,
entdo, qualquer substancia que, mesmo presente em baixa concentracdo, comparada ao seu
substrato oxiddvel, diminui ou inibe a oxidagcdo daquele substrato. Em condicdes normais, os
antioxidantes convertem espécies reativas de oxigénio (ROS) em H,O para prevenir um
excesso na producdo de ROS (AGARWAL et al., 2005). O desenvolvimento embrionario de
mamiferos é negativamente afetado pelo aumento no estresse oxidativo que ocorre em
condi¢des de cultivo. Os danos oxidativos de compostos celulares causados por ROS
interferem nas propriedades da funcdo das células. A maioria das células possui um eficiente
sistema antioxidante como catalase ou super6xido dismutase, assim como compostos tiol que
atuam se ligando ativamente a ROS (DEL CORSO et al., 1994).

Sabe-se que a concentracdo de oxigénio encontrada no limen do trato reprodutivo
feminino € cerca de um terco (3-9%) da encontrada em condi¢des in vitro (MASTRIOANNI
e JONES, 1965). Embrides cultivados sob uma alta tensdo de oxigénio (20%) podem
produzir mais radicais livres (FOWLER e CALLINGHAM, 2000) do que embrides
cultivados sob 5 ou 7% de O, (LIU e FOOTE, 1995). Parece que o balanco entre a producao
de ROS e sua ligacdo € um importante fator para a aquisicao da habilidade de fertilizacao in
vitro (DE LAMIRANDE et al., 1997). Isso mostra como os embrides cultivados in vitro sao
expostos ao estresse oxidativo no qual seus mecanismos de defesa sdo insuficientes para
proteger sua delicada estrutura celular. Efeitos dos radicais livres derivados do oxigénio
durante o cultivo in vitro (CIV) tém sido demonstrados em vérias espécies. ROS podem
induzir a disfun¢do mitocondrial, DNA, RNA e danos nas proteinas (COMPORTI, 1989),

assim como inibir a fusdo odcitos-espermatozdide (AITKEN et al., 1993). Para proteger os
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odcitos e embrides do estresse oxidativo durante o CIV, vdrios antioxidantes podem ser

adicionados ao meio de cultivo.

Os antioxidantes bioldgicos podem exibir dois modos distintos de a¢ao contra os radicais
livres (RL): o sistema primario, composto por inibidores preventivos que atuam impedindo a
geracdo de espécies reativas ou o secunddrio, onde inibidores seqiiestram estas espécies,
impedindo sua interagdo com os alvos celulares. A inibi¢do da formagdo € um processo que
se da em vias enzimadticas especificas, pelo qual se pode controlar a geracdo intensa de RL. A
inativacao de espécies ja formadas € o processo mais usual, seja por catdlise enzimética ou
por combinacdo desta com os varredores exdgenos. O pool de substancias envolvidas na
acdo inativadora dos RL compde, pois, um sofisticado aparato de protecdo, sendo

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

O sistema antioxidante € composto por varios componentes, dentre eles pode citar os
antioxidantes nao enzimaticos: glutationa, ubiquinona, 4cido drico, bilirrubina, NDAPH e
NADH, vitamina E, vitamina C, flavondides, betacaroteno e licopeno; as proteinas ligadoras
de metais: ceruloplasmina, metalotioneina, albumina, transferrina e mioglobina; e os
antioxidantes enzimaticos. Enzimas antioxidantes sdo aquelas capazes de neutralizar ROS e
previnir danos na estrutura celular. As enzimas que compdem o sistema antioxidante sao em
nimero de trés: a superoxido-dismutase (SOD), a catalase e a glutationa-peroxidase (GPx)

(JORDAO-Ir et al., 1998).

2.4.1. Antioxidantes enzimdticos

Enzimas antioxidantes sdo aquelas capazes de neutralizar ROS e previnir seus danos na
estrutura celular. Elas sdo enzimas soliveis, isto é, ndo participam de sistemas
membrandrios, nos quais as enzimas acham-se unidas de forma mais ou menos estavel as
membranas fosfolipidicas. Tais enzimas tém mobilidade tanto no citossol como na matriz
semifluida das mitocOndrias, por exemplo. Elas sdo compostas pela superéxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase, que reduzem o per6xido de hidrogénio
para formar dgua. Em odcitos, a glutationa oxidase/peroxidase tem sido a mais estudada

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

Os sistemas enzimdticos 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 a glutationa peroxidase (SENTUERKER et al., 1997;
WELLS et al., 1997).

A glutationa (GSH, L-y-glutamil-L-cistenilglicina) é um tripeptideo, contendo cisteina. E
um tiol ndo protéico, encontrado em grande quantidade nas células dos mamiferos, e esta
presente no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou
indiretamente em muitos processos bioldgicos importantes, incluindo sintese de proteinas,
metabolismo e protecdo celular. Esse thiol possui um importante papel na detoxificacdo e
antioxidacdo de compostos exdgenos e enddgenos, assim como na manuten¢do 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 acdo de protecdo ao estresse
oxidativo. A acdo protetora da glutationa contra ROS € facilitada por sua interagcdo com
enzimas associadas, como a glutationa peroxidase e glutationa redutase. O nucleo do residuo
cistenilglicina da glutationa estd envolvido na sua funcdo como antioxidante, mais
especificamente como um redutor intracelular, sendo capaz, por exemplo, de reagir com um
elétron ndo pareado de um radical livre, formando um radical GS-, que produz, por
dimerizacdo, o GSSG (glutationa oxidada). O GSSG ¢, entdo, reduzido pela glutationa
redutase, regenerando o GSH, em um processo a 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 sensiveis ao dano oxidativo (SHAN et al., 1990). Outra
atividade de protecdo do GSH é na regeneracdo da vitamina E oxidada, no processo de
detoxificagdo.

A glutationa (GSH) atua de maneira importante na protecdo celular contra mudangas no
quadro oxidativo e na defesa contra xenobidticos. Entre as fun¢des do GSH, na protecao
contra a peroxidacgdo lipidica, podem ocorrer trés reacdes. Primeiro, o GSH é usado como
substrato pela glutationa peroxidase, na eliminacdo de peréxidos. 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 aldeidos reativos (como o malondialdeido) que sdo gerados durante a peroxidacao
lipidica. Se, de fato, grande parte da acdo do GSH € obtida pela inducao de suas enzimas, é
necessdria a manutencdo do nivel de GSH para suportar a acdo funcional destas enzimas

(JONES et al., 1995). Variacdes na concentragdo de glutationa afetam diretamente a sintese
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de proteinas e de DNA. Oxidacdo ou deplecdo da GSH pode diminuir a sintese protéica. O
GSH pode ser perdido de modo irreversivel em situagdes de estresse oxidativo muito intenso,
permanecendo na forma oxidada e ndo sendo novamente reduzido (UHLIG e WENDEL
1992).

Nos tecidos animais, a glutationa peroxidase, uma enzima antioxidante que contém
selénio, catalisa a redu¢do do peréxido de hidrogénio, (e peréxido de lipidio) na presenca da
GSH, a qual € convertida em GSSG (LUBERDA, 2005). Este ¢ um importante sistema de
defesa enzimatico contra o aumento de radicais livres (MANNERVIK, 1985). Ja foram
reportadas as determinagdes dos principais parametros cinéticos de GSH-Px, propondo
mecanismos cataliticos de funcionamento desta enzima envolvendo seus principais
substratos, glutationa e peréxido de hidrogénio (CARSOL et al., 1996; LEHMAN et al.,
1998). Quatro diferentes tipos de glutationa peroxidases sao conhecidos, dentre as quais a
fosfolipideo hidroperdxido glutationa peroxidase (PHGSH-Px) também consegue promover
a reducdo de hidroperdxidos a partir de complexos lipidicos como colesterol, mesmo quando
os perdxidos estdo presentes na membrana celular (LEHMAN et al., 1998)

A atividade enzimdtica de GSH-Px € um dos meios de controle do organismo dos
niveis de peréxido de hidrogénio e hidroperdxidos lipidicos, oriundos do ataque de espécies
radicalares (MEISTER e ANDERSON, 1982; COHEN e HOCHSTEIN 1963). A enzima
glutationa peroxidase possui uma caracteristica importante, apresentando um residuo de
cisteina contendo selénio 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 ndo age diretamente na
remogdo de espécies radicalares, porém € responsavel pela regeneracdo da glutationa a sua
forma reduzida (GSH) na presenga de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH),
tendo como objetivo impedir a paralisacao do ciclo metabdlico da glutationa.

A GSH ¢é um antioxidante natural presente em ambos os gametas, em concentracdes
variadas, € nas c€lulas somaticas. Foi demonstrado que a glutationa possui um importante
papel na maturagdo oocitdria. A sintese intracelular de glutationa é parte fundamental na
maturagdo citoplasmdtica do odcito (EPPIG, 1996). Sugere-se que concentragdes
intracelulares de GSH de odcitos de suinos no estddio final da maturacao in vitro refletem o
grau de maturacio citoplasmatica (FUNAHASHI et al., 1994). Muitos autores postularam
que a mensuracdo da concentragdo de GSH em odcitos apés a MIV pode ser um valido
indicador da maturagao citoplasmética (DE MATOS et al., 1997; ABEYDEERA et al., 1998;
DE MATOS e FURNUS, 2000). Um aumento nas concentracdes intracelulares de GSH
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aumenta a producdo in vitro de embrides suinos (WHITAKER e KNIGHT, 2004) e a
maturacdo in vitro de odcitos de bufalo (GASPARRINI et al., 2006). Em bovinos ja foi
demonstrado que uma alteragao na concentracdo de GSH no odcito e células do cumulus
durante a maturacao in vitro, altera o desenvolvimento embriondrio (FURNOS et al., 2008).

As concentracdes de GSH em odcitos maturados in vivo sdo muito mais elevadas
quando comparadas com as observadas em odcitos maturados in vitro. Uma possivel razao
para esta diferenca pode ser que durante a MIV, os odcitos sdo expostos a alta concentracao
de oxigénio e, conseqiientemente, a ROS, em comparagdo a odcitos maturados in vivo. Isto
ocorre porque a concentra¢ao de oxigénio no limen do trato reprodutivo € cerca de um terco
a menos que na MIV. BRAD et al (2003) demonstraram que em odcitos durante a MIV, a
mobilizacdo de GSH intracelular para proteger a célula contra o estresse oxidativo pode
resultar em um grande declinio em seus niveis, o qual é menor do que no observado em
odcitos maturados in vivo.

Baixa concentracao intracelular de GSH pode ser responsdvel, em parte, por um baixo
desenvolvimento da competéncia de odcitos suinos durante a MIV (BRAD et al., 2003).
Entretanto, uma menor tensao de oxigénio durante a MIV de odcitos bovinos € acompanhada
pela reducdo de concentragdes de H,O, nessas células, a qual é benéfica para o
desenvolvimento da competéncia, provavelmente pela diminuicio de ROS (HASHIMOTO et
al., 2000). Evidéncias t€ém sugerido que a GSH esta ativa na maturagdo oocitéria, incluindo
durante a manutencdo da morfologia do fuso meidtico. Ela protege o fuso de danos
oxidativos e, conseqiientemente, assegura a formacao de um zigoto normal (ZUELKE, et al.,
1997).

A concentracdo da glutationa também € diferenciada no odcito pela fase em que ele se
encontra do ciclo celular. Ela aumenta durante a MIV e alcanga um nivel maximo no estadio
MII. Geralmente, as concentragcdes de GSH em um odcito ovulado sdo aproximadamente
duas vezes maiores do que em um odcito no estddio de VG (imaturo) (ZUELKE et al., 2003).
Esta elevada concentracio em odcitos ovulados pode servir como uma reserva deste
antioxidante para o desenvolvimento embriondrio e a pré-implantacio (DE MATOS e
FURNUS, 2000). Foi demonstrado que em condic¢des fisiolégicas, o alto nivel de GSH em
oocitos maduros de hamster e camundogos € essencial para formar o pronicleo masculino
apos a fertilizacdo e promover o desenvolvimento embriondrio (GARDINER e REED 1994;
ZUELKE et al., 2003). Esses dados mostram que a GSH é um indicador bioquimico da

integridade e capacidade de desenvolvimento dos odcitos de mamiferos.
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2.5. Oxido nitrico (NO)

O ovdrio é um 6rgao enddécrino complexo que sofre mudancas estruturais e funcionais
durante o ciclo estral. O mecanismo de controle dessas mudancas pode envolver muitos
fatores que sdao produzidos dentro ou fora do ovério. Um desses fatores reguladores € o NO,
o qual possui um importante papel em muitos processos fisiolégicos ovarianos. (RETTORI e
MCcCANN, 1998).

O NO € um radical livre altamente reativo com uma meia-vida curta. Ele é rapidamente
oxidado para nitrito (NO;") e nitrato (NO3"), dois produtos estdveis do metabolismo do NO
(NORMAN e CAMERON, 1996). Em mamiferos, o NO ¢ sintetizado pela 6xido nitrico
sintase (NOS), uma enzima que converte L-arginina em L-citrulina e NO, na presencga de
oxigénio e varios co-fatores como Ca,"/calmodulina, tetrahidrobiopterina, dinucleotideo
adenina flavina, mononucleotideo flavina e dinucleotideo nicotinamida adenina fosfato
(RETTORI e McCANN, 1998). A NOS ocorre em duas isoformas funcionais, a NOS
constitutiva (cNOS) e a NOS induzivel (iNOS) (SESSA, 1994). Elas podem ser distinguidas
por sua sensibilidade ao célcio: a ¢cNOS é Ca,"/calmodulina dependente e a iNOS é
Ca,"/calmodulina independente. GHAFOURIFAR e RICHTER (1997) e GIULIVI et al.
(1998) descreveram a produ¢do mitocondrial de NO por uma isoforma especializada, a 6xido
nitrico sintase mitocondrial (mtNOS) (ELFERING et al., 2002). Ela possui a¢do classica
como NOS, precisando de NADPH, arginina, O, e Ca++/calmodulina para sua atividade
enzimatica (TATOYAN e GIULIVI, 1998; BOVERIS et al., 2002) e regula a respiracao
celular (LOPEZ-FIGUEROA et al., 2000).

Existem duas grandes diferencas entre as isoformas, a dura¢do da produgdao de NO e o
local que o NO pode ser produzido. A dependéncia de calmodulina € limitante para as
enzimas constitutivas, pois o fluxo de cdlcio ird regular sua atividade, promovendo um curto
periodo de produg@o do NO. Ao contrério, a iNOS, que tem a calmodulina como subunidade,
¢ permanentemente ativada e capaz de gerar NO por periodos prolongados (THOMAS et al.,
2008).

Resultados contraditérios foram observados na participacdio do NO nas respostas
patofisioldgicas (IGNARRO, 1996). Enquanto parte dos estudos mostrava que o NO era
téxico, outros mostravam que ele protegia (WINK et al., 1996; GRISHAM et al., 1999). A
acdo toxica do NO foi atribuida a formacdo de espécies reativas de nitrogénio (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 reacdes divididas em duas categorias: direta e indireta. Os efeitos
diretos sdo as reacdes que ocorrem rapido o suficiente para que o NO reaja diretamente com
a molécula alvo. Em contrapartida, os efeitos indiretos requerem que o NO reaja com o
oxigénio ou superdxido para gerar ERN, o qual subseqiientemente reagiria com as moléculas
alvo. Os efeitos diretos normalmente ocorrem quando o NO se encontra em baixa
concentra¢do, enquanto que os indiretos ocorrem em alta concentracdo (WINK et al., 1996).

Em baixas concentracdes o NO pode também se ligar a citocromo oxidase, resultando
na inibi¢do reversivel do transporte de elétrons mitocondrial (BROWN, 1997). Neste caso,
parece que o NO tem uma interagdo competitiva com o oxigénio molecular. Ja sua ligacao no
grupo heme da catalase pode resultar na inibicdo reversivel ou irreversivel desta enzima. A
inibicdo reversivel da catalase parece estar associada a ligacdo reversivel do NO ao grupo
heme da enzima (BROWN, 1995). Em contraste, quando se observa a inibicdo irreversivel,
ocorre inibi¢do do composto II da catalase (MOHAZZAB et al., 1996).

A biologia quimica do NO permite entender como essa simples molécula pode ter
numerosas propriedades bioldgicas baseadas simplesmente na sua concentracdo. Baixa
concentracdo de NO, que ocorre em celulas vasculares e no estroma (produzidas pela eNOS
e nNOS), regulam processos fisiolégicos normais, e alta concentracdo, observada em
macréfagos ativados (via iNOS) possuem fungdes citotoxicas/citostatiscas (KNOWLES e
MONCADA, 1994; IGNARRO, 1996).

Estudos indicaram que a eNOS e/ou iNOS estdo presentes no odcito, embrides em
desenvolvimento inicial e no dtero de camundongos, sugerindo que o NO possui um papel
regulador na maturagdo meidtica, no desenvolvimento embriondrio € na implantagdo
(GOUGE et al., 1998; PURCELL et al., 1999). Ja foi identificada sua a¢do na maturacio de
odcitos de ratos (BU et al., 2002, 2003), suinos (TAO et al., 2004) e bovinos (VIANA et al.,
2007; MATTA et al., 2009).

Virias 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 maturagdo meidtica, dependendo de sua concentragdo. Em
concentracdes fisioldgicas, o NO € essencial para a maturacdo meidtica, e pode estar
envolvido no processo que determina a qualidade do odcito e seu potencial no
desenvolvimento embrionario (JABLONKA-SHARIFF e OLSON, 1998; SENGOKU et al.,
2001). Tem sido sugerido que ele participa na prevencao da atresia e apoptose de foliculos

em desenvolvimento (CHUN et al., 1996).
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Um mecanismo pelo qual o NO pode participar na maturacdo oocitdria envolve a
regulacdo da sintese de nucleotideos ciclicos. O NO € conhecido como regulador da
guanilato ciclase e estimula a produ¢do de GMP ciclico (GMPc) em células alvo (NATHAN,
1992). Nucleotideos ciclicos sintetizados pelas células do cumulus t€m sido reconhecidos
como importantes moduladores da maturagdo oocitdria (SATO e KOIDE, 1987; TORNELL
et al., 1991). O GMPc tem sido localizado nas células da granulosa de ovarios de ratas e estd
envolvido na retomada da meiose em odcitos de ratas e hamsters (TORNELL ez al., 1991).
Sua influéncia na sinaliza¢do celular € através da ativac@o ou inibicdo de fosfodiesterases
(PDE).

Existem 11 familias conhecidas da PDE, e a atividade da PDE classe 3, expressa no
odcito, € inibida pelo GMPc (CONTI et al., 1995). Em sistemas celulares onde AMPc e
GMPc atuam sinergicamente, a PDE3 ¢ inibida pelo NO e pelo GMPc, resultando no
aumento da concentracdo de AMPc, impedindo a retomada da meiose (KURTZ et al., 1998).
O NO também pode atuar inibindo a atividade da MAPK pela producio 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
reorganizacao dos microtibulos.

Tem sido utilizada a adicdo de um doador de NO no meio de maturacio para avaliar o
comportamento do odcito em diferentes concentracoes de NO. SENGOKU et al. (2001)
demonstraram que na presenca de baixa concentracdo de nitroprussiato de sédio (SNP - 10”
M), mas ndo de altas (10 e 10~ M), ocorre um aumento na percentagem de maturagdo em
odcitos de ratas. NAKAMURA et al. (2002) observaram que a adi¢do de s-nitroso-n-acetil-
lI-penicillamina (SNAP) em uma concentracio de 500uM preveniu o rompimento da
vesicula germinativa induzido pela administracdo do hCG, sugerindo que o NO pode estar
envolvido na manutencdo da parada da meiose. Elevada concentragdao de SNP pode também
suprimir a maturacdo espontanea em odcitos de fémeas de camundongos (BU et al., 2003).
Estes dados sugerem que a concentragdo intracelular de NO possui um papel critico na
sobrevivéncia e fungdo celular.

