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RESUMO

FEITOSA, L.C.S.; CAVALCANTE, M.V.L.F.; REIS, AM.; COSTA, A.P.R. EFEITO DA
INIBICAO DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA NA PRODUCAO DE
EMBRIOES POR SUPEROVULACAO EM CABRAS BOER. [Angiotensin Converting
Enzyme inhibition effects on embryo production by superovulation in Boer goats]

Com o advento de evidéncias de um Sistema Renina-Angiotensina ativo no ovario criou-se
uma lacuna para mais um fator envolvido no controle das func¢des ovarianas. Portanto, ao se
manipular este fator da forma correta, pode-se melhorar o desempenho reprodutivo. Embora
varios estudos relatem a importancia da ECA no desenvolvimento folicular e da Ang Il nos
processos de ovulacdo e maturacdo do odcito, ha evidéncias de que estas substancias nao
sejam de fundamental importancia e/ou até mesmo prejudiciais para tais eventos. Com o
objetivo de avaliar o efeito da inibicdo da enzima conversora de angiotensina sobre a
producdo de embrides, 18 cabras da raca Boer divididas em dois grupos: Enalapril (n=8) e
Controle (n=7). As cabras receberam dispositivo vaginal (CIDR) contendo 0,33g de
progesterona durante 13 dias (D0-D13). A partir do D11 até o D13 receberam 300 Ul de
FSHp em 6 doses decrescentes duas vezes ao dia. No D13 receberam 100pg de D-
cloprostenol. O cio foi observado 24-48 apds a retirada dos dispositivos vaginais, e as
inseminacdes realizadas a cada 12h até o desaparecimento do cio, utilizando sémem de bodes
de reconhecida fertilidade. Apds as inseminacdes, as doadoras receberam outro CIDR até a
recuperacdo dos embrides. Os embrides foram recuperados por via transcervical seis dias apos
as coberturas (D21), utilizando cateteres uretrais de silicone (Rusch) e solucdo fosfatada
modificada. Os embrides foram classificados e inovulados em receptoras sincronizadas e
previamente preparadas (jejum solido de 24h e hidrico de 12h). As gestacbes foram
confirmadas através de exames ultrassonograficos. N&o houve diferenca (P>0,05) entre os

grupos com relacdo ao n° de estruturas recuperadas (10,0 + 2,01 vs 5,57 + 1,41) e expressao
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de estro (88,88%). Houve diferenca (P<0,05) com relacgdo ao numero de embrides
transferiveis (8,12+1,71 vs 3,00£0,92), nimero de produtos gerados a partir dos embrides
inovulados (3,83+0,74 vs 1,00+0,54) e porcentagem de aproveitamento dos embrides (n° de
embrides inovulados/n® de produtos gerados) (70,5+11,5 vs 27,9£14,9). Com relacdo a
qualidade dos embriGes ndo houve diferenca (P>0,05) quanto aos embrides grau Il (2,38 +
1,71 vs 1,43 £ 0,97), Grau 11l (0,87 + 0,72 vs 0,57 + 0,38) grau IV (1,50 + 0,43 vs 1,43
0,81) e embrides ndo-fecundados (0,50 + 0,37 vs 1,14 = 1,14). Porém houve diferenca
(P<0,05) com relacdo aos embrides grau | (4,62 + 1,25 vs 0,71 £ 0,71). Concluimos que 0 uso
de inibidores da ECA pode ser uma alternativa para melhorar os indices da transferéncia de

embrides por superovulagdo em caprinos.

Palavras-chave: pequenos ruminantes, transferéncia de embrides, sistema renina-
angiotensina, inibidores da ECA, angiotensina-(1-7)
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ABSTRACT

FEITOSA, L.C.S.; CAVALCANTE, M.V.LF.; REIS, AM. COSTA, APR.
ANGIOTENSIN CONVERTING ENZYME INHIBITION EFFECTS ON EMBRYO
PRODUCTION BY SUPEROVULATION IN BOER GOATS. [Efeitos da inibicdo da
Enzima Conversora de Angiotensina na producao de embriGes em cabras Boer].

With the advent of evidence of an active Renin-Angiotensin system in the ovary was created a
gap for a factor involved in the control of ovarian functions. So, when handling this factor
correctly, can improve the reproductive performance. Although several studies report the
importance of ACE in follicular development and Ang Il in the ovulation and oocyte
maturation processes, there is evidence that these substances are not fundamental importance
and / or even harmful for such events. In order to evaluate the angiotensin-converting enzyme
inhibition effects on the embryo production, 17 Boer goats were divided into two groups:
Enalapril (n = 8) and Control (n = 7). Control group received vaginal device (CIDR)
containing 0.33 g progesterone for 13 days (D0-D13). From the D11 to the D13 received 300
IU of FSHp in 6 decreasing doses twice daily. In the D13 received 100ug of D-cloprostenol.
O estrous was observed 24-48 h after vaginal devices removal, and artificial inseminations
performed every 12 hours until disappearance of estrus using semen from goats of known
fertility. After the last inseminations, the donor received another CIDR until the embryo
recovery. The embryos were recovered by transcervical way six days after the last
insemination (D21), using silicone catheter (Risch) and phosphate solution changed. The
embryos were classified and inovulated in synchronized and previously prepared receptors
(fasting for 24 hours solid and water for 12h). Pregnancy was confirmed by ultrassonografic
examination. There was no difference (P> 0.05) with respect to the number of recovered
structures (10.0 £ 2.01 vs. 557 = 1.41) and estrus expression (88.88%). There were

differences (P<0.05) to the number of transferable embryos (8.12 + 1.71 vs. 3.00 = 0.92),
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number of products generated from the inovulated embryos (3.83 £ 0, 74 vs. 1.00 + 0.54) and
percentage of embryos utilization (number of inovulated embryos/number of products
generated) (70.5 + 11.5 vs 27.9 + 14.9). Regarding the embryo quality was not different
(P>0.05) for embryos grade 11 (2.38 £ 1.71 vs. 1.43 = 0.97), Grade Il (0.87 £ 0.72 vs 0.57
0.38) grade IV (1.50 + 0.43 vs. 1.43 £ 0.81) and non-fertilized embryos (0.50 + 0.37 vs. 1.14
+ 1.14). However, there was difference (P <0.05) to grade | embryos (4.62 + 1.25 vs. 0.71
0.71). We conclude that the use of ACE inhibitors may be an alternative for improving the

embryo transfer rate by superovulation in goats.

