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membrane integrity on bovine cumulus-oocyte complex

Kelen Salaroli VIANA'; Maria Clara CALDAS-BUSSIERE!; Carla Sobrinho Paes de CARVALHO';
Bruna Lomba DIAS'; Ver6onica R. LANES?; Celia Raquel QUIRINO!

"Laboratério de Reprodugdo e Melhoramento Genético Animal do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense, Campos dos Goytacazes-R], Brasil

“Laboratério de Biologia do Reconhecer do Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte
Fluminense, Campos dos Goytacazes-R], Brasil

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar se diferentes formas de cultivo interferem no efeito do 6xido nitrico (NO)
sobre a maturacdo e a integridade da membrana plasmadtica do complexo cumulus-odcito de bovinos. Para tanto,
realizou-se cultivo em gotas sob 6leo mineral ou em placas de quatro pogos com a adi¢édo de diferentes concentragdes
de nitroprussiato de sodio (SNP, doador de 6xido nitrico). Nao foi observada diferenca (P > 0,05) entre as formas de
cultivo quando se avaliou a integridade de membrana plasmatica e a expanséao das células do cumulus (CC). Contudo,
os odcitos dos grupos controle e os cultivados na presenca de 10°M de SNP, ambos cultivados em placa, apresentaram
maior porcentagem de membrana integra do que os mesmos tratamentos cultivados em 6leo mineral (P < 0,05).
Observou-se que a adi¢do de 10° M de SNP diminuiu o grau de expansdo das CC e de integridade da membrana
glasmética dos odcitos, tanto no cultivo em gota sob 6leo quanto em placa, diferindo dos outros grupos (P < 0,05).

emelhante a expansao, a forma de cultivo nao interferiu na extrusiao do primeiro corpusculo polar, sendo que a adi¢ao
de 10°M de SNB inibiu a extrusdo em ambos os sistemas (P < 0,05). Houve um efeito dose-resposta na concentracio
de NO no meio de matura¢ao em ambos os tiK/?s de cultivo (P < 0,05), sendo que esta foi maior no meio de cultivo sob
oleo, excecio feita quando se adicionou 10° M de SNP, tratamento no qual ndo houve diferenca nos tipos de cultivo
empregados. Estes dados mostram que o sistema de cultivo néo interferiu na agdo do NO na maturagéo in vitro de COC
bovinos, mas interfere na integridade da membrana plasmatica do odcito.

Palavras-chave: Oxido nitrico. Oleo mineral. Maturagao in vitro. Nitroprussiato de sédio. Cultivo in vitro. Bovino..

Abstract

The aim of the present study was to evaluate the influence of different forms of in vitro culture on the nitric oxide action
in maturation and membrane integrity on bovine cumulus-oocyte complex. No significant effect was observed between
different forms of culture (mineral oil vs plate; P > 0.05), as much for membrane integrity as for expansion of the CC.
However, it was observed that oocytes of the groups control and 10° M of SNP, cultivated in plate, had presented greater
percentage of cell with maintenance of membrane integrity than same treatments cultivated in drop. The addition of
10°M of SNP showed an inhibitory effect on the expansion and membrane integrity of CC and oocytes in both, culture
in drops under oil and plate (P < 0.05). The culture form did not intervene with the extrusion of the first polar corpuscle
and the addition of 10° M of SNP inhibited this extrusion in the both systems (P < 0.05). There was a dose-response
effect on the concentration of NO in the maturation medium in both types of cultivation (P < 0,05), and this was higher
in the culture medium under oil, except when added 10°M of SNP, treatment in which there was no difference in the
types of cultivation employed. (P<0.05). These data demonstrate that the culture system did not intervene with the
action of the NO in the maturation in vitro of bovine COC, but intervened with the integrity of the plasmatic membrane
of the oocyte.
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Introducao

O ¢xido nitrico (NO) é um gas altamente reativo
e com meia-vida curta. E rapidamente oxidado para
nitrato (NO,) e nitrito (NO,), dois produtos estaveis
do metabolismo do NO. O NO ¢ um importante men-
sageiro inter e intracelular, envolvido em varias etapas
da reprodu¢ao como esteroidogénese’, integridade da
membrana plasmatica de células do cumulus?, de cé-
lulas da granulosa de foliculos antrais' e de esperma-
tozoides’, além da sobrevivéncia folicular, ovulacio,
fecundacio e implantagdo embrionaria*.

