Abordagem historica do desenvolvimento das biotécnicas da reproducéo em

ruminantes com énfase em caprinos e ovinos.

Resumo

Caprinos e ovinos sdo animais de producdo que se tornam cada vez mais importantes na
inddstria pecuaria, quer seja no Brasil ou no resto do mundo. Parte importante do sucesso
destas espécies deve-se ao fato que as mesmas sao responsivas ao uso das diferentes
biotécnicas reprodutivas. Assim, esta revisdo tem por objetivo realizar a abordagem histérica
do uso dessas biotécnicas, dando énfase aos aspectos pioneiros, sobretudo os fatos ocorridos
no Brasil.
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Abstract

Goats and sheep are production animals becoming increasingly important in the livestock
industry, whether in Brazil or elsewhere in the world. An important part of the success of
these species is due to the fact that they are responsive to the use of different reproductive
biotechnologies. Thus, this review aims to make a historical approach to the use of these
biotechnologies, emphasizing the pioneering aspects, especially the events in Brazil.
Keywords: goat, sheep, reproduction, biotechnologies.

Inseminacédo Artificial e Sincronizacao do Estro

Foi lwanow, bidlogo russo, quem estabeleceu os principios técnico-cientificos para
0 uso da inseminacdo artificial em diferentes espécies, incluindo a ovina, inicialmente
usando sémen fresco (Iwanow, 1907). Enquanto, Milowanow, cientista russo, na década de
30 usou pela primeira vez a vagina artificial para colheita de sémen em ovinos e formulou
diluidores que deram suporte ao transporte de sémen. Ressalte-se que, nos dias atuais a
inseminacdo artificial (IA), independente de espécie, ainda € a biotécnica da reproducao
que mais impacta o processo produtivo além de contribuir fortemente para o controle de
doencas e a melhoria genética dos rebanhos. No Brasil, na fémea caprina, provavelmente,
as primeiras inseminacdes com sémen congelado-descongelado foram as descritas por
Franca (1981), sequido por Costa et al. (1982) no Estado de Pernambuco, ao usarem cabras
nativas sincronizadas com prostaglandina F, (PGF2,). Ainda, no Brasil, devem-se destacar
as contribuicdes para o conhecimento, o desenvolvimento e a consolidacdo do uso da IA
nas fémeas bovina e ovina, como préatica de manejo reprodutivo, feitas por Souza (1912),
Jorddo (1934; 1936-1937; 1937); Barreto e Mies Filho (1944); Mies Filho e Barreto (1949)
e Mies Filho (1977). Na fémea caprina, o primeiro registro de uso da IA, possivelmente
ocorreu ha, aproximadamente, 82 anos (Benediktovic, 1934) e tem sido bastante usada,
principalmente na Franca. No Brasil o fato data, de 62 anos (Inseminacdo ... 1954;
Machado e Simplicio, 1995). No entanto, apesar de transcorrido mais de meio século a 1A
como técnica de manejo reprodutivo, ainda nao se firmou, independente da forma de uso do
sémen: fresco, resfriado ou congelado. Entende-se que a quase completa auséncia de
organizagdo e gestdo da cadeia produtiva da caprinocultura como atividade inserida no
agroneg6cio ndo é a Unica, mas provavelmente a principal responsavel. Na fémea ovina,
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dentre os fatores responsaveis pelo limitado uso da IA destacam-se a anatomia da cérvice
uterina; a auséncia de uma técnica de inseminacdo eficaz, simples e de baixo custo e a
inexisténcia de técnicas eficazes e seguras para se avaliar a capacidade fecundante da célula
espermatica, antes e apds a congelacdo (Luz et al., 2000). Killen e Caffery (1982), ao
usarem a laparoscopia como técnica de 1A na fémea ovina deram uma grande contribuicéo
para a expansdao do uso desta técnica em nivel de unidade produtiva. A laparoscopia, afora
permitir a suplantacdo da barreira fisica imposta pela condicdo anatémica da cérvice
favorece a reducdo da dose inseminante, mesmo quando se usa espermatozoide sexado,
podendo ser usada independente da época do ano; do regime de manejo; do tipo de estro:
natural, sincronizado ou induzido e da forma de apresentacdo e de preparacdo do sémen
(Luz et al., 2000). No Brasil, as primeiras inseminagdes intra-uterinas feitas na ovelha, com
sémen congelado, por laparoscopia, possivelmente foram as descritas por Artola et al.,
1987; Aguinsky e Canabarro Filho, 1988). Independente da técnica usada, a experiéncia do
inseminador contribui fortemente para se alcancar os resultados compativeis com a
capacidade bioldgica dos individuos, fémea e macho, e com o sistema de exploracdo. Meza
e Ross (2000), ao usarem sémen congelado-descongelado em fémeas caprinas leiteiras,
pluriparas e em estro natural, concluiram que os principais fatores que limitam o sucesso da
técnica € a auséncia de qualificacdo e de experiéncia do inseminador. Certamente, o local
de deposicdo do sémen no sistema genital ndo deve ser negligenciado, pois contribui
diretamente para o aumento da fertilidade ao parto. Este aspecto é fundamental para a
aceitacdo da IA quanto tecnica de manejo reprodutivo e por conseqiiéncia para 0 Seu Uso
amplo com sémen congelado em nivel de rebanho.

