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RESUMO 

 

Durante os últimos anos, tem-se estudado a técnica de produção in vitro de embriões (PIV) 

visando seu aprimoramento e aplicação na reprodução. Neste sentido, estudos mais detalhados 

sobre os glicosaminoglicanos (GAGs) têm sido propostos, uma vez que sabe-se da sua 

importância no incremento da PIV. Dentre eles, destaca-se o ácido hialurônico (AH), o qual 

tem sido adicionado aos meios de cultivo, aumentando a produção de blastocistos. É sabido 

que o AH atua através da interação com o CD44, seu principal receptor de membrana presente 

em oócitos e embriões de bovinos, suínos e humanos, porém ainda não estudado em caprinos. 

O presente trabalho objetivou identificar o CD44 em oócitos imaturos, maturados e embriões 

da espécie caprina no estádio inicial de desenvolvimento.  Primeiramente, foi padronizada 

uma metodologia utilizando dois anticorpos monoclonais anti-humano para identificar CD44 

em linfócitos humanos e caprinos, além de oócitos imaturos caprinos. Neste estudo, foi 

identificado o receptor CD44 nas células analisadas. A metodologia previamente estabelecida 

foi aplicada em oócitos e embriões caprinos, utilizando o anticorpo A3D8. Assim, nesta 

segunda abordagem, verificou-se marcação em oócitos imaturos, maturados e embriões em 

estádio pró-nuclear, de duas, quatro e oito células de caprinos. Finalmente, podemos concluir 

que oócitos imaturos, maturados e embriões precoces da espécie caprina, expressam o CD44.  

Este achado apresenta como perspectiva o uso do AH em meios de PIV caprina para melhorar 

o sucesso da mesma. 
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ABSTRACT 

 

 

During the last years, the technique of in vitro production (IVP) of embryos has been studied 

aiming its improvement and application in the reproduction. Thus, detailed studies on the 

glycosaminoglicans (GAGs) have been considered, a time that is known its importance in the 

PIV increase. Amongst them the hyaluronic acid (HA) is distinguished which has been added 

the culture medium, increasing the blastocyst rate. It is known that AH acts through the 

interaction with the CD44, its main membrane receptor, which is present in both oocytes and 

embryos of bovine, porcine and human. However, CD44 was not yet studied in goats. This 

study was carried out to investigate weather CD44 on goat immature, mature oocytes and 

early stage of development embryos. Firstly, a protocol was developed using two anti-human 

monoclonal antibodies in order to identify the CD44 in human and goat lymphocytes, as well 

as in goat oocytes. In this study, CD44 was identified in all analyzed cells. The protocol 

previously tested was used in both goat oocytes and embryos, using the A3D8 antibody. Thus, 

in this second approach, it was verified the staining in immature and matured oocytes as well 

as in pronuclear, 2-, 4- and 8 stage embryos. Finally, we can conclude that goat immature 

oocytes, matured oocytes and early embryos express CD44. This finding presents as 

perspective the use of AH in culture media to increase the success of goat PIV. 
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INTRODUÇÃO 

 

A criação de pequenos ruminantes, sobretudo da espécie caprina, na região Nordeste 

do Brasil é de extrema importância econômica, já que a exploração destes animais nessa 

região cresceu bastante, tanto do ponto de vista quantitativo, quanto qualitativo. Dentre outros 

aspectos, a exploração de caprinos no Nordeste brasileiro destaca-se pelo seu efetivo, o qual 

consta de, aproximadamente, 10,4 milhões de animais, o que corresponde a 88% do rebanho 

nacional (IBGE, 2007). Este rebanho é composto, em sua maioria, por animais sem raça 

definida (SRD) ou locais, os quais são caracterizados por uma elevada adaptabilidade às 

condições ambientais, porém apresentam baixos níveis produtivos (Oliveira & Lima, 1994).  

A fim de melhorar a produtividade do rebanho caprino, principalmente para a 

produção de leite, criadores têm utilizado raças exóticas, tais como: Anglo-Nubiana, Pardo-

Alpina e Saanen. Estas, assim como outras raças criadas no Nordeste, têm sido exploradas em 

associação com o uso de ferramentas de maximização da produtividade, dentre as quais 

destacam-se as biotécnicas da reprodução: inseminação artificial (IA) e múltipla ovulação e 

transferência de embriões (MOTE).  

Atualmente, a produção in vitro (PIV) de embriões surge, dentre as biotécnicas da 

reprodução, como uma nova alternativa para multiplicar, de forma rápida, as características de 

animais geneticamente superiores. No entanto, na espécie caprina, os resultados com esta 

técnica ainda estão aquém daqueles obtidos em outras espécies, como, por exemplo, a bovina 

(Izquierdo et al., 2002; Cognié et al., 2003). Isto pode ser devido a particularidades na 

dinâmica da maturação oocitária, bem como ao desenvolvimento inicial do embrião caprino e, 

conseqüentemente, à necessidade de meios específicos para cada etapa da PIV. Alguns 

laboratórios têm buscado superar as dificuldades, utilizando meios com componentes 

alternativos, como os glicosaminoglicanos (GAGs), os quais podem ser vantajosos nas 

diversas etapas da PIV (Kaneko et al., 2000; Kim et al., 2005; Thérien et al., 2005). Dentre os 

GAGs comumente utilizados, podemos destacar o ácido hialurônico (AH), cujos efeitos 

benéficos sobre a fecundação e desenvolvimento embrionário têm sido verificados em 

bovinos e suínos (Furnus et al., 1998; Park et al., 2005; Toyokawa et al., 2005). O papel 

fisiológico do AH é mediado pelo CD44 que é o seu principal receptor de superfície celular 

(Afify et al., 2006). Neste contexto, vários laboratórios têm proposto o estudo de receptores 

específicos visando melhor compreensão de sua atuação, bem como dos caminhos 

metabólicos que estes componentes realizam.  
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1. Desenvolvimento inicial e metabolismo embrionário 

  A fecundação consiste na fusão do gameta feminino (oócito) com o gameta masculino 

(espermatozóide). Este último forma o sêmen, juntamente com o plasma seminal, o qual se 

trata de uma suspensão celular líquida resultante de secreções dos órgãos acessórios do trato 

genital masculino (Hafez & Hafez, 2004). Os espermatozóides depositados no trato genital 

feminino necessitam ser transportados até a ampola para interagir com os oócitos, os quais se 

encontram nesse mesmo ambiente. Além disso, estes espermatozóides necessitam de um 

prévio período para as modificações bioquímicas e estruturais que os capacitem a fecundar os 

gametas femininos. Esse processo é conhecido como capacitação, onde ocorre a remoção ou 

modificação de componentes da superfície do espermatozóide através de secreções 

encontradas no trato reprodutivo da fêmea (Hafez & Hafez, 2004). 

Tão importante quanto às alterações sofridas pelos espermatozóides no trato 

reprodutivo da fêmea, a maturação oocitária é primordial para o processo de fecundação. 

Antecedendo este processo, os oócitos passam por mudanças nucleares e citoplasmáticas, 

incluindo quebra da vesícula germinativa (GVBD), condensação dos cromossomos e extrusão 

do 1° corpúsculo polar (CP). Essas mudanças estruturais estão associadas a alterações na 

distribuição dos microtúbulos e microfilamentos. A organização desses componentes do 

citoesqueleto tem importância fundamental na regulação da formação do fuso meiótico, 

alinhamento e segregação dos cromossomos (Li et al., 2005).  Em casos destes componentes 

se tornarem desorganizados, pode ocorrer a perda da atividade dos cromossomos da placa 

metafásica, observando-se também a migração gradual dos grânulos corticais (GC) da 

superfície do oócito (Hunter, 1989), além da formação assíncrona dos pronúcleos, 

prejudicando a formação do embrião (Armstrong, 2001). Em um estudo com oócitos de cabras 

pré-púberes, Velilla et al. (2005) observaram que em oócitos em metáfase II (MII), os 

microtúbulos se encontram circundando o fuso meiótico e o corpúsculo polar, não sendo 

verificada uma distribuição definida. Já com relação aos microfilamentos, estas estruturas 

estão organizadas na região cortical e envolvem o fuso meiótico nos zigotos, além de se 

encontrarem no interior no corpúsculo polar em oócitos maturados. 

Após os processos de capacitação espermática e maturação oocitária, o passo seguinte 

é a fecundação (Figura 1), onde se faz necessário uma população de espermatozóides móveis 

que penetrem o oócito através da zona pelúcida. Essa etapa ocorre mediante a reação 

acrossômica, a qual se trata de um processo caracterizado pela fusão das membranas 
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acrossômica e plasmática da célula (Yanagimachi & Usui, 1974). Segundo Somanath et al. 

(2000), a progesterona, produzida no fluido folicular e pelas células do cumulus, também 

induz a reação acrossômica, quando, logo após a liberação das enzimas hidrolíticas, ocorre a 

penetração dos espermatozóides nas células do cumulus até atingirem a zona pelúcida. 