Foi demonstrado que a adigdo de 10° M de nitro-
prussiato de sédio (SNP, doador de NO) aumentou a
taxa de producio de blastocistos bovinos produzidos
in vitro®, enquanto 10° M de SNP diminuiu a expan-
sao das CC e a maturagdo nuclear®. Viana et al.” suge-
riram que este efeito deletério possa ter sido mediado
pela agdo do NO na integridade da membrana plas-
matica, levando a uma alteragdo na funcionalidade
das CC e do odcito. A comunicacio intercelular entre
oocitos e células do cumulus (CC) no estadio de ve-
sicula germinativa é essencial para promover a ma-
turacdao dos odcitos, a qual é crucial para fertilizacao
e desenvolvimento embrionario®. Ja foi demonstrado
que a remogao das CC antes da maturagdo suprime
a maturagdo oocitaria’. As CC podem refletir a qua-
lidade do odcito e sdo frequentemente usadas para
selecdo de COC. A fungdo mais visivel das CC é sua
habilidade de uma rdpida expansao da matriz extrace-
lular. A perda da funcionalidade das CC, que pode ser
caracterizada pela inibi¢do da expansdo, pode interfe-
rir diretamente no processo de maturacéo oocitaria.

A maturacdo in vitro (MIV) de o6citos é comumen-
te realizada usando gotas de meio de cultivo cobertas
com oleo mineral®’. Estudos recentes tém realizado
cultivo em placa de quatro pogos, utilizando um maior
volume de meio de maturagdo, aumentando-se a rela-
¢a0 do numero de odcitos/volume de meio de cultivo.

Esse tipo de sistema de cultivo dispensa a utilizagao
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do dleo mineral, além de aumentar a disponibilida-
de de nutrientes e diminuir o estresse causado pela
liberagdo de toxinas produzidas pelo COC durante a
maturag¢do'®!. O dleo mineral possui alta capacidade
em absorver substancias lipossoluveis presentes no
meio de cultivo, podendo alterar a concentragao de
substincias importantes no processo de maturagio
do COC e integridade de membranas plasmaticas do
odcito e CC'. No tradicional sistema de MIV, o culti-
vo 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 ava-
liar se o efeito do NO sobre a maturagao e a integri-
dade da membrana plasmatica do complexo cumulus-
odcito de bovinos apods a adi¢ao de concentragdo mé-
dia (10°M) e alta (10°M) de SNP, no meio de cultivo
em gota (150 pL de meio coberta com 6leo), poderia
ser minimizado em rela¢do aos efeitos observados no
COC cultivado em placa de quatro pogos (500 pL de
meio) pelo fato do NO ser um gas difusivel e lipolitico.

Material e Método

Todos os reagentes utilizados foram provenientes
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), exceto os
mencionados no texto. Ovarios de vacas mesticas ci-
clicas, apds terem sido obtidos em abatedouros, foram
colocados em frascos contendo solugéo salina e anti-
bidtico em temperatura de 37°C. Os foliculos foram
aspirados usando seringa de 10 mL e os complexos
cumulus-odcito (COC) 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 - Mer-
ck, Darmstadt, Germany)]. A este meio foi adiciona-
do 3-isobutil-1-metil-xantina (IBMX, 0,5 mM) para
manter o bloqueio da meiose durante o periodo de
manipulagdo dos mesmos. Somente os COC que
apresentavam mais de trés camadas de CC e ooplasma

homogéneo foram selecionados.



