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Introducao

A espécie caprina, uma das primeifas a serem domesticadas, tem sido usada em sistemas
produtivos por milhares de anos. No decorrer desses anos, a selecéo e a reproducdo tém
sido o resultado do uso de métodos tradicionais, como a monta natural ou a inseminacao
artificial (IA). Porém, gragas ao desenvolvimento de diversas técnicas aplicadas a reprodu-
¢ao, avancos ja foram obtidos no sentido de propagar mais rapidamente genes superiores
voltados para o incremento dos niveis produtivos do rebanho.

As modernas biotécnicas reprodutivas que sao utilizadas na espécie caprina, entre outras,
buscam a otimizacdo do material genético disponivel. Neste capitulo, serdo abordadas
as seguintes biotécnicas: sincronizacdo do estro, producao in vivo e in vitro de embrides,
criopreservacao de embrides e, finalmente, as biotécnicas de ultima geracao transgénese
e clonagem.

Sincronizagao do estro e da ovulacao

Essa biotécnica tem por objetivo agrupar, no menor espaco de tempo possivel (24 a 48 ho-
ras), o maior nimero de fémeas com capacidade de serem fecundadas (Moraes et al., 2014).
Em caprinos, as técnicas utilizam manipulagées hormonais, programas de luz artificial ou
“efeito macho” para a sincronizacdo da manifestacdo de estro e para ocorréncia da ovu-
lacdo. No entanto, neste capitulo, serdo abordados somente os tratamentos com uso de
hormonios. Desta forma, a |A pode ser programada e realizada em um grande niimero de
fémeas dentro de um periodo pré-determinado e relativamente curto, possibilitando a
programacdo das datas de nascimento das crias para épocas mais favoraveis do ano, o pla-
nejamento alimentar e a formacao de lotes uniformes em tamanho e peso para o mercado
(Simplicio et al., 2000).

Os protocolos hormonais de sincronizagao do estro fazem uso de drogas e/ou hormonios
exdgenos que provocam artificialmente variacdes nas secre¢des enddcrinas, as quais
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controlam o ciclo estral. De forma geral, a sincronizacao de estro pode ser efetivamente
alcancada pela reducéo do tempo da fase lutea do ciclo estral, utilizando-se a prostaglan-
dina F,_ (PGF, ) ou seus analogos sintéticos, tais como o cloprostenol ou dinoprost. Essa
sincronizacdo também pode ser obtida prolongando-se a fase litea com o uso de proges-
terona ou de progestagenos, como o acetato de medroxiprogesterona (MAP), o acetato de
fluorogestona (FGA) ou o norgestomet (Moraes et al., 2014). Os protocolos que reduzem a
fase Iutea s6 devem ser utilizados em fémeas ciclicas, pois esses protocolos promovem a
destruicdao do corpo luteo (lutedlise), com consequente reducgdo dos niveis plasmaticos de
progesterona e o desencadeamento de uma nova fase folicular. Dos protocolos que redu-
zem a fase lutea, o uso da PGF,_ou de seus analogos sintéticos pode ser uma alternativa se
utilizados em duas aplicagdes intervaladas por 7 dias (Menchaca; Rubianes, 2004). O uso
da prostaglandina ou de seus andlogos nao tem sido recomendado para os programas de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), devido a alta variabilidade observada para o
inicio do estro e da ovulacédo apds o fim do tratamento: Apesar disso, Nogueira et al. (2009)
obtiveram uma taxa de fertilidade, aos 45 dias pos-IA, de 61,5%.

Em relacdo aos protocolos que prolongam artificialmente a fase litea do ciclo estral, sdo
utilizadas esponjas intravaginais, implantes auriculares ou ainda uma matriz de silicone
impregnada com progesterona, o controlled internal drug release (CIDR) de uso vaginal.
Este ultimo tem como vantagem a possibilidade de reutilizacdo (Souza-Fabjan et al,,
2074a). Em cabras leiteiras da raca Saanen e Pardo-Alpina, foi observado que um mesmo
CIDR pode ser utilizado por até trés vezes em protocolos de sincronizacdo do estro de
9 dias, sem afetar os resultados de fertilidade pos-IA (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual de cabras em estro, intervalo entre o final do tratamento e o inicio do estro e
fertilidade ao parto de acordo com o nimero de usos de controlled internal drug release (CIDR).

s

Niumero de

Fim tratamento  Fertilidade

Tratamento  bidNAe Qébra-‘; ;r)n estro : i‘:;i?(?g?s“? - aoearﬁb
CIDR 1x 15 100 18,811 98,8
CIDR 2x e 100 18,8:+2.,6 733
CIDR 3x 7ii5) 100 13,3+ 1,4 80,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas entre os tratamentos (P > 0,05).

Fonte: Nogueira et al. (2011).

