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RESUMO
PIRES, P.R.L.. Influéncia do horménio foliculo estimulante na via da Oxido
nitrico sintase em complexos cumulus-oécito bovino. 70f. 2010. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de

Séo Paulo, Pirassununga, 2010.

O oxido nitrico (NO) é um mensageiro quimico gerado pela atividade da enzima
oxido nitrico sintase (NOS) a qual foi detectada em varios 6rgaos incluidos os do
sistema reprodutor e parece estar envolvido na maturagéo oocitaria. No entanto, ha
poucos estudos sobre o papel desse sistema em 04citos da espécie bovina. Sabe-se
gue o NO atua pela via da guanilato ciclase (GC) estimulando a producdo do
nucleotideo GMPc, que por sua vez € capaz de influenciar nos niveis de outro
nucleotideo (AMPc) via fosfodiesterases (PDE). O AMPc é um importante elemento
da via de sinalizacdo do FSH nos complexos cumulus-o6citos e no controle da
maturacado oocitaria. O objetivo do presente projeto foi investigar a influéncia do FSH
na via do NOS/NO e seus componentes em odécitos bovinos maturados in vitro e o
envolvimento das células do cumulus (CC) na via de sinalizacdo. Para tanto,
complexos cumulus-o6cito (CCO) e odcitos desnudos (OD — maturados sem células
do cumulus) foram maturados in vitro por 24h na presenca ou auséncia de FSH. As
amostras foram avaliadas quanto a: 1) taxa da maturacdo nuclear; 2) niveis de
producdo de NO; 3) niveis de AMPc e GMPc; 4) abundancia relativa de RNAm de
NOS2, PDESA, PDEG6C, PKG1, PKG2, ADCY6, ADCY9, PDE3A e PKAL1. O FSH, na
concentracdo de 0,05Ul/mL, estimulou positivamente a maturacéo nuclear em CCO
e OD, com 80,6 e 89% de odcitos maturados, respectivamente. Quando comparados
diretamente os grupos CCO e OD, o FSH néo influenciou as taxas de maturacao (71
e 71,3%, p>0,05), nem os niveis de producdo de NO (12,8 e 7,4 uM/mL, p>0,05). Os
niveis de GMPc em CCO aumentaram apos 1 e 3 h de MIV na presenca de FSH
(266,3 e 187,2 pmol/pool com FSH e 240,5 e 168,5 pmol/pool sem FSH,
respectivamente, p<0,05). Ap6s 6 h os niveis de GMPc declinaram de forma mais
acentuada no grupo sem FSH (46,3 e 106,9 pmol/pool, com e sem FSH,
respectivamente, p<0,05). Os niveis de AMPc em CCO também foram mais
elevados na presenca de FSH a 1 e 3 h de MIV (7,60 e 7,81 pmol/pool,
respectivamente) em comparacdo com CCO maturados sem FSH (0.30 e 0,76
pmol/pool, respectivamente, p<0,05). Apds 6h, os niveis declinaram e foram



similares para ambos os grupos (0,43 pmol/pool, p>0,05). Em relacdo a expresséo
dos genes selecionados, todos foram detectados nos oécitos (CCO e OD), porém,
em células do cumulus, foram detectados apenas PDE5SA, ADCY6, ADCY9 e PKAL.
Quando observados os resultados do grupo CCO, apenas os genes PKG1, ADCY6
e PDE3A sofreram influéncia do FSH (p<0,05), apresentando um aumento destes
transcritos. No grupo OD, apenas o gene PKGL1 sofreu influéncia do FSH, também
apresentando um aumento destes transcritos (p<0,05). Em células do cumulus, os
genes ADCY6 e ADCY9 sofreram influéncia do FSH, sendo que para a ADCY6
provocou um aumentos destes transcritos, e para a ADCY9 provocou uma queda
dos mesmos (p<0,05). Em conclusdo, o FSH pode exercer influéncia positiva na
maturacdo nuclear de odcitos bovinos, agindo sobre os niveis de GMPc e AMPc,
mas ndo sobre o NO. O FSH pode influenciar a expressdo génica em o0d4citos e em

células do cumulus de bovinos.

Palavras-chave: FSH, odécito bovino, maturacgédo in vitro, éxido nitrico sintase, AMPc,
GMPc.

ABSTRACT
PIRES, P.R.L. Influency of folicular stimulant hormon on the nitric oxide
pathway in bovines cumulus-oocyte complex. 70f. 2010. Dissertacédo (Mestrado)
— Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo,

Pirassununga, 2010.

Nitric oxide (NO) is a chemical messenger generated by the nitric oxide synthase
(NOS) enzyme, which was detected in several organs including the reproductive
system and appears too involved in oocyte maturation. However, there are few
studies on the role of this system in bovine oocytes. NO is known to act via guanylate
cyclase (GC) stimulating the production of the nucleotide cGMP, which in turn is
capable of influencing the levels of another nucleotide, cAMP via
phosphodiesterases (PDE). cAMP is an important factor in FSH signaling in cumulus-
oocyte complexes (COC) for the control of maturation. The aim of the present work



was to investigate the influence of FSH on the NOS/NO pathway and its components
in bovine oocytes matured in vitro and the involvement of cumulus cells (CC) in the
signaling pathway. COC and denuded oocytes (DO — matured without cumulus cells)
were matured in vitro for 24 h with or without FSH. Samples were assessed for: 1)
maturation rate; 2) levels of NO production; 3) levels of cGMP and cAMP; 4) relative
abundance for mRNA of NOS2, PDESA, PDE6C, PKG1, PKG2, ADCY6, ADCY9,
PDE3A and PKAl. FSH positively stimulated oocyte maturation at 0.05Ul/mL
concentration for both COC and OD (80.6 and 89% maturation rates, respectively).
When COC and OD were compared directly, FSH did not affect maturation rates (71
and 71.3%, p>0.05) nor NO production levels (12,8 and 7,4 uM/mL), p>0.05). cGMP
levels increased after 1 and 3 h in vitro maturation (IVM) with FSH (266.3 and 187.2
pmol/pool with FSH and 240.5 and 168.5 pmol/pool without FSH, respectively,
p<0.05). After 6 h IVM, cGMP levels in COC declined more in the group cultured with
FSH (46.3 and 106.9 pmol/pool, with and without FSH, respectively, p<0.05). cAMP
levels in COC were also increased in the presence of FSH at 1 and 3 h IVM (7.60
and 7.81 pmol/pool, respectively) in comparison to COC cultured without the
hormone (0.30 and 0.76 pmol/pool, respectively, p<0.05). After 6 h, the levels
declined and were similar for both groups (0.43 and 0.02 pmol/pool, p>0.05).
Regarding mRNA expression for the selected genes, all of them were detected in
oocytes, but only four of them were detected in cumulus cells: PDE5A, ADCY6,
ADCY9 and PKALl. For COC only PKG1, ADCY6 and PDE3A were influenced by
FSH (p<0.05), with an increase in transcript relative abundance, For DO, only PKG1
was influenced by FSH and also showed an increase in these transcripts (p<0.05). In
cumulus cells, ADCY6 and ADCY9 were affected by FSH, with an increase for
ADCY6 and a decrease in ADCY9 transcripts (p<0.05). In conclusion, FSH may
positively influence nuclear maturation, acting on cGMP and cAMP levels, but not on

NO. FSH may also influence gene expression in bovine oocytes and cumulus cells.

Keywords: FSH, bovine oocyte, in vitro maturation, nitric oxide synthase, cAMP,
cGMP.
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1. INTRODUCAO

A maturacdo oocitaria € o processo em que envolve diversas alteracdes ultra-
estruturais, moleculares e bioquimicas, preparando o odcito para a fecundacéo e o
posterior desenvolvimento embrionario (RIZOS et al, 2002; RODRIGUEZ e FARIN
2004). Este processo é de extrema importancia para aplicagdes na biotecnologia da
reproducao, visto que para a producao in vitro de embrides (PIV) em mamiferos, o
processo de maturacdo é uma etapa essencial para o sucesso dessas biotécnica.

As alteracBes observadas na maturagdo ocorrem tanto no oécito (nucleo e
citoplasma) como em suas células do cumulus, que estdo estreitamente envolvidas
no processo (RODRIGUEZ e FARIN, 2004; GILCHRIST et al. 2004). O processo de
maturacdo é controlado por diversas vias, com func¢des de inibicdo ou estimulacao
(PIRES et al. 2009) e dentre elas temos o sistema 0Oxido nitrico sintase/6xido nitrico
(NOS/NO).

O oxido nitrico (NO) € um mensageiro quimico detectado em varios tipos
celulares como células endoteliais, neurdbnios e macréfagos, desempenhando
também funcdes variadas como vasodilatacdo, neurotransmissdo e inducdo de
morte celular. Sua produgdo se deve a atividade da enzima Oxido nitrico sintase
(NOS) que converte a arginina em citrulina + NO. A NOS pode ser encontrada em 3
isoformas: a forma neuronal (NOS1), a forma induzivel (NOS2) e a forma endotelial
(NOS3) (FLORA FILHO E ZILBERSTEIN, 2000). Na esfera reprodutiva a NOS foi
identificada em varios 6rgdos como ovario, oviduto, Utero e também em embrides,
oocitos e espermatozoides e tem sido relacionada a diversas func¢des reprodutivas
como desenvolvimento folicular, maturagdo oocitaria e reacdo acrossémica
(camundongas, JABLONKA-SHARIFF e OLSON, 1998; JABLONKA-SHARIFF e
OLSON, 2000; ratas, JABLONKA-SHARIFF et al. 1999).Embora essa enzima tenha
sido detectada em oOrgaos do sistema reprodutor de varias espécies, o seu papel na

funcao reprodutiva ainda tem sido pouco investigado.