Independente de espécie, para o sucesso da IA como técnica de manejo reprodutivo
e como ferramenta auxiliar no melhoramento genético dos rebanhos, € de importancia
fundamental o uso de sémen oriundo de doadores geneticamente testados e aprovados.
Neste contexto, no Brasil, a avaliacdo genética de machos caprinos e ovinos jovens e a
identificacdo daqueles superiores ganham importancia. Também, a necessidade de
intercdmbio de sémen congelado oriundo desses animais, entre os estados, as regides e 0s
paises. Na fémea caprina, a 1A com sémen congelado-descongelado, via cérvice uterina é
uma realidade no Brasil e no mundo. Na fémea ovina, apesar dos resultados animadores
descritos na literatura com relacdo ao sucesso da inseminacgdo pela via transcervical, ainda
existe os desafios da praticidade e da eficacia desta técnica (Halbert et al., 1990; Buckrell et
al., 1994). Ressalte-se que a técnica transcervical, afora contribuir para a reducdo dos
custos operacionais, favorece a massificagdo do uso do sémen congelado-descongelado. A
sincronizacdo do estro nas fémeas dos ruminantes domésticos, geralmente é feita mediante
0 uso de progesterona base e dos progestagenos: - acetato de fluorogestona (FGA); - acetato
de medroxiprogesterona (MAP) e — norgestomet e da PGF,, e seus analogos sintéticos.
Provavelmente, o mais importante marco tecnoldgico por sua praticidade de uso e eficacia,
para 0 sucesso da sincronizacdo do ciclo estral e inducdo do estro e da ovulacdo e, por
consequéncia no uso da IA, na fémea ovina, foi feito por Robinson (1964) ao desenvolver a
técnica da esponja intra-vaginal impregnada com progestageno. A técnica, também, teve
impactos positivos e significativos na ampliacdo e massificacdo do uso da IA, na fémea
caprina no mundo. Avancos substanciais, cientifico e técnico, tém sido feitos quanto ao
momento da IA em associagdo a sincronizacdo hormonal do estro (Freitas et al., 1997).
Esta, além de favorecer o uso da 1A, fortemente contribui para sua massificagdo em nivel
de unidade produtiva.



