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PREFÁCIO


			A reprodução animal é uma das especialidades da Medicina Veterinária que apresentou maior progresso técnico-científico no Brasil. No que concerne a produção in vitro (PIV) de embriões, essa biotécnica recebeu especial atenção dos pesquisadores e de órgãos de fomento com expressivo investimento, principalmente com bovinos.


			Ainda na década de 90, teve início as primeiras pesquisas relacionadas com a PIV de embriões caprinos motivadas pelo resultado da primeira prenhez obtida e relatada pela equipe do professor Benjamin Gaylord Brackett do Colégio de Medicina Veterinária da Universidade da Georgia, da qual fiz parte quando realizei pós-doutorado no Departamento de Fisiologia e Farmacologia dessa instituição.


			Na volta ao Brasil retomei minhas atividades de pesquisa junto ao grupo do Laboratório de Biotécnicas Reprodutivas (LBR) do Departamento de Medicina Veterinária (DMV) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), e a fecundação in vitro (FIV) com embriões de ruminantes passou a ser o carro chefe das pesquisas no LBR, especialmente utilizando caprinos devido a Região Nordeste ser detentora do maior rebanho desses animais.


			O professor Cícero Cerqueira Cavalcanti Neto do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Alagoas (Ufal) realizou o Doutorado em Ciência Animal na Escola de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Por ser alagoano e sabedor da importância socioeconômica da caprinocultura para a Região Nordeste, procurou a professora Evilda Rodrigues de Lima do DMV/UFRPE, amigos e colegas desde a época de estudantes na antiga Escola Superior de Medicina Veterinária da UFRPE, e expressou o desejo de desenvolver sua tese no LBR/DMV/UFRPE. Como prévio aval do seu orientador, professor Vicente Ribeiro do Vale Filho da UFMG, formulou o projeto de pesquisa sobre a produção in vitro de embriões caprinos, que culminou com sua tese.


			O professor Cícero Cerqueira Cavalcanti Neto sempre expressou gratidão com a sua instituição de origem (Ufal), com a instituição aonde realizava o doutorado (UFMG) e com aquela (UFRPE) que mais uma vez o acolheu e permitiu que desenvolvesse a parte experimental do projeto de sua tese. Mostrou-se um pós-graduando altruísta, colaborador e compromissado com suas atribuições institucionais, razão pela qual cumpriu, com dedicação, zelo e competência acadêmica, suas atividades de pós-graduando. 


			O primeiro fruto do seu esforço e de sua dedicação foi a brilhante defesa de sua tese que versou sobre a utilização do retinol, também denominado de vitamina A, na PIV de embriões caprinos. O sucesso da PIV de embriões está diretamente relacionado em simular a condição do ambiente materno. Assim, os processos de maturação, fecundação e cultivo sob condições artificias demonstraram melhorias significativas após adição de vitaminas, especialmente do retinol.


			O segundo fruto gerou essa obra oportuna e providencial que versa sobre a PIV de embriões caprinos sob a influência do retinol. Nela são apresentadas, de forma detalhada, todas as etapas da FIV, que vão desde a obtenção dos ovários, seu transporte ao laboratório, aspiração folicular, seleção e maturação dos ovócitos, fecundação e desenvolvimento embrionário até os estádios de blastocistos, além do passo a passo da preparação dos diferentes meios de cultivo.


			Considerando a importância socioeconômica da caprinocultura, bem como a escassez de literatura sobre o assunto, esta obra surge como uma fonte ímpar de conhecimento. Por essa razão tenho a convicção que proporcionará um impacto significativo tanto no ambiente acadêmico quanto entre os profissionais que atuam na caprinocultura, especialmente na área de reprodução animal.


			Prof. Marcos Antonio Lemos de Oliveira


			Universidade Federal Rural de Pernambuco
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INTRODUÇÃO GERAL


			A espécie caprina constitui-se, no Brasil, de um rebanho de considerável importância econômica e social, estando 92 % dos animais na Região Nordeste. A maioria dos indivíduos é criada na parte semiárida da região, onde está muito adaptada, ao contrário de outras espécies, que não resistem às frequentes estiagens prolongadas. Por esses motivos, vários rebanhos caprinos têm sido contemplados para o uso de biotécnicas de inseminação artificial (já bastante difundida), transplante de embriões e, na atualidade, entrando na parte experimental da produção in vitro de embriões.


			Alguns trabalhos de maturação, fecundação e cultivo in vitro de ovócitos caprinos têm mostrado melhoras significativas na produção de embriões, com nascimento de produtos normais1, e a adição de hormônios, vitaminas e aminoácidos aos meios de cultura, visando a maximizar os índices de produção de embriões in vitro, tem sido uma constante nas pesquisas efetivadas. 


			O retinol é um álcool-lipídico, lipossolúvel, naturalmente encontrado no reino animal, que apresenta sensibilidade a oxigênio, luz e ácidos2. Nos herbívoros, a vitamina A é ingerida, principalmente, na forma de β-caroteno, que depois da absorção intestinal e de processos bioquímicos entra na corrente circulatória indo em direção ao fígado e ao tecido adiposo, em maior quantidade3. O mecanismo pelo qual o embrião adquire o retinol, sintetiza o ácido retinoico e controla o transporte intracelular não está ainda devidamente compreendido4. Ademais, pouco se sabe sobre a complexa regulação que os receptores nucleares para o ácido retinoico exercem sobre a expressão gênica. Todavia sabe-se que participam da regulação dos genes que codificam para a produção de hormônios e fatores de crescimento.


			A vitamina A exerce papel importante sobre o desenvolvimento embrionário5. Mas é recente o fato de que o retinol contribui também para elevar a produção in vitro de embriões de qualidade superior, que atingem estágios de blastocisto6. Assim sendo, o principal objetivo deste estudo foi o de verificar o efeito in vitro do uso do retinol na produção e na qualidade dos blastocistos da espécie caprina.