E também comum associar os dois principios de encurtamento ou alongamento da fase
|utea com adicdo da gonadotrofina coridnica equina (eCG). A gonadotrofina, administrada
48 horas antes da retirada do progestageno, permite uma melhor sincronizacdo da ocorrén-
cia do estro e da ovulagao. Além disso, a gonadotrofina pode aumentar a taxa de ovulagao
apods os tratamentos de sincronizacao do estro (Freitas et al., 2004). No entanto, o uso da
eCG deve ser feito com cautela, pois ja foi verificado que a aplicacdo dessa por varias vezes
causa a aparicao de anticorpos anti-eCG; fendmeno responsavel pela ocorréncia de estros
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tardios e consequente queda na taxa de fertilidade pds-IA, devido a realizacao da IATF
precocemente (Baril et al., 1996). Assim, recomenda-se o uso de um tratamento proges-
tageno de 10 ou 11 dias, associado a injecdes intramusculares de um luteolitico e de eCG
(Figura 1). Estima-se que esse tratamento resulte em uma taxa de fertilidade ao parto de
60% apds uma Unica IA com sémen congelado/descongelado realizada entre 43 e 45 horas
apos a retirada do progestageno.

Dia 0 Dia 9 Dia 11
| I |
r Colocagao do ¢ Injecdes de luteolitico Retirada do x
progestageno +eCG progestageno

Figura 1. Esquema do protocolo hormonal de sincroniza¢édo do estro e da ovulagdo em cabras.
eCG = gonadotrofina coridnica equina.

Producao in vivo de embrioes

Por meio de algumas biotécnicas, pode-se aumentar a selecao de animais geneticamente
superiores e também diminuir o intervalo entre geracdes. No caso da producao in vivo de
embrides, também denominada multipla ovulacdo e transferéncia de embrides (Mote), é
possivel explorar o potencial genético tanto do macho quanto da fémea. Para a execugao
bem-sucedida dessa técnica, é necessario seguir a risca as diversas etapas descritas a seguir.

Sincronizacao e superovulacao das cabras doadoras

Os tratamentos de sincronizagdo do estro sdo basicamente aqueles apresentados no item
anterior, ou seja, um periodo de 10 a 11 dias de impregnacdo com progestadgeno associado
a uma injecdo de luteolitico 48 horas antes da remocao da fonte de progestageno (esponja
vaginal ou CIDR). No entanto, no caso da Mote, torna-se necessario uma estimulagao ova-
riana com o intuito de elevar a resposta ovulatéria das doadoras de embrides, a qual quase
sempre é realizada pelo uso do horménio foliculo estimulante (FSH).

Estudos comparativos mostraram a eficiéncia de extratos hipofisarios suinos (pFSH) e ovi-
nos (oFSH) em produc¢ao de embrides morfologicamente vidveis para transferéncia. Porém,
em razao de suas curtas meias-vidas, essas gonadotrofinas necessitam ser aplicadas em
regime sequencial, ou seja, seis injecdes em doses decrescentes com 12 horas de intervalo
nos ultimos 3 dias de tratamento progestageno. Extratos purificados de pFSH, tais como
Folltropin (Vetrepharm, Canada) ou Pluset (Calier, Espanha), estdo disponiveis no mercado
nacional e no Laboratério de Fisiologia e Controle da Reprodugdo’, com esses tratamentos,
ja foram obtidos resultados favoraveis referentes ao nimero de ovulagdes e de embrides
transferiveis (Lima-Verde et al., 2003; Lopes Junior et al., 2006).

' Disponivel em: <www.uece.br/lfcr>.
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Deve-se ter cautela com uma resposta muito elevada ao tratamento de superovulacao, pois
existe uma correlacdo negativa entre o nimero elevado de ovula¢bes (>15 corpos liteos) e o
numero de embridées morfologicamente vidveis. Esse resultado é possivelmente devidoa uma
falha na fecundacéao resultante da dificuldade no transporte dos espermatozoides através da
cérvice (Baril et al., 1993). Contudo, para amenizar o problema, recomenda-se que o sémen
seja depositado diretamente no lumen do Utero por meio de IA guiada por laparoscopia.

Outro grave problema com o uso da superovulacdo em caprinos é a regressao prematura
de corpos luteos. Essa condicdo estd associada com o retorno precoce ao estro, e também
se acredita que ela provoca o transporte anormal de estruturas embrionarias na tuba ute-
rina, o que causa uma baixa taxa de coleta de embri6es, geralmente de baixa qualidade.
A secrecao de PGF, endogena € o fator responsavel pela regressao prematura dos cor-
pos luteos nas fémeas doadoras. A utilizacdo de um antagonista das prostaglandinas, a
flunixina meglumina, reduz significativamente o nimero de cabras com esse problema.
Essa substancia deve ser administrada na dose de 1,1 mg kg™ de peso vivo, durante 3 dias
consecutivos, em intervalos de 24 horas, a partir das 72 horas ap6s o final do tratamento
com progestageno (Lopes Junior et al., 2004). Assim, esse procedimento eleva o numero de
operacOes para a obtencdo de embrides viaveis e, por consequéncia, o custo do processo.

Fecundacao das cabras doadoras

Para que as fémeas doadoras de embrides sejam fecundadas com sucesso, é fundamental
gue haja um numero vidvel de esperrmatozoides moveis dentro do trato genital no mo-
mento apropriado. Outro fator importante é o sincronismo entre o momento da IA e das
ovulacées. Embora a monta natural possa ser utilizada, acredita-se que para um completo
aproveitamento das vantagens das biotécnicas da reproducdo, torna-se essencial a aplica-
¢ao da |A com uso do sémen de reprodutores comprovadamente férteis e melhoradores.