Key-words: small ruminants, embryo transfer, rennin-angiotensin system, ACE inhibitors,
angiotensin-(1-7)
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1.0 — INTRODUCAO

Com excecdo das zonas polares, a criagdo de caprinos esta presente em todas as
partes do mundo, embora tenha mais destaque nas regifes de clima semi-arido (SEBRAE/PI,
2003) visando a producdo sustentavel de carne, leite e pele. A China é o pais com maior
rebanho caprino e ovino do mundo, possuindo cerca de 317 milhdes de cabecas. No Brasil, a
criacdo de caprinos e ovinos, iniciou-se apds o descobrimento, e foi introduzida pelos
colonizadores portugueses na regido Nordeste (MAIA, MACIEL & LIMA, 1997). O Brasil
ocupa a décima primeira colocagdo no ranking mundial para a criacdo de caprinos com
7.109.052 milhdes de animais, e décima quarta posi¢cdo para a criacdo de ovinos com
13.856.747 milhdes de animais, dos quais 91% de caprinos e 56% de ovinos encontram-se na
regido Nordeste (IBGE, 2005; 2006). O Piaui ocupa a terceira posi¢do entre os estados
nordestinos para ambas as espécies com 1,40 e 1,48 milhdes de caprinos e ovinos,
respectivamente; ficando atras de Bahia e Ceara.

Até pouco tempo atras, estes animais eram explorados tradicionalmente de forma
extensiva. Porém, nos Gltimos anos, o contingente populacional e qualidade genética dos
caprinos e ovinos tém aumentado substancialmente, proporcionados pela grande competicédo
entre os mercados produtivos, a qual tem provocado uma incessante busca pelo aumento da
produtividade, traduzido além de outros fatores, pela maximizacdo da eficiéncia reprodutiva.
Neste ambito, as biotecnologias reprodutivas, ganham grande destaque, visto que s@o as
ferramentas de interesse para tais fins.

No entanto, estudos relatam que a resposta ovariana e a producdo de embribes
viaveis apds o tratamento superovulatério em caprinos é altamente variavel de acordo com a
idade (NAQVI & KALRA, 1990) estacdo do ano (NAQVI et al., 2001) raca, nimero de
coletas e protocolo superovulatorio (GULYANI & NAQVI,1994). O envolvimento de

gonadotrofinas e esterdides gonadais esta bem estabelecido no processo de producdo de
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embribes, entretanto, varios fatores intra-ovarianos estdo envolvidos na regulacdo do
desenvolvimento folicular, entre eles foi demonstrada a participacdo do sistema renina-
angiotensina (SRA) na fisiologia folicular (YOSHIMURA et al.,1997; COSTA, 2000;

COSTA etal., 2003).

2.0 REVISAO DE LITERATURA
2.1 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA
Quando Tiegerstedet e Bergaman em 1898 observaram que extratos ndo purificados
do cortex renal provocavam aumento prolongado na pressdo arterial de coelhos anestesiados,
ao contrario de extratos da medula renal que eram inativos; embora a esta descoberta ndo
tenha sido dado o devido valor; estava descoberto um sistema de controle da pressdo arterial:
O Sistema Renina-Angiotensina (SRA). Esse trabalho foi o primeiro a descrever um

componente deste sistema, a renina.

Anos depois, pesquisas revelaram que ndo era a renina que aumentava a pressao
arterial diretamente, ela agia sobre uma proteina plasmatica (BRAUN-MENENDEZ et al.
1940; PAGE & HELMER, 1940) e o produto desta acdo enzimatica foi chamado
posteriormente de angiotensina, a qual seria responsavel pelos efeitos. Em 1954 Skeggs et al.
identificaram duas formas de angiotensina, Angiotensina | (Ang I) Angiotensina Il (Ang I1),
verificando também que a primeira era resultado da hidrolise do angiotensinogénio e a

segunda da quebra enzimatica da primeira.

Desta forma, o sistema renina-angiotensina (SRA) é considerado um dos mais
importantes sistemas regulatdrios para a homeostase cardiovascular e do equilibrio
hidroeletrolitico (SANTOS, et al., 2000; SANTOS, et al., 2000b). Este sistema tem influéncia

sobre as mais variadas funcbes organicas, envolvendo multiplos mediadores, receptores e
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mecanismos de sinalizacdo intracelular variados (ARDAILLOU, 1999; SANTOS et al, 2000;

KIM e IWAO, 2001)

~

Atualmente os componentes do SRA melhor conhecidos sdo: renina,
angiotensinogénio, Angiotensina | (Ang 1), Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) e
Angiotensina Il (Ang I1). A renina é a enzima responsavel pela quebra do angiotensinogénio,
formando a Ang I. A ECA é a enzima responsavel pela clivagem dos dois aminoacidos
carboxi-terminais da Ang | formando Ang I, o principal peptideo do SRA. Com o0 avanco das
pesquisas e das técnicas laboratoriais , outros peptideos do SRA, com funcdes ainda ndo bem
esclarecidas tem sido relatados: Angiotensina Ill, Angiotensina IV, angiotensina-(1-9),
Angiotensina-(1-7), Angiotesina-(1-5), bem como outra enzima conversora de angiotensina, a

ECA2 (ROKS et al., 1999; DONOGHUE et al., 2000; BURRELL et al., 2004). (Figura 1).

Ativ. do Plaemmozéng
Renina | RS Cateasizn G
ina I :
Catensina Toming
immentilase & ’ ECA2
Des-depl-Ang [« Smaenaitase Lzl sng-(1-9
ECA Crairoase [ECA L EC4
HNEF
Amiementidass 4 ECAZ \.‘
Ang 111 |4 Ang 1 > Ang-(1-7)
. idase M Anu'n:l;!eptid_ases ECA
; Ammopeptidases
Dipeptidil- Endopeptidases s
Armmopentidase LI Endopeptidases
Ang IV 1-5
" hng(1-5)
Ammopeptidases h 4
Cathommentidases ragrentos tmenores |
Endopeptidases

Figura 1 - Esquema geral do Sistema Renina Angiotensina (SRA). Observar o eixo principal SRA classico com
Angiotensinogénio sendo desdobrado a Angiotensina | pela renina, e em seguida sendo clivada a Angiotensina Il
pela ECA. Nos Gltimos anos varios outros peptideos foram descobertos dando origem a vias paralelas (Fonte:
Raposo-Costa & Reis, 2000).
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2.2—- SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA OVARIANO (SRAO)

2.2.1 —RENINA, ANGIOTENSINOGENIO, ECA E ANG Il

Esta bem estabelecido o papel do SRA sistémico como regulador da homeostase
dos liquidos corporais e da pressao arterial. Contudo, a existéncia de SRA locais, em Vvarios
orgdos incluindo utero, testiculo, cérebro, glandulas salivares e coracdo; tem sido
demonstrada nos Gltimos anos, onde foram descritos os diversos componentes do SRA. Entre
estes Orgaos, estdo também os ovarios (YOSHIMURA et al.,1996; COSTA, 2000; COSTA et

al., 2003; LI et al., 2004; OBERMULLER et al., 2004).