			





PARTE I


			PRODUÇÃO IN VITRO 
DE EMBRIÕES CAPRINOS: 
ESTUDOS PRECEDENTES


			 


			 


			1. MATURAÇÃO DO OVÓCITO


			Na maioria dos estudos sobre a maturação in vitro de ovócitos de mamíferos, o meio básico é suplementado com soro e hormônios. O meio de maturação e a seleção de proteínas e hormônios que participam como suplementos, no processo de maturação in vitro, têm um importante papel no condicionamento e na viabilidade do ovócito para a fertilização e o desenvolvimento embrionário7. O sucesso do sistema de cultura de embriões in vitro está na habilidade de se imitarem as condições in vivo do microambiente dos órgãos genitais materno, que são necessárias para o desenvolvimento embrionário8. Várias pesquisas vêm sendo desenvolvidas, in vitro, em conformidade com o que acontece naturalmente, in vivo, sob o comando das gonadotrofinas.


			Fundamentalmente, busca-se encontrar o meio ideal que proporcione alta qualidade aos embriões para que continuem o desenvolvimento, realizem a implantação e resultem em nascimentos de crias viáveis9, partindo-se dos já conhecidos e adicionando-se a estes uma variedade de produtos, como sais, aminoácidos, hormônios, substratos energéticos, fatores do crescimento e vitaminas10. Portanto, o meio de cultura é uma mistura complexa de nutrientes, que na maioria das vezes é suplementada com soro, albumina sérica bovina (BSA) e com outros fluidos biológicos, bem como com uma mistura definida de hormônios e fatores do crescimento.


			Compreende-se a maturação nuclear como sendo o curso das mudanças que ocorrem no ovócito que atinge o seu crescimento total, dentro de um folículo antral, incluindo a progressão do estágio de dictióteno da primeira prófase meiótica à metáfase II, passando a ser designado ovócito secundário; no ovócito de cabra essas mudanças duram 27 horas11. Para que isso aconteça o ovócito deve ser competente para completar a maturação12; a aquisição da competência meiótica está relacionada ao aparecimento da cavidade antral no folículo e ao tamanho do ovócito, que aumenta progressivamente durante o período de crescimento folicular, atingindo, em bovinos, um diâmetro máximo de 150 μm13 e no caprino 137 μm14.


			Ovócitos de gata doméstica apresentam correlação do tamanho com a aquisição de competência meiótica dependendo da temperatura a que os ovários foram submetidos antes da coleta dos ovócitos15. O crescimento do ovócito termina após a formação do antro que, no bovino, atinge um diâmetro que varia de 1,7 a 2,0 mm16. O grau do metabolismo do ovócito está relacionado ao tamanho do folículo, com ovócitos de folículos grandes podendo iniciar os fenômenos metabólicos da maturação, enquanto que os de folículos pequenos permanecem com o metabolismo característico de ovócitos imaturos17. Por isso, não é difícil entender por que os folículos terciários que não atingem o desenvolvimento total contêm ovócitos incapazes de completar a meiose18.


			Em ovários de fetos bovinos e ovinos, os ovócitos iniciam a meiose aos 82 e 55 dias de gestação, respectivamente19, e logo depois evoluem para os estágios de leptóteno, zigóteno, paquíteno e diplóteno da prófase I, na primeira fase da divisão meiótica. No estágio de dictióteno ou vesícula germinativa ocorre a primeira parada da meiose com a formação dos ovócitos primários, que permanecem neste estádio, pelo menos, até a puberdade20. Neste momento, imediatamente antes da ovulação, sob a influência do pico do LH (hormônio luteinizante), os ovócitos que terminaram seu crescimento retomam a meiose, e o núcleo atinge o estágio de diacinese, para, em seguida, ocorrer a condensação da cromatina, o rompimento da vesícula germinativa e progredirem para metáfase I, anáfase I, telófase I, expulsão do primeiro corpúsculo polar e formação dos ovócitos secundários21.


			A seguir, a segunda divisão meiótica tem início, e os ovócitos chegam à metáfase II, quando ocorre a segunda parada da meiose, estando nuclear e citoplasmaticamente aptos para reiniciar o processo. Para que possa completar esta fase e expulsar o segundo corpúsculo polar, continuando o seu desenvolvimento, o ovócito precisa ser fecundado22.


			In vitro, os ovócitos de mamíferos que se apresentam em estágio de dictióteno da primeira prófase da meiose reiniciam, espontaneamente, a maturação meiótica quando são liberados da influência do ambiente folicular23. Esse processo, que não conta com a estimulação das gonadotrofinas, compreende a quebra da vesícula germinativa e, caracteristicamente, o início da condensação gradual da cromatina, o desaparecimento do nucléolo compacto e do envelope nuclear. Portanto, em todas as espécies mamíferas, a maturação nuclear pode ser atingida quando os ovócitos são removidos de folículos antrais e cultivados in vitro24. De forma idêntica como ocorre na maturação in vivo, após a expulsão do primeiro corpúsculo polar, o ovócito chega à fase de metáfase II e, mais uma vez, pára o processo meiótico, só retomando a atividade com a fertilização ou ativação partenogenética25.


			Sincronicamente à maturação nuclear, o citoplasma também passa por transformações expressivas na síntese de proteínas, na reserva lipídica, na migração e na organização das organelas como o complexo de Golgi, mitocôndrias e grânulos corticais26. Enquanto as mitocôndrias tendem a um arranjo espacial mais interno, em direção ao centro do ovócito, os grânulos corticais se deslocam para a periferia do citoplasma27. O aparelho Golgi aumenta gradualmente sua função durante o crescimento do ovócito, notada pelo aumento do número de membranas envolvidas na secreção de glicoproteínas para a formação da zona pelúcida e de substâncias para a estrutura dos grânulos corticais28.