A |A é uma biotécnica largamente difundida. E caracterizada como um método eficaz, uma
vez que permite disseminar o material genético do macho em pouco tempo, pois uma
Unica ejaculacdo pode produzir dezenas de doses de sémen, o que resulta na fecundacao
de varias fémeas. Em caprinos, a IA de fémeas doadoras pode ser realizada pelo método
transvaginal, com auxilio de espéculo, ou intrauterino, guiado por laparoscopia (Figura 2).
No caso do método transvaginal, recomenda-se realizar uma IA no momento de inicio do
estro e outra 24 horas depois. J4 no caso da laparoscopia, € indicado realizar a IA de 20 a
24 horas apds o inicio do estro.

Coleta de embrides

A coleta de embrides é uma etapa muito importante nos programas de Mote. A coleta
pode ser realizada pelos métodos cirtrgico (laparotomia), semicirurgico (laparoscopia) e
nao cirdrgico (transcervical).
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Figura 2. Detalhe da inseminacéao artificial (IA) guiada por laparoscopia em cabras doadoras de embrides: corno
uterino (1) sendo puncionado pela agulha (2) da pipeta de IA com a dose de sémen.

A laparotomia permite que os embrides sejam obtidos com éxito tanto da tuba uterina
(a partir do 3° ou 4° dia do ciclo) como do corno uterino (a partir do 5° dia). Para sua realiza-
¢ao, é necessario que as fémeas estejam em jejum hidrico e alimentar de 24 horas. A cabra
doadora é submetida a anestesia geral e contida em maca apropriada com inclinagdo an-
teroposterior de 30° a 45°. O trato genital é exteriorizado e a contagem dos corpos luteos é
realizada, tornando possivel avaliar a eficiéncia do tratamento superovulatério. A lavagem
uterina é realizada através da infusao de uma solucao salina tampdo fosfato (PBS) a 37 °C,
que é injetada por seringa no limen do corno uterino e coletada préoximo a juncdo Utero-
-tubdrica (Figura 3). Com uso dessa técnica, € possivel coletar mais de 80% das estruturas
(embrides ou 06citos nao fecundados) presentes no utero.

Com intuito de diminuir os efeitos deletérios da coleta por laparotomia, foi desenvolvida
a técnica semicirurgia ou guiada por laparoscopia. Porém, essa técnica exige mao de obra
qualificada e uso de equipamentos de custo elevado (endoscépio, fonte de luz fria, etc.).
A fémea é anestesiada e colocada em decubito dorsal como na laparotomia. Porém, ao
invés da incisdo, sao realizadas punc¢des. Uma primeira puncao, realizada de 4 cm a 5 cm
cranial ao Ubere e 10 cm a esquerda da linha alba, permite o posicionamento do trocarte,

Foto: Vicente José de Figueirédo Freitas
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Figura 3. Detalhe da coleta de embrides por laparotomia em cabras: cabra doadora € anestesiada, contida em
maca apropriada e manipulada pelos operadores (A); introdugdo do meio de coleta com uma seringa de 20 mL (1) e
recuperagao do meio em um cateter inserido na juncao Utero-tubarica (2) (B), observa-se alguns corpos luteos (setas
brancas).

que recebe o endoscépio. Apos insuflacdo de ar filtrado na cavidade abdominal, um segun-
do trocarte é posicionado a mesma altura do primeiro e préoximo a linha alba. Através dessa
puncao é possivel introduzir uma pin¢a de manipulagdo. Um terceiro trocarte é colocado
proximo a linha alba para permitir a passagem de uma sonda de trés vias. Um baldo fixado
sobre a sonda é inflado para obstruir a luz uterina e o meio de coleta é injetado para dentro
do corno uterino. A pressao criada no corno uterino permite o retorno do meio pelo cate-
ter. A colheita de embrides sob controle laparoscépico pode ser realizada por vérias vezes
na mesma doadora sem efeito sobre a taxa de colheita, que pode variar de 60% a 70% (Baril
etal, 1993).

Em caprinos, a coleta de embrides através da cérvice ndo é largamente empregada em
razdo da dificuldade em alcancar os cornos uterinos. Todavia, com o objetivo de transpor as
barreiras inerentes as aderéncias do sistema reprodutor, minimizar custos com equipamen-
tos sofisticados e com mao de obra especializada, bem como pela necessidade de assegu-
rar a coleta de embrides em uma mesma doadora por diversas vezes, foram desenvolvidas
pesquisas visando aperfeicoar essa metodologia. Neste ambito, vale salientar os trabalhos
realizados pelo grupo do Dr. Jeferson Fonseca (Embrapa Caprinos). Nesse método, as ca-
bras, com a regido perineal bem higienizada, recebem uma injecao de luteolitico 12 horas
antes da coleta. Alguns minutos antes da coleta, realizam-se inje¢des de acepromazina a
1% por via intramuscular e de cloridrato de lidocaina a 2%, por via epidural, antes da co-
locacdo do espéculo vaginal. Duas pingas de Pozzi sdo colocadas lateralmente a abertura
cervical. Depois da imobilizagdao do colo do Utero, com o auxilio de uma pinga Allis (26 cm),
uma gaze estéril embebida em com lidocaina a 2% é introduzida ventralmente a abertura
cervical e ¢ mantida no local durante todo o procedimento. Depois de inserir um dilatador
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na abertura cervical, o cateter para coleta é passado pelos anéis com auxilio de um man-
dril de metal e dirigido para um dos cornos uterinos. O circuito é ligado ao cateter, e uma
seringa de 60 mL é conectada a esse dispositivo para controlar o volume de meio de coleta
inserido em cada corno uterino. Com esse método, aproximadamente 80% das estruturas
presentes no Utero sdo coletadas (Fonseca et al., 2013).