No Brasil, na fémea bovina a sincronizagdo do estro e da ovulagdo em associagao a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), dispensando a observagdo das fémeas para
ocorréncia de estro clinico ja é realidade como pratica de manejo reprodutivo (Barros et al.,
1998; Ribeiro Filho et al., 2002). Nas fémeas, caprina e ovina, avangos significativos tém
sido feitos no sentido de encurtar o periodo de exposicdo das fémeas aos progestagenos e
tornar a IATF de uso corrente (Menchaca e Rubianes, 2006; Fonseca et al., 2007). Em
regides tropicais, a IATF via cérvice com o uso de sémen criopreservado deve ser feita a
partir das 44 horas em ralagdo ao momento da remocdo da esponja intravaginal,
impregnada com progestageno e aplicagdo intramuscular de gonadotrofina coribnica equina
(eCG) (Machado e Simplicio, 2001). Menchaca e Rubianes (2004) e Menchaca et al. (2006)
tém descritos resultados alvissareiros de fertilidade ao parto com o uso de uma Unica IATF
nas fémeas dos pequenos ruminantes domésticos submetidas a sincronizagdo do estro.
Entende-se que com o estro sincronizado a relagdo custo-beneficio é favoravel quando uma
Unica IATF garante, pelo menos, 60,0% de fertilidade ao parto.

Transferéncia de Embrides

A transferéncia de embrides (TE) é uma biotécnica da reproducdo que quando usada
com critérios, técnico e cientifico contribui, positivamente, para o melhoramento genético
dos rebanhos e a multiplicacdo rapida de animais em via de extincdo. Também, de
individuos geneticamente provados e superiores, contribuindo para a reducdo do intervalo
entre as geracdes por possibilitar a obtencdo de embrides de fémeas puberes e mesmo pré-
puberes como descrito em caprinos (Salles et al., 1998; 2000). A TE com foco na producéo
de embriGes in vivo apresenta alguns desafios, dentre eles a impossibilidade de se prever a
producdo de embries de qualidade e sua repetibilidade. Ainda, a técnica tem sido usada
para controle de doengas, particularmente das viroses (Wolfe et al., 1987). Ressalta-se a
importancia da integridade da zona pellcida para a eficacia e seguranca do processo
(Shisong e Wrathall, 1989). No Brasil, evidencie-se o uso da TE como técnica de controle
da Artrite Encefalite Caprina (CAE) (Castro, 1994; Andrioli-Pinheiro et al., 1996;
Cavalcante et al., 1998).

A possibilidade da transferéncia de embrides na espécie caprina foi demonstrada
nos Estados Unidos por Warwick et al. (1934) e Warwick e Berry (1949). No Brasil, a
primeira experiéncia em caprino foi feita por Chow et al. (1986), em Minas Gerais, ao
transferirem embriGes frescos da raca Branca Alema para receptoras mesticas, redundando
no abortamento de dois fetos, de sexos diferentes, de uma mesma receptora, aos 130 dias de
gestacdo. Entretanto, o nascimento de crias caprinas viaveis oriundas de transferéncias de
embrides frescos ocorreu em 1989, no Estado do Parana (Multiplicacdo ..., 1989) e em
Pernambuco (Wischral et al., 1989). Enquanto, em ovino a primeira inovulacdo foi
conduzida por Selaive-Villaroel e Mies Filho (1979), na Embrapa, em Bagé, no Rio Grande
do Sul. Avancos significativos tém sido feitos em diferentes etapas do processo,
ressaltando-se a escolha das doadoras e receptoras; a sincronizacdo do estro, da ovulacéo e
a superovulacdo das doadoras; as técnicas de colheita e de criopreservacao de embrifes; o
manejo de doadoras e receptoras e na propria técnica de transferéncia (Salles et al., 2002).
Nos pequenos ruminantes domésticos, a colheita é feita seis a oito dias apds o inicio do
estro e é recomendavel jejum hidrico e alimentar, minimo de 24 horas. No Brasil, na fémea
caprina a colheita de embriBes pela via transcervical foi posta em pratica com os resultados
alcancados por Pereira et al. (1998). Ainda no Brasil, Gusméo et al. (2002) descrevem a
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modificacdo da técnica de colheita de embrifes por meio da cérvice ao usarem catéter
desprovido de baldo. No entanto, acredita-se que Salles (2001), fez a diferenca ao
desenvolver a técnica de circuito fechado para a fémea caprina, propiciando assim a
possibilidade da colheita de embries em condi¢gbes de higiene quase que total. A
inovulacdo na cabra deve ser feita com embrides em estadios de morula e de blastocisto e
com a sincronia entre o estadio de desenvolvimento dos embrides e o dia do ciclo estral da
receptora igual ou inferior a 24 horas (Salles et al., 2002; Simplicio et al, 2002). Ainda, a
semi-laparoscopia € a técnica mais usada, por ser pouco invasiva e consequentemente de
menor risco para a receptora, pela praticidade na execucdo e pelo custo (Salles et al., 2002;
Gusméao e Andrade Moura, 2005). A inovula¢do por meio da cérvice foi descrita por Lin et
al. (1979), mas o uso da técnica ainda ndo se tornou rotina. Na fémea ovina, a colheita de
embrides tem sido feita, preferencialmente por laparotomia e laparoscopia e sob anestesia
geral. Geralmente, a laparotomia ndo é repetida mais do que trés vezes (Cordeiro et al.,
2003). No entanto, a colheita pela via transcervical em ovelhas foi reportada com sucesso
(Almeida et al., 2002; Silva et al., 2005). Fato atribuido a contribuicéo significativa feita na
simplificacdo da técnica e ao aumento no numero de técnicos qualificados (Gusmao 2006;
Fonseca et al, 2007). A técnica pode ser executada com o animal em estagédo, sob anestesia
epidural, da cérvice uterina, bem como sob sedagédo leve.