			O processo de maturação é atingido devido a modificações nas concentrações de proteínas e a outros fatores promotores da maturação, presentes no citoplasma29. Milanov e Sirard30 bloquearam a síntese de proteínas com cicloheximide em ovócitos bovinos, com ou sem células do cumulus, e demonstraram que as proteínas são indispensáveis para que ocorra a quebra da vesícula germinativa e a configuração da metáfase; e que existe uma íntima relação entre a ativação do fator promotor da maturação e a síntese proteica. Em várias espécies, ressalte-se a bovina, pode-se manter o ovócito parado na meiose, in vitro, no estágio de vesícula germinativa, empregando-se várias substâncias químicas que interferem na concentração do AMPc (monofosfato de adenosina cíclico)31 e, também, com o emprego da “roscovitine”, um potente inibidor do fator promotor da maturação32. Essa inibição reversível da retomada da meiose, também chamada de pré-maturação, permite a ocorrência da maturação citoplasmática e da competência do ovócito para a maturação e para o desenvolvimento embrionário33.


			Os ovócitos que são submetidos à maturação in vitro podem apresentar defeitos que são causados pela inadequação da maturação nuclear ou citoplasmática ou, ainda, pelo fracasso das duas34. Muitos fatores foliculares atuam sobre a maturação de ovócitos, entre os quais a substância inibidora da maturação do ovócito (OMI), um polipeptídio de baixo peso molecular, que está presente no fluido de pequenos e médios folículos de bovino, suíno, hamster e camundongo, e mantém o bloqueio dos ovócitos no estágio de diplóteno da primeira fase meiótica35, agindo por meio das uniões intercelulares entre as células do cumulus e o ovócito36.


			Outros fatores, como as purinas, que também apresentam baixo peso molecular são encontrados no fluido folicular de várias espécies37; a hypoxantina e a adenosina, além de agirem sinergicamente, mantêm o ovócito em bloqueio pela inibição da atividade da fosfodiesterase e do aumento da concentração de AMPc38.


			A enzima adenilciclase, quando ativada, transforma o ATP (trifosfato de adenosina) em AMPc, que mantém o ovócito em inibição meiótica, sendo esta atividade moderada pela proteína G. O AMPc, por outro lado, ativa a proteína quinase, que é formada por uma subunidade reguladora (R) e outra catalítica (C), sendo esta última responsável pela ação dessa enzima. A subunidade R e o AMPc se ligam para dissociar a enzima e ativar a subunidade C, permitindo que a proteína quinase fosforilize as proteínas envolvidas na maturação meiótica39. Para contrabalançar a concentração intracelular de AMPc, tendo em vista que a alta concentração evita a retomada da meiose40, a fosfodiesterase transforma o AMPc em 5’AMP que é ineficaz para acionar a proteína quinase41. Com a diminuição da concentração do AMPc ocorre a desfosforilação das proteínas inativas que se tornam ativas e causam a dissolução do envelope nuclear42. 


			No decorrer do crescimento do ovócito e no final da sua maturação ocorrem mudanças estruturais e bioquímicas43 que podem ser percebidas quando o ovócito atinge 65 a 70 % do seu volume final, ainda no estágio de vesícula germinativa44. Nesta fase, ocorre a transcrição e o armazenamento de RNA (ácido ribonucleico), que é essencial para a formação de proteínas necessárias à maturação e ao desenvolvimento inicial do embrião45. A simultaneidade da síntese de DNA (ácido desoxirribonucleico) e histona, no decurso das primeiras divisões meióticas, limita a concentração dessas proteínas no núcleo, diminuindo a taxa de clivagem no desenvolvimento embrionário46. Além disso, é verificada a síntese de proteínas ribossomais, mitocôndrias, RNA polimerase, glucose-6-fosfato desidrogenase, lactodesidrogenase, creatina quinase47, das proteínas estruturais como actina, tubulina e histona H-4, e das proteínas da zona pelúcida48.


			O reinício da meiose pela ação das gonadotrofinas, além de liberar cálcio para provocar a dissolução do envelope nuclear49 e aumentar a concentração de ATP, causa as reações de fosforilação50, origina o rompimento da comunicação entre o ovócito e as células do cumulus interrompendo o fluxo de substâncias inibidoras da meiose51, como OMI, purinas e AMPc.


			É possível que as células foliculares, estimuladas por hormônios, liberem fatores que levem o ovócito a estimular a fosfodiesterase, o que resulta na redução da concentração de AMPc, na ação de proteínas quinases e na ativação do fator promotor da maturação, que comanda a retomada da meiose em ovócitos de caprinos52 e bovinos53. O fator promotor da maturação é composto de uma subunidade catalítica (p34cdc2 quinase) e outra reguladora (ciclina B), está presente no citoplasma de ovócitos e tem a função de provocar a dissolução do envelope nuclear e a condensação dos cromossomos antes do início da metáfase I54. No decurso da evolução do estágio de metáfase para o de anáfase ocorre uma diminuição da ação do fator promotor da maturação, que volta à normalidade após a liberação do primeiro corpúsculo polar55.


			Entre os vários fatores que influenciam o sistema de maturação, a qualidade dos ovócitos pode ser avaliada por características definidas das células do cumulus e o aspecto do citoplasma, sendo de bom potencial para maturação aqueles se apresentando aderidos a três ou mais camadas de células, intactas e sem expansão, citoplasma homogêneo sem granulação e cor marrom56. Tais atributos possibilitam uma maior taxa de fecundação e de desenvolvimento embrionário57. Já os ovócitos desnudos, possivelmente originados de folículos atrésicos, talvez degenerados, quando fecundados formam o pronúcleo masculino muito tarde58, inviabilizando a fecundação e reduzindo sua taxa59. Em caprinos, nota-se que o emprego de ovócitos na maturação in vitro não obedece a um critério rígido, variando desde aqueles com cumulus compacto até os que apresentam apenas uma camada de células de cumulus60.