O SNP € um complexo metal nitrosil composto por ferro, grupos cianidros e um nitro
moiety [Na,Fe(CN)sNO] com peso molecular de 298. Foi descoberto que € sensivel a luz e
quando exposto a ela poderd sofrer mudancga eletronica na sua estrutura. Esta substincia tem
a habilidade de liberar NO. O mecanismo pelo qual o SNP gera NO ainda estd sendo
investigado, mas acredita-se que a decomposi¢do fotolitica pode possuir um papel chave

nesta reagdo. As condi¢des ambientais poderdo determinar o nivel do produto final. Se as
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condig¢des sdo a favor da re-oxidagdo, entdo os intermedidrios reformardo o SNP (KRAGER,
2003).

MATTA et al. (2002) demonstraram que a adicdo do inibidor da sintese de NO (L-
NAME, 10'7, 10°e 107 mM) ndo inibe a meiose de odcitos bovinos. Neste mesmo estudo foi
observado que a maturacdo citoplasmdtica foi mais sensivel do que a nuclear quando
existiam concentragdes reduzidas de NO no meio de maturacdo e que o NO estava envolvido
na regulacdo da concentracdo de proteinas que podem estar envolvidas na regulagdo do
desenvolvimento embriondrio inicial, visto que a taxa de blastocistos diminuiu quando a
concentracdo de NOs™ e NO, diminuiu.

O NO € o melhor exemplo de molécula reativa que demonstra tanto propriedade
citotoxicas como citoprotetoras (WINK et al., 1998), e nao necessita de um receptor
especifico, nem de um canal protéico, estando livre para transitar e atuar em diversos sitios.
Devido a tais caracteristicas, ¢ uma molécula adequada para atuar como sinalizador
intracelular e entre células vizinhas (STRYER, 1996; CAMPBELL, 2000).

A reacdo direta do NO com radicais oxigenados pode ser um mecanismo citoprotetor
que serd mais efetivo em situagdes que possuam um componente de propagacdo no
mecanismo da reacdo, assim como na peroxidacdo lipidica. O papel da sinalizagdo do NO
também € importante para manter uma vascularizacdo sauddvel e inibir a progressdao de
doencas inflamatdrias, como a arteriosclerose. O cldssico caminho de sinalizacdo do NO, a
ativacdo da guanilato ciclase solivel e conseqiiente formacdo de GMPc, ocorre na
musculatura lisa dos vasos, representando importante acdo vaso-relaxante e mecanismos
anti-tromboéticos (MONCADA et al., 1991). Porém, tem se indicado que diferentes
sinalizacdes do NO, independentes do GMPc, também sdo capazes de regular eventos
transcricionais que controlam a expressao e sintese de enzimas antioxidantes (FORESTI et
al., 1997; Ll et al., 1999; FRANK et al., 1999).

O 6xido nitrico possui propriedades antioxidantes por sua reacdo com o O, (WINK et
al., 2001). Ele previne a acdo redutiva do O; e inibe a formacdo do H,O,. Uma relagdo vista
foi que o O, e H,O, possuem efeito na sinalizacdo do NO (BRUNE, 2005). A reacao direta
do NO com intermedidrios dos radicais alkoil e peroxil durante a peroxidacdo lipidica,
impede a propagacdo dos radicais lipidicos nas reagdes em cadeia (RUBBO et al., 1994). Ele
também limita a injuria de moléculas alvo ou tecidos durante eventos associados com o
excesso de producdo de espécies reativas de oxigénio. Isso inclui a inibicdo da morte
oxidativa (WINK et al., 1993), diminuicdo da oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade
(GRAHAM et al., 1993; HOGG et al., 1993) e modulagdo (KUROSE et al., 1994) e reducao

18



da injuria por isquemia (PAYNE e KUBES, 1993). Per6xido de hidrogénio (H,O,) esta
relacionado a oxidacdo de diferentes moléculas biolégicas que pode resultar em dano
tecidual (WINK et al., 1993). O NO nido 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 situagdes
de estresse oxidativo agudo mediado pelo NO na ativacdo da iNOS, ocorre a indug¢do da
sintese de GSH para manter niveis adequados de antioxidantes, desde que a inibicdo da
atividade da NOS cause uma queda precipitada nos niveis de GSH (KUO et al., 1996). Em
condi¢Oes fisioldgicas, células endoteliais € da musculatura lisa dos vasos, expostas baixos
fluxos de NO sao estimuladas a sintetizar GSH adicional (MOELLERING et al., 1999). O
primeiro passo para a sintese da GSH, ¢ a formacdo da 7y-glutamilcisteina pela Y-
glutamilcisteina sintetase, que é uma etapa limitante da sintese. A atividade da v-
glutaminocisteina sintase ¢ modulada por substincias pro-oxidantes (como H,O;) e por
mecanismos monoxidativos que relacionam a densidade celular e a integridade do glutamato.
No passo final da biosintese da GSH, glicina € incorporada pela GSH sintase. A cisteina e
metionina também sdo de grande importancia no controle dos niveis de GSH. O NO atua na
regulacdo da transcricdo da 7y-glutamilcisteina sintetase e na liberagdo da cisteina,

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

3. Alteracoes morfologicas durante a maturaciao

3.1. Citoesqueleto

Microfilamentos, microtiibulos e filamentos intermedidrios s@o os trés principais sistemas
do citoesqueleto de células de vertebrados e muitos invertebrados. Durante a maturacao
meidtica, os odcitos passam por duas divisdes meidticas que consistem de eventos celulares
que sdo controlados pelo citoesqueleto do odcito. Microtibulos formam o fuso que separa os
cromossomos homoélogos durante a primeira divisdo meidtica e as cromatides irmas durante
a segunda divisdo. O fuso de microtibulos e os filamentos de actina controlam a separacao
assimétrica dessas divisdoes meidticas (BRUNET e MARO, 2005).

Essas divisdes produzem uma pequena célula, chamada corpusculo polar, e o odcito, o
qual mantém seu tamanho original. Ambas as divisdes do odcito sdo assimétricas. Essa

assimetria € garantida pelo posicionamento do fuso na periferia do odcito. O fuso em
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metédfase I (MI) normalmente é formado no centro do odcito e migra em direcdo a periferia
(LONGO e CHEN, 1985; MARO e VERLHAC, 2002). O primeiro corpdsculo polar é
eliminado ap6s essa migragdo. J4 o fuso da MII € formado na periferia do odcito e é mantido
préximo a membrana plasmaética durante o segundo bloqueio metafédsico. Apds a fertilizacao
ou ativacdo, se inicia a rotacdo do fuso e ocorre a extrusdo do segundo corpusculo polar

(MARO e VERLHAC, 2002).

Em odcitos de rato, a migracdo do fuso e seu ancoramento requerem filamentos de
actina e ndo microtibulos (LONGO e CHEN 1985; MARO e VERLHAC, 2002). Essa
posicdo excéntrica do fuso estd associada a reorganizacdo local do cortex oocitdrio. Esse
dominio cortical aparece durante a migracdo do fuso e é mantido durante a MII. Essa
reorganizacdo é marcada pela perda local das microvilosidades (JOHNSON et al., 1975),
acumulo de filamentos de actina sob a membrana plasmatica (MARO et al., 1984; LONGO e
CHEN 1985) e migracdo dos granulos corticais. A fun¢do desse processo € independente do

nucleo. (DENG et al., 2005).

A interacdo direta entre cromossomos e actina controla a posi¢ao do fuso. Porém, os
cromossomos controlam a reorganizacdo cortical da actina por um efeito a distancia.
Também tem se observado que os cromossomos exercem um papel na organizacdo dos
microtibulos. A cromatina intervém na interacdo fisica entre cromossomos e fuso de
microtibulos, ou seja, os cromossomos controlam, proximos a ele, a ativacdo de fatores
requeridos para a formacgao do fuso (KALAB et al., 2002; ZHENG, 2004). Com base nessas
observacdes pode-se entdo sugerir que em odcitos de mamiferos os cromossomos funcionam
como controle territorial, organizando ambos os microtibulos e os filamentos de actina no
citoplasma oocitario (BRUNET e MARO, 2005). Esse controle é essencial para alcancar a

divisdo assimétrica que leva a formacao de um gameta funcional.

Antes do inicio da meiose, quando os odcitos se encontram no estidgio de vesicula
germinativa (VG), os filamentos de actina estdo distribuidos uniformemente ao redor do
cortex e também proximos a VG. Apds o rompimento da VG (RVG), os microfilamentos se
encontram presentes tanto no cortex como ao redor da cromatina (KIM et al., 1998; WANG
et al., 2000). Em odcitos maduros, o fuso € localizado perifericamente abaixo da capa de
actina (LONGO e CHEN, 1985). O RVG e a formacao do fuso meidtico nio sdo controlados
pelos microfilamentos, mas 0 movimento polarizado dos cromossomos depende de processos

mediados por microfilamentos durante a matura¢ao de odcitos de ratos (SUN e SCHATTEN,
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2006). Parece que os microfilamentos sd@o necessarios para as funcdes dos microtiibulos e
que a segregacdo dos cromossomos homdlogos requer intera¢do entre ambos.

A maturacdo meidtica em odcitos de mamiferos € um processo complexo que envolve
rearranjo dos microtibulos e dos filamentos de actina (ROTH e HANSEN, 2005), assim
como de outras proteinas associadas ao citoesqueleto. Actina € uma proteina abundante que
possui um importante papel no processo de migracao celular. Tem sido bem estabelecido que
células eucaridticas requeiram filamentos de actina para manter seu formato e para migracao,
crescimento, polarizacdo, movimento de organelas, endocitose/exocitose, replicacdo e
regulacdo genética. PARD6A € um membro da familia PAR (AHRINGER, 2003) que pode
estar envolvido na conexdo entre os cromossomos € a acdo da actina. Durante a MI,
PARDGA estd concentrada no meio do fuso que induz a migracdo. Apds a despolarizacio
dos microtibulos, ela se concentra na superficie dos cromossomos orientando-os em direcao
ao cortex. Isto pode ser parte de um complexo multi-proteico ligado a cromossomos,
microtibulos e microfilamentos de actina que ddo suporte a motilidade e ancoramento do

fuso (VINOT et al., 2004).

No inicio da MI, logo apds o rompimento da vesicula germinativa (RGV), os centros
organizadores de microtibulos (MTOCs) sdo ativados e recrutados ao redor dos
cormossomos € os microtibulos sdo preferencialmente estabilizados nessa drea (BRUNET et
al., 1998). Porém, os cromossomos sdo necessdrios para restringir a atividade dos MTOCs e
a organizacdo dos microtibulos. Esta restricdo é crucial para formar apenas um fuso no
odcito. O crescimento desordenado dos microtibulos é entdo progressivamente organizado
em uma ordem bipolar ao redor dos cromossomos. Isso indica que 0s cromossomos estao
envolvidos no controle do tamanho do fuso, por meio do local de ativacdo dos fatores que

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

IBANEZ et al (2005) observaram que a morfologia do fuso se forma de maneira
diferente em odcitos de camundongos cultivados in vivo ou in vitro, demonstrando que
alguns aspectos no processo de formag¢do morfoldgica do fuso podem ser suscetiveis a

condicdo de cultivo.

Uma vez alcancada a formacao do fuso bipolar, os cromossomos se alinham no fuso
equatorial e formam uma placa metafédsica. Durante a mitose, esse alinhamento € monitorado
pelos cinetdcoros, estruturas associadas com os centrossomos de ambas as crométides irmas.
A captura dos cinetécoros estabiliza os microtibulos e forma uma robusta fibra de

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

WALCZAK, 2003).

Em odécitos de camundongos, durante a primeira fase M meidtica, cromossomos
bivalentes se alinham na placa metafasica por um mecanismo diferente. Durante um periodo
dessa fase, os cinetécoros ndo sdo capazes de se ancorar nos microtibulos. Apds a pro-
metéafase, a ativacdo dos cinetocoros permite a formagdo das fibras-k, levando ao
alinhamento dos cromossomos na placa metafdsica (BRUNET et al., 1999). Componentes
moleculares dos cinetdcoros estdo presentes no cinetocoro logo apés o RVG. Isto sugere que
a maturacao do cinetécoro nao € regulada pelo recrutamento de seus componentes, mas sim
pelas modificagdes de alguns de seus fatores. A duracdo da MI é determinada pela cinética
da atividade do fator promotor da maturagao (MPF). Um alto nivel de MPF ativo, alcangado
no final da MI, poderia induzir modificacdes nos componentes dos cinetécoros, levando a

formacdo das fibras-k.

Durante a MI, a formacdo funcional do fuso € um processo lento. Essa cinética esta
relacionada ao progressivo aumento na atividade do MPF (POLANSKI et al., 1998). A
atividade de MPF requerida para o RVG leva apenas a formagdo de uma unica aste de
microtibulo ao redor dos cromossomos condensados. Um primeiro ponto na atividade do
MPF ¢ entdo requerido para organizar os microtibulos em uma estrutura bipolar (Figura 1).
Um segundo ponto € requerido no final de MI para ativar os cinetécoros (BRUNET et al.,
1999) e permitir a captura dos microtibulos pelos cinetécoros e a futura formacgao das fibras-
k. Esses dados mostram que a atividade do MPF controla a formacdo de um fuso funcional
no odcito. Ele também possui um controle indireto na posicao do fuso, pois com a ativagdo
dos cinetécoros a migracdo do fuso s6 € iniciada apds a ativagdo do MPF em nivel elevado.
Sendo assim, o MPF pode estar controlando a atividade de proteinas associadas aos

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

O complexo promotor da anédfase (APC/C) é requerido para o inicio da anifase e saida
da mitose (TAYLOR et al., 2004). Ele também € requerido para a progressdao da meiose e
para ativar a formac@o do fuso em odcitos de camundongos (BRUNET et al., 2003). Tem
sido sugerido que o APC/C estd inativado durante grande parte da fase M meidtica, sendo
que sua ativagcdo s6 ocorre quando a atividade do MPF chega ao segundo ponto, também

requerido para a ativagcdo dos cinetocoros (BRUNET et al., 1999).

A concentragdo de ciclina B, durante a regulacdo da atividade do MPF, sincroniza

diferentes eventos que levam a formagdo do corpusculo polar, tais como formagao das fibras-
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k (requeridas para o alinhamento final dos cromossomos na placa metafésica), ativagdo do
APC/C (requerida para a separagdo dos cromossomos e saida da primeira fase M meidtica) e

migra¢do do fuso (requerida para a divisdo assimétrica) (BRUNET e MARO 2005).

4 Migra;ﬁo fuso —_ ¢ Divisgo assimétrica (corpusculo palar )
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Figura 1: Sintese de ciclina B controla o tempo de maturacdo meidtica pela acio do MPF

(Adaptado de: BRUNET e MARO, 2005)

Ao contrério da primeira, a entrada na segunda divisao meiética € semelhante a mitose,
ou seja, a atividade do MPF aumenta rapidamente e o fuso € formado. Os cromossomos sdao
compostos por cromdtides irmas com cinetécoros ativos. Entretanto, os odcitos permanecem
na metafase por muitas horas até o momento da fertilizacdo, com 0s cromossomos
perfeitamente alinhados na placa metafasica e com alta atividade do MPF. Esse bloqueio
metafdsico é mantido pela atividade do fator citostatico (CSF; MASUI e MARKERT, 1971).
Mecanismos e componentes especificos sdo requeridos para manter uma estrutura estavel.
Dois substratos da MAP kinase, o MISS (proteina estabilizadora do fuso e associada a
MAPK) e o DOCIR estao associados com o fuso em odcitos bloqueados em MII
(LEFEBVRE et al., 2002; TERRET et al., 2003). O DOCIR se acumula durante a maturacao
meidtica enquanto o MISS s6 estd presente durante a MII. Em odcitos com alteracdo na
atividade desses substratos, o fuso em MII se forma normalmente, mas se torna
desorganizado, ap6s um periodo, indicando que existe um papel, de ambas as proteinas,

durante o bloqueio em MII.
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A correta posi¢cdo e 0 movimento ativo das organelas sdo essenciais para o crescimento,
maturacdo e fertilizacdo do odcito. Durante o crescimento de odcitos de mamiferos, as
organelas se movem para o cértex da célula, formando uma “drea de organelas”.
Diferentemente, durante a maturagdo, as organelas se movem centralmente (menos os
granulos corticais), formando uma “drea livre de organelas” no cortex do odcito maduro. As
mitocOndrias se acumulam na drea perinuclear durante a progressao meidtica (RVG para Al).
Mais tarde, s@o formados grupos de mitocOndrias que se movem para o interior do
citoplasma em odcitos maduros. Este movimento mitocondrial € mediado pelos
microtibulos, e ndo pelos microfilamentos (SUN et al., 2001). O controle do movimento de
outras organelas nido estd bem documentado em odcitos. Foi demonstrado que os
microfilamentos regulam a separacdao dos centrossomos, mas nao seu movimento no

ooplasma (CALARCO, 2005).

Filamentos de actina que estdo associados 2 membrana plasmatica sdo importantes para
gerar uma area na superficie celular especializada e também promover um direcionamento
para a for¢a remodeladora da estrutura celular. O cértex de odcitos de ratos possui
numerosos filamentos de actina que surgem da membrana plasmatica, formando uma camada
uniforme de microfilamentos. O local de ancoramento dos filamentos na membrana
plasmatica é marcado por material eletron-denso logo abaixo da membrana. Durante a
maturacdo meidtica, a distribuicdo cortical da actina € alterada (LONGO, 1987). Uma
camada uniforme relativamente densa de actina também € observada no cértex de odcitos de

suinos, bovinos e humanos (KIM et al., 1998, 2000; PICKERING et al., 1998; SUN et al.,
2001).

As células animais utilizam um anel contrétil que estd associado com a membrana
plasmadtica para criar uma linha de clivagem que partird a célula em duas células filhas. Este
anel contratil é formado por uma rede de filamentos de actina e miosina, e a atividade motora
da miosina dirige essa constricio (GLOTZER, 2005). Evidéncias sugerem que durante a
meiose 0s odcitos adotam mecanismos similares tanto para liberagdo do primeiro quanto para
a liberagdo do segundo corpusculo polar durante a maturagdo e fertilizacdo. Em odcitos de
humanos no estigio de tel6fase, foi demonstrada a presenca de um anel contrétil na linha de
clivagem entre o odcito e o segundo corptisculo polar (PICKERING et al., 1998). Quando os
filamentos de actina sdo inibidos, a extrusdo do corptisculo 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. Granulos corticais

Em odcitos de mamiferos, a poliespermia induz a um desequilibrio genético e
resulta na morte embriondria inicial. Granulos corticais (GC) sdo organelas derivadas do
aparato de Golgi, que sdo originadas dentro dos odcitos durante o inicio do crescimento
folicular (CRAN e ESPER, 1990). Essas organelas, em mamiferos, medem 0,2-0,6 um de
diametro e estdo situadas no cortex de odcitos em MII. Sdo possuidoras de uma populagdo de
moléculas que incluem proteases, glicosidases, enzimas e proteinas estruturais (WESSEL et
al., 2001).

GC sdo vesiculas secretoras que possuem um papel fundamental na prevencdo a
poliespermia apds a fertilizagdo. Eles podem ser identificados em pequenos grupos pelo
citoplasma dos odcitos quando se encontram no estddio de VG. Logo apds o RVG, os GC se
ligam aos microfilamentos e migram para a regido cortical celular. Quando os odcitos
atingem o estidgio de MII, os GC estdo distribuidos no cértex proximo a membrana
plasmdtica formando uma compacta monocamada (WESSEL et al., 2001; VELILLA et al.,
2004). O MPF estimula esta associacdo entre os GC e microfilamentos (WESSEL et al.,
2002). Esse processo de migragao dos GC dirigido pelos microfilamentos ja foi identificado
em ratos (CONNORS et al., 1998) e suinos (SUN et al., 2001). Porém, o ancoramento dessas
vesiculas € independente tanto dos microfilamentos quanto dos microtibulos (CONNORS et
al., 1998; SUN et al., 2001).