Recentemente, evidenciamos a presenca da proteina NOS3 em tecido
ovariano bovino, em od0citos bovinos imaturos e maturados in vitro. Também
observamos que a manipulacdo dos niveis de NO durante a maturagéo in vitro afeta

as taxas de maturacgéo e a apoptose em blastocistos produzidos in vitro (NATORI et



al. 2005, SCHWARZ et al. 2007, SCHWARZ et al. 2008, ADONA et al. 2007; Pires et
al. 2009)

O NO desencadeia a ativacdo da enzima guanilato ciclase (GC) resultando na
producdo do GMPc que atua como segundo mensageiro dessa via de sinalizacéo
celular. O GMPc por sua vez é capaz de atuar sobre uma série de fosfodiesterases,
enzimas responsaveis pela degradacdo de outro nucleotideo, o AMPc. Esse
nucleotideo, por sua vez, € um dos principais responsaveis pelo controle da
maturacdo meiotica de odcitos, sendo um segundo mensageiro da via de sinalizacéao
das gonadotrofinas (RODRIGUEZ e FARIN, 2004).

O FSH parece também exercer um papel importante na maturacdo oocitéria.
Hattori et al. (2000) observaram que o FSH é capaz de suprimir a sintese de NO em
olcitos suinos, embora a quantidade da proteina para NOS3 tenha se mantido
constante durante a maturagao. Por outro lado, Pires et al. (2009) observaram que a
quantidade de proteina de NOS2 e NOS3 foram foram alteradas ap6s a maturagao
e/ou bloqueio meiotico por 24 horas, sugerindo que o FSH tenha alguma influéncia
na producédo da NO.

Considerando que o sistema NOS/NO pode atuar na maturacdo de odcitos e
que o FSH possa afetar esse sistema, neste trabalho investigamos a influéncia do
FSH e a mediacdo das células do cumulus, sobre a NOS/NO e as vias de
sinalizacdo (GMPc e AMPc) potencialmente afetadas na maturacdo in vitro de

o0citos bovinos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Maturacdao oocitéaria

A maturacao oocitaria in vivo tem inicio logo apés o pico de LH, ocasionando
a retomada da meiose e dando continuidade a meiose que estava blogueada na
profase I. In vitro, o processo € semelhante, porém, logo apdés a retirada do odcito do
ambiente folicular, o bloqueio natural da meiose exercido pelo conjunto de células da
granulosa e células do cumulus é cessado (HAUGHIAN et al. 2004).

A maturacédo oocitaria é o processo em que envolve diversas alteracdes ultra-
estruturais, moleculares e bioquimicas, preparando o odécito para a fecundacédo e o
posterior desenvolvimento embrionario (RIZOS et al. 2002; RODRIGUEZ E FARIN
2004). Tais alteragBes ocorrem tanto no oécito (nucleo e citoplasma) como em suas
células do cumulus, que estdo estreitamente envolvidas no processo (RODRIGUEZ
E FARIN 2004; GILCHRIST et al. 2004). Desta forma, podemos compreender a
maturacdo oocitaria em dois aspectos, chamados maturacdo nuclear e maturacao
citoplasmatica.

A maturacdo nuclear refere-se aos eventos que ocorrem da retomada da
meiose do estadio de vesicula germinativa (profase I) ao término da segunda diviséo
meidtica (metafase Il), tendo a condensacdo da cromatina e a quebra do envelope
nuclear como eventos marcantes da maturacdo nuclear (MEINECKE et al. 2001;
JONES et al. 2004).

A maturagcdo citoplasmatica envolve as modificagbes bioquimicas,
moleculares e ultra-estruturais que ocorrem no citoplasma como preparagdo do
o0cito para a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionéario posterior (STOJKOVIC et
al. 2001). As modificagbes ultra-estruturais se referem basicamente a uma
reorganizacao citoplasmatica evidenciada pela migracdo de organelas, em especial
as mitocondrias e os granulos corticais. Essas organelas se localizam mais
perifericamente em od0citos bovinos imaturos e migram durante a maturacdo para
uma posicao perinuclear (HYTTEL et al. 1997; SUN et al. 2001). Os granulos
corticais, ao contrario, situados mais internamente em o0citos imaturos, migram para
uma posicdo periférica juntamente a membrana citoplasmatica. A migracdo dos
mesmos é de extrema importancia para a reacao cortical, modificagdo de receptores

e endurecimento da zona pellcida para evitar a polispermia (CRAN E ESPER 1990;



ADONA et al. 2007). Toda essa reorganizacdo ultra-estrutural do citoplasma é
dependente dos microtubulos e microfilamentos, que dao suporte para que as
mesmas possam ser deslocadas no citoplasma (HYTTEL et al. 1997).

As modificacbes bioquimicas e moleculares sdo evidenciadas por processos
traducionais de RNAm especificos resultando na sintese de enzimas e proteinas
reguladoras das vias de controle do mecanismo de maturagdo. Entre elas, as
proteinas do complexo MPF (fator promotor da maturacdo) e proteinas da familia
MAPK (proteina cinase ativada por mitdgenos) (SHENG et al. 2002; SIRARD et al.
1998), e enzimas reguladoras dos niveis de AMPc (adenosina 3’,5’-monofosfato
ciclico) e GMPc (guanosina monofosfato ciclico), tais como fosfodiesterases (PDE’s)
e adenilato ciclase (AC) e guanilato ciclase (GC) (LAFOREST et al. 2005).

O MPF é um heterodimero formado por uma subunidade de ciclina B
regulatéria e umas cinase catalitica (p34°“? ou CDK1) (ABRIEU et al. 2001; JONES
et al. 2004). Ele € um dos responsaveis pelas modificacdes morfoldgicas durante a
maturacao do odcito, regulando a condensacao dos cromossomos, 0 rompimento do
envelope nuclear e a reorganizacdo dos microtubulos (KIM et al. 2000). Em odcitos
em estagio de VG, o MPF mantém-se em baixa atividade. Quando ocorre a retomada
da meiose, o MPF torna-se ativo, apresentando maxima atividade em MI. Depois,
sofre um declinio transitério entre Ml e MIl e, nesta Ultima fase, mantém-se em
maxima atividade (MOTLIK et al. 1998). A sua inativacdo na fase de MIl ocorre
guando ha a fecundacao ou a ativacdo partenogenética do od4cito e € necessaria para
que ocorra o desbloqueio da meiose e sua finalizacdo e o inicio dos processos do
desenvolvimento embrionario (TAIEB et al. 1997). As proteinas pertencentes ao
grupo da MAPK pertencem a familia das serina/treonina cinases. A ampla faixa de
atuacdo das MAPKs é medida pela fosforilacdo de diversos substratos que incluem
fosfolipases, fatores de transcricéo e proteinas do citoesqueleto. A ativacdo da MAPK
em o00citos bovinos ocorre apds 8 horas de cultivo in vitro e apresenta um aumento
gradual até 12-14 horas, se mantendo estavel até o final da maturacdo (KUBELKA et
al. 2000).

A MAPK possui duas principais isoformas, a ERK1 e a ERK2. Em odcitos
bovinos estas duas isoformas s&o ativadas com a proximidade do rompimento da
VG. Isto sugere que a MAPK ndo € requerida para o reinicio da meiose, mas €
essencial para eventos depois do rompimento da VG (KANO et al. 2000; LEFEBVRE



et al. 2002) e também pode induzir a expressdo de NOS e a producdo de NO (TAO
et al. 2005).

2.2. Hormonio Foliculo Estimulante

Em vérias espécies, a adicdo de FSH ao meio de cultivo para maturacao in
vitro (MIV) vem sendo utilizada apresentando resultados positivos para a inducéao da
maturacdo (FU et al. 2007, ZHANG et al. 2007; Rodriguez et al. 2002; Rodriguez e
Farin 2004) e o aumento e melhora no processo de maturacdo oocitéaria (IZADYAR
et al. 1998; Calders et al. 2003).

O FSH ao associar-se ao seu receptor nas células da granulosa, inicialmente
eleva os niveis de AMPc nessas células, ativando a proteina cinase dependente de
AMPc (PKA) dos tipos | e Il. A ativacdo da PKA tipo | mantém, num primeiro
momento, 0 odcito em estadio de vesicula germinativa (VG), mas a ativacdo da PKA
tipo Il estimula um evento transcricional, que resulta mais tarde na queda dos niveis
de AMPc e na quebra da vesicula germinativa (VG), sinalizando a retomada da
meiose. A retomada da meiose estimulada pelo FSH é dependente de uma queda
no processo de transcricdo em células do cumulus (RODRIGUEZ e FARIN, 2004) e
da ativacdo da proteina cinase ativada por mitégenos (MAPK) nas células do
cumulus (FISSORE et al. 1996; SU et al. 2001) e no odcito (SU et al. 2001).

2.3. Sistema NOS/NO

O NO é uma molécula gasosa simples com uma meia vida em meio aquoso
de menos de 10 segundos. Esse mensageiro quimico é formado a partir da
transformacdo da L-arginina em L-citrulina + NO na presenca de NADPH e O3
(THALER e EPEL, 2003).