No ovario, as principais enzimas do SRA foram demonstradas como pro-renina
e renina em células tecais cultivadas in vitro (PAULSON et al.,1989), expressdo do gene da
pré-renina em células tecais e luteais de macaco (ITSKOVITZ et al., 1992). Glorioso et al.,
(1986) relatou a presenca de pré-renina no fluido folicular de mulheres, em concentragdo 12
vezes maior que no plasma. Foi identificado RNAm para angiotensinogénio em ovario de rata
e sua expressdo parece ser estimulada por horménios gonadotroficos (FSH e LH) (OHKUBO
et al., 1986). Utilizando ratos knock-out para o gene Agt (deficiéncia de angiotensinogénio)
Tempfer et al. (2000) relataram que a deficiéncia de angiotensinogénio, estd associada ao
aumento de perda embrionéria e mortalidade pos-natal. Foi encontrada imunorreatividade
para Ang-l e Ang-I11 no fluido folicular humano (LIGHTMAN et al., 1987; FERNANDEZ et

al., 1985; CULLER et al.,1986)

A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) foi identificada em ovarios de rata,
no epitélio germinativo ao redor do corpo lateo, em células da granulosa, vasos sanguineos e
estroma ovariano (SPETH & HUSAIN, 1988), na superficie dos odcitos e nas tubas uterinas

de coelha (BRENTJENS et al., 1986). Adicionalmente, foi identificada atividade da ECA no
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fluido folicular de bovinos (NIELSEN et al., 2002). Estudos indicaram a presenca de ECA
biologicamente ativa na superficie das células da granulosa, e relatam que 94-100% dos
foliculos em desenvolvimento e 89-96% dos foliculos atrésicos continham altos niveis de
ECA, o que sugere um possivel papel desta enzima nos estagios iniciais de desenvolvimento
folicular e atresia (DAUD et al., 1990)

Com relacdo aos receptores do Sistema Renina-Angiotensina, 0s mais bem
estudados sdo ATi e AT,. O receptor AT, é acoplado a uma proteina-G, ativa fosfolipase-C,
mobiliza célcio intracelular e esta mais relacionado a contracdo do musculo liso vascular,
sintese de aldosterona e secrecdo de noradrenalina. O receptor AT, tem dois subtipos, ATia €
ATig, sendo que o primeiro é relacionado aos efeitos vasculares e o segundo aos efeitos
adrenais.

Foi descrita a presenca de receptores para Ang Il em foliculos ovarianos de rata
(SPETH et al., 1986; PUCELL et al., 1987), bem como sua variacdo de acordo com o estagio
de desenvolvimento folicular. Posteriormente, foi observado que tanto os receptores ATia
quanto os AT, sdo expressos em ovarios (KAKAR et al., 1992; PUCELL et al., 1991; LI et al,
2004). Schauser et al. (2001) demonstraram a existéncia de um sistema renina-angiotensina
ativo no ovério de vacas, e que ambos receptores (AT, e AT,) estdo presentes na superficie
dos foliculos e corpo lateo, indicando possivel contribuicdo no desenvolvimento destes.
Hayashi et al. (2000) relataram que a Ang Il produzida localmente nas células endoteliais
microvasculares do corpo luteo bovino, pode agir na regulagdo da funcéo luteal, tanto na fase
precoce quanto na luteolise.

Pesquisas tém relatado grande importancia da Ang Il nos processos de maturagédo
do odcito e ovulacdo. De acordo com Pellicer et al. (1988) o bloqueio total da ovulacéo apos
tratamento com um antagonista de Ang Il, a saralasina, apds inducdo da ovulacdo em ratas

impuberes com gonadotrofina coridnica equina (eCG) e gonadotrofina coridnica humana
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(hCG). Este efeito seria alcancado principalmente via receptores AT, visto que, em estudos
in vitro, Yoshimura et al. (1996) relataram reducdo da ovulacdo induzida por Ang Il apos
adicionar um antagonista seletivo para AT, receptores, 0 PD123319. Foi relatado ainda que a
Ang Il estimulou significativamente a maturacdo meiodtica do od6cito na auséncia de
gonadotrofinas. A Ang Il é capaz de reverter tanto o efeito inibitério do fator inibidor de
meiose, presente no fluido folicular (STEFANELLO et al., 2005) quanto das células da teca
na maturacdo nuclear de odcitos bovinos independente da presenca de gonadotropinas
(GIOMETTI et al., 2005).

Porém, é possivel que a Ang Il possa ter importancia no processo de atresia
folicular através dos receptores AT, inibindo a acdo do horménio foliculo estimulante (FSH)
e causando a apoptose das células da granulosa (KOTANI et al. 1999) ou influenciando

negativamente a comunicagéo célula-célula no foliculo (OBERMULLER et al., 2004).

2.2.2 - ANGIOTENSINA-(1-7) E RECEPTOR MAS

Outro componente do SRA que tem se destacado nos ultimos anos é a
Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)]. Recentemente, varias pesquisas vém atribuindos inimeras
funcdes a este peptideo, que foi primeiro identificado em cérebro de ratos (BLOCK et al,
1988) e verificada sua origem como um fragmento biologicamente ativo da Ang-II
(SANTOS et al., 1988). A Ang-(1-7) também pode ser formada diretamente a partir da Ang-I,
por acdo da prolil-endopeptidase (PEP) ou da endopeptidase neutra (NEP). A outra via €
dependente de ECA2, que da origem a Angiotensina-(1-9) que sera clivada pelas enzimas
ECA ou NEP formando Ang-(1-7). A Ang-(1-7) pode ser fornada a partir da Ang-11 por
clivagem pelas enzimas prolil-carboxipeptidase (PCP), NEP ou ECA2 (BURREL et al.,

2004).
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Foi demonstrada a presenca de Ang-(1-7) em ovarios de rata em niveis mais altos
no pro-estro e no estro bem como em ratas impuberes tratadas com eCG, o0 que sugere 0
envolvimento deste peptideo em eventos pré e pos- ovulatorios (COSTA et al., 2003). Reis et
al. (2009) relataram a presenca de Ang-(1-7) no ovario de coelhas atraves de
imunohistoquimica, e encontraram imunoreatividade para este peptideo nas células
intersticiais e odcitos. Observaram ainda, imunoreatividade para Ang-(1-7) nas células da teca
e granulosa de foliculos pré-ovulatérios de coelhas pré-tratadas com eCG e em corpos luteos
de coelhas cobertas.

Evidéncias da existéncia de um receptor especifico para Ang-(1-7) foram
levantadas, principalmente apos a sintese de um antagonista especifico para ele, o0 A-779 ou
D-Ala7-Ang-(1-7) (SANTOS et al.,, 1994). Indicios da presenca deste receptor foram
demonstrados, visto que a adicdo de Ang-(1-7) ao meio de perfusdo de ovarios de rata in vitro
estimulou a producdo de estradiol (COSTA, et al., 2003). Foi inicialmente demonstrado em
rim de camundongos um receptor funcional para Ang-(1-7), o receptor MAS (SANTOS et al.,
2003). Este receptor foi também encontrado em ovério de ratas durante todo o ciclo estral
(PEREIRA et al., 2004). Foi observado imunorreatividade para o receptor MAS nas células
intersticiais e oocitos de coelhas, e em células da teca, da granulosa e no corpo liteo de
coelhas pré-tratadas com eCG (REIS et al., 2009).