			Outros fatores que podem intervir na qualidade e no desenvolvimento do ovócito são o tamanho do folículo e a constituição do fluido folicular61, tendo em vista que ovócitos originários de folículos translúcidos mostram-se em atresia e com potencial reduzido para maturação62. Em bovinos, ovócitos provenientes de folículos com diâmetro inferior a 2 mm apresentam uma redução nas taxas de maturação e desenvolvimento até blastocisto, enquanto os obtidos de folículos com diâmetro entre 2 e 8 mm gozam de competência para alcançar o almejado estágio máximo de desenvolvimento embrionário63. Nos caprinos, de acordo com De Smedt et al. e Gall et al.64, os ovócitos competentes para a maturação estão dentro de folículos com diâmetro superior a 3 mm. Destarte, os ovócitos também precisam alcançar um diâmetro mínimo para reiniciar a meiose, que em bovinos é de 110 μm65; e em caprinos 119 μm, para Ariyaratna e Gunawardana66, e 125 μm, para Rodríguez-González et al.67


			1.1 FUNÇÃO DAS CÉLULAS DO CUMULUS OOPHORUS


			As células do cumulus oophorus, que no ovócito se expressam em policamadas compactas, sofrem expansão durante a maturação e perdem as comunicações intercelulares com o ovócito68. Essas células, igualmente às da granulosa, desempenham relevante função na nutrição, crescimento, divisão meiótica, maturação citoplasmática e na fecundação do ovócito, e são estimuladas a expandirem pela ação dos hormônios LH e FSH (hormônio folículo estimulante)69. Nas maturações nuclear e citoplasmática, as células somáticas que envolvem o ovócito suportam modificações morfológicas específicas. As células do cumulus começam a flutuar numa matriz extracelular, rica em ácido hialurônico, e tal fenômeno é conhecido como expansão do cumulus ou mucificação das células do cumulus70. Na maturação in vitro, a expansão das células do cumulus é visível a partir das 12 horas de cultivo71. Possuidoras de grande quantidade de glicosaminoglicanos, as células do cumulus, além das funções mencionadas, livram os ovócitos do estresse oxidativo produzido pelos radicais livres, que diminuem a taxa de clivagem72, e evitam o choque térmico que bloqueia a síntese proteica73.


			Quando as células do cumulus mostram-se íntegras, exercem maior influência no processo de maturação do que o grau de granulação citoplasmática, a atividade ovariana ou o tamanho do folículo74, e, assim sendo, o desenvolvimento do ovócito não é afetado pelo ciclo estral da fêmea doadora75. A importância das células do cumulus também foi comprovada por Sum et al.76, que ao removê-las de ovócitos derivados de pequenos folículos afetaram sua habilidade para atingir a maturação nuclear e citoplasmática.


			1.2 HORMÔNIOS


			Com o objetivo de aumentar a percentagem de ovócitos que concluem a meiose, assim como a capacidade de ser fecundado e de desenvolver-se até blastocisto, in vitro, é necessário suplementar o meio de cultura com FSH, LH e E2 (17β estradiol)77. Entretanto alguns questionamentos precisam ser elucidados com referência à pureza dessas substâncias, pois é difícil se obter uma partida de um deles sem a contaminação de outro hormônio78. A maneira mais viável de tentar resolver esse problema é trabalhar com a forma recombinante79.


			O acréscimo de E2 pode ser significativo para a maturação total80 e para a síntese de um hipotético fator de descondensação da cromatina do pró-núcleo masculino, presente no citoplasma81. Contudo, seu efeito positivo é notado em meios que contêm soro82, o que não ocorre em meios quimicamente definidos segundo Beker, Colebrander e Bevers83, que afirmam também que a adição de 1 μg/mL de E2 ao meio TCM-199 (Meio de Cultura de Tecido) diminui significativamente a percentagem de metáfase II e aumenta a percentagem de aberrações nucleares, principalmente em ovócitos desnudos, reduzindo a taxa de blastocistos.


			Outro fato que deve ser lembrado é que os hormônios esteroides, quando acrescentados ao meio de maturação na presença de óleo, podem apresentar a sua concentração inicial modificada, fato que pode interferir na taxa de clivagem84.


			Artificialmente, a maturação de ovócitos procedentes de pequenos e médios folículos é estimulada pelo FSH, e não pelo LH, visto que as células da granulosa e do cumulus dessa categoria de folículos exibem receptores para o FSH, e não para o LH85. Entretanto a dissolução do envoltório nuclear acontece na presença dos hormônios LH e FSH86, e a suplementação do meio de maturação com o LH aumenta a taxa de fecundação e a competência de desenvolvimento embrionário87. Quando usado em alta concentração (100 μg/mL de TCM-199), o LH melhorou a maturação de ovócitos com cumulus compacto e aumentou a viabilidade dos embriões, que se refletiu pelo aumento da taxa de clivagem de 4 para 8 células88. O mesmo não aconteceu com ovócitos desnudos, confirmando a importância das células do cumulus para a atuação de LH. Outro hormônio que, segundo Bevers e Izadyar89, apressa a maturação e viabiliza o processo citoplasmático, ampliando a quantidade de blastocistos, é o do crescimento (GH). Outro efeito creditado a ele por Kolle et al.90 é a ampliação da proliferação das células do cumulus e minimização da apoptose em embriões.


			1.3 SUBSTRATOS ENERGÉTICOS


			Como já fora mencionado por Rose-Hellekant, Libersky-Williamson e Bavister91, os substratos energéticos influem no resultado da maturação e são componentes essenciais do meio de maturação in vitro. Os mais utilizados, na produção de embriões in vitro, são o piruvato, o lactato e a glicose92, e o metabolismo de cada um varia no curso da maturação, segundo Rieger e Loskutoff93. O piruvato é metabolizado nas primeiras 12 horas, e a glicose, durante toda a maturação94. Ovócitos desnudos maturados em meio contendo piruvato produziram bezerros95, fazendo crer que esta substância não é metabolizada pelas células do cumulus, o que não acontece com a glicose, que sofre a ação direta dessas células96. No entanto vale salientar que, segundo Lim et al.97, o uso de glicose em excesso diminui a competência de desenvolvimento do ovócito. Existem outras fontes energéticas que podem beneficiar a maturação, entre elas estão os lipídios e os ácidos graxos98, e os aminoácidos99, que, principalmente os essenciais, são benéficos à maturação citoplasmática do ovócito e ao subsequente desenvolvimento embrionário precoce100.