Ap6s a fusdo dos gametas, os GC se fundem com o oolema e liberam seu contetido no
espaco peri-vitelinico, em um evento conhecido como reacdo cortical (BRADEN et al.,
1954). Supde-se que o conteddo liberado pelos GC no espago peri-vitelinico é responsavel
por estabelecer um bloqueio a poliespermia por meio da mudanga da constituicdo da zona
pelicida e de muitas fungdes do oolema (CHERR e DUCIBELLA, 1990). Também ¢
possivel que o conteido dos GC possua um papel na pré-implantacdo embriondria,
promovendo um microambiente satisfatério no espaco peri-vitelinico, aumentando assim a

habilidade de prote¢dao do embrido (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 metabdlicos que levam a mudancas na célula orientando-a para a morte
programada, sendo assim de grande importincia no funcionamento normal de todos os
tecidos. A apoptose tem sido reconhecida como um fator determinante no controle da
proliferacdao de células anormais e na manutencao da homeostase que controla o nimero de
células durante o desenvolvimento e proliferacdo (BOSCO et al., 2005).

O processo de apoptose elimina células com o DNA danificado irreversivelmente. Este
processo € utilizado pelo organismo durante o desenvolvimento e se mantém mesmo apés
esse periodo (ELLIS et al., 1991).

Em tecidos, as caracteristicas estruturais causadas pela apoptose incluem: condensagdo
da cromatina nuclear, fragmentacao da célula e produgdo dos corpos apoptéticos e fagocitose
dos corpos apoptéticos pelos macréfagos. Ja os aspectos histoldgicos incluem: vacuolizacao
do citoplasma, condensa¢ao da cromatina e aparecimento de corpos apoptéticos eosinofilicos
ao redor da massa citoplasmdtica. Bioquimicamente ela € caracterizada por uma rdpida
fragmentacio do DNA (WYLLIE, 1993). A apoptose é acompanhada pela redug¢do do
volume celular (picnose), condensacdo da cromatina, fragmentacdo nuclear, pouca ou
nenhuma altera¢do estrutural das organelas citoplasmaticas, protuberancia da membrana
plasmdtica (mantendo sua integridade até o estddio final do processo), alteragdes na
assimetria de fosfolipideos da membrana plasmética e engolfamento pelos fagdcitos (in vivo)
(KROEMER et al., 2009).

As mudancas celulares envolvidas no processo apoptdtico incluem a perda da
assimetria dos fosfolipidios durante os estddios iniciais. Em células vivas, fosfatidilserina é
transportada para o interior da bicamada lipidica pela enzima aminofosfolipidio translocase
dependente de Mg ATP (KUYPERS et al., 1996). No inicio da apoptose, a fosfatidilserina é
translocada para a por¢do externa da membrana. Anexinas sdo proteinas homologas de
ubiquitina que se ligam a fosfolipidios na presenga de cdlcio (PIGAULT et al., 1994). Entao,
o movimento da fosfatidilserina da superficie interna da membrana para a externa ¢ um
indicativo da apoptose, sendo entdo a anexina V conjugada a fosfatidilserina, uma ferramenta

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

4.1. Reguladores do processo apoptético

A homeostase tecidual € dependente do perfeito balanco entre proliferagcdo e morte

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

participam em ambos 0s processos, morte celular programada e divisdo celular. A relagdo
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entre ciclo celular e apoptose é reconhecida pelos genes que codificam as proteinas c-Myc,
pS3, pRb, Ras, PKA, PKC, Bcl-2, NF-kB, CDK, ciclinas e CKI. Apds estimulo, estas
proteinas podem induzir proliferacdo celular, parada do ciclo ou morte celular. O
“background” genético e o microambiente celular sdo importantes, assim como a extensao
de danos ao DNA e o nivel de diferentes proteinas (VERMEULEN et al., 2003).

As proteinas da familia Bcl-2 apresentam uma importante fun¢do anti-apoptética, que €
regulada por multi-sitios de fosforilacdo envolvendo interacdes entre vdrias proteinas da
familia (HALDAR et al., 1995; YAMAMOTO et al., 1999). Niveis elevados de proteinas
dessa familia de genes (Bcl-2 e Bcl-x) bloqueiam a apoptose e outras (Bax, Bad e Bak)
promovem-na. Essa familia estd envolvida no balanco entre sinais de morte internos € na
superficie celular (VERMEULEN et al., 2003).

A proteina Bcl-2 estd localizada na membrana mitocondrial externa e no envelope
nuclear. Dentre suas atuacdes estd o bloqueio da liberagdo de citocromo c pela mitocondria
apo6s estimulo apoptogénico, impedindo, portanto, a ativacdo de caspases (YAMAMOTO et
al., 1999). A proteina Bax pode produzir heterodimeros com a Bcl-2 (Bax/Bcl-2) ou
homodimeros (Bax/Bax). Desta forma, Bcl-2 suprime a morte celular quando
heterodimerizada com Bax e, por outro lado, 0 homodimero Bax/Bax promove apoptose. O
mecanismo de controle da apoptose pelos genes da familia Bcl-2 envolve a formacdo de
poros na membrana mitocondrial, permitindo a interacdo de vdrias proteinas envolvidas na
regulacdo da morte celular (GOTTLIEB, 2000; VERMEULEN et al., 2003). Ela também
pode bloquear a apoptose causada pelo c-Myc (LUO et al., 1997).

A proteina c-Myc é uma fosfoproteina nuclear que funciona como um fator de
transcricdo estimulando a progressdo do ciclo celular e a apoptose. A expressdo de c-Myc €
regulada por fosforilagio e interacio com outras proteinas celulares. E um gene de resposta
inicial, ou seja, responde diretamente a sinais mitogé€nicos estimulando a passagem das
células da fase G1 do ciclo celular. Pode exercer seu efeito na progressao do ciclo celular
pela transcricdo de genes importantes no controle do ciclo celular, tais como ciclinas,
quinases e outros fatores de transcricdo. Ao mesmo tempo atua como regulador negativo da
parada do ciclo celular, suprimindo a transcricdo de alguns genes envolvidos. Além do seu
papel no ciclo celular, c-Myc também apresenta um papel chave na regulacdo do processo
apoptotico. Trabalhos anteriores mostraram que tanto a superexpressao quanto a diminuicao
da expressdao 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 ndo
estdio bem compreendidos. Em geral, a indu¢do de apoptose por c-Myc parece ocorrer
quando ha privagdo de fatores de sobrevivéncia celular. c-Myc pode envolver as vias
independente ou dependente de pS53, transativando o gene promotor da proteina p53 e
aumentando sua meia-vida. A inducdo de apoptose por c-Myc pode também estar
relacionada com a liberagdo de citocromo c¢ envolvendo proteinas Bax (pré-apotdticas)
funcionalmente ativas e com a expressao de Fas ligante e de receptor Fas (REYNOLDS et
al., 1994).

Um outro importante gene envolvido no processo de morte e proliferacao celular é o
supressor tumoral p53, que se encontra acumulado no citoplasma durante a fase G1 e migra
para o nucleo no inicio da fase de sintese (fase S). A proteina p53, cujo nome refere-se a
massa molecular, ¢ amplamente conhecida como indutora de parada do ciclo celular e de
apoptose. Esses processos sdo regulados por transativagdo de genes envolvidos em diferentes
funcdes celulares, mas p53 também ativa mecanismos independentes de transcricdo génica
(HAUPT et al., 1995; AGARWAL et al., 1998; VERMEULEN et al., 2003).

Normalmente, a proteina p53 € encontrada na célula em niveis basais, sugerindo que
seja uma proteina requerida pelas células ocasionalmente em circunstancias especiais. A
indu¢do de aumento nos niveis da proteina p53 em cultura inibe a proliferacdo 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 a
irradiacdo e que nao codificam a proteina p53 continuam dividindo-se e replicando o DNA
sem pausa para o reparo de lesdes no DNA (VERMEULEN et al., 2003; HAUPT et al.,
2003).

Outra proteina, a retinoblastoma (pRb), inibe a progressao do ciclo celular pela
interacdo com fatores de transcri¢ao tais como E2F. Quando a pRb torna-se fosforilada, o
fator E2F € liberado estimulando a proliferacdo. Além do papel da pRb no ciclo celular, essa
proteina também atua na regulacdo negativa do processo apoptético. O fator E2F induz a
expressdo do fator pré-apoptético Apaf-1 e evidéncias sugerem um papel na apoptose
seguida de dano no DNA (HARBOUR e DEAN, 2000).

Portanto, p53 e pRb/E2F podem estar diretamente ligados a proliferacdo celular e
apoptose. A proteina p53 ativada causa parada do ciclo celular na fase G1. Nestas condi¢des,
a proteina Rb nao estd fosforilada e as células ndo podem progredir através do ciclo celular.

Por outro lado, pRb fosforilada libera o fator E2F, que induz diretamente a transcri¢ao do
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gene que codifica a p53. Portanto, a via apoptética é dependente da conecc¢do entre pS53 e o

par pRb/E2F (HIEBERT et al., 1995).

4.2. No ovdrio

Poucos 6rgaos, ou mesmo nenhum deles, produzem um paradigma para apoptose assim
como o ovario. No ovario, o mecanismo subordinado a decisOes de vida ou morte envolve
um relacionamento entre moléculas pro e anti-apoptéticas. Morfologicamente a apoptose é
encontrada em foliculos ovarianos durante a vida fetal e adulta. Durante a vida fetal, a
apoptose € localizada no odcito, enquanto que na vida adulta, ela é detectada nas células da
granulosa de foliculos secundérios e antrais (HUSSEIN, 2005).

O inicio do processo de apoptose, na maioria das linhagens de células ovarianas,
provavelmente depende de estimulos célula-especifico (auséncia ou presenca de sinais
hormonais) que ativam uma cascata intracelular de eventos. Tem sido demonstrado que os
efetores nucleares e citoplasmaticos das vias apoptdticas ovarianas vém de genes reguladores
da apoptose nao especificos de tecidos reprodutivos, estando presentes na maioria das células
dos mamiferos (KORSMEYER, 1995; WYLLIE, 1995; TILLY, 1996).

As dindmicas ovarianas sdo orquestradas por mecanismos moleculares. As mais tardias
sdo mediadas por moléculas pro e anti-apoptdcticas. Algumas dessas moléculas estdo
envolvidas no processo de atresia (Bcl-2, TNF e caspases), selecdo/perda folicular (BCL-2,
Bax, FSH, inibina, Fas ligante, caspases) e lutedlise (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 sdo expressas nas células da granulosa tanto de ovarios fetais como
de adultos, sugerindo seu possivel papel na atresia (NANDEKAR e DHARMA, 2001). Bcl-2
¢ encontrado principalmente em foliculos em desenvolvimento, enquanto Bax € vista
principalmente em foliculos atrésicos (VAN NASSAUW et al., 1999).

A expressao de proteinas Bcl-2 estd presente em todos os componentes do ovério fetal
humano para impedir a atividade apoptética extensiva (ABIR et al., 2002). Essa expressdao
estd relacionada aos niveis de gonadotrofinas onde altos niveis desse horm6nio aumentam a
expressdo da Bcl-2 e diminui a expressao de Bax (SUGINO et al., 2000). Em células da
granulosa de foliculos atrésicos é encontrada expressdao da proteina p53, sugerindo que

também exista alguma funcdo dessa proteina durante a atresia folicular (KIM et al., 1999).
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4.3. Nas células foliculares

A presenca de alteragdes apoptdticas encontradas nos compartimentos foliculares
(células da teca - CT e células da granulosa murais - CG) sdo altamente varidveis, mesmo em
foliculos morfologicamente semelhantes. A ocorréncia de fragmentacdo apoptética do DNA
em CT e CG murais ndo estd bem correlacionada com a morfologia dos COC ou a
morfologia do préprio foliculo. J4 o aparecimento de fragmentagcdo das CG e das células do
cumulus estd relacionado com a morfologia dos COC (ZEUNER et al., 2003).

PORTER et al. (2001) constataram que a presenca da proteina Fas, do sistema Fas-
ligante/Fas-receptor, em CG e CT dependia do estdgio folicular, demonstrando que elas
possuem papel na sinalizacdo para apoptose nos foliculos. As CT podem secretar sinais
indutores de apoptose sem exteriorizar em sua superficie de membrana moléculas receptoras
indutoras de apoptose, evitando assim sua propria apoptose.

Foi demonstrado que em foliculos pequenos a relacdo Bax e Bcl-2 foi similar, j4 em
foliculos médios e grandes foi observada maior presenca de Bax, sugerindo que foliculos
menores tendem a ser mais saudaveis que boa parte dos foliculos grandes, que podem estar
sendo submetidos ao inicio do processo de degeneracdo (YANG e RAJAHAMENDRAN,
2000).

4.4. Nas células do cumulus

As células do cumulus (CC) possuem um importante papel na maturacio e fertilizacdo
pela liberacdo e mediacao de sinais para o odcito (TANGHE et al., 2002). Estas células que
estdo ao redor do odcito, formando o complexo cumulus o6cito (COC), ajudam no bloqueio
da meiose pela formacdo de inibidores da maturacdo (CHANNING et al., 1980), promovem
uma maturagdo citoplasmdtica apropriada, participam na mediacdo entre o estimulo do LH e
0 odcito na retomada da meiose (TANGHE et al.,, 2002; BUCCIONE et al., 1990;
MATTIOLI, 1994).

Muitas funcdes regulatérias das células do cumulus sdo realizadas pelas juncdes
comunicantes (TANGHE et al.,, 2002), mas também sdo parcialmente exercidas pela
liberacdo de substancias como progesterona (LI et al., 2000), actina (SIDIS et al., 1998),
inibina (IZADYAR et al., 1998) e inibidor da maturacdo oocitaria (OMI) (CHANNING et

al., 1980). Para manter os fatores pardcrinos em ordem ou a sinalizacdo na qual pode
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influenciar o desenvolvimento do odcito, parece ser necessdrio um nimero suficiente de
células do cumulus (HASHIMOTO et al., 1998).

Os COC siao controlados por vdrios mecanismos apoptéticos (TILLY, 1996).
Atualmente vem sendo estudadas as possibilidades de células apoptoticas do cumulus
influenciarem na maturagcdo nuclear, citoplasmdtica e no desenvolvimento durante a pré-
implantacdo do embrido (YANG e RAJAMAHENDRAN, 2000). Foi demonstrado, em
fémeas de camundongo idosas, um aumento apoptdtico em odcitos maturados com a
presenca de células do cumulus em relacdo aos odcitos maturados sem as CC (desnudos),
evidenciando a possibilidade de indu¢do de apoptose pelas CC de camundongos (PERES e
TILLY, 1997). Em bovinos observou-se a ocorréncia de apoptose em CG e CT, em foliculos
antrais em atresia, no entanto, contrariamente ao encontrado em camundogos, nao foi
observado apoptose nas CC (YANG e RAJAMAHENDRAN, 2000).

YUAN et al (2005) observaram que, em bovinos, a ocorréncia de apoptose nas células
do cumulus foi proporcional ao seu nimero e grau de compactacdo. Porém, neste mesmo
estudo, nao foi observada apoptose no odcito bovino, demonstrando assim que diferencas na
capacidade de desenvolvimento nao sdo causadas pela apoptose no odcito. O grau de
apoptose nas CC ¢ refletido pela morfologia do COC e pode ser utilizada como parametro

para o potencial de desenvolvimento oocitério.

4.5. No odocito

Mesmo com os progressos realizados no intuito de otimizar os sistemas de cultivo para
odcitos bovinos in vitro, apenas 40% dos odcitos recuperados de ovarios de matadouro
conseguem se desenvolver até blastocisto (LONERGAN et al.,, 2003). Isto pode estar
ocorrendo devido ao fato de que odcitos de qualidade inferior sdo predestinados a entrar no
processo de apoptose. A ocorréncia de apoptose em odcitos de fémeas de ratos no estigio
MII foi observada (TAKASE et al., 1995; FUJINO et al., 1996). Esses achados foram
confirmados por PEREZ et al. (1999), que detectaram evidéncias de apoptose (fragmentacdo
do DNA e atividade de caspases) em odcitos ovulados de fémeas de ratos.

No ovdrio, ocorre grande quantidade de apoptose durante a vida fetal e apds o
nascimento como parte integrante do desenvolvimento ovariano normal. A morte de células
ovarianas € um processo essencial para manter a homeostasia da funcdo ovariana. A
fragmentacdo do DNA em odcitos (em particular oécitos em VG e MI) pode ser uma

conseqiiéncia do stress durante a maturacdo folicular ou estar correlacionada a condigdes de
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hipoxia resultante do comprometimento da microcirculacio nesses foliculos (VAN
BLERKOM, 1996). A apoptose pode entdo representar um caminho para eliminar odcitos
com desordens numerais e estruturais. Porém, a morte celular programada também pode ser
uma expressdo do stress metabolico causado em condi¢des de cultivo in vitro, como
demonstrado por WU et al (2000) em odcitos humanos maturados in vitro.

O DNA mitocondrial é mais sensivel a mutacdes do que o DNA nuclear. Esta
caracteristica da mitocondria parece ter um papel crucial no controle vida/morte do odcito
(PEREZ et al., 2000). Disfungdes estruturais, espaciais e genéticas que afetam a capacidade
da mitocondria em produzir ATP pela fosforilacdo oxidativa, podem afetar a organizacao
normal do fuso e segregacdo cromossOmica, o tempo do ciclo celular e o processo
morfodinamico, alterando assim o desenvolvimento embrionario (VAN BLERKOM, 2004).

Disfuncdes mitocondriais podem iniciar ou contribuir para ativacdo da apoptose.

4.6. Acao do NO na apoptose

Diversos efeitos na citotoxidade podem ser causados pelo NO, mas seu efeito € mais
complexo em relacdo a apoptose. A morte celular mediada pela apoptose é controlada por
sinais celulares especificos. O 6xido nitrico pode tanto proteger quanto mediar a célula desse
tipo de morte celular, dependendo do tipo da célula, da sua concentracdo e do tempo de
exposicdo ao NO. A protecao pode ocorrer em diferentes condi¢des. Por exemplo, o NO
protege os hepatdcitos in vivo da apoptose induzida pelo TNFo (BOHLINGER et al., 1995)
e também os foliculos ovarianos da degeneracdo causada pela atresia em ratas (CHUN et al.,
1995). Por outro lado, o NO participa na apoptose de neurdnios corticais (BONFOCO et al.,
1995), macréfagos (TERENZI et al., 1995) e células pancredticas, entre outros (MESSMER
et al., 1994). A morte celular mediada pelo NO em macréfagos € inibida por antagonistas
dos fatores ativadores das proteinas quinase A e C, sugerindo que a transdugdo de sinais
através destas proteinas estd envolvida no mecanismo de acdo do NO que leva a apoptose
(MESSMER et al., 1995).

A respiracdo celular ndo é apenas regulada pelas concentragdes de O, e ADP, mas
também pelos niveis de NO (BOVERIS et al., 1999). Um dos primeiros alvos para a a¢do
citotoxica do NO ¢é a mitocondria (MONCADA et al., 1991). A inibicio da mitocOndria
mediada pelo NO parece ter um componente reversivel e irreversivel. O NO pode interagir
diretamente com a citocromo c¢ oxidase para inibir reversivelmente a respiragdo celular

(LISDERO et al., 1996; SHIVA et al., 2001) e esta interacdo ocorre quando o NO se
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encontra em baixas concentragdes. Entretanto, como ocorre em condi¢des inflamatdrias, o
complexo I (NADH-ubiquinona oxidoredutase) e o complexo II (succinato-ubiquinona
oxidoredutase) sdo irreversivelmente inibidos pelo NO (BROWN, 1995).