A ECA pode participar no metabolismo da Ang-(1-7), visto que inibicdo da primeira,
atraveés de seus inibidores (Lisinopril), pode reduzir a degradacdo da Ang-(1-7), inibindo sua
conversao em Ang-(1-5) e aumentando sua biodisponibilidade (CHAPPELL et al., 1998).
Além disso, pode ainda aumentar a disponibilidade de Ang I, e assim proporcionar maior
producdo de Ang-(1-7) através da via PEP. O tratamento com eCG em ratas impuberes
aumentou a expressdo de RNAm para receptor MAS e ECA2, e proporcionou forte

imunorreatividade para Ang-(1-7) nas células da teca e intersticiais, 0 que apdia a hipotese,
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que o Sistema Renina-Angiotensina ovariano (ECA2/Ang-(1-7)/receptor MAS) € expresso
por completo no ovério de ratas e regulado pelos hormonio gonadotrépicos (PEREIRA et al.,

2009).

De acordo com Bollwein et al. (2004) o uso do inibidor da ECA Captopril aumentou o
fluxo sanguineo tanto para o Gtero como para 0 ovario em éguas, 0 que pode acarretar em um
maior fluxo de nutrientes, fatores de crescimento enddcrinos e horménios. Ang-(1-7) pode
atuar em animais com gestacdo normal, com um regulador do fluxo sanguineo, visto que foi
relatado o aumento da expressdo da ECA2 e dos niveis plasmaticos e urinérios de Ang-(1-7).
Isto acarreta na neutralizacdo dos feitos da Ang Il pela ECA2, aumentando a taxa de

conversdo para Ang-(1-7) (BROSNIHAN et al., 2004).

Segundo Tom et al. (2001), a Ang-(1-7) pode potencializar o efeito das Bradicininas;
provavelmente diminuindo a sua hidrolise e estimulando sua liberacdo via receptores AT,. e
desta forma, atuar como um inibidor da ECA. O efeito potencializador foi maior quando
ambos 0s dominios terminais da ECA (C- e N-) foram inibidos. Ja o efeito inibitério foi
limitado ao dominio C-terminal da ECA. Além disso, a Ang-(1-7) pode agir como agonista do

receptor AT,, e desse modo, reduzir as respostas celulares a Angll (CLARK et al., 2001).

2.2.3 - SRA E ESTEROIDOGENSE OVARIANA

Parece haver uma interacao positiva entre Ang-(1-7) e estrégeno, e negativa entre estes
dois e Ang Il e ECA. Brosnihan et al. (1997) relatou que o0 estrogeno protegeria
camundongos geneticamente hipertensivos [(mRen-2)27] através da alteracdo do balanco

vasoconstrictor-vasodilatador do SRA, mais especificamente ampliando o efeito vasodilatador
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da Ang-(1-7) e reduzindo os efeitos vasoconstrictores da Ang Il. Alem disso, estudos relatam
0 aumento da atividade da ECAZ2, e consequentemente Ang-(1-7), induzidos pelo estrdgeno,
como fator protetor contra a hipertenséo (JI et al., 2008). Em camundongos, o estrégeno pode
diminuir a expressao génica do receptor AT, (principal mediador da respostas hipertensivas da

Ang I1) tanto in vitro quanto in vivo (NICKENIG et al., 1998).

Dean et al. (2005) relataram que a reposi¢do estrogénica reduziu a atividade da ECA e
dos receptores de Ang Il tipo AT, em vérios tecidos de rata, 0 que denota um papel
regulatério do estr6geno na concentracdo local de angiotensina e/ou bradicinina. Em
Camundongas ovariectomizadas geneticamente hipertensas, a reposi¢cao estrogénica por trés
semanas, reduziu a atividade plasmatica e tecidual da ECA e os niveis circulantes da Ang Il e

aumentou os niveis circulantes de Ang-(1-7) (BROSNIHAN et al., 1999).

Segundo Morris et al. (1995a) os niveis de Ang Il periféricos aumentam quando se
utiliza gonadotrofinas para estimular os animais, e a inibicdo da ECA é capaz de bloquear este
aumento. Estes autores relatam ainda que a inibicdo da ECA provocou um significativo efeito
estimulatorio na producdo de estradiol ovariano, denotando que a Ang Il pode normalmente

inibir a producéo deste horménio.

Outro estudo, afirma que, o estrogeno pode diminuir a expressdéo do RNAm para a
formacéo de ECA, assim como sua atividade, e consequentemente, reduzir a formagéo de Ang
I1, reducéo esta, a qual diminuird o metabolismo das bradicininas e aumentar a formagéo de
Ang-(1-7) (GALLAGHER et al., 1999). Verificou-se aumento da produgédo de estradiol e
progesterona em ovarios de coelhas perfundidos com Ang-(1-7) (VIANA, 2005). Ang-(1-7)
tambem aumentou a taxa de ovulagdo em ovarios coelhas perfundidos in vitro (VIANA,

2005).
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Utilizando células da teca e granulosa de foliculos ovarianos de coelhas, pré-
tratadados com gonadotrofina coriénica da égua prenhe (PMSG) Féral et al. (1995) relataram
que a Ang Il agiu de modo separado nas camadas foliculares. Neste estudo, a Ang Il reduziu
a producdo de estradiol pela teca, e a0 mesmo tempo, aumentou a producdo de substratos
androgénicos pela mesma. Entretanto, a Ang Il reduziu a aromatizacdo de androstenediona a
estradiol na granulosa, sem alterar a producéo de progesterona. Desse modo a Ang Il poderia
ter um papel importante no processo de atresia folicular, visto que altera a relacdo

estradiol/progesterona no fluido folicular.

Segundo Pepperell et al. (2006) a esteroidogénese ovariana pode ser modulada por
peptideos do SRA através, principalmente, de a¢fes intermediadas pelos receptores AT;. Em
seus estudos, utilizando Losartan e PD-123319 (inibidores seletivos dos receptores AT; e
AT,, respecticamente), o primeiro inibiu a producdo de progesterona em células luteais
permeéaveis, porém o segundo ndo provocou nenhum efeito tanto em células luteais intactas
como em permeaveis. Entretanto outro estudo relata que, em doadoras de odcitos que
receberam hCG ap0s a coleta; e tratamento com Captopril ou ndo; houve um aumento de Ang
Il em ambos os grupos, porém o aumento foi significativamente menor nas doadoras que
receberam Captopril (MORRIS et al., 1995b). Além disso, o pico de progesterona foi
significativamente menor e o de Estrogeno foi significativamente maior nas doadoras tratadas

com Captopril e sem, respectivamente.

Em células da granulosa humana incubadas na presenca de Ang Il por 2 ou 4 dias com
e sem a presenca de hCG, nas células cultivada por 2 dias, a Ang Il reduziu a secrecdo de
progesterona em 36% e inibiu a atividade da 3B-hidroxiesteroide desidrogenase (3f-HSD) em
87%. Porém, em células incubadas por quatro dias, a producdo de progesterona foi aumentada
em 38% pela Ang Il, e ndo foram observadas variacbes na expressdo da 3B-HSD. O

tratamento com inibidor seletivo para o receptor AT, (PD-123177) bloqueou completamente
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os efeitos da Ang Il e reduziu a producdo de progesterona estimulada pelo hCG. Isto denota
um possivel efeito regulatério da Ang Il na producao de progesterona in vitro, modulando a
atividade da 3B-HSD. Estas acdes podem ser mediadas possivelmente pelos receptores AT,

(JOHNSON et al., 1997).