			1.4 SORO


			A prática de utilizar soro sanguíneo fetal101 ou de vaca, colhido em fases distintas do ciclo estral102, tem sido bem pesquisada no cultivo in vitro como fonte de proteínas para os ovócitos. Por conter gonadotrofinas e esteroides, o soro sanguíneo possivelmente aumente o índice de clivagem e de desenvolvimento embrionário103. Leibfried-Rutledge et al.104 demonstraram que a capacidade do ovócito de ser fecundado quando se utiliza soro sanguíneo é superior do que quando se usa albumina sérica bovina (BSA). Trabalhos de Zuelke e Brackett105 comparando a eficácia do soro sanguíneo de vacas no proestro e de Fukui106 com vacas no estro constataram que os dois tipos de soros foram mais eficientes no sistema de maturação in vitro do que o soro fetal bovino (SFB), pelo efeito da maior quantidade de LH presente107.


			1.5 VITAMINAS


			As vitaminas como componentes do meio de maturação de ovócitos têm sido pouco pesquisadas. No entanto, em um trabalho realizado por Bormann, Ongeri e Krisher108, foi adicionado MEM vitaminas (meio mínimo essencial de vitaminas) ao meio quimicamente definido SOFaa (fluido sintético de tuba uterina, com aminoácidos), proporcionando bons resultados na maturação in vitro de ovócitos caprinos. Com relação à vitamina A, Bortolotto109, maturando ovócitos bovinos em retinol, verificou índice de clivagem significativamente inferior aos dos maturados em soro fetal bovino e significativamente superior aos do grupo controle maturados no meio TCM-199 modificado. Duque et al.110, que também utilizaram o retinol na maturação de ovócitos bovinos, não encontraram evidência de sua metabolização pelo complexo cumulus-ovócito. 


			Segundo Napoli111, o retinol é metabolizado dentro da célula, acionando vários compostos fisiologicamente ativos. Uma proteína específica chamada proteína ligadora do retinol é responsável pelo transporte sistêmico e intercelular do retinol; já a manutenção do retinol dentro da célula é efetuada pela proteína ligadora do retinol celular. Schweigert e Zucker e Schweigert et al.112 associaram a concentração de retinol, no fluido folicular, com a saúde do folículo. Em ovelhas superovuladas que foram inoculadas com 500.000 UI de all-trans-retinol, a concentração de retinol foi mais alta em folículos saudáveis, muito baixa em folículos atrésicos e correlacionada positivamente com a concentração de estradiol; a proteína ligadora do retinol e a proteína ligadora do retinol celular (RPB e CRPB) foram localizadas nas células da teca de folículos antrais saudáveis, porém não nas dos atrésicos113.


			A RPB transporta o retinol do plasma para o fluido folicular, atravessando a membrana basal, onde ele pode influenciar a maturação do ovócito114. É possível que o retinol e o ácido retinoico desempenhem ações relevantes no transcorrer da maturação dos ovócitos, tendo em vista que a ativação dos receptores nucleares para o ácido retinoico (RAR) aumenta a proliferação de células germinativas, sugerindo que os genes que se ligam e são ativados pelos RAR podem ser importantes para a sobrevivência da ovogônia e do ovócito, evitando a apoptose dessas células115. 


			É interessante registrar que o fluido de folículos antrais saudáveis possui concentração de retinol em torno de 0,32 μg/mL, enquanto que o de folículos atrésicos só têm, 0,15 μg/mL116. Tem sido mostrado, além disso, que os retinoides (retinol e ácido retinoico) estimulam a esteroidogênese pelas células da granulosa in vitro e sinergicamente aumentam a habilidade do FSH para induzir os receptores de LH e estimulam as produções de progesterona e AMPc117. A competência do ovócito para o desenvolvimento foi aumentada na porca quando o animal recebeu injeção com retinol durante o crescimento do ovócito dentro do folículo118. O ácido retinoico, quando foi usado por Duque et al.119 na pré-maturação in vitro, aumentou o número de embriões no cultivo subsequente; na maturação apresentou um efeito significativo na diferenciação precoce e melhorou o desenvolvimento e a qualidade dos blastocistos120, aumentando o número de prenhezes diagnosticadas no 60º dia121.


			1.6 FATORES DO CRESCIMENTO


			Os fatores peptídicos de crescimento, como o fator de crescimento epidermal (EGF) e o fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-I), são importantes no desenvolvimento folicular ovariano122 e na maturação de ovócitos in vitro123. Por sua vez, Makarewich e Markkula124 não confirmaram esta última afirmativa com referência ao IGF-I. Esse hormônio tem uma única cadeia de polipeptídios, possui estrutura e função semelhantes àquelas da insulina, sendo um dos componentes do SFB (soro fetal bovino) e apresenta efeito estimulante no crescimento e na proliferação de células da granulosa in vitro, segundo Noguchi, Takenaka e Takahashi, e Singh e Armstrong125. No entanto o próprio Noguchi126, baseado em algumas observações, nega essa semelhança do IGF-I com a insulina. Contudo há evidências de que o IGF-I, in vitro, melhora a expansão do cumulus oophorus, a maturação do ovócito e o desenvolvimento embrionário127. Lourenzo e Carneiro128 conseguiram provar a influência positiva do IGF-I na maturação de ovócitos de cabras ao usarem concentrações superiores a 100 ng/mL de meio.