Foram utilizados 30 COC para cada repeticio em
todos os tratamentos e cada experimento foi repetido
quatro vezes. Odcitos selecionados foram distribuidos
aleatoriamente em gotas de 150 pL de meio de matura-
¢do [TCM 199 suplementado com 10% de SFB, 0,5 pg/
mL de FSH (Folltropin-V, Bioniche, Beleville, Canada),
5 pg/mL de LH (Lutropin-V, Bioniche, Beleville, Ca-
nada), e antibioticos citados acima], cobertas com 6leo
mineral ou em placas de cultura celular com quatro
pocos (Ingamed Materiais Hospitalares, Perobal/PR,
Brasil) com 500 pl, sendo ambos experimentos man-
tidos por 24 h em estufa a 38,5 °C, em atmosfera de
5% de CO,. Os tratamentos consistiram da adi¢do de
0 (controle), 10 e 10 M de SNP diluidos em meio de
matura¢ao de acordo com Viana et al.>.

O grau de expansdo do cumulus foi avaliado 24 h
apos o inicio da maturagdo in vitro, utilizando um
método de classificagao subjetiva proposto por Tao et
al.®: Grau 1 (G 1) - reposta minima; Grau 2 (G 2) - ex-
pansdo das camadas externas; Grau 3 (G 3)- expansao
de todas as camadas, exceto da corona radiata e Grau
4 (G 4) - expansio de todas as camadas.

Foi utilizado o método de coloragéo dupla para
avaliar a integridade da membrana plasmatica das
CC: brometo de etidio (BE), o qual marca o nu-
cleo de células que apresentam membrana lesada
(cor vermelha), e laranja de acridina (LA), o qual
marca o DNA de células vivas (cor verde). Ambos
corantes foram diluidos na concentragdo de 1 mg/
mL. Para cada 100 pL de PBS suplementado com
5% de SFB, 10 uL da solugdo contendo os dois co-
rantes (1:1) diluidos em PBS foram adicionados.
Apds o periodo de maturagdo, os COC foram des-
nudos mecanicamente, os odcitos foram retirados
do meio e as CC centrifugadas (700 x g) por 10
min e ressuspensas em PBS com 5% de SFB con-
tendo os corantes. As células foram colocadas en-
tre lamina e laminula, levadas ao microscépio de
epifluorescéncia (400x) (NIKON - Eclipse TE300/
TE200, Melville, N.Y., USA) para contagem (200-
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250 células de cada tratamento). O meio de matu-
racdo foi coletado e estocado a -20 °C para futura
dosagem de NO.

Para observagdo da integridade da membrana plas-
matica dos odcitos foi utilizada marcagdo dupla com
Hoechst 33342 e iodeto de propideo (IP). Apds o pe-
riodo de maturac¢ao, os o6citos foram desnudos e ex-
postos ao Hoechst 33258 (10 ug/mL) por 5 min e apos
este periodo, ao IP (5 pg/mL) por 5 min. Os odcitos
foram colocados entre lamina e laminula com glice-
rol e observados individualmente com auxilio do mi-
croscopio (NIKON - Eclipse TE300/TE200, Melville,
N.Y., USA)(400x). Os odcitos foram classificados em
dois grupos: 1) com membrana plasmatica integra,
apresentando nucleo corado em azul (marcado com
Hoechst) e 2) com perda da integridade da membrana
plasmatica, apresentando nucleo corado em vermelho
(marcado com IP).

A extrusdo do primeiro corpusculo polar (CP)
foi avaliada pela coloragio com Hoechst 33342
(10 pug/mL) por 5 min. Os odcitos foram classifi-
cados como: com CP e sem CP. A concentracido de
nitrato/nitrito (NO,/ NO,), metabdlitos estaveis
do NO, foi determinada pelo método baseado na
reacdo colorimétrica de Griess*'. As andlises fo-
ram realizadas em espectofotometro (Multiskan EX
Primary EIA V 2.1-0).

Os dados foram avaliados usando o SAS (Statistical
Analysis System, Cary, NC, USA) pela analise de vari-
ancia (ANOVA) para verificar se o sistema de cultivo
(gotas cobertas com 6leo — 150 pL e placa de quatro
pogos — 500 pL) interfere no efeito do NO (10~ e 10°
M de SNP) na maturagao e na integridade da mem-
brana plasmatica dos COC. As médias foram compa-

radas pelo teste ¢ a 5% de probabilidade.