Quando em baixas concentragdes, o NO transmite sinais extracelulares para alvos
intracelulares e regula a progressdo da meiose. Quando em altas concentragdes, o0 NO pode
reagir com o superdxido (O»-) e produzir um outro radical ainda mais toxico, o peroxinitrito
(ONOO") (ESPEY et al., 2000). Elevados niveis de NO podem inibir a glicélise, respiracao
mitocondrial e replicacdo do DNA (BRUNE e MOHR, 2001). Esta acdo € acentuada pela
desaminacdo da base dos nucleotideos do NO e do peroxinitrito resultando em fragmentacao
do DNA. Altas concentragdes de NO tem acdo pro-apoptdtica, aumentando a expressdo do
supressor tumoral p53 (HAENDELER et al., 1999) e a formacdo da proteina Bax, assim
como causando a liberacio do citocromo ¢ e a queda nos niveis de glutationa
(BUSTAMANTE et al., 2000) dando inicio aos caminhos apoptdcitos.

Foi demonstrado que um aumento na produ¢ao mitocondrial de NO esta associado a
uma diminuicdo da respiragdo mitocondrial, que diminui a GSH mitocondrial e libera o
citocromo c¢ durante o processo de apoptose em timocitos, sugerindo que o NO estd
envolvido no passo inicial da sinalizacdo mitocondrial que leva a apoptose (VALDEZ et al.,
2000). Estas reacdes podem levar a um aumento no nimero de odcitos danificados. Sendo
assim, a acdo do NO pode estar envolvida com patologias reprodutivas que elevam sua
concentracao.

O entendimento do papel dos radicais livres na infertilidade feminina ainda nao esta
completo. Devido ao fato da existéncia de sistemas oxidativos e anti-oxidativos em varios
tecidos reprodutivos femininos, sugere-se que a infertilidade e certas doengas reprodutivas,
como a endometriose, podem ser causadas pelo estresse oxidativo (AGARWAL et al., 2003).
Foliculos pré-ovulatérios contém muitas fontes de radicais livres, tais como macréfagos,
neutréfilos e células da granulosa (OYAWOYE et al., 2003). O fluido folicular contém altas
concentracdoes de antioxidantes, os quais protegem o odcito de danos produzidos pelos
radicais livres.

Em uma situacdo de estresse oxidativo as células apresentam dois mecanismos de
defesa importantes: um tampdo redutor tiol consistindo de pequenos peptideos com
moléculas sulfidrila redox-ativas: glutationa (GSH) e tiorredoxina (TRX), e um sistema
enzimatico (superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX)
(YU, 1994; GABBITA et al., 2000; MATES, 2000; DAVIS JUNIOR et al., 2001; CURTIN
et al., 2002).
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Em condi¢des normais, mais de 95% da GSH nas células estd reduzida; portanto o
ambiente intracelular é, normalmente, altamente redutor. Investigacdes sobre o papel da
GSH na modulacdo da sinalizacdo apoptdtica sugerem que alteracdes redox no ambiente
intracelular induzido por agentes citotoxicos também sdo modulados pela geracao de EROs e
pela extrusdo de GSH das células (GHIBELLI et al., 1995). Vérios estudos demonstram uma
diminui¢do de GSH intracelular concomitante a um aumento em EROs no processo de morte
celular por apoptose (ODA et al., 1999; XU e THORNALLEY, 2001).

E possivel que um desequilibrio no sistema pro-oxidante/antioxidante no fluido
folicular possa levar a um desenvolvimento anormal do odcito, assim como danificar seu
DNA, citoesqueleto e membrana, prejudicando a fertilidade. O citoesqueleto participa da
meiose nos odcitos, e esta etapa € um pré-requisito para que ocorra uma fertilizacao
adequada. Pesquisas devem ser realizadas para se definir os mecanismos que estdo
envolvidos em doengas do trato reprodutivo feminino, causadas por radicais livres, e também

para se criar novas estratégias que poderdo conter o estresse oxidativo.

5. Células do cumulus - oocito

No foliculo 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 maturacdo e fertilizacdo em odcitos de mamiferos (TANGHE et al.,
2002). As CCs exercem uma importante fun¢ao bioldgica: antes da ovulagdo, elas auxiliam
na maturagdo citoplasmadtica e logo apds a ovulacdo elas participam do controle na interacao
entre odcito e espermatozdide (TESARIK, 1990). As células do cumulus se comunicam
umas com as outras € com o odcito via juncdes comunicantes (GILULA et al., 1978), que
permite a transferéncia de pequenas moléculas como nutrientes e mensageiros entre células
somaticas e germinativas (de LOOS et al., 1991).

E bem estabelecido que o odcito precisa das CCs que o rodeia. Os oécitos nio
metabolizam bem a glucose (LEESE e BARTON, 1984) e sdo dependentes das CCs para
produzir piruvato (LEESE e BARTON, 1985), outros glicoliticos e aminodcidos
(COLONNA e MANGIA 1983), que sdo esséncias para o crescimento € desenvolvimento.
Entretanto, foi demonstrado que o odcito ndo é simplesmente um recipiente passivo, mas sim
um regulador chave do seu préprio desenvolvimento. Os odcitos sao capazes de influenciar

as CCs ao seu redor e regular seu microambiente através de uma sinalizacdo pardcrina,
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utilizando fatores secretados pelo odcito (OSFs), como o fator de diferenciagdo do
crescimento 9 (GDF-9) (GILCHRIST et al., 2008)..

Enquanto promove o crescimento, o odcito também previne a morte das CCs. A
remog¢ao microcirurgica dos odcitos do COC gera um aumento na apoptose das CCs, que €
revertida pela exposicdo aos OSFs (HUSSEIN et al., 2005). Os odcitos sdo capazes de
estimular a expressdo de proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2) e suprimir a expressdo de
proteinas pré-apoptéticas (Bax) nas CCs. Os OSFs também tem agdo pré-apoptética, sendo
capazes de conter o efeito de injdrias externas que causariam morte celular (HUSSEIN et al.,

2005).
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TRABALHOS
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2) Efeito do 6xido nitrico na integridade celular, organizacdo do citoesqueleto,
maturacdo nuclear e citoplasmética do complexo cumulus-o6cito bovino cultivado

in vitro

62



Efeito de diferentes formas de cultivo na acio do 6xido nitrico na maturacio e

integridade de membrana plasmatica de complexos cumulus-odécito de bovinos

Influence of nitric oxide during cumulus expansion and membrane integrity on

cumulus-oocyte complex cultured in different systems

Kelen Salaroli Viana' Maria Clara Caldas-Bussiere' Carla Sobrinho Paes de Carvalho' Bruna

Lomba Dias' Veronica R Lanes” Celia Raquel Quirino’

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar se as diferentes formas de cultivo (gota de
150uL de meio coberta com 6leo x placa de quatro pocos com 500uL. de meio) interferem no
efeito do 6xido nitrico (NO) sobre a maturacio e a integridade da membrana plasmaética do
complexo cumulus-oocito de bovinos pela adi¢do de diferentes concentragdes de
nitroprussiato de sédio (SNP, doador de 6xido nitrico). Nao foi observada diferenca (P>0,05)
entre as formas de cultivo quando se avaliou a integridade de membrana plasmaética e
expansdo das células do cumulus (CC). Contudo, foi observado que odcitos dos grupos
controle e 10°M de SNP cultivados em placa apresentaram maior porcentagem de membrana
integra do que os mesmos grupos cultivados em gota (P<0,05). Quando se avaliou o tipo de
tratamento, observou-se que a adicio de 10°M de SNP causou um efeito inibitério na
expansdo e diminuiu a integridade da membrana das CC e odcito, tanto no cultivo em gota
sob 6leo quanto em placa, diferindo do grupo controle e do 10° M de SNP (P<0,05).

Semelhante a expansao, a forma de cultivo ndo interferiu na extrusao do primeiro corptsculo

ISetor de Biotecnologias de Embrides, LRMGA/CCTA;
2Laboratério de Biologia do Reconhecer, LBR/CBB; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil. E-mail: kelensv@uenf.br. Autor para correspondéncia
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polar (P>0,05), porém, a adicdo de 10°M de SNP inibiu esta tanto no cultivo em gota quanto
em placa (P<0,05). Houve um efeito dose-resposta na concentragdo de NO no meio de
maturagdo 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°M de SNP, onde ndo houve diferenca nas
diferentes formas de cultivo. Esses dados mostram que o sistema de cultivo ndo interferiu na
acdo do NO na maturacdo in vitro de COC bovinos, mas interferiu na integridade da

membrana plasmatica do odcito.

Palavras-chave: oOxido nitrico, integridade de membrana plasmatica, maturacdo do

complexo cumulus-odcito, 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-o6citos (COC) bovine and if the different forms of culture
(drop of 150uL of way covered with oil x plate of four wells with 500uL 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°M
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°M 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.

INTRODUCAO

O 6xido nitrico (NO) é um gds altamente reativo com uma meia-vida curta. Ele é
rapidamente oxidado para nitrato (NO;) e nitrito (NO;), dois produtos estidveis do
metabolismo do NO. Por ser um géas difusivel e lipolitico, o NO € um importante mensageiro
inter e intracelular que estd envolvido em varias etapas da reproducdo como esteroidogénese
(FAES et al., 2009), integridade da membrana plasmética de células do cumulus (MATTA et
al., 2009), células da granulosa antrais (FAES et al, 2009) e de espermatozo6ides (LEAL et al.
2009), além da sobrevivéncia folicular, ovulacdo, fertilizacdo e implantacio embriondria
(THALER & EPEL, 2003).

No foliculo ovariano antral, o cumulus oophorus € um grupo de células da granulosa
(chamadas células do cumulus - CC), o qual possui papel crucial durante o crescimento e
desenvolvimento oocitdrio, € nos processos de maturacdo e fertilizagdo em mamiferos
(TANGHE et al., 2002). Foi demonstrado que a adi¢do de 10° M de nitroprussiato de sédio
(SNP, doador de NO) aumentou a taxa de produgdo de blastocistos bovinos produzidos in
vitro (VIANA et al., 2007), enquanto alta concentragdo de NO (10'3 M de SNP) diminui a
taxa de COC que apresentaram expansdo das células do cumulus e que alcancaram a
metéfase II (TAO et al., 2005; VIANA et al., 2007). VIANA et al. (2007) sugeriram que este
efeito deletério possa ter sido mediado pela acdo na integridade da membrana plasmética,
visto que a retirada das CC foi realizada com muita facilidade, além do fato de que durante a
manipulacdo do odcito para retirada da zona pelicida, a membrana plasmaética de todos os

oécitos tratados com 10° M de SNP se rompia.
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A maturagdo in vitro (MIV) de odcitos € comumente realizada usando gotas de meio
de cultivo cobertas com 6leo mineral (KA et al., 1997; SHIMADA et al., 2001). Estudos
recentes t€m utilizado cultivo com placa de quatro pocos, utilizando um maior volume de
meio de maturacdo. Esse tipo de sistema de cultivo dispensa a utilizagdo do 6leo mineral
para evitar a evaporacdo do meio e alteracdo da osmolaridade, além de aumentar a
disponibilidade de nutrientes e diminuir o estresse causado pela liberacdo de toxinas
produzidas pelo COC durante a maturagdo (KORHONEN et al., 2008; OKAWARA et al.,
2009). Devido a alta capacidade do 6leo em absorver substancias lipossoliveis, envolvidas
tanto na MIV como na integridade da membrana plasmética, a concentracao dessas pode ser
alterada no meio de cultivo durante a maturagdo do COC (FUNAHASHI et al., 1994).
Assim, no tradicional sistema de MIV, o cultivo de COC em meio coberto com 6leo mineral
pode estar limitando a capacidade de desenvolvimento dos odcitos maturados in vitro. Sendo
assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar se as diferentes formas de cultivo (gota de
150puL de meio coberta com 6leo x placa de quatro po¢os com 500uL. de meio) interferem no
efeito do NO sobre a maturacdo e a integridade da membrana plasmadtica do complexo

cumulus-o6cito de bovinos pela adi¢do de diferentes concentracdes de SNP.

MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes utilizados foram da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA), exceto os mencionados no texto. Ovdrios de vacas mestigas ciclicas foram obtidos
semanalmente em abatedouros. Apds a coleta, os ovarios foram imediatamente colocados em
frascos contendo solucdo salina e antibidtico em temperatura ambiente. Os foliculos foram
aspirados usando seringa de 10 mL e os complexos cumulus-o6cito (COC) foram
imediatamente colocados em meio de lavagem [TCM 199-HEPES acrescido de 5% de soro

fetal bovino (SFB) e antibidticos - 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 periodo de manipulagdo dos mesmos. Apds a sele¢do, os COC
foram lavados 4 vezes em gotas de 1000 uL. em meio de lavagem sem IBMX antes de serem
colocados no meio de maturagcdo. Somente os COC que apresentavam mais de trés camadas
de CC e ooplasma homogéneo foram selecionados.

Foram utilizados 30 COC para cada tratamento e cada experimento foi repetido 4
vezes. Odcitos selecionados foram distribuidos aleatoriamente em gotas de 150 uL cobertas
com 6leo mineral ou em placas de quatro pocos com 500 pl de meio de maturagdo [TCM 199
suplementado com 10% de SFB, 0,5 ug/mL de FSH (Folltropin-V, Bioniche, Beleville,
Canadd), 5 pg/mL de LH (Lutropin-V, Bioniche, Beleville, Canadd), e antibidticos (100
UI/mL de penicilina e 100 Ul/mL de estreptomicina — Merck, Darmstadt, Germany] e
mantidos por 24 h em estufa a 38,5° C, em atmosfera de 5% de CO,. Os tratamentos
consistiram da adi¢ao de O (controle), 10 e 10 M de SNP.

O grau de expansao do cumulus foi avaliado 24 h apds o inicio da maturacdo in vitro,
utilizando um método de classificac@o subjetiva proposto por TAO et al. (2004) onde: Grau 1
(G 1) - reposta minima; Grau 2 (G 2) - expansdo das camadas externas; Grau 3 (G 3)-
expansdo de todas as camadas, exceto da corona radiata e Grau 4 (G 4) - expansao de todas
as camadas.

Foi utilizado método de coloragdo dupla para avaliar a integridade da membrana
plasmética das CC. Dois corantes fluorescentes foram utilizados: brometo de etidio, o qual
marca apenas o nucleo de células que apresentam membrana alterada (cor vermelha),
caracterizando entdo morte celular; e laranja de acridina, o qual marca o DNA de células
vivas (cor verde). Ambos corantes foram diluidos na concentracdo de 100 ug/mL. Para cada
90uL de PBS suplementado com 5% de SFB, 10uL da solucdo contendo os dois corantes

(1:1) diluido em PBS foi adicionado. Apds o periodo de maturacao, os COC foram desnudos
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mecanicamente por pipetagem em PBS com 5% de SFB. Os odécitos 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 lamina e laminula, levadas ao microscépio de
epifluorescéncia (400x) (NIKON - Eclipse TE300/TE200, Melville, N.Y., USA) para
contagem (200-250 células de cada tratamento). O meio de maturacdo foi coletado e
estocado a —20°C para futura dosagem de NO.

Para observacdo da integridade da membrana plasmatica dos odcitos foi utilizada
marcacdo dupla com Hoescht, o qual marca o DNA de células vivas (cor azul) e Iodeto de
propideo (IP - o qual marca apenas o nucleo de células que apresentam membrana alterada
(cor vermelha). Apds o periodo de maturacdo, os odcitos foram desnudos e expostos ao
Hoescht 33258 (10 ug/mL) por 5 min e apds este periodo, ao IP (5 ug/mL) por 5 min. Os
odcitos foram colocados entre 1amina e laminula com glicerol e observados individualmente
com auxilio do microscépio (NIKON - Eclipse TE300/TE200, Melville, N.Y., USA)(400x).
Os odcitos foram divididos em dois grupos: 1) com membrana plasmdtica integra,
apresentando nicleo corado em azul (marcado com Hoescht) e 2) com perda da integridade
da membrana plasmadtica, apresentando nicleo corado em vermelho (marcado com IP)

A extrusdo do primeiro corpusculo polar (CP) foi avaliada pela coloragao com Hoescht
33258 (10 pg/mL) por 5 min. Os odcitos foram classificados como com CP (quando se
observou presenca de CP) e sem CP ( quando ndo se observou presencga de CP).

A concentragdo de nitrato/nitrito (NOs/ NO,), metabdlitos estdveis do NO, foi
determinada pelo método baseado na reac@o colorimétrica de Griess (RICART-JANE et al.,
2002). Todas as solugdes foram protegidas da luz desde a preparacdo até o ensaio. A curva
padrao de nitrito de s6dio foi diluida em meio de maturagdo contendo valores de 0,5 a

100uM. As andlises foram realizadas em espectofotometro (Multiskan EX Primary EIA V
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2.1-0). Com os valores da absorbancia foi montado um grafico de dispersdao. A relacdo entre
a absorbancia e concentracdo 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 andlise de variancia (ANOVA) para verificar se o sistema de cultivo (gotas
cobertas com 6leo e placa de quatro pocos) interfere no efeito do NO (10™ e 10~ M de SNP)
na maturacdo e na integridade da membrana plasmdtica dos COC. As médias foram

comparadas pelo teste ¢ a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

O grau de expansdo dos COC do grupo controle e do grupo tratado com 10°M de SNP
foi semelhante nos dois tipos de cultivo (tabela 01; figura 1, A e B), contudo, a expansao foi
inibida (P<0,05; Figura 1, de A a C) quando se adicionou 10°M de SNP no meio de cultivo
tanto em gota coberta com 6leo (69+10,4% em G1) como em placa de quatro pogos
(61,217,2% em G1).

Nao houve diferenca na integridade de membrana das células do cumulus quando os
diferentes tipos de cultivo foram comparados (P>0,05). Porém, ocorreu diferenca na
integridade de membrana entre os odcitos dos grupos controle e 10° M de SNP. O cultivo
em placa apresentou uma maior porcentagem de odcitos com membrana integra (odcitos IP(-
): controle: 91,813,1%-6leo e 100£0,0%-placa; 10 M: 6,712,8%-6leo e 19,318,1%-placa;
P<0,05; tabela 2). Quando se avaliou o efeito do tratamento, a adicdo de 10°M de SNP
promoveu uma diminuicdo no nimero de células com membrana integra em ambos 0s tipos
de cultivo (0,75%£0,5% das CC e 6,712,8% dos odcitos IP(-) na gota e 0,5+0,5% das CC e
19,318,2% dos odcitos IP(-) na placa; P<0,05; Figura 1, de D a F; tabela 2).

A forma de cultivo ndo interferiu na percentagem de odcitos que apresentaram

extrusdo do primeiro corpusculo polar (CP) (P>0,05), porém quando se avaliou o tipo de
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tratamento, foi observada uma inibi¢do da extrusdo do CP quando se adicionou 10° M de
SNP (P<0,05) em ambas as formas de cultivo.

Houve um efeito dose-resposta na concentracdo de NO no meio de maturacdo apds 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°M de SNP, onde ndo houve diferenca nas diferentes

formas de cultivo (P>0,05; figura 2).

DISCUSSAO

No presente estudo, observaram que os COC do grupo controle e 10°M de SNP
apresentaram expansao semelhante nos dois tipos de cultivo, gota coberta com dleo e placa.
Porém, essa expansdo foi inibida quando se adicionou 10°M 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 inibicdo da expansdo das células do cumulus de COC
cultivados em gota uilizando-se a mesma concentracdo desse doador de NO. Esses dados
mostram que o efeito na expansdo das CC pela adicao de 10°M de SNP no meio se manteve,
mesmo sendo utilizada uma propor¢dao maior odcito/meio (1 o6cito/16,7 pL. de meio) em
relacdoa observada na gota (1 odcito/ 5 pL de meio), sendo também independente da
presenca de 6leo no meio de cultivo.