			In vivo, Yoshimura et al.129 observaram o efeito do IGF-I na regulação, seleção e maturação de ovócitos durante o desenvolvimento folicular. No plasma de cabras, a concentração de IGF-I aumenta gradativamente nos dois dias anteriores ao estro, e o pico dessa concentração é atingido com a presença do estro130. Segundo Spicer e Echternkamp131, os receptores para o IGF-I estão localizados nas células da granulosa dos folículos ovarianos. Tais descobertas sugerem que a onda de IGF-I no plasma pode estar intimamente relacionada com o estradiol132. Desta forma, não é difícil perceber a possível importância desse fator de crescimento na aquisição da competência meiótica do ovócito. 


			1.7 INSULINA


			A insulina é uma proteína com peso molecular de 6 kDa (kilo Dalton), composta por duas cadeias de polipeptídios ligadas por uma ponte dissulfídrica e é utilizada nos humanos para controlar a hiperglicemia. A insulina humana é absorvida mais rapidamente do que a insulina animal e apresenta resultado inferior no controle da hiperglicemia133. A similaridade entre os receptores para a insulina e o IGF-I é notória. Ambos possuem um receptor tetramérico composto por duas cadeias do tipo alfa e duas do tipo beta, ligadas por pontes dissulfídricas. A ação da insulina sobre a síntese de DNA foi estudada por Crow et al.134 em cultivo de células de córnea durante 24 e 48 horas, constatando sinergismo de fatores do crescimento para a estimulação da síntese de DNA. A insulina é um hormônio que promove a entrada de glicose nas células e que também atua no metabolismo de lipídeos e proteínas135.


			A insulina atua na manutenção e no crescimento dos folículos primordiais e primários e pode aumentar a produção de folículos primários136. Em altas concentrações, amplia o diâmetro de ovócitos de folículos primordiais desencadeando uma mudança no formato das células da granulosa, que se transformam de achatadas para cuboidais, resultando em assincronia no desenvolvimento dos ovócitos e das células somáticas com formação de folículos primários137. Aumenta a função diferenciada das células da teca e da granulosa138 e, com relação às células da granulosa, a insulina parece ser essencial para o efeito máximo de FSH139. Foi observada uma interação sinérgica entre a insulina e o FSH, em cultivo de células da granulosa, para aumentar a produção de progesterona140.


			Os efeitos diretos da insulina sobre as células ovarianas submetidas à cultura também foram observados por Spicer e Echternkamp141. Esses efeitos incluem a estimulação da mitogênese das células da granulosa, produção de progesterona pelas células da granulosa e luteais e produção de andrógeno pelas células da teca. Todas essas células contêm receptores para a insulina que parecem mediar os seus efeitos142.


			Em cabras, o fator de crescimento semelhante à insulina-I (IGF-I) tem sua concentração plasmática aumentada em associação com o comportamento de estro143, o que talvez possa interferir no desempenho do folículo e do ovócito e influenciar a sua trajetória futura. A insulina, segundo Matsui et al.144, tem ação positiva na maturação in vitro de ovócitos bovinos.


			 


			2. CAPACITAÇÃO ESPERMÁTICA


			Na fertilização in vitro a capacitação dos espermatozoides é um procedimento fundamental para se atingir o sucesso. Assim sendo, alguns passos devem ser realizados com a devida antecedência, pois os espermatozoides encontrados no epidídimo, ou mesmo ejaculados, não possuem o potencial fecundante, e para adquiri-lo precisam passar por alterações funcionais e estruturais145. Esse processo, conhecido como capacitação espermática, compreende as mudanças que tornam os espermatozoides aptos para sofrerem a reação acrossômica146.


			A capacitação consiste na retirada de substâncias absorvidas ou incorporadas à membrana plasmática do espermatozoide, provenientes do plasma seminal como proteínas e glicoproteínas de pesos moleculares diferentes, e a espermina147. O procedimento de capacitação começa com a modificação das membranas148 e permite que os espermatozoides, em seguida, sofram a reação acrossômica, que se caracteriza pela fusão das membranas plasmática e acrossomal externa149. Nessa reação ocorre a segmentação progressiva do acrossoma e o aparecimento de vesículas decorrentes da fusão das membranas plasmática e acrossomal externa, o que resulta na liberação das enzimas do acrossoma e a exposição da membrana acrossomal interna150. Tais enzimas são gradualmente liberadas e facilitam a passagem do espermatozoide pela zona pelúcida151. Ao entrar em contato com a zona pelúcida, se a capacitação do espermatozoide não estiver completa, ocorre um retardamento na fecundação, em torno de seis a oito horas, ocasionando o envelhecimento do ovócito e prejudicando o desenvolvimento embrionário152.


			A membrana plasmática torna-se permeável durante a reação acrossômica, permite a entrada de cálcio e sódio, a saída de hidrogênio, e o consequente aumento do pH no interior da cabeça do espermatozoide153.


			Para a obtenção de espermatozoides com motilidade adequada, após os processos de congelamento, descongelamento e resfriamento, para a fertilização in vitro, algumas técnicas têm sido utilizadas. Entre elas, as mais empregadas são o swim up, a centrifugação em gradientes de percol e a lavagem dos espermatozoides, conforme o exposto na revisão realizada por Gonçalves et al.154. Esses procedimentos podem modificar a estrutura bioquímica da célula espermática, que passa a depender de quantidades variáveis de substâncias capacitantes de acordo com a técnica utilizada.


			A heparina é um aminoglicano que remove os fatores descapacitantes que modificam a membrana plasmática155. Após ligar-se às proteínas da superfície do espermatozoide, promove sua remoção, bem como determina mudanças intracelulares do pH e do cálcio (Ca2+)156. Portanto, por suas propriedades, a heparina é a substância mais usada para capacitar espermatozoide para fecundação in vitro, e sua concentração tem variado dependendo do touro utilizado, do sêmen e do método aplicado para isolar os espermatozoides saudáveis. A concentração ideal de heparina para capacitar espermatozoides de bodes, mesmo usando-se apenas a técnica do swim up, tem variado de 10 μg/mL157, 20 μg/mL158 a 200 μg/mL159, o que obriga a realização de testes prévios para determinar a concentração ideal a ser utilizada em cada sistema de fertilização in vitro.