As receptoras devem ser submetidas a avaliacdo técnica, considerando o genotipo e
as caracteristicas reprodutivas, particularmente o historico de fertilidade, o intervalo de
partos e a habilidade materna. Esta caracteristica deve focar a capacidade de parir sem a
interferéncia humana e de criar e desmamar cria(s) com bom desenvolvimento corporal. O
animal deve estar, no minimo, com 60 dias pds-parto, em ganho de peso positivo e com
escore de condicdo corporal (ECC) igual ou superior a 2,5, porém ndo superior a 4,0,
considerando a escala de 1 a 5. E recomendavel que as doadoras e as receptoras sejam
submetidas ao exame ginecologico (Silva e Neves, 1983) e, quando possivel, associa-lo a
ultrassonografia. A condicdo de estresse e a subnutricdo afetam, negativamente, a resposta
guanto a porcentagem de gestacao e de sobrevivéncia dos embrifes como demonstrado por
Mani et al. (1994) na cabra. Observa-se que no transcorrer dos primeiros 40 a 50 dias ap0s
a inovulacdo, a oferta e o consumo de alimentos devem permanecer em nivel de mantenca,
desde que a alimentacdo-nutricdo excessiva nesse periodo pode contribuir, negativamente,
para a fertilidade ao parto. Praticas como vermifugacdo, banho antiparasitario e vacinacao e
mudancas no manejo alimentar e da nutricdo devem ser feitas, pelo menos, com duas a trés
semanas de antecedéncia em relacdo ao inicio da sincronizacdo do estro nas doadoras e
receptoras. Como pratica de manejo reprodutivo ressalte-se que o sucesso da TE depende
de fatores como: a organizacdo e a gestdo da unidade produtiva; o regime de manejo
imposto as doadoras e receptoras, particularmente no tocante ao ambiente e aos manejos
alimentar, da nutricdo e da prevencdo de doencas e promoc¢do da salde; a resposta das
doadoras frente ao desafio gonadotrofico; a porcentagem de fecundacdo das doadoras; as
técnicas de colheita e de inovulacdo; a qualidade dos embrides; a condicdo em que 0s
embrides sao manipulados, isto é, fresco ou criopreservado; a sincronia entre o estadio
reprodutivo das receptoras e a idade dos embrides; a sobrevivéncia dos embrides e a
qualificacdo e experiéncia da equipe técnica.