Yanagimachi (1994) verificou que a glicoproteína ZP3 (constituinte da zona pelúcida) é 

responsável pela ativação da reação acrossômica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema de fecundação em mamíferos. (A) Células espermáticas são ativadas no 
trato reprodutivo da fêmea durante o processo de capacitação. (B) Espermatozóides 
capacitados apresentam hipermotilidade e estão aptos a ligar-se à zona pelúcida (2). (C) A 
ligação entre o espermatozóide e a zona pelúcida desencadeia a reação acrossômica e as 
enzimas são secretadas. (D) Após a liberação das enzimas acrossômicas, o espermatozóide 
penetra na zona pelúcida. (E) O espermatozóide sem acrossoma migra para o espaço 
perivitelínico (1). (F) A membrana presente na cabeça do espermatozóide se funde com a 
membrana vitelínica (3) e a célula espermática é incorporada ao oócito. 
Fonte: Yanagimachi (1994). 
 

Subseqüente à fecundação, ocorre a retomada da meiose, sendo esta caracterizada pela 

segregação cromossômica para os pólos do fuso e extrusão do segundo corpúsculo polar 

contendo metade dos cromossomos do oócito (Ibáñez et al., 2003). O potencial de 

desenvolvimento embrionário está associado à presença de RNAs mensageiros e proteínas, 

acumulados pelo oócito durante a oogênese, cuja principal função é manter o embrião durante 

os primeiros ciclos celulares até o momento da ativação do seu próprio genoma (Figura 2) 

(Gutierrez-Adan et al., 2004).  No momento da ativação, pode ocorrer o bloqueio do 

desenvolvimento embrionário, o qual é gerado pela exaustão de reservas maternas de RNAm e 
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proteínas, levando à ausência de informações importantes para a manutenção do 

desenvolvimento ou início da ativação do genoma (Qui et al., 2003). 

 

 

 

Figura 2. Utilização do estoque de RNAs e proteínas maternos, ativação do genoma 
embrionário e utilização de RNAs e proteínas embrionárias.  Os oócitos imaturos e 
maturados, zigotos e embriões de 2-, 4- e 8 células, utilizam RNAs e proteínas maternos 
sintetizados durante a oogênese, estas reservas tendem a diminuir com o desenvolvimento do 
embrião (caixa tracejada        ). Ainda no estádio de 8 células, ocorre a ativação do genoma 
embrionário e o início do consumo de proteínas sintetizadas por estes , que aumenta de acordo 
com o avanço do estádio embrionário (caixa pontilhada           ).  
Fonte: Qui et al. (2003). 

 

No que se refere ao consumo metabólico durante o início do desenvolvimento, os 

embriões são limitados quanto à utilização de glicose, sendo, dessa forma, mais utilizados os 

substratos energéticos como: piruvato, lactato e aminoácidos (Kim et al., 1993). 

Posteriormente, o metabolismo é caracterizado pelo aumento do uso da glicose e glutamina. 

As mudanças fisiológicas no metabolismo de oócitos e embriões podem estar associadas com 

o aumento na demanda energética e/ou biossíntese, mas também com modificações no 

ambiente embrionário. Khurana & Niemann (2000) verificaram na espécie bovina, que a 

atividade metabólica é, aproximadamente, constante de oócitos imaturos até embriões no 

estádio de 12 células, sendo o piruvato o principal substrato energético. Já o consumo da 

glicose aumenta gradualmente de oócitos maturados até o estádio de blastocisto, 

principalmente entre o estádio de 12 a 16 células. A Figura 3 representa a contribuição da 

glicólise e fosforilação oxidativa para a produção de ATP em estádio de pós-compactação de 

embriões. A glicólise produz glicose 6-fosfato que atua na formação de riboses necessárias 

para a síntese de DNA e RNA, além de glicerol 3-fosfato para a síntese de fosfolipídeos, os 

quais são essenciais para o desenvolvimento embrionário. Já a glicosaminólise libera átomos 

de carbono e nitrogênio para a biossíntese de purinas e pirimidinas (Leese, 1993).  

Ativação do genoma 
embrionário 



 23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Representação simples das diferenças na via metabólica de ácidos carboxílicos e 
glicose entre clivagem inicial (a) e compactação e blastulação (b) em embriões ovinos. 
Durante a clivagem inicial, o consumo de glicose é baixo (linha fina), onde a produção de 
piruvato e lactato é o combustível para o ciclo de Krebs. Em geral, a taxa de produção de ATP 
é menor no esquema (a), onde a demanda não é elevada. Em contrapartida, a demanda de 
ATP aumenta com o processo de compactação e blastulação (linha grossa). A contribuição 
para a produção de ATP pela glicólise também aumenta com o desenvolvimento, causando 
um significante aumento no consumo de glicose.  
Fonte: Thompson (2000).  
 
 

 1.2. Produção in vivo de embriões caprinos 

A produção in vivo de embriões proporciona a obtenção de um maior número de 

embriões por fêmea doadora.  O uso desta biotécnica é de enorme importância nos programas 

de melhoramento animal. 

A sincronização ou a indução do estro permite obter embriões no mesmo estádio de 

desenvolvimento (Baril et al., 1995), sendo possível utilizar estas estruturas para realização de 

outras biotécnicas tais como a transgênese ou clonagem, ou ainda para estudos relacionados à 

fisiologia embrionária. O método mais difundido de sincronização de estro em cabras envolve 

um tratamento progestágeno de nove a 11 dias, associado a uma aplicação de luteolítico, 48 h 

antes da remoção do progestágeno (Baldassarre et al., 2004). Este progestágeno pode ser 

administrado por meio de CIDR, esponja intravaginal (Romano, 2004) ou implante 

subcutâneo (Kumar et al., 2003). 
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Durante a sincronização do estro é realizada a superovulação, a qual pode ser definida 

como o processo pelo qual é recrutado e selecionado (até chegar à ovulação) um número 

maior de folículos e geneticamente estabelecido durante um ciclo sexual natural (Lopes-

Júnior, 2005). Dentre as drogas utilizadas nesta etapa, a gonadotrofina coriônica eqüina (eCG) 

e o hormônio folículo-estimulante (FSH)  têm sido empregadas. A eCG tem como vantagens: 

aplicação simplificada, baixo custo e facilidade de obtenção. No entanto, a longa atividade 

deste hormônio conduz ao crescimento folicular após a ovulação e as perturbações hormonais 

podem ser deletérias ao transporte dos gametas e, por conseguinte, à fecundação (Freitas, 

2006), além de estimular a produção de anticorpos anti-eCG em altas concentrações (Roy et 

al., 1999). Em contrapartida, o FSH, extraído da pituitária de suínos ou ovinos se mostra 

superior à eCG em termos de taxas de ovulação, fecundação e em produção de embriões de 

boa qualidade, sendo este o principal hormônio utilizado em programas de superovulação. O 

tratamento mais utilizado em caprinos caracteriza-se pela aplicação de seis injeções, 

intervaladas por 12 horas e iniciadas três dias antes do término dia do tratamento 

progestágeno (Freitas, 2006). Alguns grupos de pesquisa têm adicionado o hormônio 

liberador de gonadotropina (GnRH) nos protocolos de superovulação, o qual atua como 

controlador do momento da ovulação (Baldassare et al., 2004).  

A fecundação pode ser realizada por monta natural, IA transcervical (Sohnrey & Holtz, 

2005) ou, ainda, por laparoscopia (Martinez-Rojero et al., 2006). Em qualquer um dos casos, 

se faz necessária a utilização de machos de fertilidade comprovada. No que se refere à 

colheita de embriões, esta pode ser realizada a partir de três métodos: colheita cirúrgica 

(Cordeiro et al., 2003); sob controle laparoscópico (Mc Kelvey et al, 1986) ou por via 

transcervical (Lima-Verde et al., 2003). Estes métodos são eficazes, porém apresentam 

particularidades que precisam ser conhecidas para se decidir qual método será executado. 

 

1.3. Produção in vitro de embriões caprinos  



 25 

1.3.1. Colheita de oócitos 

A PIV inicia com a colheita de oócitos ou complexos cumulus-oócito (CCOs), 

necessitando de métodos eficientes para obter maiores taxas de recuperação. Em condições 

experimentais, os ovários são obtidos após o abate das fêmeas, sem estimulação hormonal 

prévia. Nesse caso, os ovários são transportados, do abatedouro até o laboratório, em solução 

de NaCl 0,9%, com antimicrobianos, a uma temperatura de 35 °C (Cognié et al., 2003). Desta 

forma, os oócitos podem ser obtidos a partir de dissecção, slicing ou punção folicular (Martino 

et al., 1994). No que se refere a esta última, a técnica pode ser realizada com agulhas 

acopladas a seringas ou bomba de vácuo. O procedimento de punção é simples e rápido. 

Embora o número de oócitos obtidos seja inferior aos métodos citados anteriormente, esta 

técnica fornece de um a dois CCOs de boa qualidade por ovário quando comparado às demais 

(Cognié, 1999). 