Producao in vitro de embrides

Apos a IA e a Mote, a producao in vitro de embrides (Pive) representa a terceira geragao
de biotécnicas da reproducao animal. A Pive envolve quatro etapas principais: a coleta de
oocitos a partir de grandes foliculos antrais, a maturacao in vitro (MIV) desses odcitos, a
fecundacao in vitro (FIV) dos odcitos maturados e o cultivo in vitro (CIV) dos embrides até
o estadio de blastocisto, quando esses poderdo ser eficientemente criopreservados ou
transferidos para o Utero de fémeas receptoras sincronizadas (Figura 4).

A Pive possui como vantagens a confiabilidade, reprodutibilidade, possibilidade de utilizar
odcitos de fémeas estimuladas hormonalmente ou ndo, além do uso de doadoras pré-
-puberes, senis, prenhes ou mesmo post mortem. Finalmente, um sistema eficiente de Pive
é essencial para o desenvolvimento de outras biotecnologias, como clonagem e transgéne-
se, que serao discutidas posteriormente. A técnica é extremamente versatil e, por isso, vem
sendo intensamente estudada nos ultimos anos. Entretanto, as taxas de sucesso ainda sao

Coleta de oécitos em /-
cabras geneticamente |
superiores E }
|

N

Maturacao dos odcitos e Cultivo dos embrides
fecundacgcao com sémen por 7 dias
de bodes superiores

Transferéncia dos embrices
para receptoras comuns

Figura 4. Esquema de um programa de melhoramento genético em caprinos pelo uso da produgéo in vitro de
embrides (Pive).
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bem inferiores em comparagao aos embrides produzidos in vivo ou aqueles produzidos in
vitro na espécie bovina, na qual a biotécnica estd muito bem estabelecida.

Coleta de odcitos

Em caprinos, oécitos imaturos podem ser obtidos a partir de ovarios de abatedouro ou
de animais vivos. Os ovarios de abatedouro podem representar uma fonte de grande nu-
mero de odcitos de relativo baixo custo. Essas estruturas, obtidas de fémeas de origem
desconhecida, sdo importantes para fins cientificos, pois possibilitam estudar e estabelecer
protocolos mais eficientes. Entretanto, no Brasil, o nUmero de cabras abatidas legalmente
ainda é reduzido e, consequentemente, torna-se dificil conduzir experimentos impactan-
tes utilizando essa fonte de odcitos. Dessa forma, a coleta de o6citos em fémeas vivas é a
opgao mais viavel. Além disso, a utilizacdo comercial da Pive sé fara sentido em fémeas de
alto valor genético e/ou econémico.

O Laboratdrio de Fisiologia e Controle da Reproducao vem obtendo resultados animadores
(Souza-Fabjan et al., 2013) utilizando a coleta de odcitos por laparoscopia (COL). Esse pro-
cedimento é menos estressante para o animal, requer menos tempo que a laparotomia e
pode ser repetido sem afetar o estado reprodutivo da doadora e a producao de odcitos. Para
esse procedimento, as fémeas doadoras sao submetidas a um jejum prévio de 24 a 36 horas
e colocadas em uma maca de contencao apropriada. Sob observacao laparoscépica, sao
visualizados os ovdrios, e os foliculos sdo puncionados utilizando uma agulha montada
em um guia, conectada a um tubo de colheita e a um sistema de vacuo. Os foliculos entre
2 mm e 6 mm de didmetro sdao puncionados, mas aqueles maiores de 6 mm, que estejam
evidenciando sinais de atresia ou escurecidos, devem ser desprezados. Para um técnico
experiente, o procedimento leva de 10 a 20 minutos por fémea, o que permite uma colheita
de mais de 100 od6citos em uma sessao de 2 a 3 horas.

A integridade dos complexos cumulus odécito (CCOs) é usualmente definida pelo nimero de
camadas de células do cumulus e homogeneidade do ooplasma. Para respeitar a integrida-
de dos CCOs e otimizar a taxa de colheita, o material utilizado e as condi¢des de aspiracao
aplicadas durante a COL sao essenciais (Figura 5). O Laboratério de Fisiologia e Controle da
Reproducao utiliza agulhas de 22 G e a pressao de vacuo conectada a agulha entre 30 mmHg
e 35 mmHg, obtendo uma taxa média de coleta 75% (Souza-Fabjan et al., 2013).

Maturacao in vitro

A maturacao in vitro (MIV) do oécito deve prover o recomeco da meiose e sua progressao
até o estadio em que esse vai estar apto a ser fecundado, em metéfase I, apds a extrusdo
do primeiro corpusculo polar. Dessa forma, o resultado da MIV depende tanto da qualidade
intrinseca dos odcitos imaturos, quanto das condicbes in vitro da maturacado, que podem
modular a competéncia final do odcito apds MIV (Souza-Fabjan et al., 2014b).
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Figura 5. Etapas da coleta oocitaria por laparoscopia (COL) em caprinos: campo operatorio e posicionamento dos
trocartes para introdugdo do endoscépio, guia para agulha de puncao e pinga de manipulagéo (A); detalhe do mo-
mento da puncao folicular (B); complexos cumulus oécitos (CCOs) obtidos (elevado nimero de odcitos com poucas
camadas de células do cumulus) (C).