Producéo e Micromanipulagdo de EmbriGes



O Brasil ocupa a liderangca mundial na producdo de embrides bovinos usando-se a
aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia em associacdo a fecundagéo (FIV) e ao
cultivo (CIV) in vitro. Ressalte-se que, possivelmente, o primeiro protocolo desenvolvido
para maturacdo de odcitos in vitro foi descrito em ovinos por Moor e Trounson (1977).
Mas, é possivel que a primeira cria caprina oriunda de FIV no mundo foi conseguida a
partir de odcitos maturados in vivo (Hanada, 1985). No entanto, o nascimento de crias
caprinas a partir de odcitos maturados e fecundados in vitro seguido de CIV, por sete dias,
ocorreu em 1992 (Crozet et al., 1993). No Brasil, em setembro de 2006 nasceu a primeira
cria ovina obtida a partir da FIV (Pontes, 2006).

Nos pequenos ruminantes domésticos a qualidade, a porcentagem de maturacdo e de
fecundacdo de odcitos e o desenvolvimento e a qualidade dos embries produzidos in vitro
s&o influenciadas por diversos fatores. E de fundamental importancia que o o6cito ao ser
aspirado j& tenha adquirido competéncia meiotica e esta tem sido correlacionada com o
tamanho do foliculo puncionado (Martino et al., 1994a; Crozet et al., 1995). A idade da
doadora; a técnica de aspiracdo dos o0citos; a presenga ou auséncia de células da granulosa;
a presenca e a concentracdo de gonadotrofinas e esteroides nos meios de maturacao,
fecundacdo e cultivo; a temperatura de incubacdo; a fonte de soro sanguineo e sua
concentracdo nos meios de maturacdo, fecundacéo e cultivo e a composicdo do meio de
maturagéo, fecundagéo e cultivo influenciam diretamente no nimero e na morfologia das
estruturas colhidas e na porcentagem de maturacdo alcangada (Martino et al., 1994b;
Pawshe et al., 1994; Thompson et al., 1989; Walker et al., 1989; De Smedt et al., 1992;
Staigmiller e Morr, 1984; Song e Iritani, 1987; Martino et al., 1995; Simplicio et al., 1997).

O periodo de tempo para a completa maturacao in vitro varia com a espécie como
descrito para a ovina (Szo6llosi et al., 1988) e a caprina (Kim et al., 1984; Le Gall et al.,
1992; Keskintepe et al., 1994; Sharma et al., 1996). Restall e Wales (1966) e Tervit et al.
(1972) ao estabelecerem a composicdo quimica do liquido originario das trompas uterinas
deram um grande passo para se viabilizar a preparacdo de meio de cultivo (SOF) que
suportassem o desenvolvimento de embrides bovinos e ovinos do estadio de oito células
para os estadios de morula e blastocisto. Estadios estes em que os embrides sao transferidos
e criopreservados. Brackett e Oliphant (1975) prestaram importante e significativa
contribuicdo ao desenvolverem um meio de capacitacdo para os espermatozdides de coelho.
Este meio serviu de suporte a adaptacGes para a capacitacdo dos espermatozoides de
ruminantes, congelados sob a acdo de diferentes crioprotetores e descongelados (Cox et al.,
1995; Poulin et al., 1996). Em principio, independente da espécie de ruminante, a FIV teve
inicio com odcitos obtidos de ovarios oriundos de abatedouro. No entanto, a aspiracao
folicular in vivo tornou-se uma realidade. Na fémea caprina, a aspiracdo folicular in vivo
tem sido usada a partir de Graff et al. (1995). A colheita de odcitos em animais vivos e
saudaveis, sob controle laparoscépico, pode ser realizada a cada semana, Tabela 1. Com
uso da aspiracao folicular guiada por laparoscopia e posterior MIV, FIC e CIV, Souza-
Fabjan et al (2014) obtiveram os primeiros embrides da raca caprina Canindé, naturalizada
do Nordeste do Brasil. A técnica de aspiracdo folicular guiada por laparoscopia, seguida da
FIV e CIV de zigotos até o estadio de blastocisto favorece se obter um grande nimero de
embrides e, desta forma, aumentar a descendéncia de fémeas geneticamente provadas e
superiores (Freitas e Melo, 2010). Também permite produzir embribes filhos de varios
machos, mas, de uma mesma fémea, dando suporte a testes de progénie. A aspiracdo
folicular guiada por laparoscopia é menos invasiva e mais simples que a colheita de
embrides por laparotomia. A técnica também € eficaz em momentos especificos como a
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pré-puberdade e o inicio da gestacdo, Tabelas 2 e 3. Ressalte-se que, durante esta, a
producdo de embriBes in vivo é impossivel (Baldassarre e Karatzas, 2004; Baldassarre et al.,
2004). Ressalte-se que com este protocolo elimina-se a necessidade do controle da
regressdo precoce de corpo liteo que ocorre numa porcentagem significativa de cabras
superovuladas (Cognié et al, 2003).