			Após a experiência positiva de Handrow, Lenz e AX160 com a heparina, e a sua utilização em espermatozoides destinados à fertilização in vitro por Parrish, Susko-Parrish e First161, que resultou em altos índices de clivagem, algumas substâncias, além da heparina, foram testadas na capacitação espermática. Entre elas, pode-se citar o sulfato de condroitina162, lisofosfolipídeos e tripsina163, proteínas do plasma seminal164, xantina-xantina oxidase165, ciclodextrina166, DMSO167, zona pelúcida168, norepinefrina169 e progesterona170. Contudo a heparina ainda é a mais empregada na capacitação de espermatozoides de bovinos e caprinos. 


			Tem-se, também, outros elementos que apresentam ações relevantes na fertilização in vitro; como o bicarbonato171 e o cálcio (Ca2+), que conferem maior eficiência à reação acrossômica de espermatozoides de caprinos e de bovinos172; a cafeína, que aumenta a motilidade do espermatozoide173 e age sinergicamente com a heparina174; e a pentoxifilina, que possui ação similar à cafeína175.


			Os substratos energéticos, tais como glicose, lactato e piruvato, são essenciais na composição dos meios para fertilização in vitro176, pois a suspensão do metabolismo energético reduz a motilidade do espermatozoide177. Com relação ao uso da glicose, Parrish et al.178 acreditam que ela pode neutralizar a atividade capacitante da heparina por conta da acidificação intracelular. Entretanto Dalvit et al.179 conseguiram taxa de clivagem elevada ao utilizar meio contendo glicose. Tajik e Niwa180 também conseguiram resultado encorajador com a presença da glicose em meio quimicamente definido e levantaram a hipótese que esse sucesso deveu-se à ação da cafeína, inibindo a participação negativa da glicose.


			A inclusão de uma macromolécula no meio de fertilização é considerada indispensável para que o espermatozoide realize a penetração181. Entre as mais usadas, a albumina tem se destacado por cumprir esse papel e atuar removendo o colesterol da membrana do espermatozoide182, fato importante no processo de capacitação, de acordo com Cross183. Das fontes de macromoléculas a mais discutível e que é objeto de controvérsias é o soro sanguíneo. Para Eppig e Schroeder184 o uso de soro de várias fontes, com exceção do soro do cordão fetal humano, na maturação de ovócitos de mamíferos, eleva o índice de fertilização e a taxa de blastocistos normais obtidos. E afirmam que nenhum dos hormônios, fatores do crescimento, ou glicosaminoglicanos testados por eles pode substituir o soro.


			Por sua vez, Saeki et al.185, comparando a suplementação com soro, gonadotrofinas (LH, FSH e prolactina) e estradiol 17β (E2), obtiveram bons resultados com a associação dos hormônios LH + FSH + E2, e não observaram influência positiva do soro. Calvo et al. e Verbercknoes et al.186 presenciaram a redução da capacitação espermática e da fertilização pelo uso do soro e, também, uma elevação da incidência de polispermia. Este resultado conduz ao raciocínio de que existe uma correlação entre proteína e polispermia187.


			A adição de antioxidantes (vitamina C, vitamina E, glutationa etc.) não tem apresentado resultados positivos na formação do pró-núcleo masculino, na taxa de clivagem e, algumas vezes, no desenvolvimento embrionário188.


			Além da importância das técnicas de seleção dos espermatozoides, como citado anteriormente, os diluidores que são utilizados no processamento dos espermatozoides para fertilização in vitro têm uma influência considerável nos resultados obtidos. Ao comparar diluidores para sêmen caprino, Keskintepe, Simplicio e Brackett189 perceberam que os melhores resultados na taxa de clivagem foram alcançados quando foi usado leite desnatado. Com referência às técnicas de seleção, Rho et al.190 concluíram que a centrifugação de espermatozoides caprinos em gradientes de percol é a técnica que melhor responde quando comparada com outras (swim up e filtração em lã de vidro).


			3. FECUNDAÇÃO


			A fecundação é um evento sequencial que se inicia com a passagem do espermatozoide pela membrana pelúcida, a penetração na membrana plasmática e o seu alojamento no interior do citoplasma do gameta feminino. Nessa fusão, que abrange o espermatozoide por inteiro, sendo inclusive a cauda integrada ao citoplasma, inicia-se a estruturação do citoesqueleto do primeiro ciclo celular191.


			A membrana denominada zona pelúcida é formada por três glicoproteínas denominadas ZP1, ZP2 e ZP3192, que possuem atribuições peculiares. A ZP1 possui função estrutural, a ZP2 e a ZP3 participam da fixação do espermatozoide na zona pelúcida, e atuam como receptores espermáticos no transcorrer da fecundação, estando a ZP2 na condição de receptor secundário e a ZP3 na de receptor primário induzindo a reação acrossômica193.


			Os espermatozoides dispõem de dois mecanismos para efetuar a penetração na zona pelúcida. Um deles é enzimático e se caracteriza pela ação proteolítica do conteúdo do acrossomo que digere a matriz da zona pelúcida por onde passará o espermatozoide; e um mecânico, decorrente da motilidade espermática194. Por conseguinte, ao chegar ao espaço perivitelino, o espermatozoide se fusiona com a membrana plasmática195, provocando o reinício do processo meiótico, que culmina com a extrusão do segundo corpúsculo polar196. Simultaneamente, acontece a exocitose dos grânulos corticais, causando modificações na zona pelúcida e nos receptores espermáticos e impedindo a polispermia, despolarização da membrana plasmática do ovócito (bloqueio vitelínico), elevação das oscilações de cálcio, do pH intracelular e da síntese de proteína, hidrólise do fosfatidilinositol bifosfato, fusão do núcleo do espermatozoide e do ovócito; e, finalmente, começa a replicação do DNA197.