Além disso, foi observado que apds o periodo de maturacdo, o meio de cultivo dos
COC na gota com 6leo dos grupos controle e 10°M de SNP apresentou alteracdo da sua
coloracdo, perdendo sua aparéncia résea e se tornando amarelado (dados ndao mostrados),
levando a sugerir que houve uma alteracdo no pH do meio. Essa alteracido ndo foi observada
no tratamento com 10°M de SNP, provavelmente devido ao fato de que como houve inibicao
da expansdo das células do cumulus, houve inibicao da produgdo de dcido hialuronico (AH)

que como em suinos (YOKOO et al. 2008), apresenta relagdo direta com a expansao das CC.
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No cultivo em placa ndo foi observado alteracdo na coloracdo do meio, demonstrando que
uma maior proporcao odcito/volume de meio de cultivo presente na placa (1 odcito/16.7 ul
de meio) versus a observada na gota (1 odcito/5 ul de meio) previne a alteracio do pH
causada pela producdo do acido hialurdnico, deixando o meio mais estavel, além da presenga
de uma maior quantidade de substancias antioxidantes disponiveis ao 06cito € uma menor
percentagem de substancias oxidantes oriundas do metabolismo dos COC.

No presente experimento foi demonstrado que nao houve diferenca na integridade da
membrana das células do cumulus oriundas de COC cultivados em gotas ou placa quando
estas foram avaliadas pela coloracio com LA/BE. Apesar desse resultado, os COC
cultivados na placa se apresentaram mais homogéneos e mais claros quando comparados aos
cultivados em gotas (dados nao mostrados). Ao se avaliar a integridade de membrana dos
oécitos, foi observada diferenca entre o sistema de cultivo nos grupos controle e 10°M de
SNP, onde o cultivo em placa apresentou um melhor resultado. Porém, essa diferenca ndo foi
observada no grupo 10°M de SNP. Este resultado foi obtido porque o controle em placa
apresentou 100% de integridade em relacdo ao resultado observado em gota (91,3+3,1 %).
Assim, a adicdo de 10° M de SNP na placa ndo tinha como aumentar a integridade da
membrana plasmatica do odcito, como ocorreu na gota. Contudo, os COC cultivados em
placa tratados com 107 M de SNP apresentaram uma integridade de membrana maior do que
os cultivados em gota, provavelmente pela maior relacdo entre odcito/meio. Esses dados
sugerem que o cultivo em placa proporciona um ambiente mais favordvel para o cultivo de
COC bovino do que em gota.

A adicdo de 10°M de SNP no meio de maturacdo inibiu a extrusdo do primeiro
corpusculo polar, corroborando com os resultados obtidos por VIANA et al. (2007), que
demonstraram que a adi¢do da mesma concentragdo de SNP no meio de maturacdo em gota

inibiu a progressdao da meiose de odcitos bovinos. Juntos, esses dados levam a sugerir que a
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adicdo de alta concentracio de NO no meio de maturacdo induz a morte celular e
conseqiiente auséncia da expansdo das células do cumulus, ocorrendo assim alteragao na
maturagdo de o6citos bovinos.

A concentracio de NO no meio de maturacdo do grupo controle ¢ 10°M de SNP na
gota foi maior do que na placa devido ao fato de que na placa existe uma maior propor¢ao de
odcito/meio (1/16,7), fazendo com que o NO produzido pelo COC seja mais diluido no meio.
Porém, isto ndo foi observado quando se adicionou 10°*M de SNP, onde nio foi observada
diferenca entre os tipos de cultivo, sugerindo que este NO possa ter migrado para o 6leo apds
alcancar um certo grau de satura¢do no meio de maturacao.

A presenca de morte celular nas CC cultivadas em placa ou em gota e a constatacao de
que a adicao da concentragdo de NO deletéria no meio de maturacdo nao foi diferente entre
os diferentes tipos de cultivo demonstram que a acdo do NO ao induzir a morte celular é
independente do tipo de sistema de cultivo, levando a sugerir que tais parametros envolvem

mecanismos independentes de substincias lipossoluveis.

CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostraram que: 1) o tipo de cultivo ndo interferiu na
resposta das CC a diferentes concentracdes de NO; 2).o0 sistema de cultivo ndo interferiu na
acdo do NO na maturacao in vitro de complexos cumulus-odcito bovinos, contudo interferiu
na integridade da membrana plasmética do odcito de COC tratados com alta concentragdo de
NO e 3) o sistema de cultivo em placa utilizado durante a maturacdo in vitro de odcitos
bovinos aumenta a integridade da membrana plasmatica do odcito. Mais estudos devem ser
realizados para avaliar se a presenca do dleo pode estar levando a alguma alteracdo na
maturacdo oocitdria que pode ter conseqiiéncias durante o desenvolvimento embriondrio ou

mesmo fetal, diminuindo o nimero de bezerros nascidos oriundos da FIV.
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Tabela 1: Efeito da adicdo de diferentes concentragdes de SNP durante a maturacio in vitro

de odcitos bovinos na expansio das CC em diferentes formas de cultivo

Tratamento/ Oleo Placa
SNP Controle 10°M 10°M  Controle  10°M 10° M
Gl 0° 0° 69,7¢104*  0° 0° 61,247,2°
G2 0° 0° 30,3+10,4* 0P 0P 38,8+7,2°
G3 2474193 37+6,3° 0° 13,8+10,1° 12,749,8" 0°
G4 7524193%  63+6,2° 0° 86,3+10,1° 87,3+9,1° 0°

O grau de expansao foi observado 24 h apds o periodo de cultivo. Foi utilizado um sistema
de escala subjetivo de 1 a 4 descritos a seguir: grau 1 (G 1) - reposta minima; grau 2 (G 2) -
expansdo das camadas externas; grau 3 (G 3)- expansdo de todas as camadas, exceto da
corona radiata e grau 4 (G 4) - expansao de todas as camadas. “*] etras diferentes na mesma
linha indicam diferenga entre tratamentos (P<0,05). Foram utilizados 30 COC para cada
repeticdo. Os dados sdo apresentados como média + SD da percentagem de quatro

repetigoes.
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Tabela 2: Integridade das células do cumulus de COC cultivados em diferentes formas de
cultivo (em gotas cobertas com 6leo ou em placas de quatro pocos) com adi¢ao de diferentes

concentracdes de SNP

Tratamento Controle 10°M 10° M

Brometo de etideo negativo (% - CC)
Oleo 70,2+7,5a 76,1+x13,4a 0,75 £0,5b
Placa 77,6x11,5a 81,4+8,0a 0,5+0,5b

Iodeto de propideo negativo (% - odcitos)
Oleo 91,8+3,1bA 97,243,3cA 6,7+2,8aA
Placa 100,0£0,0bB 100,0£0,0bA 19,348,1aB

Letras mintsculas na mesma linha indicam diferenca entre os tratamentos (P<0,05).
Letras maisculas na mesma coluna indicam diferenca entre tipo de cultivo. Os dados sao
apresentados como média + SD de quatro repeticdes em percentagem.

BE(-) e IP(-) = células com membrana plasmatica integra (CC e odcito, respectivamente).
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Tabela 3: Extrusao do primeiro corpuisculo polar de odcitos cultivados em diferentes formas
de cultivo (em gotas cobertas com 6leo ou em placas de quatro pogos) apds a adi¢do de

diferentes concentragdes de SNP

Tratamento Oleo (%CP) Placa (%CP)
Controle 64,6+5,1aA 69,5 + 7,5aA
SNP(M)

10° 67,243,1aA 74,5 + TaA
102 0,0+0,0bA 0,0 = 0,0bA

Diferentes letras minusculas na mesma coluna indicam diferenca entre os tratamentos e
diferentes letras maidsculas na mesma linha indicam diferenca entre as formas de cultivo
(P<0,05). Os dados siao apresentados como média + SD de quatro repeticdes em

percentagem. CP = corpusculo polar.
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Figura 1: Fotomicrografia representativa da expansao e integridade de membrana das células
do cumulus. De A a C: Expansdo das células do cumulus de COC cultivados em 0 (A —
controle), 10” (B) e 10° M de SNP (C). De D a F: Integridade das células do cumulus de
COC cultivados na auséncia de SNP (D — controle) e apds a adicao de 107 (E)e 10° M de
SNP (F). Células marcadas em vermelho (brometo de etidio) indicam células com perda da
integridade de membrana e em verde (laranja de acridina) indicam células com membrana
integra. Células do cumulus de cada tratamento mostraram comportamento semelhante nas
diferentes formas de cultivo. As CC mostradas sao de COC cultivados em placas.
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Figura 2: Concentragdo de NO no meio de maturacio in vitro de complexos cumulus-odcito
(n=30) cultivados em gota (150 puL) coberta com 6leo mineral e placa de quatro pocos (500
pL). Médias seguidas por letras maiusculas diferentes (A-C) mostram diferenca (P<0,05)
para cada tratamento cultivado em gota. Médias seguidas por letras minusculas diferentes (a-
¢) mostram diferenca (P<0,05) para cada tratamento cultivado em placa. (*) = diferenca entre

formas de cultivo. Os dados representam a média = SD de quatro repeti¢des.
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Resumo

O efeito da adicdo de diferentes concentracdes de nitroprussiato de sédio (SNP; 10” e
10° M), doador de 6xido nitrico (NO), na maturacao in vitro de odcitos bovinos foi avaliado
apés 24 h de cultivo. Os seguintes experimentos foram realizados: 1) avaliacdo da
viabilidade e integridade da membrana oocitdria pela coloracdo com Anexina V/iodeto de
propidio e Hoescth/iodeto de propidio, respectivamente; 2) organizacdo do citoesqueleto e
granulos corticais por imunofluorescéncia; 3) concentracdo intra-oocitaria de glutationa e
concentracdo de NO3;/NO; pelo método de Griess e 4) desenvolvimento embriondrio. No
experimento 1, foi observado que a adi¢do de 10° M de SNP nio alterou a viabilidade e
integridade da membrana plasmatica, porém a adicio de 10° M promoveu perda da
viabilidade e integridade da membrana plasméatica de todos os odcitos (P<0,05). No
experimento 2, foi observada alteracdo apenas ap6s a adicdo de 10° M de SNP, onde ndo
ocorreu a organizacdo do citoesqueleto. A adicdo de 10° M aumentou a percentagem de
migracdo dos granulos corticais (P<0,05), porém ndo houve diferenca entre o grupo controle
e o tratado com 10> M de SNP (P>0,05). No experimento 3, a concentracao de NO no meio
de cultivo aumentou a medida que a concentracdo de SNP adicionada ao meio aumentou
(P<0,05) e apds a adigdo de 107 M de SNP, a concentracdo de glutationa diminuiu (P<0,05).
No experimento 4, foi observado um aumento no nimero de células totais no embrido
eclodido quando se adicionou 10° M de SNP. Esses resultados mostram que: 1) adicdo de
10° M de SNP aumentou a qualidade da maturacdo oocitdria, apresentando uma maior
percentagem de migracdo de granulos corticais e numero de células embriondrias totais no
blastocisto eclodido; 2) a adi¢ao de 10° M de SNP causou um efeito citotoxico, levando a
morte celular, porém nao alterou a distribui¢do dos granulos corticais.
Palavras-chave: o6cito, O6xido nitrico, citoesqueleto, integridade celular, glutationa,

desenvolvimento embrionario

81



1. Introducao

Maturacao in vitro (MIV) é uma técnica comumente usada que permite aos o6citos
sairem do estddio de vesicula germinativa (VG) e alcancarem a metéafase I (MII). Odcitos
maduros podem entdo ser fertilizados e cultivados in vitro até o estidio de blastocisto.
Porém, a maturacdo de odcitos in vitro resulta em uma menor porcentagem de morula e
blastocistos quando comparados com aqueles maturados in vivo (Lonergan et al., 2003;
Peterson e Lee, 2003).

O status nuclear e citoplasmatico do o6cito no momento da fertilizacdo € o maior fator
determinante para seu desenvolvimento embriondrio. Freqlientemente, uma maturacao
citoplasmadtica in vitro deficiente € refletida em uma baixa habilidade do odcito em formar
um pré-nicleo masculino e desenvolver para o estadio de blastocisto apds a inseminagdo in
vitro. Esta deficiéncia pode estar relacionada as condi¢des de cultivo (Nagano et al., 2006),
podendo ocasionar altera¢des na progressao da meiose (Sanfins et al., 2004; Liu et al., 2005),
organizacdo do fuso (Sanfins et al., 2004; Sanfins et al., 2003) e dos granulos corticais (Liu
et al., 2005; Ducibella et al., 1990), bem como na concentracdo de glutationa (GSH) (de
Matos et al., 1997; Geshi et al., 2000).

O 6xido nitrico (NO) € um importante mensageiro inter e intracelular que esta envolvido
em vdrias etapas da reprodu¢do em bovinos como esteroidogénese (Faes et al., 2009),
sobrevivéncia folicular, ovulagdo, fertilizacdo, implantacio embriondria (Thaler e Epel,
2003) e maturagdo oocitaria (Matta, et al., 2009, Viana et al., 2007; Schwarz et al., 2008 a,
b).

Além da acdo como sinalizador, o NO € um gés eletricamente neutro, com baixo peso
molecular, o que possibilita atravessar a membrana plasmatica por difusdao simples, podendo
ter acdo como radical livre. Ele é rapidamente oxidado para nitrito (NO,") e nitrato (NO3),

dois metabdlitos estdveis (Norman e Cameron, 1996). O NO ¢ sintetizado pela 6xido nitrico
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sintase (NOS), uma enzima que converte L-arginina em L-citrulina e NO, na presencga de
oxigénio e varios co-fatores como Ca,"/calmodulina, tetrahidrobiopterina, dinucleotideo
adenina flavina, mononucleotideo flavina e dinucleotideo nicotinamida adenina fosfato
(Rettori e Mccann, 1998).

J4 foi demonstrado que a adicdo de nitroprussiato de sédio (SNP, 10 M), um doador de
oxido nitrico, no meio de maturacdo de odcitos bovinos cultivados em gota coberta com
6leo, aumenta a percentagem de migracao de granulos corticais e produgao de blastocistos in
vitro, enquanto que a adi¢do de 10 M inibe a progressdo da meiose e expansdo das células
do cumulus (Viana et al., 2007). Estes dados mostram que o NO tem participacdo em vias
tanto de sinalizacdo para aumento da qualidade da maturacdo, como para a morte celular,
dependendo de sua concentracdo no meio de maturagdo in vitro de odcitos bovinos, como
demonstrado em outras espécies (Nakamura et al. 2002; Bu et al. 2003). Schwarz et al.
(2008a) também observaram em bovinos uma inibi¢do da maturagao nuclear apds a adi¢ao
de alta concentracdo de s-nitroso-n-acetil-1,1-penicilamina (SNAP), doador de NO no meio de
cultivo.

Sendo assim, o presente estudo foi conduzido para investigar alteracdes morfoldgicas
(viabilidade e integridade da membrana oocitéria, organizacdao do citoesqueleto e granulos
corticais) e bioquimicas (concentracdo intra-oocitdria de glutationa e concentracdo de NO no
meio de maturagdo) apos a adi¢do de diferentes concentragdes de NO no meio de maturagdo
de odcitos bovinos e seu reflexo no desenvolvimento in vitro de embrides, visando
determinar a concentracdo ideal de NO para o meio utilizado na MIV de odcitos bovinos
realizada em placa de quatro pocos sem a presenca de 6leo mineral.

Estes dados poderdo ser de grande importancia na formulacdo de um meio de maturacdo

in vitro que proporcione melhores condi¢cdes de desenvolvimento embriondrio, assim como
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no entendimento de enfermidades reprodutivas que levam a uma alteracdo do ambiente intra-

folicular, com posterior altera¢do da maturacdo do odcito in vivo.

.2. Material e métodos

2.1. Coleta dos ovdrios e obtencdo dos complexos cumulus odcito

Todos os reagentes utilizados foram da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
exceto os mencionados no texto. Ovdrios de vacas ciclicas em idades variadas foram obtidos
semanalmente em abatedouros. Apds a coleta, os ovarios foram imediatamente colocados em
frascos contendo solucdo salina 0,9% e antibiéticos (100 UI/mL de penicilina e 100 Ul/mL
de estreptomicina — Merck, Darmstadt, Germany) em temperatura ambiente (ao redor de 30
°C). Os foliculos foram aspirados e os complexos cumulus-oécito (COC) foram
imediatamente colocados em meio de lavagem (TCM 199-HEPES acrescido de 5% de soro
fetal bovino (SFB) e antibidticos. A esse meio foi adicionado 3-isobutil-1-metil-xantina
(IBMX, 0,5 mM) para manter o bloqueio da meiose durante o periodo de manipulacdo dos
mesmos. Apds a selecdo, os COC foram lavados por 4 vezes em gotas de 1000 L. em meio
de lavagem sem IBMX antes de serem colocados no meio de maturacdo. Somente os COC
que apresentavam mais de trés camadas de células do cumulus e citoplasma homogéneo

foram utilizados.

2.2. Maturagdo in vitro

Odcitos (n=30) selecionados foram transferidos para placas de quatro pogos com 500 uL
de meio de maturagdo (TCM 199 suplementado com 10% de SFB, 0,5 pug/mL de FSH
(Folltropin-V, Bioniche, Beleville, Canadd), 5 pug/mL de LH (Lutropin-V, Bioniche,

Beleville, Canadd), e antibidticos e mantidos em estufa a 38,5°C, em atmosfera de 5% de
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CO; em ar. Apés o periodo de maturacdo (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

repeticoes para cada tratamento.

2.3. Determinagdo da viabilidade ooctdria

A viabilidade dos odcitos foi determinada utilizando-se a marcagdo com Anexina V-
FITC (Laboratério Amarantes-Mendes, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo-SP, Brasil), uma proteina ligada a um fosfolipidio que detecta a translocag¢dao do
fosfolipidio fosfatidilserina do interior para o exterior da membrana citoplasmatica, que
ocorre durante os estddios iniciais da apoptose. A coloracdo foi realizada de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os odcitos foram lavados em tampao de ligacao (10 mM Hepes,
150 mM NaCl, 5 mM KCI, I mM MgCl, e 1,8 mM CaCl, - pH=7.4) e logo depois colocados
em gotas de tampao de ligacdo contendo anexina V-FITC (1:500) e incubados por 20 min em
temperatura ambiente e no escuro. Apds o periodo de incubagio, os odcitos foram colocados
em solucdo iodeto de propidio (IP - 100pg/mL em tampao de ligagdao) para marcacdo dupla.
Em seguida, os odcitos foram lavados duas vezes em gotas de S00uL de tampao de ligacdo e
visualizados com auxilio de um microscépio de epifluorescéncia (NIKON - Eclipse
TE300/TE200, Melville, N.Y., USA)(400x). Os odcitos foram classificados em dois grupos:
1) odcito invidvel com nicleo positivo para I[P e membrana positiva para Anexina-V, o qual
indica perda da viabilidade celular e 2) odcito vidvel com nucleo negativo para IP e

membrana negativa para Anexina-V.

2.4. Determinagdo da integridade da membrana plasmdtica oocitdria
Ap6s o periodo de maturagdo, os odcitos foram desnudos e expostos ao Hoescht 33258

(10 mg/mL) por 5 min e apds este periodo, ao IP (10 pg/mL) por 5 min para observagdo da
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integridade celular. Os od6citos foram colocados entre lamina e laminula com glicerol e
observados individualmente com auxilio do microscépio (NIKON - Eclipse TE300/TE200,
Melville, N.Y., USA)(400x). Os odcitos foram divididos em dois grupos: 1) com membrana
integra, apresentando nucleo corado em azul (marcado com Hoescht) e 2) com perda da
integridade da membrana plasmatica, apresentando nicleo corado em vermelho (marcado

com IP)

2.5. Determinagdo da organizagdo dos microtitbulos e microfilamentos

Para avaliacdo da formacdo dos microtibulos, foi utilizada imunofluorescéncia com
anticorpo monoclonal especifico. Os odcitos foram desnudados e fixados em 3,7% de
paraformaldeido (P6148), mais 0,6% Triton X-100 (USB, 9002-93-1) em PBS (livre de
calcio e magnésio) com 0,1% de dlcool polivinilico (PVA — P8136) por 30 min; lavados por
trés 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 odcitos foram incubados com anticorpo anti-
alfa tubulina conjugada com FITC (F2168) (1:100) em PP por 1 h e depois marcados com 10
pg/mL de iodeto de propidio (P4170) em PP por 15 min; lavados por trés vezes em PP e
montados entre lamina e laminula com glicerol (USB, 56-81-5) para a avaliagdo em
microscépio de epifluorescéncia (1000x).