A producdo de embrides in vivo e in vitro, particularmente esta, aliada a
criopreservacdo e transferéncia de embrides € muito importante para a preservacao e
multiplicacdo de genotipos, principalmente aqueles em via de extingdo. Também, favorece
o melhoramento genético dos rebanhos por permitir a multiplicagdo rapida dos individuos e
em conseqiiéncia a reducdo do intervalo entre as geragdes. O processo de criopreservacdo
pode contribuir para o desenvolvimento sécio-econdmico da humanidade desde que as
técnicas usadas sejam de execucdo simples, seguras e eficazes e possam ser aplicadas as
espécies, humana e animal. Provavelmente, a primeira cria ovina nascida viva a partir de
embrides congelados foram obtidas por Willadsen et al. (1976). Enquanto, a sobrevivéncia
de embrides caprinos a congelagéo rapida, possivelmente, foi descrita pela primeira vez por
Rao et al. (1988). Yuswiatti e Holtz (1990) descreveram 0 nascimento de crias caprinas
oriundas de embribes produzidos in vivo e vitrificados usando uma solucéo crioprotetora a
base de glicerol e propanediol. O sucesso da vitrificagdo de embrides ovinos e os fatores
que afetam a viabilidade de hemi-embrides, frescos e congelados-descongelados foram
discutidos por Shelton (1992) e Ali e Shelton (1993). Evidencie-se que, independente da
técnica de congelacdo, o uso exclusivo do etilenoglicol ou do glicerol, bem como, da
solugdo dos dois tém favorecido o alcance dos melhores resultados (Fieni et al., 1995;
Salles et al. 1997; Traldi et al., 1997; 1999). Ressalte-se que o uso do etilenoglicol favorece
a transferéncia direta dos embrides com a remoc¢éo do crioprotetor ocorrendo no utero. Por
outro lado, a cada dia, resultados, cientifico e técnico, mostram que a vitrificacdo € a
técnica de criopreservacdo de oocitos e embrides de ruminantes que mais pode contribuir
para se otimizar a transferéncia de embrides como ferramenta de manejo reprodutivo, em
especial quando associada a transferéncia direta (Vajta et al., 1998; Dattena et al., 2000;
Osborn, 2007). Apesar dos avancos feitos nas diferentes fases do processo de producdo de
embrides in vitro ndo se pode deixar de chamar a atencdo para a ocorréncia de problemas:
anormalidades nos odcitos, abortamento, hidroalantdide, periodo de gestacdo prolongado,
mortalidade perinatal elevada, anomalia congénita, peso ao nascer elevado, dentre outros
(Peixer et al., 2000). No entanto, com 0s conhecimentos e tecnologias ora disponiveis
entende-se que a producdo e inovulacdo de embribes in vitro a partir de animais vivos,
testados e geneticamente aprovados, oferecem resultados mais eficazes do que a
transferéncia de embrides produzidos in vivo.

Tabela 1. Aspiracdo folicular em fémeas caprinas por laparoscopia: nimero médio de
foliculos aspirados (NFA) e de odcitos recuperados (NOR) por doadora e porcentagem de
recuperacao.

Doadoras (N) NFA NOR Recuperacao (%) Fonte
16 16,1 11,5 71,4 Graft et al., 1995
27 20,0 14,4 72,0 Graft et al., 1999
21 19,0 15,9 83,7 Koeman et al., 2000
232 39,0 28,4 72,8 Koeman et al., 2000
15 14,1 9,7 68,8 Terzano et al., 2000



60 18,5 14,8 80,0 Baldassarre et al., 2001

210 15,7 13,4 85,4 Baldassarre et al, 2003
102 42,0 33,0 78,6 Baldassarre et al., 2003
18 13,9 11,7 84,1 Avelar et al., 2012

% Fémeas pré-puberes.