E possivel que desta mesma forma, exista esta interagdo entre os peptideos do SRA,
hormdnios gonadotroficos e esterdides ovarianos, interacdo esta a qual influenciaria na
fertilidade dos animais. Sendo assim, ndo se sabe se 0s o6citos ovulados in vivo sdo realmente
viaveis para o processo de fecundacdo e divisdo celular. Este trabalho teve o objetivo de
avaliar os efeitos da inibicdo da ECA na producéo de embrides por superovulagdo em cabras

da raca Boer.
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4.0 CAITULO 1

Inibicdo da Enzima Conversora de Angiotensina melhora a producéo
de embrido por superovulacdo em cabras da raca Boer
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RESUMO Com o objetivo de avaliar o efeito da inibicdo da ECA sobre a producdo de
embrides, 15 cabras da raca Boer foram divididas aleatoriamente em dois grupos:
Enalapril (n=8) e Controle (n=7). As cabras receberam dispositivo vaginal contendo
0,33g de progesterona durante 13 dias (D0-D13). A partir do D11 até o D13 receberam
300 Ul de FSHp em 6 doses decrescentes duas vezes ao dia e 100ug de D-cloprostenol
no D13. O estro foi observado 24-48 ap0s a retirada dos dispositivos vaginais, e as
inseminacgdes realizadas a cada 12h, utilizando sémem de bodes de reconhecida
fertilidade. Apo6s as inseminacgdes as doadoras receberam outro CIDR até a recuperacao
dos embrides. Os embrides foram recuperados por via transcervical, classificados e
inovulados em receptoras sincronizadas e previamente preparadas. As gestaces foram
confirmadas através de exames ultrassonograficos. Ndo houve diferenca (P>0,05) com
relacdo a expressdo de estro (88,88%) e ao n° de estruturas recuperadas (10,0 £ 2,01 vs
557 = 1,41). Houve diferenca (P<0,05) para numero de embrides transferiveis
(8,12+1,71 vs 3,00+0,92) nimero de produtos gerados a partir dos embrides inovulados
(3,83+0,74 vs 1,00+0,54) e porcentagem de aproveitamento dos embrides (70,5£11,5 vs

27,9+14,9). Com relacdo a qualidade dos embrifes ndao houve diferenca (P>0,05)
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quanto aos embrides grau 11 (2,38 £ 1,71 vs 1,43 £ 0,97), Grau 111 (0,87 £ 0,72 vs 0,57
0,38) grau IV (1,50 £ 0,43 vs 1,43 = 0,81) e embrides ndo-fecundados (0,50 + 0,37 vs
1,14 + 1,14). Porém houve diferenca (P<0,05) com relacdo aos embrides grau | (4,62 +
1,25 vs 0,71 = 0,71). Concluimos que o uso de inibidores da ECA pode ser uma
alternativa para melhorar a eficiéncia da biotécnica de transferéncia de embribes por

superovulagao em caprinos.

Palavras-Chave: caprinos, transferéncia de embrifes, sistema renina-angiotensina,
inibidor da ECA, angiotensina-(1-7)

ABSTRACT In order to evaluate the effect of ACE inhibition on the embryo
production, 15 Boer goats were randomly divided into two groups: Enalapril (n = 8) and
Control (n = 7). Goats received intravaginal device containing 0.33 g progesterone for
13 days (D0-D13). From the D11 to the D13 received 300 IU of FSHp in 6 decreasing
doses twice daily and 100ug of D-cloprostenol at D13. The estrous was observed and
artificial inseminations performed each 12 hours, using semen from known fertility
goats. After inseminations, the donors received another CIDR until the embryos
recovery. The embryos were recovered by transcervical way, classified and inovulated
in synchronized and previously prepared receptors. Pregnancy was confirmed by
ultrassonografic examination. There was no difference (P>0.05) with respect to estrous
expression (88.88%) and number of recovered structures. There were differences
(P<0.05) to transferable embryos, products generated from the inovulated embryos and
percentage of embryo utilization. Regarding the quality of the embryos was not
different (P>0.05) for embryos grade Il, grade Ill, grade IV and non-fertilized embryos.

However, there was difference (P<0.05) to grade | embryos. We conclude that the use
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of ACE inhibitors may be an alternative for improving the embryo transfer by

superovulation efficiency in goats.

Key-Words: small ruminants, embryo transfer, rennin-angiotensin system, ACE
inhibitor, angiotensin-(1-7)

4.3 INTRODUCAO

Além das funcbes gerais do Sistema Renina-Angiotensina (SRA), como
regulador da homeostase cardiovascular e do equilibrio hidroeletrolitico (SANTOS, et
al., 2000; SANTOS, et al., 2000b), tem sido demonstrada nos Gltimos anos, a existéncia
de SRA’s locais em varios 6rgdos incluindo os ovarios, onde foram descritos os
diversos componentes do SRA (YOSHIMURA et al.,1996; COSTA, 2000; COSTA et
al., 2003; LI et al., 2004, OBERMULLER et al., 2004). Desta forma, um sistema
Renina-Angiotensina Ovariano (SRA0) completo, e regulado pelos hormonios
gonadotropicos, tém sido relatado (PEREIRA et al., 2009). Foi demonstrada atividade
de pré-renina e renina, além da expressdo de seu gene pré-renina em células da teca e da
granulosa de macacos e no fluido folicular de mulheres (GLORIOSO et al.,1986;
PAULSON et al.,1989; ITSKOVITZ et al., 1992). A presenca de RNAmM para
angiotensinogénio em ovario de rata, a qual parece ser estimulada por hormonios
gonadotroficos, foi descrita (OHKUBO et al., 1986). Foi identificada a presenga da
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) em ovarios de rata, no corpo liteo, células
da granulosa, vasos sanguineos, estroma, superficie dos odcitos e tubas uterinas de
coelha, além do fluido folicular de vacas (SPETH AND HUSAIN, 1988; BRENTJENS

etal., 1986; DAUD et al., 1990; NIELSEN et al., 2002).
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Vérios trabalhos relatam a presenca dos receptores de angiotensinas no
ovario. Receptores para angiotensina Il (Ang Il) foram descritos nos foliculos ovarianos
de rata (SPETH et al., 1986; PUCELL et al., 1987), foliculos e corpo luteo de vacas
(SCHAUSER et al., 2001). Os dois tipos de receptores (AT, e AT2) foram observados
no ovério (KAKAR et al., 1992; PUCELL et al., 1991; LI et al, 2004). Também foi
relatada a presenca do receptor especifico para angiotensina-(1-7), o receptor MAS, em
ovario de ratas durante todo o ciclo estral em niveis mais altos no pré-estro e no estro,
denotando o envolvimento deste peptideo em eventos pré e pos- ovulatorios (COSTA et
al., 2003). Além disso, o receptor MAS também foi descrito nos o6citos, células da teca,
células da granulosa e corpo lateo de coelhas pré-tratadas com eCG (PEREIRA et al.,
2004; REIS et al., 2009).