			Na conclusão da segunda divisão meiótica o espermatozoide alcança o citoplasma, o envelope nuclear é dissolvido e os cromossomos são expostos, ocorrendo a descondensação da cromatina nuclear e o envolvimento dos cromossomos por novas membranas que vão formar os pronúcleos masculino e feminino198. Consequentemente, na fase final da fecundação, acontece a aproximação dos pronúcleos, dissolução das membranas nucleares e combinação dos cromossomos, evento denominado de singamia, para em seguida iniciar as clivagens e evoluir para o desenvolvimento embrionário199. Na espécie caprina a penetração do espermatozoide dentro do citoplasma ocorre próximo de quatro horas após a inseminação; enquanto a descondensação das cromatinas e a formação dos pronúcleos, masculino e feminino, ocorrem de 6 para 8 horas, e de 10 para 16 horas após a inseminação, respectivamente200.


			 


			4. CULTIVO EMBRIONÁRIO


			Esta é a fase final da produção in vitro de embriões e compreende os estágios embrionários desde zigoto até blastocisto eclodido, a depender da finalidade do processo. Apesar de subordinar-se diretamente, para o seu êxito, a uma boa maturação e a uma fecundação eficiente, o cultivo é muito importante, pois é nele que se decide o futuro do embrião, com base na avaliação qualitativa. É nesse período que tem início o processo de clivagem, acontece a ativação do genoma embrionário, agregação e compactação dos blastômeros, diferenciação do trofoblasto e do botão embrionário, formação e expansão da blastocele e, finalmente, o rompimento da zona pelúcida201.


			Na maioria das espécies mamíferas a necessidade quantitativa e qualitativa dos componentes que viabilizem o desenvolvimento embrionário ainda não está bem definida202. Os meios usados na produção de embriões caprinos (maturação, fecundação e cultivo) são deficientes203 e, além de prejudicarem as etapas anteriores, promovem o bloqueio do desenvolvimento inviabilizando o embrião, ainda que os aspectos morfológicos pareçam estar preservados. Não obstante o uso de vários meios e métodos, o desenvolvimento de embriões de cabras frequentemente pára ao chegar aos estágios de 8 para 16 células204. Eyestone e First205 detectaram que o bloqueio do desenvolvimento embrionário também ocorre entre os estágios de 8 para 16 células nos embriões bovinos, em decorrência da redução do número de moléculas de RNAm materno, provocada pelas condições adversas do meio de cultura206. Esse problema, segundo relato de Thompson207, foi resolvido, na segunda metade da década de 80, ao se introduzir a prática da cocultura com vários tipos de células (da tuba uterina, da granulosa etc.). 


			No entanto as células secretam diversos compostos com concentrações variáveis de acordo com suas especializações, nutrição ou tempo de cultura, podendo, inclusive, utilizar os nutrientes presentes no meio e, também, alterá-los, o que impede avaliar a relação entre os compostos presentes e as exigências do embrião. Izquierdo, Villamediana e Paramio208, comparando vários meios de cultivo, conseguiram elevar em 10 % a produção de blastocistos provenientes de ovócitos de cabritas pré-púberes, maturados e fertilizados in vitro, quando utilizou a junção de TCM-199 com células do epitélio da tuba uterina. Entre os pesquisadores que conseguiram realizar o desenvolvimento embrionário sem a cocultura, estão Watson et al.209, que, para isso, reduziram a concentração de oxigênio de 20 % para 5 %, diminuíram a concentração de glicose, principal responsável pelo bloqueio, e acrescentaram soro ou albumina.


			A busca de um sistema artificial de cultivo embrionário que simule, totalmente, o ambiente materno tem sido o desiderato de vários grupos de pesquisa, visando a conseguir embriões similares aos produzidos in vivo210.


			Na década de 90 apareceram as primeiras pesquisas sobre meio quimicamente definido que evidenciaram a possibilidade de um meio simples como o HECM (Hamster Embryo Culture Medium) ou um complexo TCM-199, ambos sem adição de soro, produzirem mórulas e blastocistos211. Prosseguindo, Kim et al. e Rosenkrans e First212 introduziram aminoácidos ao cultivo e melhoraram os índices de desenvolvimento embrionário nos meios TALP + PVA (Tyrode Albumin Lactate Pyruvate + Álcool Polivinílico) e CR1 + BSA (C.Rosenkrans1 + Albunina Sérica Bovina). Foi essa associação de aminoácidos e PVA, como fonte de macromoléculas, que viabilizou o meio quimicamente definido para o cultivo embrionário com resultado satisfatório213. Isto estimulou a realização de muitas pesquisas no sentido de transformar o meio de cultura em um similar, sintético, do fluido da tuba uterina (SOF – Synthetic Oviduct Fluid) ou melhorar outro meio simples, com elevada concentração de potássio, como o KSOM (Potassium Simplex Optimized Medium)214.



OEBPS/Fonts/Lato-Bold.ttf



OEBPS/Images/imagem1.jpg
RETINOL NA PRODUCAO LN VITRO
DE EMBRIOES CAPRINOS






OEBPS/Fonts/PlayfairDisplay-Italic.ttf


OEBPS/Fonts/TimesNewRomanPS-BoldMT.ttf




OEBPS/Fonts/Lato-Regular.ttf


OEBPS/Fonts/TimesNewRomanPS-ItalicMT.ttf


OEBPS/Fonts/PlayfairDisplay-Regular.ttf


OEBPS/Fonts/PlayfairDisplay-BoldItalic.ttf


OEBPS/Fonts/TimesNewRomanPSMT.ttf


OEBPS/Images/0005612_CiceroCavalcantiNeto.jpg
CERQUEIRA CAVALCANTI NETO

RETINOL NA
IN VITRO DE

PRINOS





OEBPS/Images/imagem2.jpg
Cicero Cerqueira Cavalcanti Neto

RETINOL NA PRODUCAO LN VITRO
DE EMBRIOES CAPRINOS

Arpris






OEBPS/Images/440.png