Resultados

O grau de expansao dos COC do grupo controle e

do grupo tratado com 10° M de SNP foi semelhante
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nos dois tipos de cultivo, contudo, a percentagem de
COC que apresentou expansdo minima aumentou
(P < 0,05; Tabela 1 e Figura 1) quando se adicionou
10°M de SNP no meio de cultivo, tanto em gota co-
berta com 6leo, (69 £ 10,4% em G1) como em placa
de quatro pocgos (61,2 £ 7,2% em G1) quando com-
parado com o controle, onde nao houve a presenga
de COC em G1 (Tabela 1).

Nao houve diferenca na integridade de membrana
das células do cumulus quando os diferentes tipos de
cultivo foram comparados (P > 0,05, Figura 1 e Ta-

bela 2). Quando se avaliou o efeito do tratamento, a

adi¢ao de 10° M de SNP promoveu uma diminui¢ao
no numero de células com membrana integra em
ambos os tipos de cultivo (0,75 £ 0,5% das CC e 6,7
+ 2,8% dos odcitos IP (-) no cultivo em 6leo e 0,5 +
0,5% das CC e 19,3 + 8,2% dos odcitos IP (-) no cul-
tivo em placa; P < 0,05; Tabela 2).

O cultivo em placa apresentou uma maior porcen-
tagem de oo6citos com membrana integra (odcitos IP
-) tanto no grupo controle (91,8 £ 3,1% no cultivo
em O6leo e 100 = 0,0% no cultivo em placa) quanto
no grupo com 10° M de SNP (6,7 £ 2,8% no cultivo

em 6leo e 19,3 £ 8,1% no cultivo em placa; P < 0,05).

Tabela 1 - Efeito da adicdo de diferentes concentragdes de SNP durante a maturagio in vitro
de o0dcitos bovinos na expansdo 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 £10,4° 0° 0° 61,2+7,2°
G2 0° 0° 30,3 £10,4° 0° 0° 38,8 £7,2%
G3 24,7 +£19,3° 37 £6,3° 13,8 +10,1° 12,7 £ 9,8 0°
G4 75,2 +19,3° 63 +6,2° 86,3 +10,1° 87,3+9,1° 0°

O grau de expansdo 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) - expansao das
camadas externas; grau 3 (G 3)- expansio de todas as camadas, exceto da corona radiata ¢ grau 4 (G 4) -
expansdo de todas as camadas. **Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca entre tratamentos
(P <0,05). Foram utilizados 30 COC para cada repeti¢do. Os dados sdo apresentados como média + SD

da percentagem de quatro repetigdes.

Tabela 2 - Integridade de membrana das células do cumulus/odcito e extrusdo do
primeiro corpusculo polar de COC cultivados em diferentes formas
de cultivo (em gotas cobertas com dleo ou em placas de quatro pogos)
com adigdo de diferentes concentragdes de SNP no meio de cultivo

Tratamento Controle 10°M 10° M
Brometo de etideo negativo (% - CC)

Oleo 70,2 £ 7,5a 76,1 + 13,4a 0,75 + 0,5b
Placa 77,6 £ 11,5a 81,4 + 8,0a 0,5 + 0,5b
Todeto de propideo negativo (% - odcitos)

Oleo 91,8 + 3,1bA 97,2 £ 3,3cA 6,7 +2,8aA
Placa 100,0 + 0,0bB 100,0 + 0,0bA 19,3 £ 8,1aB
Extrusdo CP (% - odcitos)

Oleo 64,6 £ 5,1aA 67,2 £ 3,1aA 0,0 + 0,0bA
Placa 69,5+ 7,5aA 74,5 + 7aA 0,0 £ 0,0bA