Alguns trabalhos relatam que a Ang Il tem importante papel nos processos
como maturacao do odcito e ovulacdo (STEFANELLO et al., 2006; GIOMETTI et al.,
2005; YOSHIMURA et al.,1996; PELLICER et al., 1988) principalmente via receptor
AT,. Entretanto, foi demonstrada a auséncia de receptores para Ang Il em foliculos pré-
ovulatérios (DAUD et al.,1989) e, infusdes com Captopril (inibidor da ECA) néo
afetaram a ovulacdo, sugerindo que a producdo local de Ang Il ndo é essencial para 0s
processos que resultam em ovulacdo (PETTERSON et al., 1993). Além disso, é possivel
que a Ang Il possa estar envolvida no processo de atresia folicular, possivelmente
atuando de trés formas: (1) inibindo a acdo do horménio foliculo estimulante (KOTANI
et al. 1999) e/ou (2) influenciando negativamente a comunicacdo entre as ceulas da
granulosa no foliculo (OBERMULLER et al., 2004) e desta forma, causando a apoptose
das células da granulosa, (3) reduzindo a taxa aromatizacdo de androstenediona a
estradiol na granulosa e alterando a relagdo androgeno/estrogeno no fluido folicular

(FERAL et al.,1995). A Ang Il pode ainda, reduzir o nimero de receptores AT1,, 0
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namero de foliculos pré-ovulatorios e o tamanho da ninhada em ratos com alteragdes no
gene (mMRen-2)27 (GOOYER et al., 2004).

Adicionalmente, a Ang Il pode naturalmente diminuir a producdo de
estrogeno (MORRIS et al., 1995). Ao mesmo tempo em que, 0 aumento na producéo de
estrogeno, estimula a reducdo na producdo de ECA, e conseqientemente de Ang Il
(BROSNIHAN et al.,, 1999; GALLAGHER et al.,, 1999; DEAN et al., 2005),
aumentando os niveis de Ang-(1-7) indiretamente., visto que a inibicdo da ECA pode
reduzir a degradagédo da Ang-(1-7), inibindo sua conversdao em Ang-(1-5) (CHAPPELL
etal., 1998). Verificou-se aumento da producéo de estradiol e progesterona assim como
0 aumento da taxa de ovulacdo em ovérios de coelhas perfundidos in vitro com Ang-(1-

7) (VIANA, 2005).

Além disso, o controle do fluxo sanguineo para Utero e ovario pode ser um
fator essencial para a fertilidade. Bollwein et al. (2004) relataram o aumento do fluxo
sanguineo tanto para o Gtero como para 0 ovario em éguas tratadas com inibidor de
ECA (Captopril), o que pode acarretar em um maior fluxo de gonadotrofinas, fatores de
crescimento enddcrinos e nutrientes. A Ang-(1-7) pode aumentar a expressdo da ECA2
e 0s niveis plasmaticos e urinarios de Ang-(1-7) em mulheres gravidas. Isto acarreta no
aumento da producdo de Ang-(1-7) (BROSNIHAN et al., 2004).

Desta forma, € possivel que o controle adequado SRAo0 possa influenciar na
fertilidade dos animais. A inibicdo de ECA e Angll e, consequente estimulagdo ou
potencializagdo de outros peptideos do SRAo0, como a Ang-(1-7), possa ter efeitos
positivos na eficiéncia reprodutiva. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
da inibicdo da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) utilizando maleato de

enalapril, na producdo de embrides por superovulacdo em cabras Boer.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 ANIMAIS

O experimento foi realizado na Central Genética Santo Antonio, localizada no
municipio de Campo Maior-PI (4°51°36” S e 42°12°47” O) no periodo de Maio a
Novembro de 2009. Foram utilizadas 15 cabras da raca Boer, com idade de 3,16+0,86
anos e pesando 68,2+8,77 kg. Os animais foram mantidos em baias, recebendo capim
tifton (cynodon sp.), racdo com 18% de proteina bruta duas vezes ao dia (caprinotech-
Purina) e livre acesso a agua e sal mineral. As cabras foram divididas aleatoriamente em

dois grupos experimentais: Grupo enalapril (n=08) e grupo controle (n=07).
4.4.2 SINCRONIZACAO DO ESTRO E SUPEROVULACAO

As cabras do grupo controle receberam esponjas vaginais contendo 0,33g de
progesterona (CIDR) durante 13 dias (D13). Trés dias antes da retirada do dispositivo
(D11) foi iniciado o tratamento superovulatério por meio da administracdo de 300 Ul de
hormonio foliculo estimulante suino FSHp (Pluset) em seis doses decrescentes duas

vezes ao dia e, 100ug de D-cloprostenol (Preloban) no Gltimo dia de tratamento (D13).

Os estros foram observados durante 24-48h ap0s a retirada dos dispositivos
vaginais, e confirmados através de rufido. As cabras confirmadas em estro foram
inseminadas cada 12h utilizando sémen de bodes de reconhecida fertilidade. Apds as
coberturas foi inserido CIDR em cada doadora, 0 qual permaneceu até a recuperacdo

dos embrides, que ocorreu seis dias apos as coberturas (D21).
4.4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O grupo Enalapril recebeu adicionalmente ao protocolo de sincronizagdo do
estro e superovulacdo, solucéo de maleato de enalapril (Enaplex® 20mg) a 2mg/mL na

por via subcutanea, na seguinte pososlogia: D1-D3=2,5mL; D4-D6=5,0mL e D7-D13=
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6,5mL). O grupo controle recebeu o volume correspondente em solucdo fisiologica a

0,9%. (Figura 2).

Tratamento de superovulagdo

300 Ul de FSH (2 aplicacbes/dia)
Aplicacéo + retirada CIDR + PGF,, Recuperagéo
dos Embrides

Pl |

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 Di2 D13 D14 D15 D16 17 18 19 D20 D21

N —

Aplicagéo subcutanea da solugéo aquosa de Maleato de Enalapril Inseminagdes

DO0- D2=2.5mL, D3-D5=5.0 mL, D6-D13=6.5mL

FIGURA 2 — Esquema do protocolo experimental para superovulacdo e administracao
do inibidor da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) Maleato de

Enalapril em cabras Boer doadoras de embrides.

4.4.4 RECUPERACAO E INOVULACAO DOS EMBRIOES

A coleta dos embrides foi realizada por via transcervical, utilizando sonda
uretral de silicone (Modelo de Riisch) e solucéo salina fosfatada (PBS modificado). Os
embrides depois de recuperados foram mantidos em meio adequado (Holding Plus 0,4%
BSA), avaliados e classificados de acordo com a qualidade, segundo o manual da
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) (STRINGFELLOW &
SEIDEL, 1999) em embrides Grau 1 (GI) excelente ou bom; Grau 2 (GllI) regular; Grau

3 (GHI) pobre, Grau IV (G1V) degenerados e Ndo-fecunados (ENF).