Tabela 2. Aspiracdo folicular em fémeas caprinas pré-puberes por laparoscopia: nimero
médio de foliculos aspirados (NFA) e de odcitos recuperados (NOR) por doadora e
porcentagem de recuperacgéo.

Idade, dia Doadoras, N NFA NOR Recuperacéo, %
50 a89 20 59,3 + 28° 49,7 + 24° 83,8
90 a 150 36 34,4 +20° 27,4+ 14° 79,7

abp < 0,001. Fonte: Baldassarre et al., 2002.

Tabela 3. Aspiragdo folicular em fémeas caprinas pré-puberes por laparoscopia: -
fecundacéo in vitro e crias nascidas apds transferéncia de embrides a fresco.

Variavel/ 1dade (més) Dois a trés Seis a sete Probabilidade
Animais (N) 5 5
Foliculos aspirados (+ dp) 57 +16 28+5 <0,05
Odcitos recuperados (+ dp) 41+9 258+6 <0,05
Embrides inovulados 139 105
% odcitos/embrides 67,8 81,4 <0,01
Receptoras (N) 23 15
N; % de gestagdo ao 28° dia 9;39,1 12; 80,0 < 0,05
N; % de perda de gestacéo 1;11,0 0;0 NS
Crias nascidas por receptora 1,9 2,2 NS

NS = ndo significativo. Fonte: Baldassarre et al., 2002.

Sexagem de Gametas e Embrides

O interesse pela determinacdo precoce do sexo nos mamiferos domésticos tem
levado ao desenvolvimento de técnicas e protocolos em busca de seguranca e eficacia (Jafar
e Flint, 1996). A determinacdo do sexo pela observacdo da sequéncia de DNA do
cromossomo Y a partir de células colhidas do embrido, por bidpsia, é possivel ser feita em
bovinos apos a amplificacdo do DNA através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). No
entanto, os kits comercialmente disponiveis para sexagem de embrides bovinos podem ser
usados para embrides caprinos e ovinos (Rao e Totey, 1992). O custo é elevado e, em geral,
0 preco obtido pela cria sexada ndo justifica o investimento, o que limita o uso da técnica
em rotina. No entanto, ap0s os avangos feitos com as técnicas de biologia molecular e com
0 conhecimento do genoma dos ruminantes, a possibilidade de tipagem genética do
embrido antes da inovulacdo abre perspectivas de uso das técnicas de selegéo assistida por
marcadores biol6gicos. Também, uma alternativa é buscar determinar o sexo do feto pela
identificacdo do tubérculo genital e sua migracdo. Nos pequenos ruminantes bons
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resultados com a ultrassonografia transabdominal s&o obtidos entre o 40° e o 75° dia apds a
cobricdo ou IA, enquanto, a transretal ja é eficaz entre o 25° e o 30° dia (Haibel, 1990;
Ishwar, 1995; Santos et al., 2006a, b; 2007). Entende-se a necessidade da sexagem dos
fetos e do conhecimento do nimero deles em funcdo da sua importancia para se definir com
mais eficacia os manejos da prevencdo de doencas e promoc¢do da saude, alimentar e da
nutricdo das matrizes, em especial no transcorrer do terco final da gestagdo (Dawson et al.,
1994).