Letras mindsculas na mesma linha indicam diferenca entre os tratamentos (P < 0,05);
Letras maitisculas na mesma coluna indicam diferenga entre tipo de cultivo. Os dados sao
apresentados como média + SD de quatro repeti¢des em percentagem. Foram utilizados
30 COC para cada repeticdao, sendo contadas 200 a 250 células do cumulus em cada
tratamento; BE (-) e IP (-) = células com membrana plasmatica integra (CC e odcito,

respectivamente); 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: Expansio das células do cumulus de COC cultivados em 0 (A - controle), 10° (B) e
107 M de SNP (C). De D a F: Integridade das células do cumulus de COC cultivados na auséncia
de SNP (D - controle) e ap6s a adi¢do de 10° (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 sdo de COC cultivados em placas

Tal diferenca nao foi observada no grupo 10° M de A forma de cultivo ndo interferiu na percentagem
SNP (97,2 £+ 3,3% no cultivo em 6leo e 100 £0,0% no  de odcitos que apresentaram extrusdo do primeiro

cultivo em placa; Tabela 2). corpusculo polar (CP; P > 0,05), porém foi observada
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uma inibi¢ao da extrusdo do CP quando se adicionou
10 M de SNP (P < 0,05) em ambas formas de cultivo
(Tabela 2).

Houve um efeito dose-resposta crescente na con-
centracdo de NO no meio de maturagdo apds 24 h em
ambas formas de cultivo (P < 0,05), sendo que esta
foi maior no meio de cultivo em 6leo mineral, exce-
to quando foi adicionado 10° M de SNP, no qual nao
houve diferenca nas diferentes formas de cultivo (P >
0,05; Figura 2).

Discussao

No presente estudo, foi observado que COC do
grupo controle e 10° M de SNP apresentaram ex-
pansao semelhante nos dois tipos de cultivo, gota
coberta com dleo e placa. Porém, essa expansao foi

inibida quando se adicionou 10°M de SNP no meio

a0
70
60
50
40
30

20

Nitrato/nitrito (uM)
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10°

de cultivo tanto no cultivo em 6leo quanto no em
placa, corroborando com os resultados observados
por Viana et al.° nos quais foi observada uma dimi-
nuicao do grau de expansao das células do cumulus
de COC cultivados em 6leo mineral utilizando-se a
mesma concentracdo desse doador de NO. Esses da-
dos mostram que o efeito na expansdo das CC pela
adicao de 10° M de SNP no meio se manteve mesmo
sendo utilizada uma propor¢do maior odcito/meio
(1 06cito/16,7 uL de meio) em relagdo a observada
no cultivo em o6leo (1 odcito/ 5 uL de meio), sendo
também independente da presenca de 6leo no meio
de cultivo.

Além disso, foi observado que apos o periodo de
maturagao, o meio de cultivo dos COC na gota com
6leo dos grupos controle e 10° M de SNP apresenta-

ram coloragao alterada, perdendo sua aparéncia rosea

m Gota

O Placa

10

Concentracao de SNP (M)

Figura 2 - Concentragdo de NO no meio de maturagio in vitro de complexos cumulus-odcito (n = 30)
cultivados em gota (150 pL) coberta com 6leo mineral e placa de quatro pogos (500 pL).
Médias seguidas por letras maitsculas diferentes (A-C) mostram diferencga (P < 0,05) para
cada tratamento cultivado em gota. Médias seguidas por letras minudsculas diferentes (a-c)
mostram diferenca (P < 0,05) para cada tratamento cultivado em placa. (*) = diferencga entre
formas de cultivo. Os dados representam a média + SD de quatro repeti¢oes
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e se tornando amarelado (dados ndo mostrados), su-
gerindo que houve alterac¢ao no pH do meio. Esta al-
tera¢do nao foi observada no tratamento com 10° M
de SNP, provavelmente devido ao fato de que como
houve diminui¢ao do grau de expansiao das células
do cumulus, nao ocorreu a sintese de acido hialuro-
nico (AH) que, como em suinos', apresenta rela-
¢do direta com a expansdo das CC. No cultivo em
placa nado foi observado alteragdo na coloragdo do
meio, demonstrando que uma maior propor¢iao 06-
cito/volume de meio de cultivo presente na placa (1
06cito/16,7 pl de meio) versus a observada na gota
(1 odcito/5 pl de meio) previne a alteragao do pH
causada pela produgdo do acido hialurénico, even-
to que ocorre durante a MIV, deixando o meio mais
estavel, além da presenga de uma maior quantidade
de substancias antioxidantes disponiveis ao odcito e
uma menor percentagem de substidncias oxidantes
oriundas do metabolismo dos COC.