Os embrides transferiveis foram inovulados em receptoras, previamente
sincronizadas com as doadoras e submetidas a jejum sélido de 24h e hidrico de 12h. As

receptoras foram anestesiadas com uma mistura anestésica contendo 11,6mg/mL de
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cloridrato de ketamina (Dopalen) e 12mg/mL de xilazina por via intravenosa. Cada
receptora recebeu 0,1ml/kg de peso corporal da mistura anestésica. Os embrides foram
inovulados através de laparoscopia, realizando a exposi¢do do corno uterino ipsilateral

ao corpo luteo, apos prévia perfuracdo muscular e endometrial.

As gestacdes foram confirmadas através de exame ultrassonografico do trato
reprodutivo 25 dias ap6s a inovulagdo, utilizando aparelno ALOKA SSD 500, com

transdutor convexo de 5 MHz (ALOKA Co.Ltd, Tokio, Japdo).

4.4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média seguida do erro padrdo da média. A
significancia das diferencas entre médias foram determinadas segundo o Teste de Tukey

ao nivel de probabilidade de 5%.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de estruturas recuperadas, apesar da forte tendéncia (10,0 + 2,01 vs
5,57 £ 1,41), ndo apresentou diferenca significativa (P>0,05). Da mesma forma néo
houve diferenca estatistica entre os grupos estudados quanto a expressdo de estro

(88,88% em ambos 0s grupos).

Entretanto, houve diferenca estatistica significativa (P<0,05) com relacdo ao
numero de embrides transferiveis (8,12+1,71 vs 3,00£0,92), numero de produtos
gerados a partir dos embrides inovulados (3,83+0,74 vs 1,00+0,54) e porcentagem de
aproveitamennto dos embrides (n° de embrides inovulados/n® de produtos gerados)

(70,5+11,5 vs 27,9+14,9) (TABELA 1).
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TABELA 1 — Efeito do Inibidor da Enzima Conversora de Angiotensina sobre a
resposta de parametros da Transferéncia de Embrides em cabras

Boer, Teresina-Pl, 2009.

*% de
GIUDoS Presenca  Estruturas Embrides Produtos  Aproveitamento
P de Estro recuperadas Transferiveis gerados dos embrides
E?ﬁ'__""g)”' 88,88%" 100+2,01° 812+171°  3,83:0,74° 705115
C?r:‘:t;")'e 88,88%° 557+1,41° 300092 1,00:054°  27,9+14,9"

Dados relatados como média + Erro padrdo da média. Médias seguidas de mesma letra na mesma
coluna ndo diferem estatisticamente (P>0,05) pelo teste de Tukey. *(n°® de embribes inovulados/n®
de produtos gerados).

Com relagdo a qualidade dos embriGes, ndo houve diferenca estatistica
significativa (P>0,05) entre os grupos, quanto aos embrides classificados como Grau 1l
(2,38 £1,71vs 1,43 £ 0,97), Grau 111 (0,87 £ 0,72 vs 0,57 + 0,38) Grau IV (1,50 £ 0,43
vs 1,43 £ 0,81) e embribes ndo-fecundados-ENF (0,50 + 0,37 vs 1,14 £+ 1,14). Porém
houve diferenca estatistica significativa (P<0,05) entre os grupos com relacdo aos
embrides classificados como Grau | (4,62 + 1,25 vs 0,71 + 0,71) (GRAFICO 1). Na
FIGURA 3, tem-se um exemplo de dois campos de observacdo ao microscopio de luz,
onde se vé claramente a diferenca de qualidade dos embrides do ponto de vista

morfoldgico.
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GRAFICO 1 — Qualidade de embrides de cabras Boer submetidas a
superovulacdo, tratadas e néo tratadas anteriormente
com inibidor da Enzima Conversora de Angiotensina
(ECA) maleato de Enalapril.

Meédia * Erro padrdo da média do
numero de embrides coletados
(V%]
|

a

4 -
a ® ENALAPRIL (n=8)

2 1 a a B CONTROLE (n=7)

b @ a

a

1 : I I
0 I T T T T . T T T T

Gl Gll GIV ENF

Glll

Qualidade Embrionaria

Duplas de colunas com letras iguais ndo diferem estatisticamente (P > 0,05) pelo teste Tukey.
Gl=graus 1, Gll=grau 2, Glll=grau 3, GIV=grau 4 e ENF=embrides ndo fecundados, de
acordo com IETS (STRINGFELLOW & SEIDEL, 1998).

FIGURA 3 — Embrides com seis dias de idade, recuperados através de cateter
transcervical em cabras da raga Boer, submetidas a superovulacéo,
tratadas (A) e ndo tratadas (B) com inibidor da ECA - maleato de
enalapril. Observar a homogeneidade estrutural dos embriGes em
A, e embrides degenerados (*) e com atraso no desenvolvimento
(**) em B.
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Vaérios estudos relatam a importancia da ECA no desenvolvimento folicular
(DAUD et al., 1990) e da Ang Il nos processos de ovulacdo e maturacdo do odcito
(PELLICER et al., 1988; YOSHIMURA et al., 1996; STEFANELLO et al., 2006;
GIOMETTI et al., 2005; SCHAUSER et al., 2001). No entanto, ha evidéncias
contrarias, mostrando que estas substancias ndo sejam de fundamental importancia e,
até mesmo, prejudiciais para tais eventos. Daud et al. (1989) ndo encontraram
receptores para Ang Il em foliculos pré-ovulatorios, e a ovulacdo de ratas imaturas
estimuladas por eCG e hCG ndo foi afetada ap6s infusdo de Captopril (PETTERSON et
al., 1993). No presente estudo, os resultados mostram o efeito favoravel do inibidor de
ECA e consequientemente da reducdo da Ang Il, na ovulagdo e maturacdo dos odcitos,
em condicdes de superestimulagdo ovariana com gonadotrofinas, por mecanismo ainda
ndo conhecido. Pode ser que isso s6 ocorra em condi¢fes de superovulagdo, por evitar
um excesso de producdo de Ang I, que pode ser deletério aos processos de ovulagdo e

maturacao oocitaria (GUL et al., 2001).

O aumento na producdo de estradiol; seja pela inibicdo da ECA através do uso
de seus inibidores ou da Ang Il, através da inibicdo seletiva de seus receptores (AT, e
AT,); pode ser um dos pontos chaves para explicar os resultados encontrados neste
trabalho, visto que, este o estrogeno é responsavel pelo pico pré-ovulatério de horménio
luteinizante (LH), induz aumento do nimero de receptores para LH, além de estimular o

desenvolvimento de um namero relativamente maior de foliculos.