Os ovários provenientes de abatedouros podem não constituir uma fonte confiável de 

CCOs devido ao fato do histórico nutricional e sanitário dos animais não ser conhecido, 

podendo afetar de forma negativa o processo de maturação oocitária. Como método 

alternativo, pode-se destacar a ovum pick-up guiada por laparoscopia (Cox & Alfaro, 2007) ou 

por ultra-sonografia (Graff et al., 1999) para a recuperação de oócitos em animais vivos de 

manejo e valor genético conhecido.  

Durante o processo de obtenção dos CCOs, a retirada das células do cumulus torna os 

oócitos menos competentes aos fenômenos da maturação, uma vez que, in vivo, estas células 

contribuem para o ambiente intra-folicular de desenvolvimento do oócito (Elder & Dale, 

2001).  

 

1.3.2. Maturação in vitro 

Esta etapa visa maturação citoplasmática e nuclear dos oócitos. Estudos realizados 

demonstram resultados encorajadores a partir da utilização de vários componentes no meio de 

maturação. Muitos laboratórios utilizam o Meio de Cultivo de Tecidos 199 (TCM-199) 

acrescido de vitaminas, sendo comprovado seu efeito benéfico sobre o processo de maturação 

oocitária e conseqüente desenvolvimento embrionário (Tabela 1) (Bormann et al., 2003). 
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Quadro 1. Desenvolvimento in vitro de embriões caprinos após a MIV na presença 

(Vitaminas) ou ausência (Controle) de suplementação vitamínica. 

Tratamento N % Clivados % Blastocistos 

Controle 618 52,7 ± 3,0 a 12,3 ± 1,1 a 

Vitaminas 613 61,4 ± 2,6 b 16,4 ± 1,2 b 

a, b Valores com letras sobrescritas diferentes na mesma coluna, diferem (P < 0,05). 

Fonte: Bormann et al. (2003). 

 

A suplementação do meio de maturação com hormônios e fatores de crescimento é 

necessária para a otimização dos resultados. Neste contexto, vários laboratórios têm 

adicionado ao meio de MIV, FSH combinado com estradiol (Guler et al., 2000; Kharche et al., 

2006), a fim de obter uma maior taxa de maturação oocitária. Embora este esteróide seja 

rotineiramente adicionado aos meios de MIV em alguns protocolos, ele pode afetar 

negativamente a maturação nuclear do oócito e o subseqüente desenvolvimento embrionário 

em bovinos (Beker et al., 2002). Vários estudos indicam que fatores de crescimento tais como 

o fator de crescimento semelhante à insulina 1 (IGF-1) tem um efeito positivo sobre a 

maturação nuclear (Kumar & Purohit, 2004), assim como o fator de crescimento epidermal 

(EGF), que tem sido adicionado em uma concentração fixa de 10 ng/mL  no meio de 

maturação de várias espécies tais como caprinos (Guller et al., 2000), ovinos (Grazul-Bilska et 

al., 2003), bovinos (Oyamada et al., 2004) e bubalinos (Purohit et al., 2005). 

Constituintes de meios semi-definidos como o soro de cabra em estro (SCE), soro fetal 

bovino (SFB) e a albumina sérica bovina (BSA) têm sido utilizados como fonte protéica no 

meio de MIV. Karche et al. (2006) testaram diferentes concentrações de SCE durante a MIV, 

verificando uma taxa de maturação de 78,6% quando adicionado 20% de SCE. No entanto, 

trabalhos comparando a eficiência do SCE, SFB e soro de ovelha em estro (SOE) em 

diferentes concentrações sobre a maturação nuclear em oócitos caprinos, mostraram que o 

SCE e SFB têm resultados similares entre si e superiores ao SOE, não havendo diferença entre 

as concentrações de 10, 15 e 20% de ambos os soros (Tajik & Esfandabadi, 2003). Pode-se 

destacar também a cisteamina como um dos componentes requeridos para a maturação, já que 

se trata de uma molécula de baixo peso molecular que, quando presente no meio de MIV, 

aumenta a concentração ooplasmática de glutationa em vacas (Mertens et al., 2005), cabras 

(Rodriguez-González et al., 2003) e ovelhas (De Matos et al., 2002) proporcionando maior 

competência citoplasmática nos oócitos (Cognié et al., 2003). 
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Tão importante quanto as substâncias que otimizam o processo de maturação, fatores 

secretados pelos oócitos parecem ter uma grande importância para o aumento na competência 

de desenvolvimento até o estádio de blastocisto (Figura 4). Hussein et al. (2006) verificaram 

que CCOs maturados in vitro com oócitos, aumentam o número de células do trofectoderma. 

Os oócitos liberam fatores que influenciam indiretamente neste aumento, sendo as células do 

cumulus responsáveis pelo metabolismo destas substâncias.  
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Figura 4. Efeito da maturação dos CCOs com ou sem oócitos, sobre a produção de 
blastocistos. 
Fonte: Hussein et al. (2006).  
  

Outros fatores inerentes ao oócito, importantes para melhorias na taxa de maturação 

são o tamanho folicular e do oócito que influenciam a progressão meiótica em ovinos (Shirazi 

& Sadeghi, 2007), camelídeos (Kathir et al., 2007) e bovinos (Alm et al., 2006). 

Aparentemente oócitos maiores têm maior capacidade de retomar a meiose (Shirazi & 

Sadeghi, 2007). A competência oocitária é adquirida durante a fase de crescimento, quando 

ocorre a síntese e armazenamento de proteínas e RNAs, o que implica na habilidade não 

somente para a maturação nuclear, mas também em mudanças citoplasmáticas (Anguita et al., 

2007). Tais mudanças servem como suporte para que ocorra uma fecundação de sucesso além 

de serem necessárias para manter o desenvolvimento embrionário. 

Oócitos caprinos são maturados por incubação em 5% de CO2 a 38,5 °C durante um 

período de 24 horas (Cognié et al., 2003). 

 

1.3.3. Fecundação in vitro 

 A fecundação é um processo complexo que depende do sucesso entre a interação de 

um oócito maturado com espermatozóides móveis e capacitados. O método mais comum 

utilizado para a seleção de espermatozóides móveis é o gradiente descontínuo de percoll 

(45/90%) (Locatelli et al., 2005; Vellila et al., 2005). A capacitação espermática é um evento 

importante que afeta o sucesso da fecundação in vitro (FIV), no entanto, os mecanismos 
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celulares pelos quais as células espermáticas sofrem esta capacitação ainda não são 

completamente conhecidos (Mendes et al., 2003). Sabe-se que durante capacitação, o 

colesterol da membrana plasmática (MP) do espermatozóide é removido, tornando-a instável 

e aumentando a possibilidade de ocorrer fusão da MP com a membrana acrossomal resultando 

na reação acrossômica (Figura 2) (Purdy & Graham, 2004), neste contexto, o SOE tem sido 

adicionado ao meio de capacitação para as espécies caprinas e ovinas. Cognié et al. (2003) 

verificaram que a adição de heparina (0,5 µg/mL) em meio SOF suplementado com 10% de 

SOE aumenta o número de oócitos fecundados.  

Os espermatozóides devidamente capacitados e os oócitos previamente maturados são 

então cultivados em meio de fecundação sob uma atmosfera de 5% de CO2, a 38,5 °C, por 17 

horas. Este período foi estabelecido por razões práticas, uma vez que após quatro horas de co-

incubação, as taxas de produção de blastocistos são similares às de 17 horas (Cognié et al., 

2003). Um tempo superior a este pode ocasionar fecundações polispermáticas e uma redução 

na formação de blastocistos (Sumantri et al., 1997), devendo-se então, remover os 

presumíveis zigotos (PZ) e mantê-los em condições de cultivo. 

 

1.3.4. Cultivo in vitro 

 O cultivo in vitro (CIV) é ainda uma das etapas limitantes na PIV de embriões 

caprinos e ovinos. Atualmente, três sistemas de cultivo têm sido utilizados: o co-cultivo com 

suporte de células somáticas, o cultivo em condições semi-definidas e desenvolvimento in 

vivo no oviduto (Freitas, 2006).  

O co-cultivo geralmente é realizado com células do oviduto e apresenta várias 

vantagens: (a) as células do oviduto podem remover metabólitos tóxicos; (b) liberar fatores ou 

citocinas que podem auxiliar no desenvolvimento do embrião; (c) reduzir a tensão de O2, 

evitando danos oxidativos ao embrião (Locatelli et al., 2005).  Quanto ao cultivo em 

condições semi-definidas, um dos trabalhos pioneiros em ruminantes realizado por Tervit et 

al. (1972), descreveu o fluido sintético de oviduto (SOF) como meio de cultivo que permite o 

desenvolvimento de embriões precoces até o estádio de blastocisto. As substâncias 

adicionadas ao SOF são baseadas nos principais constituintes encontrados no ambiente 

reprodutivo da fêmea. Por exemplo, as prostaglandinas que são conhecidas como reguladoras 

das funções reprodutivas uterina e embrionária. Um estudo realizado por Sayre (2007) 

verificou que a PGE2 não afeta o desenvolvimento embrionário, no entanto, esta quando em 

associação com a PGF2α, pode melhorar o desenvolvimento embrionário na espécie caprina. O 

SOF pode ainda ser enriquecido com aminoácidos e albumina sérica bovina (BSA). O cultivo 
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embrionário poder ser realizado a 38,5 °C em 5% de CO2, 5% O2 e 90% N2 em atmosfera 

umidificada (Freitas, 2006).  