O NO é produzido pela acéo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), que pode
ser encontrada em trés isoformas distintas. A isoforma neuronal (NOS1), a induzivel
(NOS2) e a endotelial (NOS3). As NOS1 e 3 sao isoformas constitutivas com
atuacao dependente de calcio e calmodulina e geram NO normalmente em baixa
concentracdo e de forma breve. A NOS2 é a isoforma que € ativada de forma
independente do calcio mediante estimulos adequados gerando NO em quantidades
mais elevadas e por periodos mais longos (FLORA FILHO e ZILBERSTEIN, 2000).



Na esfera reprodutiva o sistema NOS/NO foi identificado em varios tecidos.
Observou-se, por exemplo, que o fluido folicular contém NO (BASINI et al. 1998) e
gue odcitos sdo capazes de produzi-lo (HATTORI et al. 2000, 2004). Em ratas a
NOS3 foi detectada no ovario, oviduto, Utero, cerviz e vagina e sua expressao variou
com as fases do ciclo estral (CHATTERJEE et al. 1996).

O sistema NOS/NO tem sido relacionado a vérias funcdes reprodutivas como
desenvolvimento folicular (MITCHELL et al. 2004), expressao de receptores de LH
nas células da granulosa (NISHIDA et al. 2000) e maturacdo de odcitos
(JABLONKA-SHARIFF e OLSON, 1998; JABLONKA-SHARIFF e OLSON, 2000),
entre outras (SENGOKU et al. 2001; TRANGUCH et al. 2003).

Alguns estudos sugerem que o NO deva ter funcdo em odcitos. A enzima
responsavel pela sua producéo foi detectada em odécitos de roedores (JABLONKA-
SHARIFF e OLSON, 1997) e suinos (HATTORI et al. 2000; HATTORI et al. 2001,
TAKESUE et al. 2003). A producdo de NO por odcitos (indicando atividade da NOS)
também foi observada (TAKESUE et al. 1999). A atividade da NOS tem sido
relacionada a maturacdo (SENGOKU et al. 2001; NAKAMURA et al. 2002;
CHMELIKOVA et al. 2004) e a ativacdo do odcito (KUO et al 2000; SEDMIKOVA et
al. 2004).

Em bovinos h& poucos dados a respeito do papel do sistema NOS/NO nos
diversos aspectos da atividade reprodutiva dessa espécie. Basini et al (1998) e
Basini e Tamanini (2000) sugerem que o NO tenha importante papel na modulacéo
da funcdo das células da granulosa. Reyes et al (2004) detectaram a atividade de
NOS em od0citos imaturos e espermatozoides bovinos e Viana et al (2004)
observaram que a adicdo de um doador de NO no meio de maturagdo causa um
retardo na progressao da meiose.

Estudos em nosso laboratorio revelaram que a enzima NOS3 ndo sé esta
presente no tecido ovariano bovino como também no citoplasma de odcitos imaturos
e maturados in vitro (NATORI et al. 2005). Essa observacédo foi confirmada e
estendida pela deteccdo de RNAmM para NOS2 e NOS3 e também da proteina da
NOS3 nos odcitos bovinos (ADONA et al. 2007; PIRES et al. 2009), corroborando
com as observacdes de Tesfaye et al (2006), que também observaram expressao de
RNAmM para NOS2 e NOS3 em odcitos e embrides bovinos. Estudos desenvolvidos
em nosso laboratério por Schwarz et al (2007) e Schwarz et al (2008) mostraram

ainda, que a inibicAo da atividade da NOS e que também o aumento da



disponibilidade de NO durante a MIV de od6citos bovinos, reduziu as taxas de
maturacdo e aumentou o grau de apoptose nos embrides produzidos in vitro. Um
estudo recente de Bilodeau-Goeseels (2007) demonstrou que a inibicdo da NOS2 no
inicio do cultivo de MIV reduziu a taxa de rompimento da vesicula germinativa, ou
seja, de retomada da meiose, enquanto que a adicdo de um doador de NO
estimulou. Esses estudos trazem evidéncias de que também em bovinos o sistema
NOS/NO tenha papel relevante na maturacao oocitaria.

O FSH também é capaz de influenciar o sistema NOS/NO. Hattori et al.
(2000) observaram que o FSH é capaz de suprimir a sintese de NO em odcitos
suino, embora a quantidade de proteinas para NOS3 tenha se mantido constante
durante a maturacdo. A expressdao de RNAm para o receptor de LH induzida por
FSH em células da granulosa de suinos € precedida por um aumento na expressao
de NOS3 (TAKESUE et al. 2001). Em odcitos bovinos, Pires et al. (2009) mostraram
tamb;em que a expressao da NOS2 e NOS3 sao alteradas durante a maturacéo,
com a utilizacdo de meio de maturacdo em que foram suplementados também com

FSH. Estes relatos sugerem a mediacdo de NO em algumas das funcbes do FSH.

2.4. AMPc e GMPc

O AMPc e o GMPc séo nucleotideos ciclicos sinalizadores intracelulares que
exercem importantes papéis no controle de fosforilacdo de proteinas especificas.
Seus niveis sdo controlados basicamente por um conjunto enzimas anabolizadoras
e catalizadoras. As enzimas adenilase ciclase (AC) e guanilase ciclase (GC) sao
responsaveis pela producdo destes nucleotideos,e as fosfodiesterases (PDE), pela
degradacdo dos mesmos. As PDE apresentam-se em varias isoformas, tendo sido a
PDE3 identificada em odcitos e a PDE4 nas células da granulosa (TSAFIRI et al.
1996; LIANG et al. 2005). As células de granulosa parecem também expressar a
PDE3 (BILODEAU-GOESEELS, 2003). As PDE do tipo 5 e 6 também foram
identificadas em o0citos e em células do cumulus suinas (SASSEVILLE et al. 2008).

As duas vias de acdo mais comuns conhecidas na esfera reprodutiva,
especificamente no processo de maturacdo de odcitos, € a ativacdo das proteinas
cinases dependentes de AMPc e GMPc (PKA e PKG, respectivamente) (CHEN et al.
2006). Estas irdo exercer papel fundamental em diversas fungbes celulares,
inclusive na maturacdo oocitaria (LAFOREST et al. 2005). Eyers et al (2005)
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verificaram que o AMPc atua diretamente no controle dos niveis de MPF, tendo
assim papel fundamental na manutencdo da meiose até o momento da maturagéo e
a sua reducao resulta na a retomada da meiose (CHEN et al. 2006; CHEN E
DOWNS, 2008). Ja4 o GMPc, parece ter atuacao diretamente na degradacdo de
algumas fosfodiesterases (PDE), entre elas a do tipo 3, fundamental no controle dos
niveis de AMPc (DENNINGER E MARLETTA, 1999).

A gueda dos niveis de AMPc no odcito ocorre mediada pelo aumento ad
atividade da PDE3A, que se da tanto na retomada da meiose espontanea, como na
induzida por gonadotrofinas (RICHARD et al. 2001), leva a retomada da maturacéo
com a ativacdo do MPF (GOREN e DEKEL, 1994; DUCKWORTH et al. 2002)

Tendo em vista que o0 GMPc exerce certa atividade sobre algumas PDE, e
estas sao responsaveis pela degradacdo do AMPc, varios estudos tém sugerido e
evidenciado que o GMPc é capaz de interferir nos niveis de AMPc. As PDEs
juntamente com a enzima AC, cuja atividade resulta na producdo desse nucleotideo,
controlam os niveis intracelulares do AMPc, estando essas enzimas envolvidas no
controle da meiose de odcitos (LAFOREST et al. 2005).

O NO utiliza, dentre outras, a via do GMPc para exercer suas funcdes
(ZHANG et al. 2009). Além disso, o NO é capaz de atuar sobre a PDE4 (WANG e
SHI, 2007), enquanto a PDES é especificamente inibida pelo GMPc (LUGNIER et al.
1999). Tal fato sugere que o GMPc possa, dessa forma, participar no controle dos
niveis de AMPc do odcito e/ou células da granulosa. Parece que a regulacéo
diferencial de cada isoforma de PDE em diferentes compartimentos do complexo
cumulus-o0cito estaria envolvida no controle dos niveis de AMPc e na maturagao
(LIANG et al. 2005). Em bovinos, inibidores especificos de PDE3 resultam no
bloqueio da meiose (MAYES E SIRARD, 2002), enquanto que de PDE4 nao tém
efeito. Sirotkin et al (2000) observaram que a via do GMPc e da PKG estaria
envolvida no controle de uma série de funcdes das ceélulas da granulosa de suinos,
incluindo a produgdo de AMPc e PKA. A PDES5, por sua vez, é ativada pelo GMPc e
€ responsavel pela degradacdo do préprio GMPc (DENNINGER e MARLETTA,
1999).

Desta forma, tendo em vista todos 0s aspetos citados acima, € sugerida uma
intricada inter-relagdo das gonadotropinas, AMPc/PKA, GMPc/PKG, NOS/NO e
MAPK (ZHANG et al. 2007).
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3. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi de averiguar a influéncia do FSH e a
possivel mediacdo das células de granulosa, sobre a via do sistema NOS/NO e seus
componentes, na maturacao in vitro de oécitos bovinos.