Bisseccéo e Clonagem

Independente de espécie, a producdo de dois animais geneticamente idénticos é
perfeitamente possivel apds a bisseccdo seguida da transferéncia dos dois hemi-embrides
para uma receptora previamente preparada (Saito e Niemann, 1993). No entanto, a
biparticdo de embrides caprinos parece ser mais dificil de operacionalizar em comparacgao
com embrides de outros ruminantes, particularmente devido a juncédo célula-célula ser mais
fragil, o que durante a manipulacdo pode levar a desintegracdo da maioria dos embrides.
Também, a zona peltcida dos embrides caprinos parece ser mais flexivel do que a dos
bovinos e ovinos, favorecendo o maior efeito de deslizamento quando da tentativa de cortéa-
la com a microlamina. Ainda, os debris celulares decorrentes da bissec¢do do embrido
favorecem a ocorréncia de aderéncia ao instrumento. Todavia, a taxa de gestacdo apos
transferéncia dos hemi-embrides assemelha-se aquela alcangada apds a inovulacdo de
embrides inteiros (Udy, 1987). Em 2001 o nascimento das primeiras crias caprinas, gémeas
idénticas, em decorréncia da biparticdo e transferéncia a fresco dos hemi-embrides, teve
lugar na Embrapa Caprinos (O Nordeste, 2001; O Berro, 2002 ). No final dos anos 80 e
inicio da década de 90 a transferéncia nuclear de blastdbmeros para oocitos enucleados teve
inicio e a técnica mostrava-se comercialmente promissora, mas, a variabilidade no
desenvolvimento dos embrifes assim reconstituidos e na taxa de gestacdo apos inovulacéo
ndo favorecia o sucesso comercial da técnica (Willadsen, 1986; Smith e Wilmut, 1990).
Avancos significativos foram feitos com o nascimento de uma cria ovina a partir de um
nucleo originado de células somaticas adultas mantidas em cultivo por algumas semanas
(Wilmut et al., 1997). Fémeas caprinas transgénicas que produzem leite rico em proteinas
biologicamente ativas e por conseqliéncia de interesse para a salde humana e comercial,
tém sido multiplicadas através da técnica de clonagem somatica (Baldassarre et al., 2004).

Transgenia

A producdo de animais transgénicos, o desenvolvimento de protocolos para
obtencdo e seus desafios, bem como a importancia desses animais para a agropecuaria e a
espécie humana tém sido descritos (Amarnath e Rao, 2000; Niemann et al., 2005). Ainda, a
possibilidade de producéo e liberacdo de proteina recombinante através do leite de animais
transgénicos tem recebido atencdo no meio cientifico. Neste contexto, a fémea caprina é
particularmente interessante, pois afora produzir quantidade significativa de leite o
investimento para aquisicdo e o custo de manutencdo desse tipo animal s&o menores em
comparacédo a fémea bovina.

A técnica tradicional para producdo de caprinos transgénicos envolve a
microinjecdo de uma construcdo de DNA no interior do pré-nacleo de zigotos produzidos
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in vivo (Ebert et al., 1991). No entanto, a técnica é pouco eficiente devido a integracdo
aleatoria e resultados imprevisiveis em termos de porcentual de crias nascidas transgénicas,
em geral, menos de 10,0%, e a expressdo da proteina recombinante que tem variado de zero
a 10 g/ litro de leite. No entanto, avancos significativos tém sido feitos em protocolos e
técnicas, particularmente no uso de zigotos produzidos in vitro a partir de odcitos colhidos
por aspiracdo folicular sob controle laparoscopico (Baldassarre et al., 2002; Robl et al.,
2007). Esta técnica maximiza o numero de colheitas realizadas durante a vida de cada
doadora, é mais eficiente em termos de nimero de embrides produzidos a partir de o6citos
colhidos favorecendo a disponibilidade e o dominio do conhecimento quanto a0 momento
da fecundacdo e, conseqiientemente da microinjecdo de DNA. Baldassarre e Karatzas
(2004), enfatizam que este aspecto é critico para o sucesso da integracdo do transgene. No
Brasil, a partir da parceria entre a Universidade Estadual do Cearda (UECE) e a
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) nasceram as primeiras crias caprinas
transgénicas apds microinjecdo de uma construcao de DNA - Fator Estimulante de Coldnias
de Granuldcitos humano (hG-CSF) e transferéncia para receptoras (Freitas et al., 2012). O
mesmo grupo demonstrou gque 0s animais transgénicos eram férteis e que tanto a fémea
fundadora quanto a geracdo F1 produziu em seu leite quantidades significativas da proteina
recombinante (Batista et al., 2014).
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