Apesar do cultivo in vivo ser uma técnica de difícil execução, esta se mostrou superior 

quando comparado ao cultivo em meio semi-definido (Tabela 2), esse resultado foi obtido 

com o cultivo in vivo de embriões produzidos e cultivados in vitro até o estádio de quatro a 

oito células (Wetscher et al., 2005). Neste contexto, Rodriguez-Dorta et al. (2006) verificaram 

que o ambiente do oviduto aumenta a qualidade dos blastocistos. Essa informação foi 

verificada pela observação da taxa de sobrevivência após criopreservação e transferência para 

receptoras. Neste contexto, vários laboratórios utilizam substâncias encontradas no trato 

reprodutivo da fêmea a fim de obter resultados semelhantes àqueles cultivados in vitro. À 

exemplo dos glicosaminoglicanos que são encontrados em abundância no aparelho 

reprodutivo e parece ter aplicabilidade nas diferentes etapas da PIV (Furnus et al., 1998). 

 

Quadro 2. Desenvolvimento in vivo de embriões bovinos oriundos de CCOs transferidos para 
o oviduto e posteriormente inseminados, gametas depositados no oviduto (GIFTs) e embriões 
de 4 e 8 células produzidos in vitro comparados com o desenvolvimento de embriões 
maturados, fecundados e cultivados in vitro. 
 

Transferidos in vivo, n (%) Controle in vitro, n (%) 

Estruturas CCOs GIFTs 4  e 8 células 4 e 8 células 

Transferidas 456 514 682 - 

Recuperadas 348 (76,3)a 351 (68,3)b 545 (79,9)a 1.074 (100) 

Nº de blastocistos 3 (0,9)a 53 (15,1)b 294 (41,9)c 277 (20,9)d 

(a-d) Entre colunas, as letras diferem significativamente (p < 0,01). 
Fonte: Wetscher et al. (2005). 

 

2.4. Glicosaminoglicanos 

 Os glicosaminoglicanos (GAGs) consistem em repetidas unidades dissacarídicas com 

seqüências que variam na composição, ligação e sulfatação (Handel et al., 2005). Segundo 

Ernst et al. (1995), estas unidades dissacarídicas são constituídas de um resíduo de açúcar não 

nitrogenado (ácido idurônico, ácido glicurônico ou galactose) e outro de hexosamina 

(glicosamina ou galactosamina) (Tabela 3). Os GAGs estão ligados à superfície celular, sendo 

encontrados em abundância na matriz extracelular ou ancorados à membrana plasmática 

(Turnbull et al., 2001). 
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 As moléculas que constituem os GAGs são: (a) o sulfato de heparina, um 

polissacarídeo que é encontrado em todas as células do corpo e corresponde entre 50 a 90% do 

total de proteoglicanos endoteliais (Ihrcke et al., 1993); (b) a heparina, presente na matriz 

extracelular tem sido explorada terapeuticamente como anticoagulante (Capila & Linhard, 

2002); (c) os sulfatos de condroitina e dermatan encontrados na superfície celular e matriz 

extracelular (Sugahara et al., 2003); (d) o sulfato de queratina, maior componente da córnea e 

cartilagem (Funderburgh, 2000) e o ácido hialurônico encontrado em abundância na matriz 

extracelular, o qual está envolvido na lubrificação e viscosidade dos tecidos (Toole, 2004). 

Freqüentemente as funções biológicas atribuídas aos GAGs estão relacionadas aos órgãos onde 

estes se encontram, no entanto, de forma geral, as principais funções atribuídas são a 

proliferação, adesão e migração celular (Handel et al., 2005). Esses componentes celulares 

podem interagir com um enorme número de proteínas incluindo as proteases, as moléculas de 

sinalização extracelular (como as quimiocinas e fatores de crescimento), dentre outros (Handel 

et al., 2005). 

 

Quadro 3. Principais glicosaminoglicanos e suas unidades dissacarídicas repetitivas. 

Glicosaminoglicano Unidade dissacarídica 

Ácido hialurônico  Ácido glicurônico; N-acetilglucosamina 

Sulfato de condroitina Ácido glicurônico, sulfato de N-acetilgalactosamina  

Sulfato de dermatan Ácido idurônico, sulfato de N-acetilgalactosamina 

Sulfato de heparan Ácido idurônico, sulfato de N-acetilglucosamina 

Sulfato de queratan Galactose, sulfato de N-acetilglucosamina 

Fonte: Ruoslahtti & Yamaguchi (1991). 

   
 Essas moléculas foram encontradas no fluido ovidutário de várias espécies como 

ovinos, eqüinos, caninos e suínos (Lee et al., 1986; Varner et al.,1991; Kawakami et al., 

2000; Tienthai et al., 2000). Nestas espécies tem sido relatado seu efeito benéfico sobre a 

capacitação e sobrevivência espermática (Kawakami et al., 2000; Therien et al., 2005). Num 

estudo realizado por Bergqvist & Rodríguez-Martínez (2006), foi verificada uma 

concentração maior de GAGs sulfatados (S-GAGs) no segmento da ampola do que no istmo, 

especialmente no período funcional do oviduto. Esse aumento dos S-GAGs foi atribuído às 

moléculas existentes no fluido folicular, as quais são liberadas após a ovulação (Grippo et al., 

1995), uma vez que também já foi comprovada a existência destas no fluido folicular 

(Therien et al., 2005). 
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 No que se refere aos sistemas de produção in vitro, os GAGs têm sido adicionados aos 

meios de cultivo embrionário.  A heparina foi testada com sucesso em um sistema de 

desenvolvimento in vitro, onde se verificou uma taxa de formação de blastocisto de 21,8% 

comparada com a do grupo controle, que foi de 16,4% (Kim et al., 2005).  Outros trabalhos 

realizados com sulfato de heparina confirmam o efeito positivo desta através do aumento no 
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A)  B)    

 

Figura 6. Molécula de ácido hialurônico formada por unidades alternadas de ácido 
glicurônico e N-acetilglicosamina (A).  Ácido hialurônico associado com outros GAGs e com 
proteínas que constituem os proteoglicanos (B).  
Fonte:  A) http://www.sigmaaldrich.com/Area_of_Interest/Biochemicals/Enzyme_Explorer  

B) http://www.fch.vutbr.cz/home/kucerik/frame1.htm  
 

Ao contrário de outros GAGs produzidos intracelularmente, o AH é sintetizado na 

membrana celular por uma enzima conhecidas como Ácido Hialurônico Sintetase (HAS), a 

qual libera as cadeias formadas para o espaço extracelular (Weigel et al., 1997). Nos 

mamíferos, a família dessas enzimas consiste de três isoenzimas conhecidas: HAS-1, HAS-2 e 

HAS-3 (Spicer et al., 1997). 

O AH é encontrado em abundância no trato reprodutivo masculino (Sakairi et al., 2007) 

e feminino (Russell & Salustri, 2006), além dos fluidos folicular (Saito et al., 2000) e 

ovidutário (Bergqvist & Rodriguez-Martinez, 2006). Trata-se de um constituinte importante 

na matriz extracelular e em nível tecidual está envolvido na adesão célula-célula (Cohen et 

al., 2006), além de ter a propriedade de um lubrificante biológico, reduzindo a fricção durante 

o movimento e fornecendo elasticidade (Varki et al., 1999).   

No que se refere à sua participação na reprodução, o AH possui papéis importantes 

sobre os gametas e embriões. No tocante aos espermatozóides, Kornovsky et al. (1994) 

verificaram que o AH, através do receptor RHAMM (Receptor para Ácido Hialurônico 

Mediador da Motilidade), é responsável pelo aumento da motilidade espermática. Outros 

trabalhos mostram que este GAG pode contribuir para o metabolismo espermático (Bucak et 

al., 2007), atuando também na melhoria da viabilidade e integridade da membrana plasmática 

após o processo de congelação e descongelação (Pena et al., 2004). 

O AH pode ter origem nas células do cumulus e atuando na expansão destas e 

participando do seu funcionamento (Kobayashi et al., 1999). O aspecto espongiforme dos 
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CCOs expandidos pode facilitar a extrusão do oócito no momento da ovulação além de 

prevenir a dispersão das células. O AH quando adicionado em meio de cultivo diminui a 

freqüência de oócitos degenerados (Miyano et al., 1994), além de reduzir a incidência de 

apoptose nas células da granulosa (Figura 7).  
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Figura 7. Determinação, por citometria de fluxo, do efeito de cultivo com AH sobre a 
incidência de apoptose em células da granulosa.  
Fonte: Kaneko et al.(2000). 

 

No processo de fecundação, o AH diminui a incidência de polispermia na FIV de 

suínos (Suzuki et al., 2000).  Além disso, Huszar et al. (2003) demonstraram que, in vitro, o 

AH é um bom indicador da maturidade e viabilidade espermática. Nesse contexto, em suínos, 

tem-se adicionado esta molécula para complementação da biotécnica de injeção 

intracitoplasmática (ICSI), onde o AH, ligado a espermatozóides maduros, auxilia na seleção 

evitando anormalidades cromossômicas ou perdas embrionárias (Tabela 4). 