Como objetivos especificos, propusemos avaliar o efeito do FSH em od6citos
maturados in vitro com e sem células da granulosa sobre: 1) maturacdo nuclear; 2)
producdo de NO; 3) niveis de GMPc; 4) niveis de AMPc; 5) abundancia relativa de
RNAmM das vias do NO, do GMPc e do AMPc .
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local do experimento

O experimento foi desenvolvido no Departamento de Ciéncias Basicas da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da Universidade de Séo
Paulo (USP), Campus de Pirassununga-SP.

4.2. Reagentes e meios

Exceto quando mencionado, reagentes e meios foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

4.3. Obtencao dos od6citos

Ovaérios bovinos foram coletados em frigorifico logo apdés o abate e
transportados em solugéo fisiologica estéril (NaCl 0,9%) acrescida de antibi6ticos
(100 Ul/m L de penicilina e 100 Ul/mL de estreptomicina). a temperatura de 35° C. No
laborat6rio, os ovérios foram lavados com a mesma solugdo e os foliculos com
didametro de 2 - 6 mm foram aspirados com auxilio de uma agulha 18 “G” acopladas a
seringas estéreis e descartaveis de 10 mL. O liquido folicular recuperado foi
depositado em tubos conicos de 50 mL e mantido em repouso por 5 minutos para
decantacado. A porcao superior foi retirada e o precipitado foi transferido para placas
de Petri (60 mm, Corning®, NY, USA) onde se realizou a busca dos o6citos sob
microscopio estereoscépico (Nikon Co., Thailand). Foram utilizados no experimento
oocitos considerados como grau | (Gl), contendo mais de 3 camadas de células do
cumulus compactas e citoplasma homogéneo e odécitos grau Il (Gll), contendo de 2 a

3 camadas de células do cumulus compactas e citoplasma homogéneo.
4.4. Maturacgéo in vitro
Para a maturacdo in vitro (MIV), os odcitos foram cultivados com as suas

células do cumulus intactas (complexos cumulus-oo6citos — CCO) ou apds serem

desnudados (od6citos desnudos — OD), para determinar a mediacdo dessas células
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nos efeitos observados nas avaliacdes a serem feitas. As duas categorias de oocitos
(CCO e OD) foram incubadas em gotas de 100 ul (20-30 estruturas por gota) de
meio de maturacdo (MM) sob Oleo mineral . O MM foi constituido de TCM-199
acrescido de 0,1% de PVA (alcool polivinilico), piruvato de sodio (0,25 mM) e
gentamicina (0,01mg/ml). Ao meio de maturacao foi ainda adicionado ou ndo o FSH
(0,05Ul/ml, Gonal-f®,Serono, Bari/ltalia) para determinar sua influéncia nos
parametros estudados. Dessa forma foram constituidos 4 grupos de cultivo: CCO
maturados com FSH; CCO maturados sem FSH; OD maturados com FSH e OD
maturados sem FSH. O cultivo foi feito por 24 horas em estufa a 38,5°C em
atmosfera de 5% de CO, em ar. Ao final da MIV os odcitos foram submetidos as
diferentes avaliacbes. O desnudamento para obter os OD foi feito por agitacdo no
vortex (5 minutos, Phoenix/Araraquara, Brasil) em tubo de 5 ml com 0,3 ml de PBS

livre de célcio e magnésio com 0,1% de PVA.

4.5. Determinacao da taxa de maturacéao

A determinacdo da taxa de maturacao foi feita a partir da coloracéo por
Orceina Acética 1%. Apos a MIV, os grupos experimentais foram primeiramente
desnudados para permitir a visualizacdo da cromatina. A seguir, os odécitos foram
fixados entre lamina e laminula por 24 horas em etanol: acido acético (3:1) e depois
corados com orceina acética 1%. Os oo6citos foram entdo observados em
microscépio de contraste de fase (Zeiss, Germany) para determinacdo da propor¢céo
de odcitos que atingem o estadio de metafase Il (MIl). Od6citos em metafase Il foram

considerados maturados.

4.6. Determinacao da producéo de NO pelo método de Griess

Para determinacdo dos niveis de NO produzidos foi utilizada a avaliacdo
indireta pelo método de Griess para quantificacdo de nitrato. As analises foram feitas
utilizando-se o kit Griess Reagent System (Gibco®, Madison — WI, EUA). Nesse
método 100uL do meio de cultivo foi armazenado logo apdés a MIV a -20°C. Os
meios armazenados de todos 0s grupos experimentais foram submetidos a uma
reacdo quimica envolvendo uma solucdo de reacdo (Sulfanilamida 1% em H3PO,4

5% e a-naftil 0.1%, numa proporcao de 1:1). Para a reacdo 100puL desta solugéo de
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reacado foi adicionado em 100uL do meio de cultivo e aguardado 10 min. em
ambiente protegido da luz. A leitura da absorbéncia foi feita a 546nm. Para
determinacao das concentracdes de nitrito das amostras, uma curva padrao foi feita
juntamente aos experimentos para que a mesma pudesse ser calculada por uma

equacao da curva.

4.7. Determinacao dos niveis de AMPc e GMPc

A mensuracdo dos niveis intracelulares de AMPc e de GMPc foi realizada
pelo método de imunoensaio enzimatico (EIA) de acordo com as instru¢bes dos
respectivos kits (Direct Cyclic GMP e AMP EIA, Enzo® Life Sciences, Ann Arbor, Mi,
EUA). Resumidamente, os CCO foram removidos do cultivo e rapidamente lavados
em TCM-199 com 20mM Hepes e 0,4% BSA e transferidos para 200ul de 0,1N HCI.
Os CCOs foram lisados por 20 min e centrifugados em vortex a 12.000g por 5 min. O
sobrenadante foi transferido para novos tubos e armazenado a -20°C até ser
submetido aos imunoensaios. Para 0s imunoensaios, as amostras foram incubadas
com o anticorpo primario IgG (localizado nos po¢os), juntamente com uma solucéo
contendo fosfatase alcalina e uma terceira solugdo contendo o anticorpo secundario
policlonal de coelho especifico para AMPc. Ap6s duas horas de incubacdo os pocos
foram lavados com PBS e tratados com duas solucdes, pNpp e stop solution, a
primeira com funcdo de reagir com 0 substrato que se encontra noS pPocos e
provocar uma alteracdo na coloracdo (amarelada), e a segunda tem a funcéo de
parar esta reacdo. Em seguida as absorbancias das amostras foram lidas a 405nm
por espectrofotometria. Para determinagdo das concentragdes do nucleotideos uma
curva padrao foi feita juntamente ao experimento para que a mesma pudesse ser

calculada por uma equacao da curva.

4.8. Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT PCR)

Para coleta das amostras (pools de 20 odécitos e suas respectivas células do
cumulus), os CCO foram primeiramente desnudados manualmente com auxilio da
pipeta de mao e as células do cumulus dos grupos CCO foram coletadas em
microtubos e centrifugadas por 5 min a 300 g. O sobrenadante foi descartado e as

amostras foram adicionados 3uL com 1U/uL de inibidor de RNase (Invitrogen,



17

Carlsbad, CA, EUA). Em seguida, as amostras foram mergulhadas em nitrogénio
liguido e armazenadas a -80°C. Os odcitos (CCO desnudados ou OD) foram
lavados trés vezes em PBS + 0,1% de PVA com 1U/uL de inibidor de RNase,
transferidos para microtubos com 1 pl dessa solugdo, mergulhados em nitrogénio
liguido e armazenados a -80°C. As amostras foram depois submetidas a extracédo de
RNA com o RNeasy Protect Mini Kit (Qiagen, Hilden,Germany) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O RNA extraido foi submetido a transcricdo reversa
utilizando a enzima Improm-Il Reverse Transcriptase (Promega Madison, WI, EUA)
seguindo as recomendactes do fabricante. Nas amostras de RNA foi adicionado o
tampao da reacéo (5X), MgCl, (25 mM), oligo(dT) (0,5 pg), dNTPs (10 mM), inibidor
de RNase (40 Ul) e a enzima (200 Ul). A reacdo de cDNA foi realizada em
termociclador (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) por 60 min a 42°C, seguido de
aguecimento a 70°C por 15 min e posterior resfriamento a 4°C para congelamento a
-20°C. Como controles da reacao foram incluidos primers para o gene peptidylprolyl
isomerase A (PPIA; TATSUMI et al. 2008).

As amplificaces foram realizadas em termociclador para PCR em tempo real
(Applied Biosystems, 7500 Real Time PCR System). Nas reacdes para quantificacao
relativa dos genes selecionados (NOS2, PKAl1A, PKG1, PKG2, ADCY6, ADCY9,
PDE3A, PDE5SA, PDES6, Tabela 1V.1) e o controle enddégeno (PPIA), foi utilizado o
SYBR® PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 0,2 uM de
cada oligonucleotideo iniciador em reacdo de 20uL. A reacdo teve inicio com
incubacédo a 50°C por 2 minutos, seguida de desnaturagcéo a 95°C por 10 minutos e
45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 57°C por 1 minuto. Cada amostra foi avaliada

em duplicata para cada gene e controle enddgeno para todas as reacoes.
4.8.1. Analise dos dados da PCR

Para validacao dos genes foram considerados os dados da curva padrédo com
oocitos maturados em 5 diluicdes seriadas 1:1. A partir da inclinagdo da curva ou
“slope”, pdde-se calcular a eficiéncia de amplificacdo (E=10("SLOPE)Ly em cada
gene estudado (Figura IV.1). Apés estes calculos, os genes alvo foram comparados
com o gene endogeno por diferenca de CT, em seguida estes dados foram plotados
em um grafico, em que o “SLOPE” da comparagdo desta diferenga entre o gene
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deveria ser menor que 0,1. Desta forma os genes estariam validados quanto a sua

eficiéncia de reacao.