Para avaliacdo dos microfilamentos, os odcitos foram desnudados e fixados em 3,7% de
paraformaldeido, mais 0,6% Triton X-100 em PP por 30 min; lavados por trés vezes em PP;
marcados com 1 pg/mL de rodamina/faloidina (Invitrogen, R415), mais 10ug/mL de
Hoechst 3342 em PP por 30 min; lavados por trés vezes em PP e montados entre lamina e

laminula com glicerol para a avaliacdo em microscopio de epifluorescéncia (1000x).
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2.6. Determinagdo da migracdo dos granulos corticais

Para a determinacdo da migracao dos granulos corticais (GC), foi utilizado o método
de YOSHIDA et al. (1993). Apds o periodo de maturagdo, os odcitos foram desnudados
mecanicamente e em seguida, colocados em solugdo de protease 5% em PBS a 39°C até que
ocorresse a semi-dissolucdo da zona peldcida, que foi posteriormente removida
mecanicamente em meio TCM 199-HEPES suplementado com 10% de SFB. Livres da zona
pelicida, os odcitos foram lavados 3 vezes em solucdo de bloqueio-SB (PBS + 0,1% BSA +
0,75% glicina) e fixados em solu¢@o de 2% de paraformaldeido em temperatura ambiente por
30 min. Os odcitos foram entdo lavados trés vezes em SB por 5 min cada, permeabilizados
em solucdo de Triton X-100 (0,1%) por 5 min e lavados novamente trés vezes em SB. Em
seguida, os odcitos foram incubados em solucdo bloqueio contendo 0,0025% de Lens
culinares-FITC (LL.-9262) a 37 °C por 30 min no escuro e foram entdo lavados duas vezes em
SB por 5 min. A montagem das laminas foi feita utilizando um meio de montagem
(glicerol/TRIS suplementado com 0,5% de n-propil galato) para a visualizacdo dos granulos
corticais. De acordo com o padrdo de distribuicdo dos granulos corticais, os odcitos foram
classificados em trés grupos: 1) GC distribuidos em grupos sem apresentar nenhuma
migracdo— odcito imaturo; 2) GC dispersos no ooplasma e parcialmente em grupos — odcito
parcialmente maturo e 3) GC periféricos apresentando migracao total para a regido cortical —

odcito maturo, de acordo com HOSOE e SHIOYA (1996).

2.7. Mensuragdo da concentracdo de glutationa oocitdria

Todos os passos e preparo de solu¢des foram conduzidos de acordo com as instru¢des
do kit de ensaio para glutationa (CS0260), e a concentracdao de glutationa foi quantificada
pelo ensaio de reciclagem do 4cido glutationa disulfito dithionitrobenzéico (DTNB-GSSG)

(Funashi et al., 1994). Para analisar o contetido intra-oocitario de glutationa, os odcitos foram

87



desnudados e lavados em PBS contendo 1 mg/ml de PVA, por trés vezes. Grupos de 25
odcitos maturados foram lavados e transferidos para um microtubo contendo tampao de
ensaio (0,2 M de tampdao fosfato de sddio, contendo 10 mM EDTA, pH 7,2) com volume
final de 5 uL. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e estocadas até o dia do
ensaio. No dia do ensaio cada microtubo foi congelado e descongelado sucessivamente por
trés vezes. A curva contendo 0,5 a 0,0312 nmoL em 10uL foi preparada em solucao de dcido
S-sulfosalicilico 5% (SSA), simultaneamente com as amostras. Um volume de 10uL de cada
amostra e curva foi adicionado em placas de 96 pocos. A mistura de trabalho foi preparada
no dia do ensaio com 1,5mg/mL de DTNB, 6U/mL de GSH redutase em soluc¢do tampao do
ensaio. Além da mistura de trabalho foi também pipetado 0,16mg/mL de NADPH em cada
poco. A placa foi analisada em leitor ELISA (Multiscan, Lab Systems, Melbourne, Australia)
a 405nm. O conteudo de glutationa nas amostras foi calculado a partir da curva padrio e pela

divisdo do conteudo total da amostra pelo niimero de odcitos presente em cada amostra.

2.8. Mensuragdo da concentracdo de nitrato/nitrito

A concentracdo de nitrato/nitrito (NO3/NO;’), metabdlitos estiveis do NO, foi
determinada pelo método baseado na reac@o colorimétrica de Griess (RICART-JANE et al.,
2002). O reagente de Griess € composto de uma mistura de sulfanilamida 2% e N-(1-
naphthyl) ethylene-diamine 0,2% em 4gua deionizada. A primeira reacdo na amostra ocorre
com o nitrito para formar o sal diazonium que reage com o segundo reagente para formar a
cor purpura com um pico de absorbancia a 540 nm. Para reduzir o nitrato a nitrito, as
amostras (40 puL) foram incubadas com uma mistura contendo 1000yl da enzima nitrato
redutase (100puL da enzima 10 UI diluida em 4dgua deionizada + 900 pL de 4gua deionizada)

oriunda de bactéria, 1000 puL. do co-fator NADPH (5mg/mL) diluido em dgua deionizada,

1000 ul de tampao fosfato de potéssio (0,5 M). Em seguida, as amostras foram incubadas a
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37°C por 14-16 h em placa de 96 pogos. Posteriormente, 80uL. do reagente de Griess foram
adicionados as amostras. Todas as solucdes foram protegidas da luz desde a preparacdo até o
ensaio. A curva padrdo de nitrito de sédio foi diluida em meio de maturacdo contendo
valores de 0,5 a 100uM. As andlises foram realizadas em espectofotdmetro (Multiskan EX
Primary EIA V 2.1-0). Com os valores da absorbancia foi montado um gréfico de dispersao.

A relacdo entre a absorbancia e concentragao de nitrato/nitrito foi linear (R2=0,98; P<0,05).

2.9. Fecundacgdo e cultivo in vitro

Para a fecundacao in vitro foi utilizado s€men congelado de um mesmo touro da raca
Nelore e de uma mesma partida (ABS-Pecplan, G-7601). A sele¢do dos espermatozoéides
para a fertilizacdo in vitro (FIV) foi feita segundo a técnica de gradiente de Percoll
(Amersham Pharmacia Biotec, Upsalla, Sweden). Em um tubo co6nico, foram adicionados
ImL de Percoll 90% e em seguida, 1mL de Percoll 45%. O sémen foi descongelado a uma
temperatura de 36-37°C e, em seguida, adicionado na porcdo superior do gradiente de
Percoll e centrifugado por 10 min a 650 x g. Apds a retirada do sobrenadante, uma nova
centrifugacdo de 4 min a 200 x g com aproximadamente 5 mL de TALP-sp com BSA foi
realizada para remover o excedente do Percoll.

Apo6s a maturagdo, grupos de 30 odcitos foram lavados (3x) em meio de fertilizagdo e
transferidos para gotas de 150 pL. de meio de fertilizagdo sob 6leo mineral em placa de Petri
(35x10mm, Corning Inc. Acton, MA, USA). Os odcitos foram incubados com
espermatozoéides (2x106/mL) por 18h, a 39°C, em atmosfera de 5% de CO,. O meio de
fecundacao in vitro utilizado foi o TALP-fecundacio (TALP-fec) suplementado com 6
mg/mL de BSA livre de acidos graxos, 2 mM de penicilamina, 1 mM de hipotaurina, 250
mM de epinefrina e heparina a 1%. Apds o periodo de fertilizacao, os supostos zigotos foram

lavados (3x) em meio de lavagem para remocdo das células do cumulus e espermatozdides e,
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em seguida, transferidos para gotas de 100 pL de meio de cultivo (TCM 199 suplementado
com 10% de SFB e antibioticos mencionados acima) (20 odcitos por gota) sob 6leo mineral,
onde foram mantidos por 9 dias, a 39°C, em atmosfera de 5% de CO,. Foi realizada a

avaliacdo da clivagem (D2) e do desenvolvimento embrionério (D7, D8 e D9).

2.10. Contagem de células de blastocistos eclodidos

Blastocistos eclodidos dos diferentes grupos foram colocados entre 1amina e laminula e
fixados por 24 a 48 h em etanol/acido acético (3:1) (Merk, Rio de Janeiro, Brazil), corados
com orceina acética 2% e observados com auxilio de microscopio de contraste de fase da
marca NIKON (Eclipse TE300/TE200, Melville, N.Y., USA) (400x) para contagem do

namero de células.

2.11. Experimentos
Foram avaliados os efeitos de diferentes concentragdes de SNP (0, 10° e 10° M —
Viana et al. 2007) na maturacdo de odcitos bovinos in vitro avaliando-se diferentes

parametros.

2.11.1. Experimento 1: Efeito do SNP na viabilidade e integridade oocitdria
Odcitos tratados com 0, 107 ¢ 10° M de SNP ap6s 24 h de cultivo foram submetidos a
coloracdo com Anexina V para determinar a viabilidade celular e com hoescth/iodeto de

propidio para avaliacdo da integridade da membrana citoplasmatica.

2.11.2. Experimento 2: Efeito do SNP na dindmica dos microtiibulos, microfilamentos e

distribui¢do dos granulos corticais
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Os o6citos foram cultivados em meio de maturacio contendo 0, 10° e 10° M de SNP por
24 h. A distribui¢ao dos microtibulos, microfilamentos e estddio de maturacio nuclear foram
avaliados apéds esse periodo. Odcitos tratados com 0, 10° e 107 M de SNP apés 24 h de
cultivo foram fixados para avaliacdo da migracdo dos granulos corticais.
2.11.3. Experimento 3: Efeito do SNP na concentracdo intra-oocitiria de GSH e na

concentragdo final de NO no meio de cultivo

Odcitos tratados com 0, 10™ e 10” M de SNP apé6s 24 h de cultivo foram utilizados para
avaliacdo da concentracdo intra-celular de glutationa (GSH), utilizando o kit de dosagem
Glutathione assay kit (CS0260). Foi realizada dosagem da concentragdo de NO no meio de

maturagdo pelo método de Griess.

2.11.4. Experimento 4: Efeito do SNP no desenvolvimento embriondrio in vitro

Os odcitos foram cultivados em meio de maturacao contendo 0, 10° e 10° M de SNP
por 22 h, sendo fertilizados apds este periodo e mantidos no mesmo meio (TALP-fec) por
18h e cultivados por 9 dias (D9) in vitro. Clivagem, desenvolvimento de blastocistos, taxa de

eclosdo e ndmero total de células em embrides eclodidos foram determinados.

2.12. Andlise estatistica

Todos os odcitos foram distribuidos 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 andlise de varidncia (ANOVA). As médias foram

comparadas pelo teste ¢, a 5% de probabilidade.
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3. Resultados

3.1 Experimento 1

A adicdo de 10 M de SNP causou morte celular em todos os 06citos (100% dos odcitos)
como demonstrado pela coloragio com Anexina V e iodeto positivos apds a maturacao
(Tabela 1), diferindo do grupo controle e 10° M de SNP (P<0,05). Esses dados foram
confirmados com a coloracdo hoescht/IP, onde a maior parte dos o6citos tratados com 10° M

de SNP (80,7%) se apresentou positivo para IP (P<0,05) (Figura 1).

3.2. Experimento 2

A marcagdo dos microtibulos foi observada em todos os odcitos tratados com 0
(controle) e 10° M de SNP (ver Fig. 3, A e B para imagens representativas). Nenhuma
alteracdo no fuso e placa metafésica foi observada. Porém, a adicdo de 10° M de SNP fez
com que o fuso dos microtibulos fosse completamente despolimerizado e 0os cromossomos
hipercondensados e aglutinados em uma massa (Fig. 3, C).

A emissdo do primeiro corpdsculo polar (PB1) foi inibida (P<0,05) pela adicdo de 10° M
de SNP (Figura 4), ocorrendo em 72,618,7% dos odcitos do grupo controle (0) e 80,216,0%
do grupo tratado com 10 M de SNP apo6s 24 h de maturacao (P<0,05).

Com relagdo aos microfilamentos, no grupo controle e 10° M de SNP, uma maior
marcacao foi observada abaixo do cortex celular e proximo ao PB1 apds 24 h de maturacao
(ver Fig. 3, D e E para imagens representativas). Nenhuma alteracdo na disposicao dos
microfilamentos foi observada. Diferentemente, a adicdo de 102 M de SNP alterou a
disposi¢cdo dos microfilamentos que se apresentaram em grumos (clusters), € ndo abaixo do
cortex.

Em 68,20% dos o6citos maturados com 10 M de SNP, pode-se observar a migracao dos

granulos corticais para a periferia do citoplasma (distribuicdo periférica; ver Fig. SA para
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imagem representativa). Esse resultado nao diferiu do grupo controle (72,25% periféricos)
(P>0,05). Entretanto, o grupo 10° M de SNP apresentou uma maior migracio dos granulos

corticais (P<0,05), com 86,83% dos odcitos com GC periféricos (tabela 2).

3.3. Experimento 3:

A concentragdo intracelular de GSH foi menor (P<0,05) em odcitos maturados com 10°
M de SNP (4,4 pmol) do que em odcitos do grupo controle (5,4 pmol) (Figura 6). Entretanto,
a concentracio de GSH do grupo 10° M de SNP (5,5 pmol), se manteve semelhante ao
controle (P>0,05) (Figura 6).

A concentra¢do de NO no meio de maturacdo foi semelhante entre o grupo controle e o
10° M de SNP (623 e 15,8+1,9 pM, respectivamente). Porém, a adi¢do de 10° M de SNP
aumentou ao redor de 10 vezes a concentracdo de NO no meio de maturacao (59,9+12 uM),

diferindo dos outros tratamentos (Figura 2, P<0,05).

3.4. Experimento 4:

Foi avaliado o efeito da adi¢do de diferentes concentragcdes de SNP no meio de
maturacdo no desenvolvimento embriondrio in vitro (Tabela 3). A taxa de clivagem e
desenvolvimento embriondrio foram semelhantes entre os odcitos fertilizados oriundos do
grupo controle e do tratado com 10° M de SNP (75,95% e 83,23% de clivagem; 37,73% e
44,05% de blastocisto, respectivamente) (P>0,05), porém a concentracdo de 10° M de SNP
aumentou o nimero de células totais no embrido quando comparado ao controle (256,8+52,5
e 196,9+54,0, respectivamente — P<0,05). Odcitos submetivos a maturacdo com 102 M de
SNP néo clivaram (0%) (P<0,05) e conseqiientemente, o desenvolvimento embriondrio nao

foi observado.
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4. Discussao

Estudos prévios demonstraram que concentragdo adequada de 6xido nitrico deve estar
presente no meio de maturacdo in vitro de odcitos bovinos para que ocorra uma eficiente
maturagdo nuclear e citoplasmatica (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
maturagdo in vitro. Porém, ainda ndo haviam sido demonstradas, além da progressao da
meiose, quais alteracdes morfoldgicas e bioquimicas que ocorrem no odcito apds a adi¢cao de
diferentes concentragdes de NO no meio de maturagdo in vitro.

No presente experimento demonstrou-se que a adi¢do de 10° M de SNP ndo alterou a
viabilidade e integridade da membrana plasmatica do o6cito. Contudo, a adi¢do de 10° M de
SNP causou perda da viabilidade celular e da integridade da membrana plasmatica. O fato da
membrana plasmatica ter sido marcada com anexina V no presente experimento, ndo permite
afirmar que a morte celular se iniciou pelo processo de apoptose induzida (Li et al., 2008),
pois se ocorreu a lesdo da membrana, como mostrado pela coloracdo com iodeto de
propideo, esta permitiu a entrada da anexina V e sua ligacdo com a fosfatidilserina sem ter
sido necessdria a exposi¢ao da mesma. Assim, devido ao fato de 19,6 % dos odcitos tratados
com 10° M de SNP terem apresentado membrana integra e cromossomos condensados, nao
pode descartar a hipétese da morte celular ter ocorrido por necrose secunddaria a apoptose. Ja
foi demonstrado que o NO induz apoptose e/ou necrose em ovdrios de fémeas de
camundongos (Ellman et al., 1993), em células endometriais de humanos (Li et al, 2001) e
em embrides bovinos (Orsi, 2006), mas ndo em odcitos maturados in vitro.

Nao foi observada diferenca na organizacdo do citoesqueleto apds a adicao de 10° M
de SNP no meio de maturacdo em relagdo ao controle. Os odcitos maturados na presenca de

10° M de SNP apresentaram auséncia de polimerizacdao dos microtibulos e desorganizagdo
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dos filamentos de actina, o que deve ter ocorrido em decorréncia a perda da viabilidade e
integridade da membrana plasmatica do odcito.

A adicdo de 10° M de SNP aumentou a taxa de migracdo dos granulos corticais em
relacdo ao controle e 10° M de SNP. Esses dados corroboram com os observados por Viana
et al. (2007), onde a adicdo de 10° M de SNP melhorou tanto a migra¢do dos GC quanto a
taxa de blastocisto. No presente estudo, nio houve aumento da taxa de producdo de
blastocistos, mas houve aumento na qualidade do embrido avaliada pelo nimero de células
totais. Estes resultados mostram que a adi¢do de NO nesta concentra¢do durante a maturacao
in vitro teve um reflexo no ciclo celular dos blastocistos eclodidos avaliados no DO.
Resultados semelhantes foram obtidos por Traiser et al (2002), que observaram que o NO em
baixa concentra¢do promove a entrada na fase M durante o desenvolvimento neuroepitelial
de embrides de galinhas.

Schwarz et al. (2008a) ndo observaram diferenca na taxa de blastocisto nem no nimero
de células totais presente no embrido ao utilizarem uma concentracio intermediaria de NO
(10'5 M de SNAP, doador de NO). Viana et al. (2007) observaram um aumento na taxa de
blastocisto quando a mesma concentracdo de um outro tipo de doador de NO, SNP, foi
utilizada. Diferencas na composicdo do meio de maturacdo utilizado por Schwarz et al.
(2008a) em relacdo ao utilizado por Viana et al (2007) e no presente experimento, como a
presenca de piruvato, podem ter sido a causa dos primeiros autores nio terem observado agao
do NO no aumento do nimero de embrides ou nimero de células totais embriondrias. Além
disso, a utilizacdo de placa de quatro pocos sem o uso de 6leo mineral neste experimento,
pode ter auxiliado na acdo do NO no ciclo celular (aumento do nimero total de células
embriondrias), protegendo o meio do estresse oxidativo que ocorre na presenca do 6leo
(Otsuki et al, 2007). Outra diferenca no sistema de cultivo que poderia explicar o fato do NO

ndo ter aumentado a taxa de blastocistos neste experimento, como observado por Viana et al

95



(2007) seria uma maior relacdao de volume de meio de maturacdo/odcito (1 odcito/16,7 uLL de
meio) em relacdo ao utilizado por Viana et al (2007 — 1 odcito /5 UL de meio) favorecendo as
condig¢des de cultivo do grupo controle.

Uma das alteragdes citoplasmdticas que ocorrem durante a maturagdo € a migracdo e
redistribuicdo de organelas como os GC, que estdo localizadas no coértex de odcitos
maturados que nao foram fertilizados (Cran e Esper, 1990; Liu et al., 2005). A libera¢dao do
seu conteudo por exocitose no espago perivitelino bloqueia a polispermia (Abeydeer et al.,
2000), além de liberar proteinas necessdrias para a pré-implantacdo de embrides em
desenvolvimento (Hoodbhoy et al. 2001). Apesar de ndo ter sido observada uma relacao
entre taxa de migracdo de granulos corticais e producdo de blastocisto no presente
experimento, mas sim no nimero de células totais embriondrias, a adi¢do de 10° M de SNP
pode ter influenciado no acimulo de moléculas especificas, ainda nao identificadas, que
preparam o odcito para eventos pOs-fertilizacdo (Sirard et al, 2006), as quais poderiam estar
melhorando a cinética do ciclo celular durante o inicio do desenvolvimento embrionério.
Mais estudos sdo necessarios para se identificar as moléculas encontradas nos granulos
corticais de bovinos e qual sua relacdo com o nimero e qualidade de embrides produzidos in
Vitro

Diferente do esperado, a adicdo de 10 M de SNP ndo apresentou diferenca em relacio
a migracdo dos GC observada no grupo controle. Matta et al. (2009) observaram uma
inibicdo da migracdo dos granulos corticais apds a adicdo de aminoguanidina, inibidor da
sintese de NO pela enzima Oxido nitrico sintase induzivel, no meio de maturagdo,
demonstrando que o NO atua diretamente no controle da migracdo dos GC. Os dados do
presente experimento sugerem que tenha havido uma acelera¢do da migracdo dos GC devido

ao estresse oxidativo promovido pela alta concentragao de NO no meio de cultivo, ocorrendo
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assim, antes que o citoesqueleto apresentasse desorganizacdo (Wessel et al., 2002) e que
ocorresse a perda da integridade da membrana plasmatica do odcito.

