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Resumo

A caprinocultura apresenta-se em franca expansdo tecnoldgica, sobretudo nos paises em
desenvolvimento. O aumento da produtividade agregada ao melhoramento genético estd atrelado ao uso das
diversas biotecnologias de reproducgdo assistida. O objetivo desse trabalho foi rever as biotécnicas empregadas
no dia a dia, relatando a producdo de embrides in vivo e in vitro avaliando as limitagdes decorrentes dessas
técnicas, tais como variabilidade de respostas ao tratamento superovulatério, falha na fertilizacdo e importancia
da regressdo do corpo liteo, destacando possibilidades para melhoria desses protocolos. Revemos ainda os
avancos da biotecnologia na manipulacdo do DNA para desenvolvimento de animais transgénicos que apesar da
baixa eficiéncia ja se vislumbra um futuro promissor. O uso e aprimoramento destas técnicas podem acelerar a
producdo e desenvolvimento tecnoldgico nessa espécie aumentando assim a efici€éncia produtiva e
incrementando o desenvolvimento de regides desfavorecidas.
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Abstract

The goat business is in a high tech expansion, particularly in developing countries. The increase in
productivity along with the genetic improvement is closely related to the use of assisted reproductive techniques.
The objective of this work was to review the techniques used in practice, reporting the in vivo and in vitro
embryo production, evaluating all the limitatios of those techniques, such as response variability to
superovulatory treatment, fertilization failure and the importance or corpus luteum regression suggesting some
ways to overcome these problems. We also have reviewed the biotechnology advances in DNA manipulation to
developing transgenic animals that despite the low efficiency it give us a promisse of great future. The use and
learning of those techniques can accelerate the production and technological advances in this specie increasing
therefore the productivity and the development of unfavorable regions.
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Introducao

O desenvolvimento da caprino-ovinocultura vem apresentando um ciclo de crescimento mundial. Esse
crescimento foi intensificado, sobretudo nos paises em desenvolvimento nos tltimos anos que sao detentores dos
maiores rebanhos. Projeta-se um crescimento da ordem de 5 vezes o rebanho atual nos préximos 20 anos
multiplicando o rebanho atual em mais de 50 milhdes de cabecas (Fonseca, 2006). Dentro dessa perspectiva, hd
uma necessidade da aplicagdo de técnicas de reproducdo assistida com o objetivo de aumentar a efici€ncia
reprodutiva e produtiva do rebanho para que possa haver um aproveitamento mais eficiente dos genotipos
utilizados.

As técnicas de reproducdo assistida como inseminagdo artificial (IA) e transferéncia de embrides foram
introduzidas na inddstria caprina e ovina com os objetivos principais de acelerar o ganho genético de animais
superiores e de superar alguns obstdculos de eficiéncia reprodutiva (Smith, 1986).

A produgdo in vitro nos pequenos ruminantes tem uma importancia fundamental principalmente devido
a producdo de material para pesquisa bdsica a um baixo custo. Estes estudos possibilitam a introducao comercial
de biotecnologias de ponta como transferéncia nuclear e produgdo de transgénicos (Cognié et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdo das diversas técnicas de reproducdo assistida na
espécie caprina avaliando as perspectivas de futuro do uso da biotecnologia e seu impacto na inddstria como um
todo.

'Palestra apresentada no XVII Congresso Brasileiro de Reproducio Animal, 31 de maio a 02 de junho de 2007, Curitiba, PR.
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Producio in vivo