Com relagao as condi¢des fisicas da MIV, a literatura ndo varia muito: a MIV deve ser reali-
zada incubando grandes grupos de CCOs em placas de quatro pogos, com 500 puL de meio,
em estufa de 5% CO,, entre 38 °C e 39 °C, por 22 a 27 horas.

A etapa de MIV é normalmente realizada utilizando meios de cultivo complexos, enriqueci-
dos com aminoacidos e glicose, suplementados com hormaonios e soro sanguineo inativa-
do. Em geral, o meio mais utilizado para pequenos ruminantes é o TCM-199 suplementado
com FSH (de origem porcina ou ovina), LH, estradiol, 10% de soro fetal bovino (SFB) ou
soro de cabra/ovelha em estro. Entretanto, todos esses componentes complexos tém falta
de reprodutibilidade, ja que eles apresentam elevadas variagcdes quimicas. Dessa forma,
existe uma tendéncia mundial em utilizarem-se meios mais definidos. Essas condicbes de
maturacdo simplificadas forneceram bons resultados em termos de taxas de clivagem e
desenvolvimento para CCOs oriundos de ovarios de abatedouro. Entretanto, foi recente-
mente demonstrado que os CCOs oriundos de COL possuem requerimentos diferentes
durante a MIV e meios mais complexos seriam necessarios para alcancar altas taxas de Pive
(Souza-Fabjan et al., 2014c).

Fecundacéo in vitro

Na fecundacao in vitro (FIV) em caprinos, tanto o sémen fresco quanto o congelado/descon-
gelado podem ser utilizados para fecundar os o6citos maturados. As taxas de FIV ap6s aplica-
¢ao de diferentes técnicas de selecdo, como gradiente de Percoll ou Swim-up, nao diferiram
significativamente em pequenos ruminantes (Souza-Fabjan et al., 2014b). Alguns autores su-
gerem que é possivel utilizar procedimentos similares a FIV bovina para pequenos ruminan-
tes com minimas modificacdes, principalmente durante a capacitacdo espermética e o meio
de cultivo, como reducao da forca de centrifugacao e adicdo de soro de ovelha em estro (Cox;
Alfaro, 2007). Foi recentemente demonstrado que o nimero de blastocistos obtido a partir
de CCOs fecundados na presenca de 5 ug mL" de heparina foi maior do que aqueles sem
heparina, sugerindo que esse meio eleva a capacitacao de espermatozoides caprinos con-
gelados/descongelados. As concentracdes variam de 1 a 3,5 x 10° espermatozoides por mL

Fotos: Vicente José de Figueirédo Freitas
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em interagao com odcitos por 16 a 20 horas em estufa com 5% CO, e temperatura entre 38 °C
e 39°C (Souza et al., 2013).

Cultivo in vitro

Apos a FlIV, os possiveis zigotos sao removidos do meio e colocados no cultivo in vitro
(CIV) em condicoes que lhes permitam desenvolver-se até o estadio de blastocisto. J4 foi
relatado que — enquanto as taxas de sucesso na Pive com relacdo ao nimero de blasto-
cistos dependem da qualidade intrinseca do odcito e das condi¢ées de maturacao - a
qualidade dos blastocistos resultantes esta mais relacionada as condi¢ées encontradas
durante o inicio do CIV. Embora diferentes meios de cultivo ja tenham sido utilizados
com sucesso em pequenos ruminantes, o fluido sintético do oviduto (SOF) tem sido o
mais amplamente difundido e empregado durante o CIV. Para garantir o confinamento
embrionario, o que facilita a acdo dos fatores autdcrinos, os embrides sdo normalmente
cultivados em gotas de meio cobertas por 6leo mineral, em proporcao de 1 uL por em-
brido (Paramio, 2010).

Meios de cultivo embriondrio sao usualmente suplementados com varias fontes proteicas
(albumina sérica bovina, BSA, SFB e fatores de crescimento), embora essas substancias
possam estar associadas a sindrome da cria grande em diversas espécies, incluindo peque-
nos ruminantes. Além disso, o soro pode induzir diferencas fisiolédgicas e morfoldgicas em
embrides. Dessa forma, um meio quimicamente definido para o cultivo de embrides de
FIV pode permitir driblar alguns dos inconvenientes do uso de aditivos biolégicos, como
o soro. Todavia, resultados de estudos utilizando somente meios definidos ainda resultam
em baixo desenvolvimento. Um ponto importante a ndo ser negligenciado é que para o CIV
de embrides caprinos € essencial utilizar uma mistura de gases (5% CO,, 5% O, e 90% N.) e
temperatura entre 38 °C e 39 °C.