 

Quadro 4. Análise dos padrões de ploidia em embriões suínos de quatro células produzidos 

por FIV, ICSI e ICSI-AH.  

Grupo Haplóides Diplóide Poliplóide 

FIV 7 45 19 

ICSI 9 58 13 

ICSI-AH 15 74 6 

Fonte: Park et al. (2005). 

 

Também adicionado em meio de cultivo, o AH auxilia o desenvolvimento de embriões 

suínos (Miyano et al., 1994; Toyokawa et al., 2005). No entanto, estes efeitos podem variar de 

acordo com as condições de maturação e fecundação do oócito (Miyoshi et al., 1999). Kim et 

al. (2005) estabeleceram a concentração de AH (0,5 mg/mL)  em meio de cultivo para 

* 
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embriões suínos. Já em bovinos, os melhores resultados no CIV foram obtidos utilizando  a 

dose de 1 mg/mL (Furnus et al., 1998).  

O AH atua através da ligação com seus receptores, sendo o CD44, o seu principal 

receptor, em oócitos e embriões humanos (Campbell et al., 1995) e bovinos (Valcarcel et al., 

1999).  

 

1.4.2. CD44 

 

1.4.2.1. Estrutura  

O CD44 é uma glicoproteína de superfície celular de 85 a 100 kDa, a qual reconhece 

uma seqüência de seis açúcares de hialuronan e media a agregação de células independente de 

cátion divalente. A família do CD44 pertence a um grande grupo de proteínas ligantes ao AH, 

denominadas hialaderinas, as quais são responsáveis pela ligação inicial do AH à superfície 

celular, para que este possa ser internalizado e degradado pelas hidrolases ácidas (Toole, 

2004). Em humanos, o gene que codifica o CD44 possui 20 éxons e está localizado no 

cromossomo 11 (Isacke & Yarwood, 2002). A forma padrão do CD44 consiste em uma 

seqüência N-terminal (codificada pelo éxon 1), um região ligante ao ácido hialurônico (éxons 

2 e 3), uma região formando a haste do receptor (éxons 4, 5, 16 e 17), um domínio 

transmembrana (éxon 18) e um domínio citoplasmático (éxon 20) (Figura 8A). As formas 

variantes deste receptor dependem de diferentes combinações dos éxons 6 a 15 (éxons 

variantes), além do éxon 19 que pode ou não estar inserido no gene deste receptor, 

decodificando aminoácidos no domínio citoplasmático (Figura 8B) (Thorne et al., 2004). 

Na molécula de CD44 (Figura 8C), o domínio extracelular é constituído por 248 

aminoácidos, sendo a região amino-terminal relativamente conservada entre as espécies 

mamíferas, a qual contém um domínio ligante ao AH; enquanto o domínio transmembranário 

contém 21 aminoácidos e o citoplasmático 72 (Isacke & Yarwood, 2002). Estudos mostram 

que a estrutura protéica do CD44 de 11 espécies mamíferas e de duas aves compartilham 47 a 

93% de aminoácidos semelhantes ao da seqüência humana. O domínio transmembrana se 

mostra pouco variável. Quanto ao domínio citoplasmático, este último também é conservado, 

exceto por uma pequena inserção à região terminal nas aves (Figura 9) (Thorne et al., 2004).  
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Figura 8. (A) Organização genômica do CD44, onde cada quadrado representa um éxon. (B) 
Formas variantes de decodificação do CD44. (C) Representação gráfica da molécula de 
CD44. Sua estrutura é dividida em três domínios: citoplasmático (encontrado no interior do 
citoplasma), transmembranário (inserido entre a bicamada fosfolipídica) e extracelular (onde 
se localiza o sítio de ligação ao AH, encontrado na matriz extracelular). As caixas brancas 
representam 10 éxons variantes (v1-v10), os quais estão inseridos dentro do domínio 
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anteriormente, a clivagem da molécula pode levar à expressão de outras. Componentes da 

matriz extracelular têm sido descritos como ligantes para o CD44, tais como o colágeno, a 

fibronectina, os proteoglicanos sulfatados e o ácido hialurônico (Choi et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Comparação das seqüências de aminoácidos do domínio citoplasmático e 
transmembrana do CD44 em 13 espécies. Legenda das espécies: 1 – humano, 2 – babuíno, 3 – 
camundongo, 4 – rato, 5 – hamster chinês, 6 – hamster golden, 7 – canino, 8 – bovino, 9 – 
eqüino, 10 – caprino,  11 – rinoceronte, 12 – galinha, 13 – pato. Comparando com a seqüência 
de humano, os aminoácidos idênticos, físico-quimicamente conservados e os não conservados 
são mostrados em azul, amarelo e vermelho respectivamente. 
Fonte: Thorne et al. (2004). 
 

A ligação entre o CD44 e o AH pode mediar a interação célula-célula e da matriz 

extracelular e célula, sendo importante em uma variedade de processos fisiológicos e 

patofisiológicos, incluindo metástase de tumor, cicatrizações de feridas e acúmulo de 

leucócitos em locais de inflamação (Bajorath, 2000). Iakob & Knudson (2006) sugeriram que 

as interações entre o AH e o CD44 promovem sinalizações importantes para a homeostase da 

cartilagem. O mecanismo pelo qual ocorre a internalização do AH não é bem conhecido, mas 

parece claro que o domínio citoplasmático interage com componentes celulares.  No processo 

de migração celular, por exemplo, o domínio citoplasmático do CD44 não contém sítios 

ligantes à actina, sendo esta interação (CD44 e citoesqueleto) mediada por proteínas ligadas 

ao citoesqueleto (Figura 10) (Thorne et al., 2004). O CD44 está envolvido na manutenção de 

órgãos e tecidos. O epitélio que se encontra em proliferação e as suas células sob reparo 

parecem ser regulados pela interação entre o AH e o CD44 (Jain et al., 1996). No que se 

refere à adesão celular, esta é decorrente da ligação do AH junto ao receptor de células 

adjacentes (Cooper & Dougherty, 1995).  

A interação do AH junto ao CD44 parece estar envolvida na função dos gametas e no 

trato reprodutivo feminino em termos de proliferação, adesão, migração, maturação e 
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desenvolvimento embrionário (Tienthai et al., 2003). Diante disto, vários estudos investigam 

a expressão do CD44 no epitélio ovidutário de caprinos (Kimura et al., 1995), suínos 

(Tienthai et al., 2003) e bovinos (Bergqvist & Rodriguez-Martinez., 2006), além de ter sido 

identificado no epitélio cervical, no endométrio e na placenta humana (Woerner et al.,1995; 

Saegusa et al., 1998; Choi et al., 2006).  

 

 

Figura 10. Esquema da participação do CD44 sobre o movimento do citoesqueleto. O 
domínio citoplasmático da molécula CD44 se liga através da fosforilação a um complexo 
protéico que tem um sítio de ligação aos filamentos de actina.  
Fonte: Thorne et al. (2004). 
  

Estudos revelam que o CD44 é expresso em células do cumulus (CC) (Campbell et al., 

1995; Kimura et al., 2002) sendo o nível de expressão dessas células maior do que o das 

células da granulosa, e CCOs maturados  apresentam uma maior expressão do que aqueles 

imaturos (Otha et al., 1999). Também foram verificadas diferenças no peso molecular entre 

CC de oócitos maturados in vivo e in vitro, isto pode ser ocasionado pela glicolisação da 

molécula e assim explicar as diferenças na habilidade ligante ao AH (Yokoo et al., 2002).  

Estas observações sugerem que o CD44 pode contribuir para a qualidade oocitária. Neste 

contexto, Yokoo et al. (2007) provou através da adição de anticorpos anti-CD44 em meio de 

cultivo, que a interação entre o CD44 e AH aumenta o número de oócitos que atingem o 

estádio nuclear de metáfase II (MII) (Tabela 5). Um estudo semelhante foi realizado por 

Kaneko et al. (2000) que verificou através de metodologia semelhante, que a relação do AH 

com seu receptor diminui o nível de células apoptóticas. 
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Quadro 5. Efeito de diferentes concentrações de anticorpo anti-CD44 sobre a maturação de 
oócitos suínos. 

Tratamento 
Concentração 

(µµµµg/mL) 
VG (%) MI (%) MII (%) 

Anti-CD44 0 19,4a 9,8ab 73,8a 

 1,0 40,0b 20,0a 40,0b 

 5,0 90,2c 9,8ab 0c 

IgG normal 5,0 17,2ª 7,8b 75a 

Valores sobrescritos diferem (p<0,05) 
VG – vesícula germinativa; MI – metáfase I e MII – metáfase II. 
Fonte: Yokoo et al. (2007).   
 