A produgdo in vivo nos pequenos ruminantes tem apresentado um desenvolvimento considerdvel nos
ultimos anos. A transferéncia de embrides (TE) possibilita a multiplicagdo de individuos geneticamente
superiores. Permite ainda a redugdo do intervalo entre geracdes por possibilitar a colheita de embrides de fémeas
caprinas jovens e pré-puberes (Salles et al., 2000). Uma das barreiras para a eficiéncia do tratamento
superovulatério diz respeito a variabilidade individual da doadora em relagdo a eficiéncia das gonadotrofinas
exégenas no recrutamento, crescimento, maturacdo e ovulacdo dos foliculos (Cognié et al, 2003). A
variabilidade de resposta aos tratamentos hormonais ainda sdo questdes a serem analisadas. A partir de estudos
com ultra-sonografia (Gonzales-Bulnes et al., 2002) e endoscopia (Brebion et al., 1992) observou-se que a
variabilidade de resposta estd intimamente relacionada com a presenca de foliculos antrais (2-3 mm) nos ovérios
e que os resultados negativos no nimero de embrides transferiveis é diretamente afetado pela presenca de
grandes foliculos (> 6 mm) quando do inicio do tratamento superovulatério (Cognié et al., 2003). Cognié et al.
(2003) destacam o uso de agonistas e antagonistas do hormonio liberador das gonadotrofinas (GnRH) associado
ao progestagenos com o objetivo de suprimir a liberacdo endégenas destas gonadotrofinas. Dessa maneira, esse
grupo testou um pré-tratamento de 2 semanas com um agonista (Buserelina, 40 pg/dia, Receptal®) ou 10 dias
com um antagonista (Antarelix, 0.5 mg/dia, Teverelix®). Os resultados demonstraram uma diminuicdo dos
foliculos maiores, um aumento no nimero dos foliculos menores e um conseqiiente aumento na resposta do FSH
em até 50% (Brebion et al., 1992; Cognié, 1999).

Um outro problema a ser transposto diz respeito a formacdo de anticorpos anti-FSH de origem suina
apls sucessivas administracdes destas gonadotrofinas no protocolo de superovulacdo com conseqiiente
diminui¢do na resposta ovariana. Este problema pode ser minimizado utilizando-se FSH de origem caprina.
Outro desafio é com relagcdo a variabilidade individual entre as doadoras e a incidéncia de regressdo luteinica
precoce em cabras superovuladas na espécie caprina interferindo negativamente na taxa de recuperagdo
embrionaria e na qualidade e viabilidade dos embrides (Simplicio e Santos, 2000). Esta regressdo precoce dos
corpos liteos pode ser prevenida com a utilizag@o de inibidores da sintese de prostaglandina (Traldi er al., 1995;
Traldi et al., 1995; Salles et al., 1996). A utilizagdo dessas drogas no dia da ovulag¢do e no dia da recuperacdo
embriondria permite uma reducdo considerdvel na regressdo prematura de CL (Battye et al., 1988) e um aumento
no nimero de embrides transferiveis por fémea tratada (Traldi, 1995).

Producio in vitro

A producgdo in vitro de embrides de pequenos ruminantes tem despertado um grande interesse cientifico
em virtude da disponibilidade de material para pesquisa a um relativo baixo custo além destas espécies serem um
excelente modelo para aplicac@o da transgénese. Os métodos de producido in vitro de embrides envolve:

1. Maturagdo de odcitos primdrios provenientes de foliculos antrais.

2. Fertilizacdo de odcitos maturos com espermatozdides capacitados.

3. Cultivo de embrides in vitro por até uma semana atingindo o estdgio de blastocisto para posterior
transferéncia para receptoras sincronizadas ou criopreservagao para uso posterior.

Maturagdo in vitro

Maturagdo in vitro (MIV) e fertilizacdo in vitro (FIV) tem sido rotineiramente utilizada na espécie
humana e em vdrias outras espécies domésticas. Apesar da producdo in vitro ser documentada em pequenos
ruminantes (Chauan et al,, 1991; DeSmedt et al., 1992; Hanada, 1985; Keskintepe et al., 1994; Tervit et al.,
1972; Younis et al., 1991), os resultados de cultivo in vitro apresentam um avango limitado e esta técnica ainda
ndo € utilizada como rotina nessa espécie. O sistema de matura¢do de odcitos mais utilizados nos ruminantes
domésticos trata-se de meio de cultivo basico suplementado com FSH, LH, estradiol e 10% de soro fetal bovino.
A adicdo de diferentes suplementos aos meios de cultivo tem sido largamente utilizado. Fluido folicular foi
utilizado com relativa eficiéncia, com excecdo de fluido folicular proveniente de foliculos atrésicos. Os efeito
moleculares que mediam a influéncia positiva destes suplementos nio estdo completamente esclarecidos, mas
dados recentes (Carneiro et al, 2003) suportaram o possivel envolvimento dos fatores de crescimento
influenciando na MIV. Gonadotrofinas sdo reconhecidamente reguladores da maturacdo nuclear de odcitos em
mamiferos. Outros fatores além das gonadotrofinas também estdo envolvidos no processo de foliculogénese.
Dentre estes, o insulin-like growth factor-I (IGF-I) demonstrou importante papel na maturacio in vivo (Carneiro
et al., 2002) e efeito positivo na maturacdo nuclear e citoplasmadtica in vitro em diversas espécies (Carneiro et
al., 2001). Além disso, € reportado que o IGF-I aumenta os indices de formagdo de blastocisto obtidos através de
FIV em bovinos (Herrler et al., 1992; Lorenzo et al., 1993) e em coelhos (Herrler et al., 1998). Com base nesses
estudos desenvolvemos um trabalho para estabelecer um sistema de maturacdo in vitro testando a influéncia da
adi¢do de IGF-I ao meio de cultivo. Como resultados, observamos diferenca estatisticamente significativa nas
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taxas de maturacdo nuclear em concentragdes superiores a 100 ng/ml. Os resultados estdo resumidos na Tabela
1. Estes resultados demonstram que O IGF-I em concentracdo superior a 100 ng/ml influencia positivamente a
maturagdo in vitro de odcitos caprinos.