Criopreservacao de embrides

Na espécie caprina, como nas demais espécies de producdo, a criopreservacao de embrides
apresenta vantagens econémicas e genéticas nao negligenciaveis. Essa técnica permite
preservar ragas em vias de extingao, fazer a manutencdo e a estocagem da biodiversidade
em um banco de germoplasma e transportar material genético com mais facilidade do
que com animais vivos, pois evita a perda de animais geneticamente importantes durante
o transporte, o que reduz o risco sanitario e permite uma comercializagcdo mais facil e com
menos custos. A criopreservacao de embrides amplia as possibilidades do comércio inter-
nacional de genética, situagao muito importante na atualidade para a espécie caprina, a
qual pode ter seus embrides criopreservados basicamente por dois métodos: a congelacdo
classica (lenta) e a vitrificacao.
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Congelagao classica

Os protocolos mais difundidos mundialmente sdo aqueles com uso da congelagao classica,
gue necessitam de equipamentos programaveis, de custo elevado para serem adquiridos.
Essa técnica de congelagao tem por principio o equilibrio progressivo entre os crioproteto-
res e o compartimento liquido do embrido.

Os crioprotetores ja testados em pequenos ruminantes foram: glicerol, etilenoglicol, dime-
tilsulfoxido e o propanodiol. Nos dias atuais, o etilenoglicol é o crioprotetor de eleicao,
com elevadas taxas de sobrevivéncia embrionaria, aproximando-se daquelas obtidas com
embrides frescos. A criopreservagdo deve ser utilizada nos embrides em estadio de moérula
compacta até blastocisto expandido. Essa sugestdo decorre ndo apenas da obtengdo de
uma maior sobrevivéncia apds inovulagdo, mas particularmente da importancia da integri-
dade da zona pelucida para seguranca sanitaria da transferéncia.

A mistura do etilenoglicol ao meio de conservacao (PBS + 0,4% de BSA) provoca aumen-
to na pressdo osmética. Para uma adaptacdo gradual, os embrides sao submetidos, de
modo sucessivo e durante 5 minutos, a banhos de meio de congelagdo em concentrages
crescentes de etilenoglicol: 0,5 M, 1,0 M e 1,5 M. Apods o ultimo banho, os embrides sao
acondicionados em palhetas de polipropileno de 0,25 mL. Realizada a etapa de acondicio-
namento, as palhetas sdo colocadas em congelador programavel para realizar as seguintes
etapas de congelacéo: resfriamento, cristalizacao (seeding), nova reducao de temperatura
e, finalmente, imersao da palheta no nitrogénio liquido. O primeiro resfriamento é feito a
3 °C min' até a temperatura de -7 °C, que deve ser mantida por 10 minutos. Na metade
desse periodo, deve ser realizada a cristalizacao e, logo em seguida, inicia-se um novo res-
friamento (0,3 °C min™) até obter-se a temperatura de -35 °C. Atingindo essa temperatura,
as palhetas podem ser imersas no nitrogénio liquido. Todo esse processo de congelacao é
monitorado por uma curva previamente estabelecida. Atualmente, no mercado nacional,
sdo encontrados excelentes equipamentos para congelagdo programavel de embrides, o
que evita a dependéncia de equipamentos importados.

A descongelacado da palheta contendo os embries é realizada por passagem de 5 s no
ar e depois 15 s na dgua de 20 °C a 25 °C. Apds a descongelacdo, é necessaria a retirada
do crioprotetor pela passagem sucessiva dos embrides em concentragdes decrescentes
(1,5M,1,0M,0,5M e 0) em intervalos de 5 minutos. Outra opg¢éo é descongelar e colocar os
embrides em um primeiro banho de PBS + 0,25 M de sacarose por 10 minutos e logo depois
um segundo banho em solu¢do de PBS por 5 minutos. Neste ultimo banho, os embribes a
serem transferidos sao avaliados. No caso da transferéncia direta, a palheta contendo os
dois embrides é descongelada, e eles sdo transferidos sem a necessidade de reexaminar ou
eliminar o crioprotetor.
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Vitrificacao

Este procedimento é vantajoso em razdo da simplicidade e da rapidez na execucao. Dessa
forma, um numero crescente de laboratérios vem somando esforcos para que o método
se torne rotineiro. A vitrificacdo é uma técnica rapida, que ndo necessita de equipamentos

caros. Nela, os embrides podem ser vitrificados a medida que sdo colhidos e, portanto, ndo
ficam esperando, como acontece com a congelacao classica.

A vitrificacdo, diferentemente da congelacao lenta, é uma técnica de “nao equilibrio”. Com
essa técnica, evita-se ao maximo a formacao de cristais de gelo durante o resfriamento,
transformando a fase liquida do citoplasma celular em fase sélida amorfa, também de-
nominada de estado vitreo. Isso é possivel com uso de crioprotetores em concentracbes
muito elevadas (6,0 M a 7,5 M) com velocidades rapidas para resfriamento e aquecimento,
o que induz a uma forte viscosidade do meio. No entanto, a necessidade de elevadas con-
centragdes de crioprotetores é altamente téxica para os embrides. O tempo de passagem
em cada um dos banhos, sobretudo no ultimo, é critico. A desidratacdo do embrido deve
parar em um tempo preciso, dependendo da velocidade de difusdo dos crioprotetores, de
suas concentracdes e da temperatura de incubacao. Para alcancar o resultado esperado,
€ necessario respeitar esses tempos e contar com um operador experiente e habilidoso.
A técnica de vitrificacdo é classicamente utilizada em estudos experimentais. No que diz
respeito a aplicacdo pratica, os estudos sao escassos, mas com resultados encorajadores
(Araujo-Lemos et al., 2014).