Delta Rn vs Cycle
1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

Delta Rn
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1.0e-003

1.0e-004
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e
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b [ B B | E

9 10

Figura IV.1. Curva padrdo de amplificacdo para o gene PPIA, por PCR em tempo

real para oocitos maturados em dilui¢cdes 1:1.



Tabela IV.1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para quantificacao relativa dos genes selecionados.
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Gene Sequéncia (5°- 3") GenBank Tamanho do Fragmento (PB)
5" CCACCGTGTTCTTCGACATC 3’
PPIA NM_178320. 2 126
5" ATCCTTTCTCTCCAGTGCTCAG 3’
) 5" AGGTGCACACCGCCTATT 3
iINOS NM_001076799. 1 65
5" CCGCAGGATGTCTTGAACA 3’ -
5" CTGCTCAAGGACTCCATCGT 3’
PRKAR1 NM_001076358. 1 116
5" AGGTTCTGGATCTGCTTTGC 3’
5" GGGACCTCAAGCCTGAAAAT 3
PRKGL1 NM_174436. 2 70
5" GCAAAGCCAAAATCAACCAG 3’ -
5" AAGCAGCAGGAGCATGTCTA 3’
PRKG2 XM_612707. 3 92
5 TTGTCCTTGAAGGTGCGATA 3’
5 GACTTGTGCCGTGTACTCCTG 3
ADCY6 NM_001143877. 1 99
5" CCAACTGCGGTGCTATGTG ¥ -
5" TCCTGGTATTCGCCCTGAC 3’
ADCY9 XM_603835. 3 89
5 AGCCCGAGTATGATTGAAGTTGT 3’ -
5" ATCACCCGGGAAGGACTAAT 3
PDE3A XM_616776. 4 95
5 CGCATGATGATTCTCCAAGA 3’ -
5 TGATCAGTGCCTGATGATCC 3
PDESA NM_174417. 2 61
5" AATGGAGAGGCCACTGAGAA 3’ -
5" TTCACGGCTCTTCCATCTTG 3’
PDEG6C NM_174419. 1 153

5 CCAGGTCAGTCGCTATTATCG &
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4.9. Delineamento Experimental

Para os experimentos realizados foram utilizados od6citos maturados com
suas células do cumulus (CCO) ou sem as mesmas (OD) para investigar a mediacao
dessas células nos efeitos observados. Os diferentes grupos foram entdo maturados
com ou sem FSH para determinar a influéncia dessa gonadotrofina nos parametros
avaliados. Os experimentos realizados estdo descritos a seguir. Um esquema

resumido encontra-se na figura IV.2.

Experimento 1: Efeito de diferentes concentragbes de FSH na taxa de
maturacado nuclear in vitro CCO e OD.

Para este experimento foram determinadas as taxas de maturacdo (% de
metéfase 1) de CCO e OD submetidos a 24 horas de MIV na presenca de diferentes
concentracdes de FSH (0, 0,005, 0,05 0,5 e 5 UlI/mL). Os experimentos para CCO e
OD foram independentes. Nesse experimento foi determinada a concentracdo mais

adequada de FSH para os seguintes.

Experimento 2: Influéncia do FSH e das células do cumulus na producéao
de NO.

Para essa avaliacdo, a MIV foi desenvolvida em gotas de 100uL do meio de
maturacdo em pocos de placas de 96 pocos, os pocos ndo utilizados foram
completados com &gua destilada estéril para evitar evaporacao durante a MIV. A
nao utilizacdo de oOleo mineral neste experimento foi adotada ja que o mesmo
interfere nas leituras por espectrofotometria.

Os odcitos dos grupos CCO e OD foram submetidos a 24 horas de maturacéo
na presenga ou auséncia do FSH (0,05 Ul/mL). Ao final da MIV, os meios de cultivo
foram coletados e armazenados a -20°C. Em seguida foram mensurados em relacéo
aos niveis de nitrato pelo método de Griess. Paralelamente, os odcitos cultivados
foram também avaliados quanto a sua taxa de maturacdo nuclear por coloracdo da

cromatina por orceina acética 1% durante 5 min.

Experimento 3: Influéncia do FSH nos niveis dos nucleotideos AMPc e
GMPc .
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Os odcitos dos grupos CCO foram submetidos ao cultivo de maturacédo in vitro
na presenca ou nao do FSH (0,05 Ul/mL). Em seguida, os mesmos foram
submetidos como CCO (sem deshudamento das células do cumulus) a mensuracéo
intracelular de GMPc e AMPc em experimentos independentes. As avaliacdes foram
realizadas as 0, 1, 3 e 6 horas de MIV para determinar o efeito do FSH nos niveis
dos nucleotideos ciclicos no inicio da maturacdo. A mensuragdo dos niveis
intracelulares de AMPc e GMPc foi realizada pelo método de imunoensaio
enzimatico (EIA), com pools de 30 e 10 CCO, respectivamente, tomando-se o
cuidado para que o tamanho do revestimento de células do cumulus em torno dos
o6citos fosse de tamanhos similares (BILODEAU-GOESEELS, 2007). Também foi
utilizado o mesmo método de maturacdo em placas de 96 pocos do experimento de
mensuracdo de NO. As mensuracdes foram feitas em 2 experimentos
independentes, um para mensuracdo de AMPc e outro para GMPc. Ap6s 0, 1,3 e 6
horas de cultivo de maturagdo dos CCOs incubados com e sem FSH, os mesmo

foram retirados do cultivo para avaliacao.

Experimento 4: Influéncia do FSH e células do cumulus na expresséo de
genes das vias do NO, GMPc e AMPc.

Os odcitos dos grupos CCO e OD foram submetidos a 24 horas de maturacéo
na presenca ou ndao do FSH (0,05 Ul/mL). Os oécitos e as células do cumulus dos
CCO e os oocitos OD foram avaliados quanto a expressao relativa dos genes da via
NOS/NO (NOS2), GMPc (PDE5A, PDE6C, PKG1l e PKG2) e AMPc (ADCY®6,
ADCY9, PDE3A,PKAL).

4.10. Analise estatistica
Todos os experimentos foram estatisticamente analisados pelo software
Statistical Analysis System (SAS) com 5% de nivel de significAncia. Como teste
primario foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) e quando necessario 0s pos-
testes de “Tukey” para os experimentos de taxas de maturacédo, determinacdo de
NO e guantificacdo relativa dos genes alvos de “Bonferroni” para o experimento de
determinacao dos niveis de AMPc e GMPc. Todos os experimentos foram repetidos

de 3 a5 vezes.



Coleta dos oocitos

Grupos experimentais

—— (== P=S—— ————
CCO CCO+ oD OD+

Experimento 1 — Efeito de diferentes concentragoes de FSH na taxa de
maturacgao nuclear in vitro CCO e OD.

Experimento 2 Influéncia do FSH e das células do cumulus na produgao de NO.

Experimento 3 — Influéncia do FSH nos niveis dos nucleotideos AMPc e GMPc .

Experimento4 — Influéncia do FSH e células do cumulus na expressao de genes
das vias do NO, GMPc e AMPc.

Figura IV.2: Modelo esquematico do delineamento experimental.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAD

5.1. Experimento 1: Efeito de diferentes concentracdes de FSH

na taxa de maturacéao nuclear in vitro CCO e OD.

O presente experimento teve como objetivo determinar qual a melhor
concentracdo de FSH para estimular a maturacdo de CCO e OD para utilizacao
nos experimentos seguintes.

Na avaliagdo da maturacédo (Tabela V.1. e Figura V.1), o grupo CCO
apresentou taxa de maturacao baixa na auséncia de FSH (14%, P<0,05) e um
aumento na mesma quando o FSH (0,005 a 5 Ul/mL) foi incluido no cultivo (56
a 81%), sendo a melhor taxa de maturacdo obtida na presenca de 0,05 Ul/mL
de FSH (81%, p<0,05).

Para OD a melhor taxa de maturacdo também foi obtida na
concentracdo de 0,05 Ul/mL de FSH (89%). Na auséncia de FSH a taxa de
maturacdo foi de 63% e foi similar as taxas de maturacdo das demais
concentracbes que variaram de 65 a 74% (P>0,05). Esses resultados
confirmam observagcbes anteriores de que o FSH individualmente é capaz de
induzir a maturacédo nuclear (FU et al. 2007, ZHANG et al. 2007). Como a
concentracdo de 0,05 UlI/mL de FSH resultou em melhores taxas de maturacéo

para CCO e OD, esta foi entdo utilizada para os experimentos seguintes.

Tabela V.1. Taxas de maturacédo nuclear de od4citos submetidos a maturagdo in vitro
por 24 h com diferentes concentracbes de FSH e na presenca (CCO) ou auséncia
(OD) de suas células do cumulus durante o cultivo.

Tratamentos (6{0{0)] OD
FSH(UI/mL) N % N %
Controle 98 14,3° 100 63,0°
FSH 0,005 100 62,0 99 64,6
FSH 0,05 98 80,6° 100 89,0
FSH 0,5 100 74,0 93 74,47
FSH5 99 56,4° 94 72,4%

CCO = complexos cumulus-odcitos; OD = odcitos desnudos. As taxas de maturagao referem-se aos
odcitos que atingiram o estadio de metafase Il. Os experimentos para os grupos CCO e OD foram
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independentes. 9| etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa a 5%. Resultados
de 4 repetigGes.