Tabela 1. Efeito de diferentes concentragdes de IGF-1 na maturacdo nuclear de odcitos caprinos durante 28
horas.

Tratamento Nuimero de Metafase-11
ng/ml Odcito
0 78 32 (41,02%)"
50 46 18 (39.13%)*
100 110 64 (58,18%)"
200 110 74 (67.27%)"
400 92 60 (65,21%)"

P < 0.05 para sobrescritos de letras diferentes na mesma coluna
Fertilizagdo in vitro

Como protocolo basico utilizado em diversos laboratérios, apds a maturagdo, as células do cumulus sdo
removidas e espermatozdides capacitados sdo incubados juntamente com os Oocitos maturos. O meio de
capacitacdo definido modificado (Younis et al., 1991) tem sido largamente utilizado com resultados satisfatdrios.
Neste, os espermatozdides com motilidade superior a 70% sdo centrifugado a 200G, e o pelet € suspenso em
meio de capacitagdo suficiente que atinja uma concentragdo de 160 x 10° espermatozéide/mL. Um volume
semelhante de solugdo de 100 ug/mL de heparina (Sigma, H-3329) diluida em meio de capacitacitagdo ¢é
adicionado a solucio contendo espermatozéide, resultando em uma concentracio final de 80 x 10° sptz/mL e 50
pg/mL de heparina. A fertilizagdo € realizada em gotas de 50 uUL sob 6leo mineral preparado com meio TALP-
fert (Bavister e Yanagimachi, 1977) modificado (Parrish et al., 1986), suplementado com hypotaurina (1 pg/mL,
Sigma, H-1384). Odcitos maturados in vitro por 26 horas sdo selecionados, lavados com meio de TALP-fert e
transferidos para as gotas de FIV. Uma aliquota de 5 puL de espermatozéides tratados com heparina € adicionada
aos o6citos em cada gota dando uma concentracio final de 3.5 a 4 x 10° sptz/mL (Izquierdo ef al., 1999). Apés
inseminacdo in vitro, odcitos e espermatozdides sdo encubados a 38,5° C em 5% de CO,.

Cultivo Embriondrio

Ap6s 24 horas de inseminagdo, espermatozdides e células do cimulus sdao removidos mecanicamente
dos odcitos. Supostos zigotos e embrides de 2-células sdo lavados por 4 vezes em meio de cultivo e colocados
em microgotas de 100 puL sob 6leo mineral, e cultivados a 38,5° C em 5% de CO, por 7 dias (8 dias pos-
inseminacdo). Apesar de resultados positivos, apds a transferéncia para receptoras sincronizadas a taxa de
sobrevivéncia dos embrides produzidos in vitro € estatisticamente inferior aos produzidos in vivo (47% vs. 71% -
Cognié et al., 2003).

Coleta em animais pré-piiberes

Ovdrios obtidos de abatedouros sdo fonte economicamente vidvel e abundante de odcitos. Recuperacdo
oocitdria in vivo é conseguida através de laparotomia ou através da técnica de laparoscopia guiada por ultrasom
(LOPU - Tervit, 1996). Recuperagdo oocitdria apés LOPU em cabras (Kuhholzer et al., 1997, Baldassarre et al.,
2002) tem resultado em bons nimeros de odcitos por doadora (4-6 por sessao).