Evidéncias a esse respeito mostram que ao estimular coelhas com
gonadotrofinas, ha um aumento nos niveis de Ang Il periférica, que se for inibida,
aumentara os niveis de estrogeno (MORRIS et al., 1995). Foi relatado ainda que a Ang
Il reduziu a producdo de estrogeno, assim como a taxa de aromatizacdo na granulosa

(FERAL et al.,1995). Oliveira (2003) relatou 0 aumento na producdo de estrégeno
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associado a um maior numero de embrides transferiveis apos tratamento, de cabras
superovuladas com FSHp, por meio da aplicacdo de solucdo de Enalapril durante 11
dias. Verificou-se aumento da produgdo de estradiol e progesterona em ovarios de
coelhas perfundidos com Ang-(1-7) (VIANA, 2005). Ainda ndo esta claro o mecanismo

pelo qual a Ang Il inibe e a producéo de estrogeno.

Simulando um feed back negativo, foi relatado em camundongas
ovariectomizadas geneticamente hipertensas, que a reposicdo estrogénica por trés
semanas, reduziu a atividade plasmatica e tecidual da ECA e os niveis circulantes da
Ang Il (BROSNIHAN et al., 1999). Foi relatada também a reducdo da atividade da
ECA e dos receptores AT1 em vérios tecidos de rata, apds reposicdo estrogénica
(DEAN et al., 2005). Além disso, foi evidenciado que estrégeno pode diminuir a
expresséo do RNAm para a formagdo de ECA, assim como sua atividade, e

consequentemente, reduzir a formacdo de Ang Il (GALLAGHER et al., 1999).

Evidéncias do envolvimento da angiotensina Il no processo de atresia folicular
tém sido relatadas. A angiotensina Il pode interferir de quatro formas no
desenvolvimento folicular: (1) Inibindo a acdo do horménio foliculo estimulante (FSH)
e/ou (2) ativando a cascata das caspases e causando a apoptose das células da granulosa
(KOTANI et al. 1999; DIMMELER et al., 1997) (3) influenciando negativamente a
comunicacéo entre as células da granulosa no foliculo (OBERMULLER et al., 2004) ou
(4) reduzindo a aromatizagdo de testosterona a estradiol na granulosa, sem alterar a
producdo de progesterona e assim assumir um importante papel no processo de atresia
folicular, visto que altera a relacdo andrdgenos/estrogenenos no fluido folicular

(FERAL et al.,1995).
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A apoptose celular é o principal mecanismo responsavel pela atresia folicular
(MARTINS et al., 2008). De acordo com Kotani et al. (1999) hd um aumento
progressivo na expressao de receptores AT, simultaneamente a progressdo da atresia
folicular, o que ndo foi observado antes desta uUltima. Relataram ainda, que a
estimulacdo dos receptores AT, inibiu as acdes do FSH in vitro, levando a uma reducéo
na producéo de receptores para hormonio luteinizante (LH) e estradiol, além de inibir o
sinal extracelular responsavel pela ativacdo da cinases intracelulares das células da
granulosa. Neste ambito, um grupo de proteinas tem papel essencial no processo de
apoptose: As caspases (MARTINS et al., 2008). Segundo DIMMELER et al. (1997)
através da estimulacdo dos receptores AT, a Ang Il é capaz de estimular a ativacdo da
cascata das caspases (principalmente caspase-3) em células endoteliais de vasos do

corddo umbilical de humanos incubadas, e desta forma estimular a atresia folicular.

Outro evidéncia importante, € o aumento da formacdo de Ang-(1-7) apds a
reducdo da atividade da ECA (GALLAGHER et al., 1999; BROSNIHAN et al., 1999),
com consequente reducdo de Ang Il. Foi relatado o efeito direto da Ang(1-7), seja
através de seu receptor especifico (MAS) ou interagindo fracamente com 0s receptores
para Ang Il, no aumento da producdo de estrégeno (VIANA, 2005) ou reduzindo a
atividade da Ang Il (CLARK et al., 2001). A ECA pode participar no metabolismo da
Ang-(1-7), reduzindo sua degradacdo, por inibicdo de sua conversao em Ang-(1-5) e

aumento da biodisponibilidade (CHAPPELL et al., 1998).

Além disso, o controle adequado do fluxo sanguineo para os ovarios poderia
ser um dos fatores envolvidos no bom resultado encontrado neste estudo, pois o0 uso do
inibidor da ECA (Captopril), em éguas, aumentou o fluxo sanguineo tanto para o Utero
como para o0 ovario, o que pode acarretar um maior fluxo de gonadotrofinas, fatores de

crescimento e nutrientes (BOLLWEIN et al., 2004). A Ang-(1-7) pode atuar como um
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regulador do fluxo sanguineo, visto que foi relatado 0 aumento da expressdo da ECA2 e
dos niveis plasmaéticos e urinarios de Ang-(1-7) em mulheres com gestacdo normal. Isto
provavelmente ocorre pela neutralizagdo dos feitos da Ang Il pela ECA2, aumentando a
taxa de converséo para Ang-(1-7) (BROSNIHAN et al., 2004).

Em sintese, seja por aumento da producédo de estradiol, por producdo de Ang (1-
7), pela regulacdo do fluxo sanguineo para ovario e Utero ou por outro mecanismo,
nossos dados demonstram que a inibicdo da ECA em condicGes de superovulacéo, teve
efeito favoravel na maturagdo oocitaria, ovulacdo e especialmente na qualidade dos
embrides, haja vista que no grupo Enalapril houve além de maior percentual de
embrides morfologicamente normais, maior percentual de aproveitamento dos embrides
inovulados e producdo de crias. Considerando-se que os embrides inovulados foram
apenas os considerados morfologicamente normais, verifica-se que ha aspectos da
qualidade que sdo superiores no grupo Enalapril e sdo imperceptiveis ao exame
morfolégico. Assim, se faz necessarias investigaces por outras técnicas. Nao se tem
conhecimento ainda, se inibicdo da ECA pode proporcionar melhoria na fertilidade, em

condicdes de inducdo do estro sem superovulagéo.

4.6 CONCLUSOES

A inibicdo da enzima conversora de angiotensina em caprinos sob tratamento de

superovulagdo incrementa a qualidade dos embrides e a producdo de descendentes.

Autilizacdo dos inibidores da ECA associada ao protocolo de superovulacao,
mostrou-se como uma boa alternativa para melhorar os indices de sucesso na biotécnica

de transferéncia de embrides por superovulacdo em cabras.
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5.0 - CONSIDERACOES FINAIS

A constatacdo de que o Enalapril teve um efeito positivo na producdo de
embribes em cabras, confere uma grande expectativa em relacdo a utilizacdo dos
inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) com a finalidade de melhorar

a eficiéncia de biotécnicas como a transferéncia de embries por superovulagao.

Porém, considerando o Sistema Renina-Angiotensina Ovariano (SRAO) como
um novo fator a influenciar nos processos reprodutivos, e que, 0s processos especificos
pelos quais a inibicdo da ECA melhoraria tais processos, ainda se fazem necessarios
estudos mais aprofundados para uma melhor compreensdo destes possiveis

mecanismos.
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Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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