100- 100+ a

Taxa de Maturagao %
Taxa de Maturagao %

o H \2)
QD Qe
od ®

Concentracdes Ul/mL Concentragoes Ul/mL
Figura V.1. Taxa de maturacdo referentes aos tratamentos e concentragdes

dos grupos CCO (A) e OD (B).

Embora seja sabido que o FSH é capaz de estimular a maturacéo
nuclear, as taxas de maturacdo relativamente elevadas em OD (63 a 89%)
foram inesperadas, visto que RNAm para receptores de FSH nao foram
detectados em o0d0citos bovinos, mas apenas nas células da granulosa
(CALDER et al. 2005; NUTTINCK et al. 2004). Sendo assim, a acédo do FSH
sobre o od6cito teria que se dar via células do cumulus e ndo deveria ser
observada em odcitos desnudos.

Entretanto, outros estudos em suinos, humanos e camundongos, foram
relatados a deteccéo do receptor para FSH em od6citos (MEDURI et al. 2002;
PATSOULA et al. 2001, 2003), tanto 0 RNAmM como a proteina. E possivel que
os estudos em bovinos tenham falhado em detectar o receptor ou que de fato
haja uma diferenca entre as espécies. Fatores oriundos do BSA e/ou SFB nos
meios de cultivo dos trabalhos também podem ter certa influéncia sobre os
resultados e esses fatores estdo ausentes no n0sso experimento.

No entanto, mesmo na auséncia de FSH, uma parte consideravel dos
oocitos desnudos maturou. A taxa de maturacdo observada, embora menor
que aquela observada na presenca de FSH, foi relativamente alta (por
exemplo, em CCO sem FSH a taxa de maturacdo foi de apenas 14%) e

semelhante ao cultivo na presenca das outras concentracfes de FSH. Essa
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observacdo sugere que a progressdo da maturacdo nuclear tenha ocorrido
mais pela auséncia das células do cumulus, que participam do controle do
bloqueio meidtico do odcito (AKTAS et al. 2003), do que por um efeito
estimulatério da presenca do FSH. De todo modo, uma das concentracdes
utilizadas resultou num aumento significativo da maturagao.

Desta forma, outro experimento foi desenvolvido para comparar
diretamente o efeito do FSH na taxa de maturacdo, bem como na producéo de
NO em CCO e OD.

5.2. Experimento 2: Influéncia do FSH e das células do cumulus

na producéao de NO.

Neste experimento, além da mensuracdo da producdo de NO via
deteccdo de nitrito no meio de maturacdo dos od0citos cultivados, também
foram avaliados os odcitos quanto a taxa de maturacdo para averiguar a
influéncia do FSH na sintese de NO, além da maturacdo. Os grupos CCO e
OD foram maturados com ou sem 0,05 UI/mL de FSH e as avaliacOes feitas ao
final da MIV. Para as taxas de maturacdo, foram observadas as porcentagens
de 48,5; 63,2; 71,3 e 74,7%, para CCO e OD sem e com FSH,
respectivamente, ndo havendo diferenca entre os grupos (p>0.05, tabela V.2.
Porém, o valor de “p” foi igual a 0.07, sugerindo uma tendéncia de aumento
para taxa de maturacao nos grupos suplementados com FSH.

Embora a diferenca observada no primeiro experimento (aumento de
taxa de maturacdo pela presenca de FSH) ndo tenha mais sido detectada
(apenas tendéncia), de toda forma ficou confirmada a capacidade dos OD de
entrar em maturacao, na presenca ou auséncia de FSH.

Essa observacao reforca a plausibilidade de nossa hipotese de que, a
auséncia das células do cumulus e ndo a presenca do FSH seja responsavel
pela retomada da meiose nesses 00citos, especialmente considerando-se que
receptores de FSH néo foram, até o momento, detectados em odcitos bovinos
(CALDER et al. 2005; NUTTNICK et al. 2004). De toda forma, as taxas de
maturacdo foram, em geral, mais baixas para todos os grupos em comparacao
com o primeiro experimento, o que talvez tenha prejudicado a observagao mais

clara do efeito do FSH na maturacdo de CCO e DO. Essa queda nas taxas de
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maturacdo pode ter sido ocasionada pela época do ano em que 0S 00cCitos
foram coletados. Sabe-se que no periodo da seca a qualidade dos odcitos é
reduzida, prejudicando a maturacdo dos mesmos (Zeron et al. 2001) e esses
experimentos foram realizados entre os meses de julho e setembro,

coincidentes com o periodo de seca no sudeste do Pais.

Tabela V.2. Taxas de maturagédo nuclear de od4citos submetidos a maturacéo in vitro
por 24 h na presenga (CCO) ou auséncia (OD) de suas células do cumulus durante o
cultivo, suplementado com 0,05Ul/mL de FSH.

Tratamentos CCO oD

FSH(UI/mL) N % N %
Controle 75 29,3 73 61,6
FSH 0,05 68 71,0 59 71,3

CCO = complexos cumulus-odcitos; OD = odcitos desnudos. As taxas de maturagdo referem-se aos
odcitos que atingiram o estadio de metafase Il. Resultados de 4 repetigGes.

Em relacdo a producdo de NO foram observados os valores de 12,8 e
11,7 uM/mL, respectivamente, para os grupos CCO suplementado ou ndo com
FSH e 7,4 e 8,6 pM/mL para os grupos OD com e sem FSH, respectivamente
(Figura V.2). Apesar dos niveis de NO ndo apresentarem diferencas entre os
grupos (p>0,05) e serem similares aos relatados por Matta et al (2009), os
grupos cultivados com células do cumulus apresentaram niveis mais elevados
de NO. Tendo em vista que células do cumulus também produzem NO (Han et
al. 2006), consequentemente os CCO apresentam maiores niveis de NO em
relacdo aos OD. De toda forma, tanto em CCO como em OD né&o houve efeito
do FSH na producéo de NO.
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Figura V.2. Niveis de nitrito (uM/mL) produzidos por CCO e OD maturados na
presenca (+) ou na auséncia (-) de FSH. N&o houve diferenca estatistica entre os
grupos (P<0,05). Resultados de 4 repeticdes.

Hattori et al (2000), porém, relataram que o FSH é capaz de inibir a
producdo de NO em odcitos de suinos. Essa contradicdo pode ser resultado de
diferencas entre espécies ou nas condicdes experimentais. Hattori et al (2000)
usaram odcitos suinos oriundos de foliculos pequenos cultivados em meio com
BSA e FSH por 72 h. No presente estudo, foram utilizados o0citos bovinos
oriundos de foliculos medianos cultivados por 24 h em meio sem fonte protéica
e com FSH. No entanto, ndo se pode descartar que o FSH seja capaz de
interferir na sintese de NO, mas € possivel que esse efeito somente ocorra
ap0s um tempo maior de cultivo ou em od0citos sabidamente menos
competentes para o desenvolvimento, como aqueles oriundos de foliculos
pequenos (LONERGAN et al. 1994).
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5.3.Experimento 3: Influéncia do FSH nos niveis dos
nucleotideos GMPc e AMPc .

Em relacédo aos niveis dos nucleotideos ciclicos (Figura V.3.) observou-
se que no inicio da maturacdo (Oh) o nivel de GMPc apresentou valor de
185,5pmol/pool. Apés 1h de maturacdo elevaram-se para 266,4 e 2405
pmol/pool na presenca ou auséncia do FSH, apresentando aumento dos niveis
na presenca do FSH (P<0,05). Apos 3 h de maturacdo, os niveis de GMPc
declinaram a niveis similares aos do inicio da maturacdo (187,2 e 168,5
pmol/pool), porém, desta vez, ainda com niveis mais elevados na presenca do
FSH apresentando diferenca entre o tratamentos (p<0,05). Com 6 horas de
maturacdo os niveis declinaram-se apresentando 46,3 e 106,9 pmol/pool
respectivamente para presenca e auséncia do FSH, s6 que neste momento, a
presenca do FSH resultou numa queda mais acentuada nos niveis do GMPc.
(p<0,05).

GMPc
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Duragao da MIV

Figura V.3. Niveis de GMPc produzidos por CCO maturados na presenca ou na
auséncia de FSH as 0, 1, 3 e 6 h de MIV. * indica diferenca significativa (P<0,05) entre
os tratamentos dentro de um mesmo horario.

Desta forma ficou caracterizado um aumento nos niveis GMPc durante a

primeira hora de maturacédo, seguido de um decréscimo continuo até as 6
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horas de MIV. Tal fato corrobora com dados encontrados por Norris et al
(2009), que descreveram altos niveis de GMPc na primeira hora de maturacdo
seguido de uma diminuicdo gradativa em o0citos de camundongos.

Niveis elevados de GMPc podem inibir a PDE3 (no odcito) contribuindo
para o bloqueio meidtico e esta inibicdo da PDE3 ocorre devido a comunicagédo
das células dos cumulus com o o6cito pelas juncdes gap, permitindo a
passagem do GMPc de uma célula a outra (SELA-ABRAMOVICH et al. 2006;
NORRIS et al. 2008). Quando ha depois a queda nos niveis de GMPc, o feito
inibitério sobre a PDE3 do o4cito provavelmente cessa, permitindo a retomada
da meiose.