Transferéncia de embrioes

A transferéncia de embrides propriamente dita, ou inovulacao, consiste na deposicao do
embrido no Utero da fémea receptora, que pode ser feita pelo ato cirurgico (laparotomia),
semicirdrgico (laparoscopia) ou transcervical. Todos os trés métodos sao utilizados, embora
a laparoscopia e o método transcervical sdo mais indicados por ndo produzirem aderéncias
poés-cirurgicas (Fonseca et al., 2016).

Na laparotomia, a receptora é anestesiada e faz-se uma incisdo na linha alba. Os cornos
uterinos sao expostos e aquele ipsilateral ao ovario, com pelo menos uma ovulacao, é
puncionado préximo a juncao utero-tubarica para a introducao de um cateter contento os
embrides. Embora muito utilizada no inicio das pesquisas com transferéncia de embrides,
essa técnica tende a ndo ser mais utilizada, devido a ocorréncia de aderéncias pés-cirurgi-
cas que surgem com a repeticao dos procedimentos (Freitas et al., 2014).

Na inovulagao por laparoscopia, a receptora é anestesiada e colocada em decubito dorsal
em maca apropriada para a realizacdao de uma puncdo no abdémen para a introducao do
laparoscopio e avaliagdo da resposta ovulatéria da receptora. Em seguida, é realizada uma
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pequena incisao por onde sera exposto parte do corno uterino, préximo a juncao Utero-
-tubdrica, e onde serdo depositados os embrides (Lopes Junior et al., 2005).

Finalmente, o método de inovulacao pela via transcervical consiste no tracionamento da
cérvice para a porcdo anterior da vagina. A receptora é preparada para uma coleta de em-
brides, e um cateter com os embrides é colocado no 6stio cervical, ultrapassando os anéis
cervicais. Por sua praticidade, bem-estar animal e uma taxa de paricdao que pode ser de até
50%, esse método deveria ser mais estudado para que seja estabelecido como padrdo em
caprinos (Fonseca et al.,, 2014).

A sobrevivéncia embriondria pds-inovulagédo é influenciada por varios fatores e, dentre eles,
podem ser citados: a condicao corporal e taxa de ovulacdo das receptoras, o nimero de
embrides transferidos, o estadio de desenvolvimento dos embrides, o local de inovulacao
e o sincronismo entre o estadio de desenvolvimento dos embrides e o dia do ciclo estral da
receptora (Freitas et al., 2014).

Diagnostico precoce de prenhez

Uma grande variedade de técnicas tem sido proposta para o diagnéstico de prenhez,
como: radiografia, dosagem de progesterona e proteinas associadas a prenhez; porém, a
que relne mais vantagens &, sem duvida, a ultrassonografia. Em caprinos, essa biotécnica
vem se tornando cada vez mais frequente e essencial para incrementar as boas praticas
de manejo do rebanho, como modificar a alimentacao das fémeas conforme o estadio de
prenhez, prever a data precisa do parto, determinar a quantidade e viabilidade fetal, além
da determinacao do sexo fetal.

A ultrassonografia em tempo real é uma técnica nao invasiva e acurada recorrentemente
utilizada para o diagnéstico de prenhez em caprinos. A evolucao dos equipamentos ultras-
sonograficos tem propiciado uma riqueza de detalhes nas imagens e do desenvolvimento
fetal (Oliveira et al., 2014). No exame ultrassonografico do trato reprodutor de caprinos,
pode-se utilizar trés tipos de transdutores: convexo transabdominal, linear transretal e
setorial transvaginal. Para o diagnostico precoce de prenhez, é necessario o uso de um
transdutor linear transretal de 6 MHz a 8 MHz. Devido as particularidades anatomicas das
cabras, utiliza-se um dispositivo para adequar a sonda transretal. Antes da introdugdo da
sonda, realiza-se a retirada das fezes para evitar interferéncias na imagem.

O procedimento é realizado com a cabra em estacao, e a bexiga urinaria é usada como guia
para localizagao uterina. Em seguida, a sonda deve ser inserida quase perpendicular a pare-
de abdominal. O escaneamento deve ser realizado no sentido horério de 90° e anti-horario
de 180° para localizacdo do utero e dos cornos uterinos. Dessa forma, é possivel realizar
o diagnéstico de prenhez a partir do 20 dia pds-IA. No entanto, nesse periodo, a acura-
cia ainda é baixa, pois apenas o saco gestacional (estrutura anecoica circular ou eliptica
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localizada no limen do utero) poderd ser visualizado (Figura 6A). A partir do 40° dia de
gestacao, o feto ja estd bem desenvolvido e é possivel realizar a contagem fetal. Asimagens
dos placentomas sao visualizadas como pequenos nédulos ecogénicos de 0,7 cm, progre-
dindo para forma de “C" ou “O” ecogénicos (Figura 6B) com o decorrer da prenhez (Medan
etal,, 2004). Além da facil visualizacdo dos placentomas, a calcificacdo das estruturas ésseas
do feto facilita a visualizagdo, pois pode-se identificar o cranio, as costelas, a coluna verte-
bral e os 0ssos longos.

Figura 6. Imagens ultrassonograficas do diagndstico precoce de prenhez em caprinos: saco gestacional por volta
dos 25 dias (A); placentomas em forma de “C” aos 60 dias (B).

Fonte: Medan et al. (2004).