É sabido que a síntese de glicosaminoglicanos pelas células epiteliais do endométrio 

ocorre nos estágios iniciais da gestação (Zorn et al., 1995). Durante a implantação, o 

trofectoderma se liga à superfície do endométrio, onde várias moléculas de adesão, como por 

exemplo, as integrinas e o CD44, têm sido identificadas com um papel importante neste 

processo (Aplin, 1997). Neste contexto, estudos utilizando a técnica de imunofluorescência 

mostraram que o CD44 está presente em embriões até o estádio de blastocisto em humanos, 

bovinos e suínos (Campbell et al., 1995; Furnus et al., 2003; Toyokawa et al., 2005). Por 

meio de testes de RT-PCR e Southern blot, Kim et al. (2005) confirmaram a presença deste 

receptor em embriões de 2-, 4- e 8 células além de mórulas e blastocistos da espécie suína, 

todos derivados da produção in vitro. No entanto, apenas quando foi adicionado AH (0,5 

mg/mL) houve um aumento nas células do trofectoderma. Esta ação pode ser atribuída aos 

níveis protéicos existentes.  

Neste contexto, maiores estudos são necessários para elucidar a importância deste 

receptor de membrana nos processos fisiológicos durante a embriogênese inicial, bem como 

os mecanismos pelos quais este atua junto ao AH.  
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JUSTIFICATIVA 

 

 A região Nordeste do Brasil apresenta uma série de entraves para seu 

desenvolvimento, sendo que um dos principais é seu atraso tecnológico em áreas do 

conhecimento imprescindíveis para solução de problemas graves, como aqueles ligados à 

produtividade animal e ao domínio de modernas biotécnicas. Na elucidação desses problemas, 

torna-se essencial o exercício da melhor ciência, compatível com aquele praticado nos centros 

mais desenvolvidos, tanto no Brasil como em outros países. Nesse sentido, a biotecnologia 

pode ser uma ferramenta eficiente para solução destes problemas. 

Na área de reprodução animal, a produção de embriões (in vitro e in vivo) apresenta-se 

como uma biotécnica essencial para obter-se a formação de recursos humanos bem como para 

contribuir com o melhoramento genético do rebanho. 

 Na produção in vitro de embriões caprinos, têm sido testados vários suplementos para 

os meios de cultivo visando uma maior viabilidade e qualidade embrionária. No entanto, a 

adição de AH nesses meios não tem sido adotada. Isto se deve à escassez de informações 

sobre expressão de receptores para AH, dentre os quais, o CD44. Assim, faz-se necessário 

investigar sua presença e observar em qual momento este se expressa nos oócitos e embriões 

para, posteriormente, verificar em qual situação ele deve ser adicionado ao meio de cultivo, 

visando aperfeiçoar a produção in vitro de embriões desta espécie. 
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HIPÓTESE CIENTÍFICA 

 

O CD44, receptor para o ácido hialurônico, é expresso em oócitos imaturos, maturados 

e embriões precoces de caprinos. 

 

 

 

OBJETIVOS 

Geral 

 

Realizar um estudo investigativo sobre a presença do CD44 em oócitos e embriões 

caprinos. 

 

Específicos 

 

a) Testar metodologia para identificação do CD44 em oócitos e embriões caprinos. 

b) Verificar a presença do CD44 em oócitos imaturos e após a maturação in vitro. 

c) Verificar a presença do CD44 em embriões prónucleares, de 2- , 4- e 8 células. 
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Capítulo 1 

 

Anti-human CD44 antibodies are applicable in immunohistochemical and 

immunofluorescence detection in both goat lymphocytes and oocytes 

 

Enviado para: Research in Veterinary Science 

Fator de Impacto: 1,106 

 

Resumo 

Com o objetivo de determinar se anticorpos monoclonais (mAb) anti-humano para CD44 

reconhecem este receptor em caprinos, lâminas com linfócitos e oócitos imaturos foram 

submetidas aos métodos de imunohistoquímica e imunofluorescência utilizando dois clones  

(A3D8 e DF1485).  Linfócitos humanos foram utilizados como controle positivo e o anticorpo 

primário foi omitido para realização do controle negativo. Linfócitos e oócitos caprinos 

apresentaram tanto a marcação fluorescente, como química. Uma marcação fluorescente 

homogênea foi demonstrada sobre a membrana plasmática de oócitos caprinos imaturos, 

principalmente com o clone DF1485. Parece que o CD44 caprino expressa epítopos, os quais 

te m reação cruzada com anticorpos para CD44 anti-humano. Assim, os mABs A3D8 e 

DF1485 podem ser utilizados com sucesso para detecção do CD44 em caprinos.  

 

Palavras-chave: Caprino; linfócito; oócito; CD44 
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Abstract 

In order to determine if anti-human CD44 monoclonal antibodies recognize goat receptors, 

slides with lymphocytes and immature oocytes were submitted to immunohistochemical and 

immunofluorescence methods using two monoclonal antibodies clones (A3D8 and DF1485). 

Normal human lymphocytes were used as positive control and primary antibody was omitted 

as the negative control. Goat lymphocytes and oocytes showed both chemical and fluorescent 

staining. Homogeneous fluorescent labeling was demonstrated on the plasma membrane of 

goat immature oocytes mainly with the DF1485 clone. It appears that goat CD44 expresses 

epitopes which cross-react with anti-human CD44 antibodies. Thus, the A3D8 and DF1485 

mAbs can be used successfully for CD44 detection in goats. 

Keywords: Goat; Lymphocyte; Oocyte; CD44 
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CD44 is a membrane glycoprotein found in a large variety of isoforms that constitute a family 

of adhesion molecules (Aruffo et al., 1990). This glycoprotein is the principal cell surface 

receptor for hyaluronic acid with multiple functions, including cell-cell interactions, cell-

matrix interactions, and signal transduction (Handel et al., 2005).  Anti-human CD44 

monoclonal antibodies (mAbs) have been used to identify this receptor on reproductive 

tissues, oocytes and embryonic cells of some species (Furnus et al., 2003; Tienthai et al., 

2003). However, to our knowledge, they have not been shown to recognize CD44 receptor on 

goat gametes. Thus, this study was carried out in order to determine the applicability of two 

commercial anti-human CD44 mAbs (A3D8 and DF1485 clones) in staining CD44 receptors 

on goat lymphocytes and immature oocytes. 

The handling of experimental animals was in agreement with institutional and internationally 

accepted animal welfare guidelines (American Veterinary Medical Association-AVMA, 

2001). Human and goat lymphocytes were isolated according to the technique described by 

Chen et al. (1997), using fresh heparinized peripheral blood. Goat ovaries were obtained at 

local abattoirs and oocytes were aspirated from visible follicles through a vacuum line 

connected to a tube with TCM-199. Lymphocytes were submmited to cytocentrifugation, 

while oocytes were mounted on poly-L-lisine-coated slides. The cells were fixed in 4% 

paraformaldehyde, permeabilized with Triton X-100 and washed three times in PBS. Two 

different mouse anti-human CD44 mAbs were used: A3D8 (Sigma, Saint Louis, USA) and 

DF1485 (Vision BioSystem, Newcastle, UK). The samples were incubated overnight at 4°C 

with A3D8 (1:20), DF1485 (1:40) or without primary antibody (negative control) and washed 

in PBS. Staining of normal human lymphocytes was used as positive control. 

Immunohistochemistry was performed according to the method described by Faria et al. 

(2006). Secondary biotinylated goat anti-mouse antibody, streptoavidin-biotin-peroxidase 
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complex and diaminobenzidine were purshased from DakoCytomation (Carpinteria, USA). 

Tissue sections were lightly counter-stained with hematoxylin and then examined by light 

microscopy. For imunofluorescence, the slides were incubated with fluorescein 

isothiocyanate-conjugated anti-mouse immunoglobulin (Sigma, Saint Louis, USA). Each 

specimen was also stained with the fluorescent dye Hoechst 33342 (Sigma, Saint Louis, USA) 

to check the presence of the germinal vesicle in immature oocytes. The slides were examined 

under a epifluorescence microscope (Nikon E400, Tokio, Japan) equipped with a B-2A filter 

for FITC and UV-2A filter for Hoechst 33342. 

Immunohistochemical and immunofluorescence analysis revealed that CD44 was expressed 

on goat lymphocytes (Fig. 1 B and D) and immature oocytes (Fig. 2) as well as on human 

lymphocytes (Fig. 1 A and C). A specific staining was observed on goat lymphocytes in 

comparison to negative control (data not shown). Fluorescent lymphocyte labeling was 

similar between the species. However, chemical staining was higher in human than in goat 

lymphocyte.  

A total of 50 oocytes from slaughterhouse-derived goat ovaries were processed and these 

immature oocytes showed a positive and specific staining with either DF1485 or A3D8 mAbs 

(Fig. 2 B, C, E and F) when compared to controls (Fig. 2 A and D). In all cases of negative 

controls, fluorescence was consistently undetectable. In both chemical and fluorescent 

methods, the oocyte labeling with DF1485 was slightly greater than with A3D8. The 

immature condition of oocytes was confirmed by germinal vesicle visualization in all 

fluorescent stained oocytes (Fig. 2 G, H and I).  