Ja foi relatado em ratos que a queda nos niveis de GMPc coincide com
a retomada da meiose (TORNELL et al. 1990). Ndo ha informacdes sobre o
comportamento do GMPc no inicio da maturacdo de odcitos bovinos, mas
nossos resultados mostram que € similar ao relatado em outras espécies. Os
resultados indicam que o FSH inicialmente estimula um aumento nos niveis de
GMPc, mas gue esse efeito ja é perdido com 6 h de MIV. Nado h& estudos sobre
o efeito do FSH nos niveis de GMPc. Ha& somente um estudo em hamsters, em
que foi relatado que o FSH pode alterar os niveis de GMPc, aumentando a
atividade de PDE e conseqiuentemente provocando queda no AMPc
(HUBBARD E PRICE, 1998).

Em relacdo ao AMPc, no inicio da maturacdo (Oh) seus niveis estavam
em 0,43 pmol/pool, podendo ser depois observado um aumento significativo
apos 1 e 3 horas de maturacdo quando cultivados na presenca do FSH (7,61 e
7,81 pmol/pool; p<0,05). Mas quando cultivados na auséncia do FSH os niveis
se mantiveram baixos, nédo apresentando diferenca entre 0s tempos e
tratamentos em questéo (0,30 e 0,76 pmol/pool; p>0,05).

Apo6s 6 horas de cultivo, os niveis no grupo cultivado com FSH cairam a
valores similares ao observado no grupo cultivado na auséncia do FSH (0,42 e

0,02 pmol/pool, respectivamente, p>0,05; Figura V.4.)
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Figura V.4. Niveis de AMPc produzidos por CCO maturados na presenca ou na
auséncia de FSH as 0, 1, 3 e 6 h de MIV. * indica diferenca significativa (P<0,05) entre
os tratamentos dentro de um mesmo horario.

O niveis de AMPc apresentaram um aumento durante a primeira e
terceira hora de maturacdo quando na presenca do FSH, confirmando os
dados encontrados por Chen et al (2009). Este aumento deve-se a duas
provaveis razdes, ambas aumentando os niveis de AMPc por influéncia do
FSH, sendo uma através da ativacdo da AC (LAPOLT et al. 2002) e outra pela
ativacdo da degradacdo da PDE3 via GMPc, que nesse mesmo periodo se
apresenta em alto nivel (THOMAS et al. 2004) e este experimento.
Similarmente aos niveis de GMPc, que também apresentaram um aumento nas
primeiras horas de maturacdo, os niveis de AMPc apresentaram diminuicao
apos 6 horas de maturacdo, tanto na presenca como na auséncia do FSH,
corroborando com dados encontrados por Chen et al (2009), que também
sugerem que o hormonio parece exercer alguma influéncia nos niveis de
AMPc, via odcito.

Os altos niveis de GMPc podem também contribuir para uma lenta
diminuicdo nos niveis de AMPc (VIVARELLI et al. 1983; TORNELL et al. 1990),
justificando o comportamento encontrado também no atual experimento para

0s niveis de AMPc.
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O fato de ndo havido efeito do FSH sobre os niveis de NO, sugere que 0
FSH pode ter influéncia direta nos nucleotideos, ja que os niveis de AMPc e de
GMPc sofreram influéncia pelo FSH. Ja os niveis de NO, ndo sofreram
alteracdes significativas pelo o FSH, indicando que n&o estaria sendo
influenciado pelo horménio e, portanto n&o estaria ele afetando seu mensageiro
usual, o GMPc, contradizendo os resultados encontrados por Tao et al (2004)
em odcitos de suinos. Essas diferencas podem ser devido a variacdes entre as
espécies ou de condicbes experimentais. O efeito do FSH, portanto, parece ser
dado diretamente por ele nos niveis de GMPc e AMPc. Para determinar se o
FSH afeta o AMPc via GMPc ou se eleva simultaneamente e
independentemente o0s niveis de ambos, outros estudos deverdo ser

realizados.

5.4. Experimento 4: Influéncia do FSH e células do cumulus na

expressédo de genes das vias do NO, GMPc e AMPc.

Para determinar se o FSH influencia a expressao de genes de diferentes
enzimas ou efetores das vias do NO/GMPc/AMPc, CCO e DO e foram
maturados com e sem FSH e os o6citos (CCO e OD) e células do cumulus (dos
CCO) foram avaliados antes a apés a MIV.

A figura V.5. apresenta a expressao relativa do gene da enzima NOS2,
uma das isoformas responsaveis pela sintese de NO. A figura V.6. apresenta a
expressao relativa dos genes ligados ao controle dos niveis de GMPc ou de
enzimas ativadas por ele (PDESA, PDE6C, PKG1 e PKG2) e as figuras V.7. e
V.8. apresentam a expressao relativa dos genes ligados ao controle dos niveis
de AMPc ou de enzimas ativadas por ele (ADCY6, ADCY9, PDE3A e PKAL).
Para aplicacdo estatistica todos 0s genes tiveram sua expressao relativa
normalizada em relacdo ao gene endégeno PPIA.

O gene NOS2 foi detectado tanto em odcitos como em células do
cumulus e em todos 0s grupos experimentais. Para ambos os grupos CCO e
OD, observou-se uma queda nos transcritos apos 24 horas de maturagcdo com
ou sem FSH no cultivo. No entanto, em CCO com FSH, a queda foi mais
acentuada que no CCO sem FSH (P<0,05). No grupo maturado sem as suas

células do cumulus (OD) a queda foi maior que no grupo CCO sem FSH
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(P<0,05), mas foi similar ao grupo CCO com FSH (P<0,05). No grupo OD, o
FSH néo influenciou a abundéncia dos transcritos, mas apenas 0 processo de
maturacao, visto que ambos os grupos foram similares (P>0,05).

Nas células do cumulus algo semelhante foi observado, havendo
também uma queda nos transcritos (P<0,05) apés a MIV na presenca e na
auséncia do FSH, sendo ela mais acentuada quando na presenc¢a do horménio,
embora a diferenca nao tenha sido significativa (P>0,05).

Esta queda nos transcritos da NOS2 apés a maturacdo, reflete
resultados ja encontrados anteriormente por Pires et al (2009) e Tesfaye et al
(2006), porem, mostra também que a queda dos transcritos apenas da NOS2
nao € suficiente para alterar os niveis de NO ap6s a maturacdo, como sugerido
por Tesfaye et al (2006). O fato de que a queda dos transcritos da NOS2 néo
tenha alterado os niveis de NO, e que estes niveis ndo alteraram as taxas de
maturacdo tanto em CCO como para OD, podemos sugerir que os niveis de
NO, que podem influenciar a taxas de maturacdo (SCHWARZ et al. 2007,
SCHWARZ et al. 2008), sdo controlados por outros mecanismos e nao
diretamente pelo FSH. Desta forma, o que parece ocorrer € qgue mesmo gue 0
FSH induza uma reducdo do RNAm de NOS2, pode ser que a proteina que
esteja presente mantenha sua atividade sem sofrer influéncia do FSH. Além
disso, odcitos e células do cumulus apresentam também outra isoforma,, a
NOS3 (Pires et al. 2009), que pode estar mantendo a estabilidade da sintese
de NO, mesmo que o FSH reduza os transcritos da NOS2. Para um melhor
entendimento neste caso, teria que averiguar-se o efeito independente do FSH
sobre a NOS3.

A PDEG6C néao foi detectada em células do cumulus, no entanto, nos
grupos CCO e OD ela foi detectada, mas sem diferenca entre 0s grupos e
tratamentos (p>0,05). Ja a PDESA, apresentou um aumento significativo
somente no grupo OD quando maturado na auséncia do FSH (p<0,05), ndo
apresentando diferenca para os demais grupos. Em células do cumulus,
embora um aumento aparente tenha sido observado quando maturadas na
presenca do FSH, este nao foi significativo. Nossos resultados corroboram com
Sasseville et al (2008), que mostraram em complexo odcito-cumulus de suinos
a presenca do transcrito e da proteina referente a PDE5A e PDEG6C. Estes

autores mostraram também que ap0s o periodo de maturacdo, os transcritos
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para ambas as PDE, foram traduzidos, ja que a presenca da proteina foi
detectada em maior abundancia. Wang et al (2008) também mostraram a
presenca de transcritos de PDES5A em odcitos e células do cumulus de
camundongos, porém nao avaliaram quanto a presenca da proteina.

Wang et al (2008) observaram que a inibicdo da PDESA influenciou
diretamente a maturagcdo espontdnea de odécitos de camundongos,
demonstrando relacdo entre GMPc e AMPc, sendo que a propria PDE5SA é
responsavel pela degradacdo do GMPc. Esses autores sugeriram que a
maturacdo de odcitos em camundongos nao € dependente apenas da via
GMPc-PKG, e sim de uma interacdo entre GMPc e AMPc. Estes dados
corroboram, em parte, o0 observado em nossos experimentos, que
demonstraram a presenca da PDES5SA tanto em odcitos como em células do
cumulus de bovinos. A presenca ou ndo do FSH durante a maturacdo no grupo
CCO néo causou altera¢des nos transcritos, ja no grupo OD, um aumento dos
transcritos foi observado na presenca do FSH durante a maturacdo. Este
aumento observado pode ser justificado a partir de dois pressupostos: 1) de
que a alteracdo destes transcritos ocasionada durante a maturacao foi devido a
uma influéncia do FSH, partindo da hipétese de que ha presenca de receptores
de FSH em odcitos, que ja foram verificados em humanos (Méduri et al. 2002;
Patsoula et al. 2003) e em camundongos (Ptsoula et al. 2001); ou 2) de que a
auséncia das células do cumulus durante a maturacdo desencadeou um
comportamento diferenciado do odcitos durante a maturacdo, ou seja, que as
células do cumulus, quando presentes teriam um efeito inibitério sobre a
expressao nos o0citos e que uma vez ausentes as células, o efeito inibitério
cessaria, permitindo ao o6cito expressar o gene. Nao ha relatos na literatura de
experimentos envolvendo tratamento com gonadotrofinas influenciando a
PDEG6C.