Resultados obtidos por Viana et al. (2007), levaram a sugerir que a adicdo de uma
concentracdo intermedidria (10° M) de SNP no meio de maturacdo melhora a qualidade dos
odcitos maturados estimulando a sintese de glutationa (GSH) (Kuo et al., 1996). Para testar
esta hipétese, foi realizada a mensuragdo da concentracdo de GSH intra-oocitdria apds a
maturagdo in vitro na presenca de diferentes concentracdes de SNP (10™ e 107 M).

Mesmo nao tendo sido observada diferenca na concentracdo de GSH intra-oocitdria em
oécitos do grupo controle e maturados na presenca de 10° M de SNP, a adicdo de NO pode
estar atuando em uma via diferenciada da sintese de GSH (Kuo et al., 1996), que tenha acdo
antioxidante.

A adicdo de 10° M de SNP diminuiu a concentracio de GSH intra-oocitria neste
experimento. Brad et al. (2003) observaram uma diminuicdo das concentracdo de GSH em
odcitos maturados in vitro em relacdo aos maturados in vivo, em decorréncia do maior
estresse oxidativo que ocorre no cultivo in vitro devido a maior tensdo de O,. Bustamante et
al., (2000) demonstraram que alta concentracdo de NO tem agdo pré-apoptoética, causando a
liberacdo do citocromo c¢ e a diminui¢do da concentracdo de glutationa, dando inicio ao
processo apoptdcito, podendo ser este um dos mecanismos que levou a morte dos odcitos
tratados com 10 M de SNP no presente experimento.

Esses resultados mostram que: 1) adi¢do de 10° M de SNP aumentou a qualidade da
maturacdo oocitdria, levando a uma maior percentagem de migracdo de granulos corticais e
nimero de células embriondrias totais no blastocisto eclodido, por uma via diferente da que
envolve a glutationa; 2) a adi¢io de 10° M de SNP causou um efeito citotxico, ocasionando
a morte celular com perda da viabilidade e integridade da membrana plasmadtica, auséncia da

maturacdo nuclear e organizacdo do citoesqueleto e diminui¢cdo da concentragdo intra-
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oocitdria da glutationa e 3) odcitos maturados na presenca de 107 M de SNP ndo
apresentaram alteracdo na migracdo dos granulos corticais, sugerindo que o NO tenha
antecipado este processo como resposta ao estresse oxidativo ocasionado pela alta
concentracdo de NO no meio de cultivo, antes que o citoesqueleto tivesse sido desorganizado

ou houvesse perda da integridade da membrana plasmaética.

Agradecimentos
Esse trabalho foi financiado pela FAPERJ (E-26/171.059/2005). K.S. Viana recebeu

bolsa de doutorado da CAPES.

5. Referéncias

Abeydeera, L.R.,Wang,W .H., Cantley, T.C., Rieke, A.,Murphy, C.N., Prather, R.S., Day,
B.N., 2000. Development and viability of pig oocytes matured in a protein-free medium
containing epidermal growth factor. Theriogenology 54, 787-797.

Brad, A.M., Bormann, C.L., Swain, J.E., Durkin, R.E., Johnson, A.E, Clifford AL, 2003.
Glutathione and adenosine triphosphate content of in vivo and in vitro matured porcine
oocytes. Mol. Reprod. Dev. 64, 492-498.

Bu, S.; Xia, G.; Tao, Y.; Lei, L.; Zhou, B., 2003. Dual effects of nitric oxide on meiotic
maturation of mouse cumulus cell-enclosed oocytes in vitro. Mol. Cell. Endocr. 207, 21-
30.

Bustamante, J.; Bersier, G.; Romero, M.; Badin, R.A.; Boveris, A. 2000. Nitric oxide
production and mitochondrial dysfunction during rat thymocyte apoptosis. Arch.

Biochem. Biophys. 376:239-247.

98



Cran, D.G., Esper, C.R., 1990. Cortical granules and the cortical reaction in mammals. J.
Reprod. Fertil. Suppl. 42: 177-188.

de Matos DG, Furnus CC, Moses DF., 1997. Glutathione synthesis during in vitro maturation
of bovine oocytes: role of cumulus cells. Biol Reprod; 57:1420-5.

Ducibella T, Kurasawa S, Rangarajan S, Kopf GS, Schultz RM., 1990. Precocious loss of
cortical granules during mouse oocyte meiotic maturation and correlation with an egg-
induced modification of the zona pellucida. Dev Biol; 137:46-55.

Ducibella, T., Buetow, J., 1994. Competence to undergo normal, fertilization-induced
cortical activation develops aftermetaphase I of meiosis in mouse oocytes. Dev. Biol.
165, 95-104.

Eiserich , J. P.; Este"Vez, A. G.; Bamberg, T. V.; Ye, Y. Z.; Chumley, P. H.; Beckman, J. S.;
Freeman, B. A. 1999 Microtubule dysfunction by posttranslational nitrotyrosination of a-
tubulin: A nitric oxide-dependent mechanism of cellular injury. Proc. Natl. Acad. Sci. 96:
6365-6370.

Ellman, C., Corbett, J.A., Misko, T.P., McDaniel, M., Beckerman, K.P., 1993. Nitric oxide
mediates interleukin-1-induced cellular cytotoxicity in rat ovary: potential role for nitric
oxide in the ovulatory process. J. Clin. Invest. 92, 3053-3056.

Espey, M.G.; Miranda, K.M.; Feelisch, M. (2000) Mechanisms of cell death governed by the
balance between nitrosative and oxidative stress. Ann. New York Acad. Sci. 899:209-221.

Faes, M. R.; Caldas-Bussiere, M. C.; Viana, K. S.; Dias, B. L.; Costa, F. R.; Escocard, R. M.,
2009. Nitric oxide regulates steroid synthesis by bovine antral granulosa cells in a
chemically defined medium. Anim. Reprod. Sci.; 110: 222-236.

Funahashi H, Cantley T, Stumpf T, Terlouw S, Day B. 1994 Use of low-salt culture medium

for in vitro maturation of porcine oocytes is associated with elevated oocyte glutathione

99



levels and enhanced male pronuclear formation after in vitro fertilization. Biol
Reprod;51:633-9.

Furnus, C.C.; de Matos, D.G.; Picco, S.; Peral Garc’ia, P.; Inda, A.M.; Mattioli, G.;
Errecalde, A.L. 2008 Metabolic requirements associated with GSH synthesis during in
vitro maturation of cattle oocytes. Anim. Reprod. Sci. 109: 88-99.

Gasparrini B, Boccia L, Marchandise J, Di Palo R, George F, Donnay I, et al. Enrichment of
in vitro maturation medium for buffalo (Bubalus bubalis) oocytes with thiol compounds:
effects of cystine on glutathione synthesis and embryo development. Theriogenology
2006;65:275-87.

Geshi M, Takenouchi N, Yamauchi N, Nagai T., 2000. Effects of sodium pyruvate in
nonserum maturation medium on maturation, fertilization, and subsequent development
of bovine oocytes with or without cumulus cells. Biol Reprod;63:1730-4.

Herbette, S., Lenne, C., Leblanc, N., Julien, J.L., Drevet, J.R., Roeckel-Drevet, P., 2002.
Two GPX-like proteins from Lycopersicon esculentum and Helianthus annuus are
antioxidant enzymes with phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase and
thioredoxin peroxidase activities. Eur. J. Biochem. 269, 2414-2420.

Herrick, J.R., Brad, A.M., Krisher, R.L., 2006. Chemical manipulation of glucose
metabolism in porcine oocytes: effects on nuclear and cytoplasmic maturation in vitro.
Reproduction 131, 289-298.

Hoodbhoy, T., Dandekar, P., Calarco, P., Talbot, P., 2001. p62/p56 are cortical granule
proteins that contribute to formation of the cortical granule envelope and play a role in
mammalian preimplantation. Mol. Reprod. Dev. 59, 78-89.

Kim, N.H., Cho, S.K., Choi, S.H., Kim, E.Y., Park, S.P., Lim, J.H., 2000. The distribution
and requirements of microtubules and microfilaments in bovine oocytes in vitro

maturation. Zygote 8, 25-32.

100



Kim, N.H.; Funahashi, H.; Prather, R.S.; Schatten, G.; Day, B.N. (1996) Microtubule and
microfilament dynamics in porcina oocytes during meiotic maturation. Mol. Reprod.
Dev. 43: 248-255.

Krisher RL, Bavister BD. Responses of oocytes and embryos to the culture environment.
Theriogenology 1998;49:103-14.

Kuo, P.C., Abe, K.Y., Schroeder, R.A., 1996. Interleukin-1-induced nitric oxide production
modulates glutathione synthesis in cultured rat hepatocytes. Am. J. Physiol. 271, 851-
862.

Lafleur, M.V.M., Hoorweg, J.J., Joenje, H., Westmijze, E.J., Retel, J., 1994. The ambivalent
role of glutathione in the protection of DNA against single oxygen. Free Radical Res. 21,
9-17.

Li, H.Y., Chang, S.P., Yuan, C.C., Chao, H.T., 2001. Nitric oxide induces apoptosis in
endometrial epithelial cells in the presence of progesterone: involvement of mitogen-
activated protein kinase pathway. Mol. Hum. Reprod. 7, 755-763.

Li HJ, Liu DJ, Cang M, Wang LM, Jin MZ, Ma YZ, Shorgan B. 2008 Early apoptosis is
associated with improved developmental potential in bovine oocytes. Anim Reprod Sci.
Oct 8 doi:10.1016/j.anireprosci.2008.09.018.

Liu, X.Y., Mal, S.F., Miao, D.Q., Liu, D.J., Bao, S., Tan, J.H., 2005. Cortical granules
behave differently in mouse oocytes matured under different conditions. Hum. Reprod.
20, 3402-3413.

Lonergan, P., Rizos, D., Gutierrez-Adan, A., Fair, T., Boland, M.P., 2003. Oocyte and
embryo quality: effect of origin, culture conditions and gene expression patterns. Reprod.
Domest. Anim. 38, 259-267.

Luciano AM, Modina S, Gandolfi F, Lauria A, Armstrong DT. 2000 Effect of cell-to-cell

contact on in vitro deoxyribonucleic acid synthesis and apoptosis responses of bovine

101



granulosa cells to insulin-like growth factor-I and epidermal growth factor. Biol Reprod.
2000 Dec;63(6):1580-5.

Ma, W.; Koch, J. A.; Viveiros, M. M. 2008 (MTOC)-associated proteins and participates in
meiotic spindle organization. Develop. Biol. 320: 414-425

Matta, S. G. C.; Bussiere, M. C. C.; Viana, K. S.; Faes, M. R.; Paes De Carvalho, C. S.; Dias,
B. L.; Quirino, C. R., 2009. Effect of inhibition of synthesis of inducible nitric oxide
synthase-derived nitric oxide by aminoguanidine on the in vitro maturation of oocyte-
cumulus complexes of cattle. Anim. Reprod. Sci. 111, 189-201.

Meister, A., Anderson, M.E., 1983. Glutathione. Annu. Rev. Biochem. 52, 711-760.

Miyara, F., Migne, C., Dumont-Hassan, M., LeMeur, A., Cohen-Bacrie, P., Aubriot, F.X.,
Glissant, A., Nathan, C., Douard, S., Stanovici, A., Debey, P., 2003b. Chromatin
configuration and transcriptional control in human and mouse oocytes. Mol. Reprod.
Dev.64, 458-470.

Nagano, M., Katagiri, S., Takahashi, Y., 2006. Relationship between bovine oocyte
morphology and in vitro developmental potential Zygote 14: 53-61.

Nakamura, Y., Yamagata, Y., Sugino, N., Takayama, H., Kato, H., 2002. Nitric oxide
inhibits oocyte meiotic maturation. Biol. Reprod. 67, 1588-1592.

Nisoli E, E. Clementi, C. Tonello, C. Sciorati, L. Briscini & M. O. Carruba: Effects of nitric
oxide on proliferation and differentiation of rat brown adipocytes in primary cultures. Br.
J Pharmacol. 125, 888-894 (1998)

Nisoli E, S. Falcone, C. Tonello, V. Cozzi, L. Palomba, M. Fiorani, A. Pisconti, S. Brunelli,
A. Cardile, M. Francolini, O. Cantoni, M. O. Carruba, S. Moncada & E. Clementi:
Mitochondrial biogenesis by NO yields functionally active mitochondria in mammals.
Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 101, 16507-16512 (2004)

Norman, J.E.; Cameron, I.T., 1996 Nitric oxide in the human uterus. Rev. Reprod. 1,61-68.

102



O’Flaherty, C. M.; Beorlegui, N. B.; Beconi, M. T. (1999) Reactive oxygen species
requirements for bovine sperm capacitation and acrosome reaction. Theriogenology
52:289-301.

Orsi, N.M., 2006. Embryotoxicity of the nitric oxide donor sodium nitroprusside in
preimplantation bovine embryons in vitro. Anim. Reprod. Sci. 91, 225-236.

Otsuki, J. et al. 2007 Peroxidation of mineral oil used in droplet culture is detrimental to
fertilization and embryo development. Fertil. Steril. 88, 741-743.

Pastore, A., Federici, G., Bertini, E., Piemonte, F., 2003. Analysis of glutathione: implication
in redox and detoxification. Clin. Chim. Acta 333 (1), 19-39.

Peterson, A.J., Lee, R.S., 2003. Improving successful pregnancies after embryo transfer.
Theriogenology 59, 687—697.

Rettori, V.; Mccann, S.M., 1998. Role of nitric oxide and alcohol on gonadotropin release in
vitro and in vivo. NY Acad. Sci. 840, 185-193.

Ricart-Jan’E, D. et al.Anticoagulants and others preanalytical factors interfer in plasma
nitrate/nitrite quantification by Griess method. Nitric Oxide 6: 178-185, 2002.

Riley, J. C.; Behrman, H. R. (1991) Oxygen radicals and reactive oxygen species in
reproduction. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 198:781-91.

Roth, Z.; Hansen, P.J. (2005) Disruption of nuclear maturation and rearrangement of
citoskeletal events in bovine oocytes exposed to heat shock during maturation.
Reproduction 129: 235-244.

Sanfins A, Lee GY, Plancha CE, Overstrom EW, Albertini DF., 2003. Distinctions in
meiotic spindle structure and assembly during in vitro and in vivo maturation of mouse

oocytes. Biol Reprod; 69: 2059-67.

103



Sanfins A, Plancha CE, Overstrom EW, Albertini DF., 2004. Meiotic spindle morphogenesis
in in vivo and in vitro matured mouse oocytes: insights into the relationship between
nuclear and cytoplasmic quality. Hum Reprod 19:2889-99.

Schuh, M., Ellenberg, J., 2007. Self-organization of MTOCsSs replaces centrosome function
during acentrosomal spindle assembly in live mouse oocytes. Cell 130, 484-498.

Schwarz, K. R. L.; Pires, P. R. L.; Adona, P. R.; Camara De Bem, T. H.; Leal, C. L. V.,
2008a. Influence of nitric oxide during maturation on bovine oocyte meiosis and embryo
development in vitro. Reprod. Fertil. Dev. 20, 529-536

Schwarz, K. R. L., Pires, P.R.L., de Bem, T.H.C., Adona, P.R., Leal, C.L.V., 2008b
Consequences of nitric oxide synthase inhibition during bovine oocyte maturation on
meiosis and embryo development. Reprod Dom Anim doi: 10.1111/5.1439-
0531.2008.01242.x

Sirard, M-A., Richard, F., Blondin, P., Robert, C., 2006. Contribution of the oocyte to
embryo quality. Theriogenology 65: 126-136.

Shimizu, T. 1997 Reorganization of the cortical actin cytoskeleton during maturation
division in the Tubifex egg: possible involvement of protein kinase C. Dev. Biol. 188:
110-121.

Stojkovic, M.; Machado, S. A.; Stojkovic, P.; Zakhartchenko, V.; Hutzler, P.; Gongalves, P.
B. (2001) Mitochondrial distribution and adenosine triphosphate content of bovine
oocytes before and after in vitro maturation: correlation with morphological criteria and
developmental capacity after in vitro fertilization and culture. Biol. Reprod. 64:904-9.

Sun, Q.Y.; Schatten, H. (2006) Regulation of dynamic events by microfilaments during
oocyte maturation and fertilization. Reproduction 131: 193-205.

Sun, Q.Y.; Wu, G.M.; Lai, L.; Park, K.W.; Cabot, R.; Cheong, H.T.; Day, B.N.; Prather,

R.S.; Schatten, H. (2001) Translocation of active mitochondria during pig oocyte

104



maturation, fertilization and early embryo development in vitro. Reproduction 122:155-
163.

Tao, Y.; Xia, G.L.; Bu, S.M.; Zhou, B.; Zhang, M.J.; Wang, F.C. (2004). Nitric oxide exerts
different functions on porcine oocytes cultured in different models, which is affected by
beta-mercaptoethanol. Asian-Austral. J. Anim. Sci. 17: 317- 24.

Thaler, C.D.; Epel, D., 2003. Nitric oxide in oocyte maturation, ovulation, fertilization,
cleavage and implantation: a little dab'll do ya. Curr. Pharmac. Des. 9, 399-409.

Traister, A., Abashidze, S., Gold, V., Plachta, N., Karchovsky, E., Patel, K., Weil, M., 2002
Evidence That Nitric Oxide Regulates Cell-Cycle Progression in the Developing Chick
Neuroepithelium Dev. Dinam. 225, 271-276.

Valdez, L.B.; Lores Arnaiz, S.; Bustamante, J.; Alvarez, S.; Costa, L.E.; Boveris, A. (2000)
Free radical chemistry in biological systems. Biol. Res. 33:65-70.

Valko, M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M.T., Mazur, M., Telser, J., 2007. Free radicals
and antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int. J. Biochem.
Cell Biol. 39: 44-84.

Viana, K. S.; Caldas-Bussiere, M. C.; Matta, S.G.C.; Faes, M.R.; Paes de Carvalho, C.S;
Quirino, C.R., 2007. Effect of sodium nitroprusside, a nitric oxide donor, on the in vitro
maturation of bovine oocytes. Anim. Reprod. Sci. 102, 217-227

Viveiros, M.M., Hirao, Y., Eppig, JJ., 2001. Evidence that protein kinase C (PKC)
participates in the meiosis I to meiosis II transition in mouse oocytes. Dev. Biol. 235,
330-342.

Viveiros, M.M., O'brien, M., Eppig, J.J., 2004. Protein kinase C activity regulates the onset

of anaphase I in mouse oocytes. Biol. Reprod. 71, 1525-1532.

105



106

Yoshida, M., Cran, D.G., Pursel, V.G., 1993. Confocal and fluorescence microscopic study
using lectins of the distribution of cortical granules during the maturation and

fertilization of pig oocytes. Mol. Reprod. Dev. 36, 462-468.