CD44 variant isoforms have been described in murine lymphocytes (Rafi et al. 1997) and 

porcine immature oocytes (Kimura et al., 2002). Our results show the presence of CD44 

receptor on goat lymphocytes and immature oocytes. Despite the existence of a relatively 
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nonconserved membrane-proximal region (35 to 45% similarity) in the extracellular domain 

of mammalian CD44 receptors (Isacke and Yarwood, 2002), a highly conserved amino  

terminal region (~85%  identity) could explain the recognition of goat receptors by anti-

human CD44 mAbs. The use of anti-human mAbs was also described for CD44 detection in 

cow (Furnus et al., 2003) and pig (Yang and Binns, 1993). 

 

 

Fig. 1. Immunohistochemical (A and B) and immunofluorescent (C and D) detection of CD44 

receptor on human (A and C) and goat (B and D) lymphocytes using anti-human monoclonal 

antibody (DF1485 clone). 
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Fig. 2. Immunohistochemical (A, B and C) and immunofluorescent (D, E and F) detection of 

CD44 receptor on goat immature oocytes using A3D8 (B and E) or DF1485 (C and F) anti-

human monoclonal antibodies. In A and D, primary antibody was omitted as the negative 

control. The immature condition of oocytes was confirmed by germinal vesicle visualization 

after Hoechst staining (G, H and I). 

 

In conclusion, we have provided evidence that the A3D8 and DF1485 anti-human CD44 

antibodies can be used successfully for the detection of goat CD44 receptors. Therefore, these 

antibodies, especially DF1485, can be used as an important tool to investigate CD44 

expression in goat cells for the purpose of elucidating their physiological role. Further 

experiments with both mature oocytes and early embryos are necessary to verify the 

expression of CD44 and to elucidate the complete actions in which CD44 and hyaluronic acid 

are involved during embryo development. 
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Capítulo 2 

 

Identification of CD44 (hyaluronic acid receptor) in goat oocytes and early 

stage embryos 

 

Enviado para: Small Ruminant Research 

Fator de Impacto: 0,777 

 

Resumo 

O ácido hialurônico (AH) é um polissacarídeo encontrado na matriz extracelular na maioria 

dos tecidos animais, o qual exerce importante influência sobre a fisiologia celular. O AH é o 

mais ambundante dos glicosaminoglicanos (GAGs) encontrados em vários tecidos animais, 

sendo o CD44, principal receptor de membrana celular para o AH, expresso em embriões 

humanos, murinos, bovinos e suínos. O objetivo do presente trabalho foi determinar, por 

imunofluorescência, se o CD44 está presente em oócitos (imaturos e maturados) e embriões 

em estádio precoce de caprinos. Os oócitos foram obtidos de ovários de abatedouro e, após a 

seleção, um grupo (imaturos) foi separado para o ensaio de imunofluorescência e outro para o 

procedimento de maturação in vitro (MIV). Após a maturação, os oócitos também foram 

submetidos à imunofluorescência. Para obter embriõe
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em que foi menos intenso. Em conclusão, o CD44 é expresso em oócitos imaturos e maturos, 

bem como embriões precoces caprinos. 

 

Palavras-chave: Caprino; oócito; embrião; CD44; ácido hialurônico 
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Abstract 

Hyaluronic acid (HA) is a polysaccharide found in the extracellular matrix of most animal 

tissues that exerts important influences on cell physiology. HA is one of the most abundant 

glycosaminoglycans (GAGs) found in several animal tissues, being that CD44, the principal 

cell membrane receptor for HA, is expressed in human, murine, bovine and swine embryos. 

The aim of the present work was determine, by immunofluorescence, whether CD44 is 

present in goat oocytes (immature and mature) and early stage embryos. Oocytes were 

obtained from slaughter ovaries and, after selection; a group (immature) was separated for 

immunofluorescence assay and another for in vitro maturation (IVM) procedure. After 

maturation, oocytes were also submitted to immunofluorescence. In order to obtain early 

stage embryos, six goats were treated for estrus synchronization and superovulation using a 

standard hormonal protocol. Goats in estrus were mated by bucks of known fertility. The 

presumptive zygotes were recovered by oviductal flushing and in vitro cultured until achieved 

the 2-, 4- and 8-cell-stage for immunofluorescence assay. The CD44 detection was performed 

using A3D8 clone. CD44 showed to be immunoreactive in both immature and matured 

oocytes as well as in pronuclear, 2-, 4- and 8 cell stage embryos. The staining was similar for 

all observed stages, in exception to immature oocytes where was less intense. In conclusion, 

CD44 is expressed on goat immature and mature oocytes as well as in early stage embryos.  

  

 

Keywords: Goat; Oocyte; Embryo; CD44; Hyaluronic Acid 
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1. Introduction 

An efficient culture system for goat in vitro fertilization (IVF) embryos is important not only 

for use in basic research but also in embryo manipulation including transgenesis and cloning. 

Although IVF and embryo production using in vitro matured goat oocytes have been 

successful, their developmental potential is still lower than that of oocytes matured and 

fertilized in vivo (reviewed in Cognié et al., 2004). Many laboratories have tried to overcome 

inadequacies of their culture systems by supplementing culture media with various 

components that may be advantageous for different stages of embryo development. In pigs, 

Kim et al. (2005) demonstrated that supplementation of culture media with 

glycosaminoglycans (GAGs) increased the quality of blastocyst by increasing total cell 

numbers and improved the development of embryos to the blastocyst stage. 

GAGs are negatively charged polysaccharide chains of variable length and play an important 

role in proliferation and differentiation of a variety of cell types. The GAGs are abundant in 

the female reproductive tract (Jensen and Zachariae, 1958), follicular (Therien et al., 2005), 

oviductal (Bergqvist and Rodriguez-Martinez, 2006), and uterine fluid (Kawakami et al., 

2000). 

Hyaluronic acid (HA) is a high molecular weight polysaccharide found in the extracellular 

matrix of most animal tissues and is one of the most abundant GAGs in the uterine, oviductal 

and follicular fluids in human (Suchanek et al., 1994), pig (Archibong et al., 1989) and cattle 

(Lee and Ax, 1984). Moreover, HA added to culture medium improves in vitro bovine 

embryo development to the blastocyst stage (Furnus et al., 1998). 

CD44, the principal cell membrane receptor for HA (Aruffo et al., 1990), is a cell-surface 

glycoprotein of 85-100 kDa which recognizes a six-sugar sequence of hyaluronan and 

mediates the divalent-cation-independent aggregation of cells   (Underhill, 1982). In addition, 
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CD44 is expressed in human embryo (Campbell et al., 1995) and bovine oocytes and embryos 

in different stages of development (Furnus et al., 2003). 

At our knowledge, there is no information about the expression of CD44 in both goat oocytes 

and embryos. Thus, the aim of this study was investigate weather CD44 receptor is present on 

the goat oocytes and early stage embryos by immunofluorescent techniques. 

2. Material and methods 

2.1. Reagents and media 

Antibody was obtained from Sigma Chemical Co. (A3D8 clone, St. Louis, MO, USA). The 

monoclonal anti-human CD44 purified mouse immunoglobulin reacts with peripheral blood 

leukocytes, bone marrow’s nucleated cells, medullary thymocytes, liver Kupffer cells, 

fibroblast, corneal cells, a subset of pancreatic acinar cells and brain cells. The following 

reagents were also purchased from Sigma: purified goat anti-mouse-fluorescein 

isothiocyanate (FITC-IgG) conjugate adsorbed against human, bovine and horse serum 

proteins that was used as secondary antibody, Triton X-100 reduced, TCM-199, bovine serum 

albumine (BSA-fatty acid free), heparin sulfate, gentamycin, cysteamine, epidermal growth 

factor (EGF), Hepes and Hoechst 33342. Phosphate buffered saline (PBS) and synthetic 

oviduct fluid (SOF) supplemented with BSA were purchased from Nutricell (Campinas, SP, 

Brazil). The maturation medium used in this study was bicarbonate-buffered TCM-199 

supplemented with 10 ng/ml EGF, 100 µM cysteamine e 40 µg/ml gentamycin. The medium 

for embryo culture consisted of SOF supplemented with BSA. For in vivo embryo production 

the following products were used: intravaginal sponges with 60 mg medroxyprogesterone 

acetate (Progespon, Syntex, Argentina), cloprostenol (Prolise, Syntex, Argentina), pFSH 

(Folltropin-V, Vetrepharm, Ontario, Canada) and GnRH (Fertagyl, Intervet, Boxmeer, 

Holanda). 
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2.2. Ethics 

This study was approved by the Animal Ethics Committee of the State University of Ceará 

(CEUA/UECE). The management of experimental animals was in agreement with 

institutional and internationally accepted welfare guidelines. 