A PDESA e PDEG6C néo foram afetadas diretamente em todos os grupos
e tratamentos, mas como ambas fazem parte mecanismo de degradacéo,
talvez um aumento possa ser observado no inicio da maturacéo, logo apos a
gueda dos niveis de GMPc. Apés essa reducao destes niveis, 0s transcritos
talvez sejam degradados por ndo serem mais necessarios. Estudos mais

detalhados s@o necessarios para se confirmar essa possibilidade.
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Os genes PKG1 e PKG2 apresentaram comportamentos distintos para
0s grupos CCO e OD, porém, nenhum dos dois foi detectado em células do
cumulus. Enquanto a PKG2 né&o apresentou diferenca para os grupos CCO e
OD com ou sem FSH (p>0,05), a PKG1, quando a maturacdo ocorreu na
presenca do FSH, apresentou um aumento significativo em ambos 0s grupos
(P<0,05), sugerindo um efeito estimulatério do FSH na expressédo desse gene,
diretamente nos odcitos, mesmo na auséncia das células do cumulus durante a
maturacao.

Entre os genes PKG1, PKG2 e PDEG6C apenas o PKG1 apresentou
diferenca entre tratamentos em ambos o grupos CCO e OD, e nenhum dos trés
foi detectado em células do cumulus. Nao foram encontrados relatos sobre a
presenca ou nao e/ou o comportamento destas PKGs frente a utilizacdo do
FSH durante a MIV. No entanto, Orstavik et al (1997) observaram ambas as
PKGs em complexos cumulus-odcito de camundongos, confirmando o que foi
observado em nosso experimento.

Apesar da PKG1 ter sido observada apenas em o00citos, esse gene
apresentou um comportamento particularmente interessante. A utilizacdo do
FSH induziu um aumento nos transcritos, tanto na presengca como na auséncia
das células do cumulus, indicando que possivelmente o FSH teve influéncia
neste gene durante a maturacdo, ja que o aumento de transcritos para a PKG1
coincide com o aumento do GMPc avaliado no experimento anterior e a PKG1
€ uma enzima dependente do GMPc.

Quanto a auséncia dos transcritos dos genes nas células do cumulus, os
mesmos possivelmente foram traduzidos ou degradados nestas células, ou
ainda ndo sao expressos nesse tipo celular. Outra possibilidade seria a baixa
expressao ndo detectada sob nossas condi¢cdes experimentais.

O fato, porém, de termos detectados trés dos quatro genes estudados
apenas em od6citos nos sugerem que o controle destes niveis de expressao €,
em grande, parte proveniente de mecanismos 00cCitarios.

Em relacédo ao controle dos niveis de AMPc foram analisados 0os genes
ADCY6 ADCY9, envolvidos na sintese, a PDE3A envolvidas na degradacédo do
AMPc e a PKAL1 que é uma proteina dependente de AMPc.

A ADCY6 foi detectada em odcitos e células do cumulus. Quando na

presenca do FSH durante a maturacdo, observou-se um aumento destes
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transcritos em CCO (p<0,05), porém no grupo OD, o aumento destes
transcritos foi observado quando a maturacdo foi feita sem o hormonio
(p<0,05). Em células do cumulus houve um aumento nos transcritos quando
maturados na presenca do FSH (p<0,05), enquanto que na auséncia do
mesmo nao houve diferenga (p>0,05).

A ADCY9 também foi detectada em odcitos e células do cumulus, e
apresentou expressao similar entre CCO e OD com ou sem FSH (p>0,05). Ja
nas células do cumulus houve um efeito da maturacao ocasionando uma queda
destes transcritos (p<0,05), mas nao havendo efeito da presenca do FSH
(P>0,05). Mesmo ndo havendo diferenca entre os tratamentos em células do
cumulus, pode-se observar uma queda mais acentuada dos transcritos quando
maturados na presenca do FSH.

A PD3A foi detectada apenas em od4citos (grupos CCO e OD), e
apresentou comportamentos distintos em relagdo aos tratamentos, sendo que
guando na presenca FSH, os CCO apresentaram aumento nos transcritos
(p<0,05), e os OD néo apresentaram diferenca (p>0,05). Quando na auséncia
do FSH, foi observado um comportamento inverso, o grupo CCO néo
apresentou diferenca (p>0,05), e o grupo OD apresentou um aumento nos
transcritos (p<0,05).

A PKAL foi detectada em todos os grupos e tratamentos, apresentando
um aumento apenas no grupo OD quando maturado na auséncia do FSH
(p<0,05), os demais grupos e tratamentos ndo apresentaram diferenca entre
eles (p>0,05). Em células do cumulus nd&o houve diferenca entre os
tratamentos (p>0,05).

A identificacdo da ADCY6 e 9 em nosso experimento corroboram com
dados encontrados por Lastro et al (2006), que também observaram a
presenca das mesmas em células do cumulus e da granulosa em bovinos.
Asbéth et al (2001) também observaram ambas as isoformas em células da
granulosa de humanos. Ambas as isoformas foram influenciadas pelo FSH,
sendo essa influéncia positiva em odcitos e células do cumulus para ADCY6 e
negativa somente em células do cumulus para ADCY9. Essas observacdes
sugerem que o FSH influencie na expresséo da AC, mas de forma diferenciada

em relacdo a isoforma e ao tipo de célula. Essa observacdo demonstra uma
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grande complexidade na relagdo odcito-células do cumulus em relagdo ao
controle dos niveis de AMPc pelo FSH.

Um comportamento diferenciado foi observado para os genes PDESA,
ADCY6, PDE3A e PKAL. Estes genes tiveram um aumento significante em
seus transcritos para o grupo OD na auséncia do FSH durante o cultivo. O
gene PKG1 também apresentou uma alteracdo no grupo OD, porém, quando
cultivado na presenca do FSH, apresentando um aumento nestes transcritos.
Uma suposicdo para este evento € de que além das células do cumulus
parecerem de alguma forma inibir a expressdo de alguns genes, o FSH
também parece apresentar um efeito direto em odcitos. Outros estudos s&o

necessarios para se evidenciar essas hipoteses.
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Figura V.5. Abundancia relativa de transcritos e erro padréo do gene NOS2 estimado pelo PCR em tempo real. (A) Odcitos maturados com
suas células do cumulus (CCO) ou sem as mesmas (OD) por 24 h em meio de MIV com (+) ou sem (-) FSH. (B) Células do cumulus (CC) dos
respectivos CCOs. As barras de erro nas colunas indicam variagfes entre as repeticbes de cada grupo. Letras diferentes dentro do mesmo

gréfico apresentam diferencas significativas (p<0,05).
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Figura V.6. Abundéancia relativa de transcritos e erro padrdo dos genes PDE5A, PDE6C, PKG1 e PKG2 estimados pelo PCR em tempo real.
(A) Odcitos maturados com suas células do cumulus (CCO) ou sem as mesmas (OD) por 24 h em meio de MIV com (+) ou sem (-) FSH. (B)
Células do cumulus (CC) dos respectivos CCOs. As barras de erro nas colunas indicam variagfes entre as repeticbes de cada grupo. Letras
diferentes dentro do mesmo grafico apresentam diferencas significativas (p<0,05).
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Figura V.7. Abundancia relativa de transcritos e erro padréo dos genes ADCY6 e ADCY9 estimados pelo PCR em tempo real. (A) Odbcitos
maturados com suas células do cumulus (CCO) ou sem as mesmas (OD) por 24 h em meio de MIV com (+) ou sem (-) FSH. (B) Células do
cumulus (CC) dos respectivos CCOs. As barras de erro nas colunas indicam variacdes entre as repeticbes de cada grupo. Letras diferentes

dentro do mesmo gréafico apresentam diferengas significativas (p<0,05).
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Figura V.8. Abundancia relativa de transcritos e erro padrdao dos genes PDE3A e PKAL estimados pelo PCR em tempo real. (A) Odbcitos
maturados com suas células do cumulus (CCO) ou sem as mesmas (OD) por 24 h em meio de MIV com (+) ou sem (-) FSH. (B) Células do
cumulus (CC) dos respectivos CCOs. As barras de erro nas colunas indicam variacdes entre as repeticbes de cada grupo. Letras diferentes
dentro do mesmo gréafico apresentam diferengas significativas (p<0,05).
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6. CONCLUSOES

O FSH exerce influéncia positiva nas taxas de maturacdo nuclear de odcitos

bovinos, mesmo na auséncia das células do cumulus;

O FSH néo interfere nos niveis de NO, na presenca ou ndo das células do

cumulus durante na maturagao oocitaria,;

Os niveis de AMPc e GMPc séo influenciados pelo FSH durante as primeiras
horas da maturagdo com um aumento inicial dos niveis seguido de queda

para ambos os nucleotideos.

O FSH e as células do cumulus podem influenciar na expressédo de genes
dos odcitos, e o FSH também pode influenciar na expressao de genes das

células do cumulus.
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