Progresso considerdvel tem sido adquirido em producio de embrides de animais jovens (5-9 semanas)
apos recuperacdo de um nimero considerdvel de odcitos e utilizados para MIV (Aguilar et al., 2002, Baldassare
et al., 2002). O tratamento de indu¢do utilizado envolve uma aplica¢io de FSH + eCG 36 horas antes da coleta,
sendo reportado 6timos resultados em caprinos com menos de 3 meses de idade (Baldassare ef al., 2002). Apesar
dos resultados positivos, hd diferengas estatisticas de produg@o de blastocistos quando comparados com odcitos
aspirados de animal adulto (19% vs. 65% - Baldassare et al., 2002) sugerindo que odcitos provenientes de
animais pré-puberes ndo possuem um potencial de desenvolvimento como dos animais adultos havendo ainda
altos indices de polispermia como possivel consequéncia da dispersdo dos granulos corticais. Maiores estudos
s@0 necessdrios nessa drea para propiciar produ¢do de embrides provenientes de animais pré-ptiberes com um
potencial de reducdo do intervalo de geracdes.
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Clonagem

A clonagem do primeiro mamifero a partir de uma célula somatica retirada de um animal adulto
representa uma das mais extraordindrias conquistas da pesquisa na drea de bilogia do desenvolvimento da dltima
década (Wilmut et al., 1997). Esta tecnologia teve uma rdpida expansdo sendo utilizada em diversos laboratérios
para as mais diversas espécies. Apesar disto a taxa de sucesso na clonagem de animais, ¢ na maioria das vezes
ndo superior a 1% (Solter, 2000). A baixa viabilidade dos embrides clonados é principalmente expressa pela
reducdo na taxa de implantacdo, pelo aumento na taxa de mortalidade fetal e perinatal, e pelas diversas
anomalias observadas nos animais nascidos (Bordignon, 2003). Em contraste com as diversas espécies clonadas,
na espécie caprina ndo foram observados problemas relacionados com placentacdo, peso ao nascer, distirbios
céardio-respiratdrios, nem de mortalidade peri-natal, o que faz dessa espécie um 6timo modelo para a producdo de
animais transgénicos assim como para tentarmos entender o mecanismo destas sindromes nas demais espécies
clonadas (Bordignon, 2003).

Producao de transgénicos

Transgénese ¢ a modificacdo da informacdo genética de um organismo através de técnicas de
recombinacdo de DNA. Um animal transgénico é aquele que adquiriu uma nova informagdo genética como
resultado de manipulacdo do seu DNA (Nicolas e Delouis, 1993). O método original para produzir animais
transgénicos consiste na microinje¢do do gene isolado dentro do pré-nicleo de embrides de uma célula.
Producido de proteinas de interesse farmaceutico no leite de animais transgénicos tem se tornado uma alternativa
atrativa para bioreatores de células animais. O uso dos pequenos ruminantes, particularmente os caprinos de leite
possibilita uma excelente alternativa econdmica para a produgdo de animais transgénicos (Freitas, 2003). Vdrios
autores jd citaram a producao de caprinos transgénicos (Ebert et al., 1991; Denman et al., 1994; Gootwine et al.,
1997) bem como para producdo de larga escala para sua aplicag¢@o industrial (Ebert et al., 1994 ; Edmunds et al.,
1998). A tabela 2 apresenta as proteinas de uso terapeutico produzidas no leite de pequenos ruminantes com suas
respectivas utilidades.

Tabela 2. Proteinas de uso terapeutico produzido no leite de animais transgénicos.

Proteina Animal Uso
Antitrombina III Caprino Anticoagulante
Fator VIII, Fator IX Caprino, ovino Tratamento da hemofilia
CFTR Ovino Tratamento da fibrose cistica
Alfa-1-antitripsina Ovino Tratamento da fibrose cistica e enfisema
Conclusoes

Apesar dos avancos na producdo embriondria e biotecnologias aplicadas aos pequenos ruminantes, as
limitagdes sdo grandes, muitas vezes devido ao alto custo de equipamentos utilizados que reflete diretamente no
custo beneficio destas técnicas e na consequente aplicabilidade. A producdo in vitro, particularmente envolvendo
animais pré-piberes apresenta uma perspectiva promissora € maiores estudos serdo necessarios nesta drea. No
que diz respeito a producdo de transgénicos, apesar da producio de varios animais em diversos laboratdrios, a
eficiéncia deste método ainda é um ponto critico na aplicagdo da tecnologia para a producdo de proteinas
farmaceuticas. A otimizagdo destas técnicas é um desafio para os cientistas envolvidos em biotecnologia da
reproducao.
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