2.3. Oocyte recovery 

Goat ovaries were obtained from an abattoir and transported to the laboratory in NaCl 

solution (0.9%) with antibiotics at 37oC within 3 h of slaughter. Cumulus–oocyte complexes 

(COCs) were aspirated from all visible follicles using a 18-g needle connected to a sterile test 

tube and to a vacuum pump (Pioneer Pro-Pump, Guilford, USA) which maintained a vacuum 

pressure approximately 30-50 mmHg in the drainage line. The test tube contained 4 ml of 

TCM-199 supplemented with Hepes (2.38 mg/ml), heparin (2 µl/ml) and gentamycin (40 

µg/ml). Aspirated COCs were washed in TCM 199-gentamycin and were morphologically 

evaluated for quality. Good quality COCs were selected using a low magnification (20-40X) 

stereomicroscope (Nikon SMZ-800, Kawasaki, Japan). After evaluation, immature oocytes 

were submitted to immunofluorescence. 

2.4. In vitro maturation (IVM) 

Selected COCs were allowed to mature in vitro for 24 h in four-well plates (Nunclon, 

Roskilde, Denmark) containing 500 µl maturation medium at 38.5oC, in humidified 

atmosphere of 5% CO2 in air. After maturation, the cumulus cells were partly or totally 

removed by gentle pipeting and matured oocytes were submitted to immunofluorescence. 
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2.5. In vivo embryo production 

Six cyclic goats were used as embryo donors. The timing of estrus was synchronized with the 

placement of intravaginal sponges for 10 days and an injection of 75 µg cloprostenol on the 

morning of the eighth day. Goats received 200 mg pFSH given twice daily in decreasing 

doses over 3 days (50/50, 25/25 and 25/25 mg) starting 48 h prior to sponge removal. Thirty-

six hours after sponge removal, donors received 100 µg GnRH and were hand bred at 36 and 

48 h after sponge removal using bucks of known fertility. Embryos were recovered by 

laparotomy 72 h following sponge removal. Ovaries were observed for fresh ovulation sites to 

serve as an estimate of the number of embryos expected. The oviduct was then flushed 

retrogradely with 10-15 ml of sterile phosphate-buffered saline. The flushing medium was 

collected into sterile Petri dishes and examined under a stereomicroscope for the presence of 

ova/embryos. The recovered structures were cultured at 38.5oC, in humidified atmosphere of 

5% CO2 in air for 36 h. Samples of embryos in different developmental stages were used for 

immunofluorescence. 

2.6. Immunofluorescence 

Immunofluorescence assay was performed using between 12 and 50 specimens for each stage 

studied, i.e., immature and matured oocyte, 1-, 2-, 4- and 8-cell-stage embryo. The oocytes 

and embryos were deposited on a poly-L-lysine slide (Polysciences Inc., Eppelheim, 

Germany) and were fixed in 4% formaldehyde in PBS at room temperature. After 20 min, the 

samples had been made permeable with Triton X-100 and washed in PBS. The oocytes and 

embryos were incubated at 4oC for 16-18 h in the monoclonal antibody to CD44 which was 

diluted at 1/20 in PBS-BSA (3%). After three washes in PBS, the sample were incubated with 

FITC conjugated anti-mouse IgG diluted at 1/100 in PBS-BSA (1%) in dark for 60 min. 

Negative controls were processed as above, but without the first antibody in order to establish 

background fluorescence. Each specimen was also stained with the fluorescent dye Hoechst 
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33342 to check the presence of the polar body and metaphase plate in matured oocytes, two 

normal pronuclei or the nucleus number in early stage embryos. Samples were mounted with 

90% glycerol/10% PBS on glass slides, and observed with a microscope  under 

epifluorescence illumination (Nikon Eclipse E400, Tokyo, Japan), using a B-2A filter for 

fluorescein (excitation wavelength: 450-490 nm) and UV-2A filter for Hoechst 33342 

(excitation wavelength: 330-380 nm). 

3. Results 

A total of 440 oocytes from slaughterhouse-derived ovaries were processed. For IVM, 126 

oocytes were incubated, obtaining a maturation rate of 65.9% (n = 83). Concerning the in vivo 

embryo production, in six embryo donors were observed a total of 88 ovulations. After 

oviductal flushing, it was verified a recovery rate of 69.3% (61/88). The samples of embryos 

in different stages of development were recovered during a period of 36 h-incubation (Fig. 1). 

The fluorescence was consistently undetectable in all samples prepared as negative controls 

(Fig. 2). The distribution of immunoreactive CD44 in immature and matured oocytes is also 

showed in the Fig. 2. After in vivo fertilization and in vitro culture, the distribution of CD44 

was observed in pronuclear stage zygotes and embryos in different stages of development 

(Fig. 3). 

The immature oocytes showed a less intense staining when compared to the matured oocytes 

and early stage embryos. Staining was intense and homogeneous in all observed specimens (at 

least 10 for each stage). The monoclonal antibody used in this study showed that the receptor 

is present on the surface and cytoplasm of the oocytes and early embryos. 
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Fig. 1. Goat early embryos recovered by oviductal flushing and cultured for 36 hours 

(magnification: 200x). 

 

 

Fig. 2. Immunofluorescence staining showing CD44 receptor in goat oocytes: negative 

control (A), immature oocyte (B) and matured oocyte (C). The confirmation of the respective 

nuclear maturation stage is showed in the second row (D, E and F) by Hoechst staining 

(magnification: 600x). 
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Fig. 3. Immunofluorescence staining showing CD44 receptor in goat early embryos: 

pronuclear embryo (A), 2-cell-stage embryo (B), 4-cell-stage embryo (C), and 8-cell-stage 

embryo (D). The confirmation of the respective embryo development stage is showed in the 

second row (E, F, G and H) by Hoechst staining (magnification: 600x). 

 

4. Discussion  

The induction of cumulus expansion in COCs is attributed to both synthesis of HA and 

mucoid materials and their retention within COCs by connecting HA with HA-binding 

proteins and proteoglycans (Salustri et al., 1989). In addition, the expansion of cumulus cells 

appears to be essential for normal ovulation (Chen et al., 1993) and subsequent fertilization 

and pre-implantation embryo development (Vanderhyden and Armstrong, 1989). 

It has been demonstrated that immature porcine cumulus cells express hyaluronan synthase 

(HAS 2) and CD44 mRNAs. The expression levels of HAS 2 and CD44 protein increase in 

the presence of equine chorionic gonadotropin and follicular fluid after IVM suggesting that 

these genes are upregulated by these substances (Kimura et al., 2002). Furnus et al. (2003) 

showed that bovine immature oocytes did not express CD44 receptor. Our results disagree 

with these authors because goat immature oocytes did express CD44. Thus, in goats, the 

CD44 of immature oocytes could server as receptor for HA deriving from both cumulus cells 
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and oocytes themselves. Several studies have demonstrated that the addition of HA to culture 

media effectively prevents fragmentation or segmentation of oocytes and supports the 

development of in vitro-matured, -fertilized, and –cultured oocytes to the blastocyst stage 

(Sato et al., 1987; Kano et al., 1998). This peculiar characteristic of goats can be responsible 

for important differences in the IVF protocols between these species. 

Campbell et al. (1995) demonstrated by indirect fluorescence that CD44 is present on the 

surface of human oocytes and cumulus cells and continues to be expressed on the embryonic 

surface until the prehatched blastocyst stage. In addition, the dow-regulation occurs on the 

embryonic surface after implantation. The present study demonstrates that CD44 is present 

not only in matured oocytes but also in all intermediate pre-implantational stage embryos (2-, 

4- and 8-cell-stage embryos). 

It has been demonstrate that early embryos contain a large amount of HA, which is produced 

by cells as a pericellular coat and forms intercellular space preventing the packaging of the 

cells (Borland et al., 1998). In previous study, Furnus et al. (1998) demonstrated an 

improvement in embryo development in vitro when HA was present in the culture medium. 

Our results strongly suggest that the HA could be used during the goat IVF procedure. The 

influence of the HA could be mediated by the action of its receptor, the glycoprotein CD44.   

In this study, we showed that CD44 is expressed on the goat oocytes and embryos in different 

stages of development. It should be taken into account that, in bovine, HA might benefit 

embryo development in IVF systems per se or by regulating the action of several factors 

synthesized by the embryo. If it is true in goats, further experiments are necessary to verify 

the putative effects of HA during IVF procedure and to elucidate the actions in which CD44 

and HA are involved during pre-implantation embryo development.  
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CONCLUSÕES 

 

Os anticorpos anti-humanos para CD44, clones A3D8 e DF1485, podem ser utilizados 

com sucesso para a detecção do CD44 em linfócitos e oócitos imaturos na espécie caprina. 

Em caprinos, oócitos imaturos, maturados e embriões precoces expressam o CD44, 

principal receptor para o ácido hialurônico. 

 

 

PERSPECTIVA 

 

A adição do ácido hialurônico em meios de cultivos tem resultado em um maior 

percentual de desenvolvimento embrionário em várias espécies, dentre as quais a bovina. 

Neste contexto, sabendo-se que oócitos e embriões caprinos expressam o CD44, receptor para 

o ácido hialurônico, este poderá então ser adicionado em meios de cultivo, visando melhores 

resultado em um sistema de PIV de embriões nesta espécie. 

Portanto, estudos posteriores devem ser realizados com o uso desta substância a fim de 

verificar o possível efeito sobre a produção de blastocistos. 
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