No presente experimento, foi demonstrado que niao
houve diferenca na integridade da membrana das CC
oriundas de COC cultivados em dleo ou placa, quan-
do estas foram avaliadas pela coloragdo com laranja
de acridina/brometo de etidio. Apesar desse resulta-
do, os COC cultivados na placa se apresentaram mais
homogéneos e mais claros quando comparados aos
cultivados em 6leo (dados ndo mostrados).

Ao se avaliar a integridade de membrana dos odci-
tos, foi observada diferenca entre o sistema de cultivo
nos grupo controle e 10°M de SNP, no qual o cultivo
em placa apresentou um melhor resultado. Contudo,
essa diferenga ndo foi observada no grupo 10°M de
SNP. Este resultado pode ser explicado pelo fato do
grupo controle nesta forma de cultivo ter apresentado
100% de integridade na membrana plasmatica em re-
la¢do ao resultado observado no culttvo em 6leo (91,3
+ 3,1 %). Assim, a adi¢ao de 10° M de SNP na placa
ndo tinha como aumentar a integridade da membrana
plasmatica do odcito, como ocorreu na gota. Contu-

do, os COC cultivados em placa tratados com 10° M
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de SNP apresentaram uma integridade de membrana
maior do que os cultivados em gota, provavelmente
pela maior relagdo entre odcito/meio. Os dados ob-
servados sugerem que o cultivo em placa proporciona
um ambiente mais favoravel para o cultivo de COC
bovino do que em gota. No presente experimento, fo-
ram comparadas somente formas de cultivo utilizadas
na rotina dos laboratdrios que realizam fertiliza¢ao in
vitro. Visto que ndo foram isolados os grupos expe-
rimentais placa com 6leo e sem dleo, e proporcio de
numero de odcitos/volume de meio, outros experi-
mentos devem ser realizados com este intuito.

A adicio de 10° M de SNP no meio de maturac¢io
inibiu a extrusio do primeiro CP, corroborando com
os resultados obtidos por Viana et al.> que demons-
traram que a adi¢do da mesma concentra¢do de SNP
no meio de maturagdo sob 6leo mineral inibe a pro-
gressdo da meiose de odcitos bovinos. Juntos, esses
dados sugerem que a adigdo de alta concentragao de
NO no meio de maturagdo induz a morte celular e
consequente auséncia da expansdo das células do
cumulus, ocorrendo assim alteracdo na maturagdo
de odcitos bovinos.

A concentragdo de NO no meio de maturagdo do
grupo controle e 10° M de SNP no cultivo sob 6leo
mineral foi maior do que no da placa devido ao fato
de que na placa existe maior propor¢ido de odcito/
meio (1/16,7), fazendo com que o NO produzido pelo
COC estivesse mais diluido no meio. Porém, isto nao
ocorreu quando se adicionou 10° M de SNP, no qual
ndo foi observada diferenca entre os tipos de cultivo,
sugerindo que o NO migra para o éleo somente apds
alcangar um determinado grau de saturagdo no meio
de matura¢io; néo alterando assim os efeitos do NO
sobre a MIV de COC bovinos cultivados em gota.

A presenca de morte celular nas CC cultivadas em
placa ou em gota e a constatagdo de que a adigdo da
concentra¢do de NO deletéria no meio de maturagio
nao foi diferente entre os diferentes tipos de cultivo

demonstram que a indu¢do da morte celular pelo NO
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¢ independente do tipo de sistema de cultivo utiliza-
do. Isso sugere que a agdo do NO ocorre antes de sua
migrag¢ao para o 6leo e/ou que o NO ¢ metabolizado

em uma molécula néo lipossoluvel citotdxica.
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