Tabela 1: Viabilidade e integridade da membrana plasmatica de odcitos bovinos maturados

in vitro (24 h) ap6s a adicao de diferentes concentragdes de nitroprussiato de s6dio

(SNP).
Tratamento  Odcitos Anexina V/IP positivos Odcitos Hoescht/IP positivos
(n) (%) (n) (%)
Controle 100 0° 86 0°
SNP
10°M 99 0° 98 0°
10° M 124 100° 102 80,7+8,1°

Valores com diferentes letras (a, b) na mesma coluna sao significativamente diferentes
(P<0,05). Os dados sao apresentados como média+S.E.M de quatro repeticdes. Anexina V/IP

positivos = perda da viabilidade; Hoescht/IP positivos = perda da integridade da membrana

palsmatica.
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Tabela 2: Distribuicao dos granulos corticais de o6citos bovinos maturados in vitro (24 h) em

meio contendo diferentes concentragdes de nitroprussiato de sédio (SNP).

Tratamento N Migracao dos granulos corticais (%)
Total Parcial®
Controle 83 72,3 +9,9° 27,8 +9,9°
SNP
10°M 86 86,8 + 6,0 13,2 + 6,0
10° M 62 68,2 +7,9° 31,8+ 7,9°

Valores com diferentes letras (a, b) na mesma linha sdo significativamente diferentes

(P<0,05). Os dados sdo apresentados como média+S.E.M de quatro repeticoes
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Tabela 3: Desenvolvimento embriondrio de odcitos bovinos fertilizados in vitro apds

maturagdo em meio suplementado com diferentes concentragdes de nitroprussiato

de sédio (SNP)

Tratamento Oocitos Desenvolvimento embriondrio

(n)
CLn BL/D8 n Ec/D9 n N células Ec/D9
(%o%s.e.m.) (%o%s.e.m.) (%o%s.e.m.) (média +s.e.m.)
Controle 114 87(76,015,2) 43(37,743,1) 29(25,38%7,3)" 196,9+54,0°
SNP
10° M 117 97(83,3i2,8) 52(44,a1i6,9) 30(25,5049,3)" 256,8+52,5°
10° M 120 0° 0° 0° -

Valores com diferentes letras (a, b) dentro das colunas sdo significativamente diferentes
(P<0,05). CL: clivagem; BL/DS8: propor¢ao de blastocistos desenvolvidos apds 8 dias de
cultivo in vitro; Ec/D9: propor¢do de embrides eclodidos apds 9 dias de cultivo in vitro; N
células: namero total de células de blastocistos eclodidos em D9. Os dados sdo apresentados

como média+S.E.M de quatro repeti¢cdes.
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Figura 1: Fotografias representativas da integridade da membrana plasmatica dos odcitos
bovinos cultivados com diferentes concentragdes de nitroprussiado de sddio
(SNP). A — odcito cultivado em 10 M de SNP e B — o6cito cultivado com 0 M de
SNP (controle). Cromatina marcada em azul indica membrana plasmatica integra
(hoescht) e cromatina marcada em vermelho indica lesdo de membrana plasmatica

(iodeto de propidio). A seta indica a presenga do corpusculo polar.
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Figura 2: Concentracdo de nitrato/nitrito no meio de maturagdo in vitro de complexos
cumulus-odcito apds a adicdo de diferentes concentragdes de nitroprussiato de
sédio (SNP). ““Diferentes letras indicam diferenga significativa entre tratamentos

(P<0,05). Dados sao apresentados como média =+ S.E.M de quatro repeticdes.



Figura 3: Fotomicrografias representativas de ocitos bovinos expostos a 0 (controle) e 10° M de
nitroprussiato de sodio (SNP) avaliados quanto a dindmica nuclear, de microtibulos e dos
microfilamentos. A-F: controle e G-H: 10° M de SNP. Categorias de odcitos encontradas: de A a
C - o6cito em metdfase II com microtibulos evidentes tanto no citoplasma do odcito quanto no
corpusculo polar; de D a F - o6cito em metafase I com microtiibulos evidentes no mesmo local; G
e H - odcito com cromatina compacta, auséncia de microtibulos e filamentos em grumos
(clusters). Material nuclear em azul (Hoescht), microtibulos em verde (FITC) e microfilamentos
em vermelho (rodamina).
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Figura 4: Efeito da adic¢do de diferentes concentra¢des de SNP (0, 10 e 10° M ) no meio de
maturacio na percentagem de extrusio do PB1. *’Diferentes letras indicam
diferenca significativa entre tratamentos (P<0,05). Numeros entre parénteses
indicam o numero total de odcitos examinados. Dados sdo apresentados como

média £ S.E.M de quatro repeti¢des em percentagem
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Figura 5: Dinamica da distribui¢do dos granulos corticais marcados com Lens culinares-

FITC. A - odcito imaturo com GC distribuidos em grupos (dispersos), B - odcito
parcialmente maturo com GC periféricos e em grupos (e dispersos) e; C - odcito

maturo com GC periféricos.
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Figura 6: Concentracdo de glutationa em o6citos bovinos maturados na presenca de 0, 10” e
10 M de SNP. Colunas sem letra igual sdo diferentes (P<0,05). “®Diferentes letras
indicam diferenca significativa entre tratamentos (P<0,05). Numeros entre
parénteses indicam o nimero total de od6citos examinados. Dados sdo apresentados
como média + S.E.M de quatro repeti¢des. (aumentar a letra do titulo do eixox e y

e ndo colocar em 3D, para ficar pronto para a publicagdo)
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APENCDICE - Protocolos das metodologias utilizadas no desenvolvimento dos

trabalhos



I) ESTOQUES
Meios para M1V, FIV e CIV

1) Penicilamina/estreptomicina

Volume
H,O 100 mL 20,0 mL
Penicilina (100UI/mL) Sigma/P-7794 6,1¢g 1,22 ¢
Estreptomicina (100ug/mL) Sigma/S-9137 50¢g 10g
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 0,1g
Filtrar e estocar no freezer (validade seis meses)

3) LH
Diluicio em TCM-199 Lutropin-v BIONICHE 5,0 ug/mL

Filtrar e estocar no freezer (validade seis meses)

4) FSH
Diluicao em TCM-199 Folltropin-v 0,5 pg/mL

Filtrar e estocar no freezer (validade seis meses)

5) Acido piravico

H,O 3,0mL 9,0 mL

Piruvato Sigma/P-5280 033 g 297 g

Filtrar e estocar no freezer (validade seis meses)
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6) Solucao Salina

H,O 10 mL 100 mL

NaCl (0,9%) Gibco 0,09 g 09¢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 aliquotas e estocar no freezer (validade seis meses)

8) Epinefrina

H,O 50 mL
Acido latico 165mg=130uL
Metabissulfito (NayS,0s) 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 aliquotas

10) Heparina
NaCl 0,9% 5,0 mL 10 mL
Heparina Sigma/H-1304 0,005¢g 0,010 g

Filtrar e estocar no freezer (validade seis meses)
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11) PHE (Proteger da luz)

NaCl (0,9%)

Penicilamina

Hipotaurina

Epinefrina

2 mM

1 mM

250 mM

40 uLL

25 uLL

25 uLL

10 pL

12) TALP-SP Estoque

H,O

NaCl

NaH2P04

KCl

Ac. Lético siruposo 98%

Hepes

NaHC03

Phenol Red

CaClz.ZHQO

MgClo+6H,0

Piruvato

P/S

Gibco
Sigma/S-0751
Sigma/P-5405
Sigma/L-4263

Gibco
Sigma/S-6297
Sigma/P-5530
Sigma/C-3881

Sigma/M-0250
Sigma/P-4562

Estoque

(Concentracao mM)

100

0,29

3,1

0,112

25

0,028

2,1

50 mL

0,292 g

0,00175 g

0,0115 g

95 uL

0,119¢

0,105 g

0,0005 g

0,0155 g

0,004 g

0,0055 g

5ulL

Retirar 5 mL e adicionar BSA (com 4cido graxo)

pH: £7,3. Filtrar e estocar na geladeira por duas semanas. mOsm. +285
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13) TALP-SP (10X)

H,O
NaCl
NaH,PO,4
KCl

Hepes
NaHCO3
Phenol Red
MgCl,+6H,0
Piruvato

P/S

Ac. Lético siruposo 98%

Gibco
Sigma/S-0751
Sigma/P-5405
Sigma/L-4263

Gibco
Sigma/S-6297
Sigma/P-5530

Sigma/M-0250
Sigma/P-4562

Estoque

(Concentracao mM)
924

04

31

0,27

100

250

0,028

15,2

10

50 mL
0,584 ¢
0,0048 g
0,0232 g
230 uL
0,238 g
021¢g
0,001 g
0,008 g
0,011 g
10 uLL

pH: +£7,3. Filtrar e estocar na geladeira por duas semanas. mOsm. + 285

14) TALP-FEC Estoque

H,0

NaCl
NaH,PO,
NaHCO;

KCl
MgCl,+6H,0

CaCl,.2H,0

Phenol Red
Piruvato

P/S

Ac. Lético siruposo 98%

Gibco
Sigma/S-0751
Sigma/S-6297
Sigma/P-5405

Sigma/M-0250
Sigma/C-3881
Sigma/L-4263
Sigma/P-5530
Sigma/P-4562

Estoque

(Concentragao mM)
114
0,4
24
3,1
0,5

2,0

0,01

50 mL
0,333 g
0,002 g
0,105 g
0,012 g
0,005 g
0,015 ¢g

72 uL
0,001 g

0,0011 g

50 uL

Retirar 3 mL e adicionar BSA (livre de dcido graxo)

pH: £7,8. Filtrar e estocar na geladeira por duas semanas. mOsm. + 285
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IT)MEIOS DE ROTINA (M1V, FIV e CIV)
15) Meio de manipulacao de odcitos

Volume
TCM-199/Hepes 9,750 mL
P/S 10 uL
Soro (5% SFB) 250 uL.
Para uso didrio

16) M1V final

Volume
TCM-199 3,700 mL
FSH (0,5ug/mL) 30 uLL
LH (5,0 pg/mL) 30 uL
P/S 3uL
Soro (10% SFB) 300 uL
Para uso didrio

17) Talp SP Uso

Volume
Talp-sp estoque SmL
BSA fragao V 0,006 g/mL 0,03 ¢
Piruvato 0,05 mM 15 uL
P/S 100 UI/mL S5uL
Para uso didrio. Proteger da luz. Fazer gotas em placa 35 X 100 mm de 100 uL e cobrir com 6leo
mineral.
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18) Talp-Fec Uso

Volume
Talp-Fec estoque 3 mL
BSA livre de acido graxo 0,018 g
Piruvato 9uL
P/S 3uL
Para uso didrio. Proteger da luz. Fazer gotas em placa 35 X 100 mm de 100 pL e cobrir com 6leo
mineral.

19) FIV final

Volume
Talp-Fec Uso 1350 uLL
PHE 60 uL
Heparina 30 uL
Para uso didrio. Proteger da luz. Fazer gotas em placa 35 X 100 mm de 100 uL e cobrir com 6leo
mineral.

20) CIV final

Volume
TCM-199 1,800 mL
P/S 2 ul
Soro (10% SFB) 200 uL
Para uso diario

21) Preparacio do Percoll 90 %

Percoll comercial Marca 1,350 mL

Talp SP 10x 150 pL
22)Preparacio do Percoll 45%

Percoll 90% Nutricell 500 uL

Talp SP 500 uL.

Colocar o percoll 90% em um tubo e, em seguida adicionar o 45% lentamente — Estabilizar por
uma hora
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23) Preparacao do sémen

- Descongelar o sémen 37°C por 30 segundos;

- Adicionar lentamente o s€men 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 concentracao e a feculdagao.

24) Calculo para concentracao de espermatodides (sptz)

- Prepara um microtubo com 190 pL de dgua
- Retira-se uma amostra de 10 pL de sptz para concentrag@o
- Homogeneizar bem
- Fazer a contagem de sptz na camara de Neubauer
- Contar 5 quadrantes de cada lado da camara
- Somar o nimero de sptz contados nos dois lados da camara e fazer a média
- Fazer célculos — C1.VI = CF.VF
- CI = concentragdo inicial - n° de sptz contado na camara (média ex. ~46)
- VI = volume inicial
- CF = concentracdo final sptz/mL utilizado na fecundacdo (2,0x10° sptz/mL)
- VF = volume final — volume da gota de FIV (Ex. gota de 100uL)
- Fazer os célculos para saber o volume a ser usado na FIV
- Exemplo: VI=CF . VF = VI=2,0.10°. 100
CI ~46.10°

- VI =~4,3 uL — volume de sptz utilizado para inseminacdo dos odcitos
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25) MEIOS PARA COLORACAO

26) Solucao de PBS
pH — 7,4 filtrar e estocar na geladeira (validade dois meses) Volume
NaCl 8¢g 08¢
KCI 02¢g 0,02 g
Na,HPO, 1,15 ¢ 0,115 ¢
KH2P04 0,2 g 0,02 g
H,O 1000 mL 100

27)Solucao de Bloqueio (SB — Granulos corticais)

Volume
PBS 15 mL
BSA (com 4cido graxo) 0,015¢
Glicina 0,1125 ¢

28) Tampao de ligacao (Anexina-V)

pH — 7.4 filtrar e estocar na geladeira (validade dois meses) Volume
PBS 50 mL
Hepes 10 mM 0,13 ¢
NaCl 150 mM 0,438 g
KClI 5 mM 0,018 g
MgCl, 1 mM 0,004¢g
CaCl, 1,8 mM 0,01g
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29)Solucao estoque de Hoescht (10mg/mL) e Iodeto de Propidio (10ug/mL)

Volume
Hoescht 25 mg
H,O deionizada 2,5 mL
Iodeto de propidio 0,1 mg
H,O deionizada 1 mL

30) Solucio estoque de Laranja de Acridina e Brometo de Etidio (1mg/mL)

Volume
Laranja de acridina 100pg
H,O deionizada 1 mL
Brometo de Etidio 100pg
H,O deionizada 1 mL

31) Solucao estoque de nitrito de sédio

Volume
NaNO,; (S-3421) 0,0344 ¢
H,0 deionizada 5 mL

32)Solucao nitrito de sodio 100 mM

Volume
NaNO; (estoque) 10 uL
TCM-199 990 uL

27 ) Solucao nitrito de sédio 10 mM

Volume
NaNO, (100 mM) 10 uLL

TCM-199 9 L




28) Solucao nitrito de sédio 1 mM

Volume
NaNO; (10 mM) 10 uL
TCM-199 90 L

29) Curva padrao (nitrito/nitrato)

Concentragdo (uM) 1 mM de nitrito (uL) Meio M1V (uL)
0 0 1000
1 1 999
5 5 995
10 10 990
25 25 975
50 50 950
75 75 925
100 100 900

armazenar.

Fazer aliquotas de 1 mL, congelar e

30) Solucoes (nitrito/nitrito)

Volume

1) NADPH (N-1630) 25 mg

H,0 deionizada 5 mL
2) Nitrato Redutase (N-7265) 10 UI

H,0 deionizada 500 uLL
3) KH,PO4 6,805 g

H,O deionizada 100 mL
Preparo do coquetel

NADPH 1000 uLL

KH,PO4 1000 uL.

Nitrato Redutase diluida (100 uL em 1000 pLL

900 uL de H,O)

H,O deionizada 1000
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31) Corante de Griess

Volume
H;PO4 (5%)
H3PO4 2,5 mL
H,O deionizada 50 mL
Solugdo A
Sulfalamida 0,5 mg
H;PO4 (5%) 25 uLL
Solucdao B
NEED 1% 0,05 ¢
H,O deionizada 25 mL
2 mL da solugdo A + 2 mL da solu¢do B + 2 mL de H;PO4 (5%) + 2 mL de H,O deionizada

32) Coloracao dos Granulos corticais

1- Desnudar os oécitos mecanicamente em PBS + 1% de SFB;
2- Remocdo da zona pelucida: Protease 5%;

3- Lavarem TCM + 10% SFB (3 x 5 min);

4- Lavar em SB (3 X 5 min);

5- Fixagdo: PBS + 3% de paraformaldeido (PFD - 30 min);

6- Lavarem SB (3 x 5 min);

7- Permeabilizacdo: SB + 0,1% de Triton X-100 (5 min);

8- Lavar em SB (3 x 5 min);

9- Coloracdo: SB com 1ug/mL de Lens culinares (30 min na estufa);
10- Lavar em SB (2 x 5 min);
11- Montagem das laminas com glicerol;

12- Visualiza¢do em microscépio de epifluorescéncia.

33) Coloracao do citoesqueleto (microtibulos)

1- Solugdo PP: PBS + 0,1% PVA;
2- Desnudar os o6citos em PP;

3- Fixacdo: 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- Coloragdo: PP com a-Tubulina conjugada com FITC (1:100) (1 h);
6- Coloracdo: PP com 10 ug/mL de lodeto de propidio (15 min);

7- Lavar os odcitos 3 vezes em PP;

8- Montagem das laminas em glicerol;

9- Visualizagdo em microscopio de epifluorescéncia.

34) Coloracao do citoesqueleto (microfilamento)

1- Solucao PP: PBS + 0,1% PVA;

2- Desnudar os o6citos em PP;

3- Fixacdo: PBS com 3% de PFD + 0,6% de Triton X-100 (30 min);
4- Coloracao: PP com 1 pg/mL Faloidina/rodamina (30 min);

5- Coloragao: PP com 10 ug/mL Hoescht (5 min);

6- Lavar os oocitos 3 vezes em PP;

7- Montagem das laminas em glicerol;

8- Visualizagdo em microscopio de epifluorescéncia.

35) Coloracao com Anexina V

1- Solugdo PP: PBS + 0,1% PVA;

2- Desnudar os oécitos em PP;

3- Lavar os odcitos em solucdo tampao;

4- Coloracao: Anexina V 1:500 no escuro (20 min);

5- Lavar em solu¢do tampao;

6- Coloracdo: PP com 10 ug/mL de lodeto de propidio (15 min);
7- Montagem das laminas em glicerol;

8- Visualiza¢do em microscépio de epifluorescéncia.

36) Mensuracao da Glutationa

1- Solugdo PP: PBS + 0,1% PVA;

2- Desnudar os o6citos em PP;

3- 25 odcitos em SuL de Buffer Assay 1x (A-5103);
4- Congelar em nitrogénio liquido e armazenar;

5- No dia do ensaio, descongelar e adicionar 15 uL de 5% SSA (S-2130);
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6- Congelar e descongelar 3 x (nitorgénio liquido para congelar e dgua a 37°C para
descongelar);

7- Pipetar 10uL de cada amostra em placa de 96 pogos;

8- Adicionar 150 uL da mistura de trabalho em cada poco;

9- Adicionar 50 pL de NADPH (N-6505) em cada poco;

10- Fazer andlise em leitor ELISA.

37) Mensuracao do nitrito/nitrato

1- Pipetar 160 pL de branco (somente meio de maturag@o);

2- Pipetar 40 uL da curva e das amostras na placa de 96 pocos;

3- Pipetar 40 uL do coquetel nos pogos, menos no branco;

4- Deixar a placa a 37 °C overnight para que ocorra a reagao (NO3—NO,);
5- NO dia seguinte, colocar 80 uL do corante Griess;

6- Fazer analise em leitor ELISA em 540 nM.

38) Coloracao com LA e BE

I-  Diluir 500uL da solucdo estoque de LA em 500uL da solug¢do estoque de BE
(1:1):

2-  Diluir 10uL da solucdo 1:1 de LA/BE em 90uL de PP, chegando a concentragdo
final de Sug/mL;

3-  Desnudar os COC em PBS + 5% SFB;

4- Centrifugar as CC;

5- Retirar o sobrenadante;

6- Adicionar 30uL de LA/BE ao pellet formado;

7- Montar entre 1amina e laminula.
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39) Coloracao de Hoescht/IP

1- Diluir 3uL da solucdo estoque de Hoescht em 997uL. de PP (10mg/mL);
2- Desnudar os COC em PP e lavar;

3- Coloracao: Hoescht (10mg/mL) por 5 minutos;

4- Coloracao: IP (10pug/mL) por 5 minutos;

5- Lavar os oocitos em PP;

6- Montar entre lamina e laminula.