Transgénese e clonagem

Entre as modernas biotécnicas usadas em animais, a transgénese teve um avanco importan-
te. Transgénese pode ser definida como uma modificacdo da informagao genética de um
organismo por meio de técnicas de DNA recombinante. A producdo de animais domésticos
transgénicos, que possuam DNA exdégeno incorporado de modo estavel em seu genoma,
e, portanto, transmitindo o “transgene” a sua descendéncia por heranca mendeliana, pode
apresentar varias aplicagoes. Além do interesse ébvio para o estudo de genes e sua regu-
lacédo, a tecnologia de animais transgénicos tem sido proposta como método de acelerar
o melhoramento do rebanho, pela introducao de novos genes ou modificacao de genes
enddgenos que regulam caracteristicas de importancia econdmica (Melo et al., 2007).

A tecnologia do DNA recombinante causou uma revolugdo na producdo de proteinas de
acao terapéutica. Proteinas humanas sdo bastante utilizadas em medicina ha muitos anos,
mas sua disponibilidade é limitada e, atualmente, obtida por sistemas de cultivo bacteriano
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ou células de mamiferos. Dessa forma, o uso de animais transgénicos como biorreatores
apresenta-se como uma alternativa interessante a esses sistemas. Dessa forma, animais
transgénicos podem ser fonte praticamente ilimitada de proteinas estaveis, ativas e pro-
cessadas corretamente para uso clinico a custos mais baixos.

Ao contrario do que a maioria da comunidade pensava sobre a clonagem, a ideia inicial
desta técnica ndo foi a producdo de animais geneticamente idénticos para aplicacdo
comercial. Na realidade, o nascimento da ovelha Dolly significou o desenvolvimento de
uma nova metodologia para a obtencdo de animais transgénicos (Wilmut et al., 1997). Tal
afirmativa poéde ser comprovada pelo nascimento da ovelha Polly, produzida a partir de
células transfectadas com gene para a producdo do Fator IX de coagulagdo humano no
leite (Schnieke et al., 1997).

O primeiro passo para a producao de um animal transgénico é a obtencdo da construcdo
de DNA, a qual terd como objetivo a expressao da proteina em um determinado tecido.
No caso da espécie caprina, a expressao é quase sempre direcionada para a glandula ma-
maria e com a posterior secrecao da proteina recombinante no leite durante a lactacéo.
As metodologias utilizadas para a producdo de caprinos transgénicos sao basicamente:
a microinjecao da construcao de DNA em embribes pré-nucleares, a transferéncia nuclear
de células somaticas (TNCS) ou a técnica de CRISPR/Cas9. Freitas et al. (2012) obtiveram
0 nascimento dos primeiros caprinos transgénicos no Brasil, utilizando a técnica de mi-
croinjecao pré-nuclear (Figura 7). Esses animais expressam no leite o fator estimulante de
coldnia de granulécitos humano (hG-CSF) em elevada concentracao (> 600 ug mL" de leite)
durante a lactacao induzida (Moura et al., 2013) e ambos os fundadores (um macho e uma
fémea) demonstraram ser férteis e transmitiram o transgene a sua progénie (Batista et al.,
2014).

Quanto ao uso da TNCS, uma das peculiaridades que agrega forca a técnica como ferra-
menta para a transgénese é o fato de que a construcao de DNA pode ser introduzida nas
células em cultivo, permitindo a selecdo com marcadores de clones celulares que realmen-
te integraram a sequéncia de interesse no genoma. Usando essa técnica, também no Brasil,
pesquisadores obtiveram caprinos transgénicos para glucocerebrosidase (Oliveira, 2015).
A TNCS também pode ser uma ferramenta aliada da transgénese quando, a partir de um
animal transgénico fundador, pode-se utilizar a técnica no intuito de realizar a clonagem
do mesmo animal, como ja descrito no Brasil por Pereira et al. (2013).

O sistema CRISPR/Cas9 foi descrito em Escherichia coli como séries de pequenas repeti-
¢Oes palindrémicas interespacadas por sequéncias curtas, e depois, associadas ao sistema
imune bacteriano. Posteriormente, o sistema foi aplicado pela primeira vez para a edicdo
de genoma em células de mamiferos (Cong et al., 2013). Desde entdo, diversas aplicagdes
dessa tecnologia ja foram empregadas com sucesso. Em caprinos, Wang et al. (2016) publi-
caram o primeiro relato de animais geneticamente modificados pelo uso da técnica.
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Figura 7. Caprinos transgénicos obtidos por microinjegéo pré-nuclear: momento da microinjecao do transgene em
embrides recém-fecundados no estadio proé-nuclear (A); fémea transgénica fundadora (B); macho transgénico fun-
dador (C).

Consideracgoes finais

O uso de biotécnicas aplicadas a reproducao pode trazer inimeros beneficios a exploracao
produtiva da espécie caprina. Além disso, odcitos e embrides caprinos podem ser manipu-
lados e criopreservados com intuito de aumentar o nimero de crias de animais genetica-
mente superiores ou para formacédo de bancos de embriées em programas de conservagao
de racas.

Assim, modernas biotécnicas como a clonagem e a transgénese, podem incrementar a
exploracao de caprinos, ja que essa espécie possui caracteristicas peculiares que a indicam
como modelo para uso de tais biotécnicas.
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