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Resumo

Recentes avancos nas biotecnologias reprodutivas em caprinos incluem o incremento dos métodos de
producdo in vivo e in vitro de embrides. A producéo in vitro, utilizando o6citos colhidos por laparoscopia a partir
de doadoras valiosas, apresenta um potencial para a obtencdo de melhores resultados quando comparados
aqueles obtidos a partir da producéo in vivo de embrides. Contudo, a produgdo in vitro de embrides ainda néo é
tdo eficiente devido & interferéncia de fatores limitantes que afetam os resultados de cada etapa deste processo.
Este artigo aborda diversos fatores que afetam a producdo in vivo e in vitro de embrides caprinos.
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Abstract

Recent advances in reproductive biotechnologies in goats include improvement of methods for in vivo
and in vitro production of embryos. The in vitro embryo production using oocytes collected by laparoscopy from
valuable donors has the potential to reach better results than those obtained from in vivo embryo production.
However, in vitro embryo production still is not very efficient due to several limiting factors affecting the
outcome of each step of the process. This paper discusses factors affecting in vivo and in vitro embryo
production in goats.
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Introducéo

Os caprinos sdo uma espécie de elevada importancia econdmica pela sua contribui¢do na producéo de
carne, leite e pele em diversos paises. Segundo o Food and Agriculture Organization - FAO (2003), existem
aproximadamente 700 milhdes de caprinos distribuidos mundialmente. Destes, cerca de 10,4 milhdes compdem
0 rebanho nacional, e, deste total, 92,4% sdo explorados na regido Nordeste brasileira (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE, 2006).

O consideravel crescimento da caprinocultura nacional esta transformando o cenario de nossos sistemas
produtivos e tem requerido novos conhecimentos técnicos e cientificos, nos quais as instituicdes publicas e
privadas vém desempenhando um papel de fundamental importancia. Avancos tecnoldgicos dirigidos aos
diversos segmentos repercutem no aumento da producdo animal, sendo que as biotecnologias reprodutivas tém
uma atuacdo direta na obtencéo de maior nimero de animais de elevada qualidade.

A aplicacdo de tecnologias de reproducdo assistida possibilita o incremento do desempenho do
melhoramento genético. Algumas dessas técnicas aumentam a selecdo diferencial, como a inseminacdo artificial
e a transferéncia de embrides, enquanto outras aceleram o progresso encurtando, o intervalo entre geracdes,
como a producdo in vitro de embrides a partir de animais pré-paberes (Baldassarre e Karatzas, 2004). Estas
biotecnologias permitem uma maior producdo no nimero de descendentes daqueles animais de elevado mérito
genético do que seria possivel pela reprodugdo natural. Além disso, em combina¢do com a sincronizacgéo
hormonal do estro e da ovulacdo, algumas dessas técnicas permitem a producdo de crias e de leite em periodos
do ano que ndo coincidem com a época da estacdo natural de cobri¢do de diversas espécies que possuam anestro
estacional como a cabra (Corteel et al., 1988).

Em caprinos, a transferéncia de embrifes (TE) é uma técnica de manejo de reproducdo que ainda esta
em fase de consolidagcdo no Brasil, tendo como um dos seus objetivos maximizar o potencial reprodutivo da
fémea, explorando seu potencial bioldgico ao extrapolar suas possibilidades naturais. A extensdo pela qual a
transferéncia de embrides é utilizada em caprinos €, principalmente, limitada pelo pequeno porte do animal,
tornando impossiveis as manipulac@es retais, pela complexidade anatdbmica da cérvice e pelo custo da técnica.
.Essa biotécnica envolve algumas etapas que englobam desde a selecdo dos animais até a inovulacdo. O perfeito
funcionamento de cada uma dessas etapas sera responsavel pelo sucesso final de todo o processo. Portanto, é
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necessario dominar cada uma das etapas de acordo com as caracteristicas e os problemas inerentes.

A presente revisdo objetiva documentar os recentes avangos que tornam a producdo in vivo e in vitro de
embriBes caprinos mais efetiva, bem como relatar as taxas de sucesso e os “gargalos” desses dois processos.
Finalmente, serdo apresentadas as perspectivas de uso dessas técnicas em programas de selecdo e em préaticas
comerciais.

Producdo in vivo de embrides

A producdo in vivo de embrides consiste em se obter um elevado nimero de embrifes a partir de uma
Unica doadora apds as etapas de estimulacdo ovariana, fecundacéo e colheita embrionaria.

A superovulacdo seguida de transferéncia de embrides tem sido considerada como o procedimento mais
frustrante dentre as tecnologias de reproducdo assistida, uma vez que os resultados podem variar de um completo
fracasso a um total sucesso sem variacéo alguma no padréo das metodologias utilizadas (Baldassarre e Karatzas,
2004). Os principais fatores que contribuem para a imprevisibilidade dessa técnica sdo variabilidade da resposta
superovulatdria, baixas taxas de fertilizacdo associada a uma elevada resposta ovulatéria e regressdo prematura
do corpo luteo (Cognié et al., 2003). Esses resultados imprevisiveis, associados a altos custos, e 0 uso de
procedimentos cirdrgicos para colheita e transferéncia dos embrides tém impedido a utilizagdo em larga escala
da producéo in vivo de embrifes nos programas de melhoramento genético do rebanho caprino (Baldassarre e
Karatzas, 2004).

A seguir serdo abordadas as seguintes etapas: sincronizagdo do estro, superovulacdo, fecundacao e
colheita embrionéria das doadoras.

Sincronizacao do estro e superovulacdo de doadoras

Os tratamentos hormonais para sincronizacdo e/ou inducdo do estro tém sido utilizados como auxilio
para a inseminacao artificial (1A) e para a reducdo dos efeitos estacionais na reproducdo em caprinos. As duas
possibilidades sdo: inducdo da lutedlise em fémeas ciclicas com prostaglandinas ou seus andlogos e a
administracdo de progesterona ou progestageno com o objetivo de simular a fase luteal (Freitas et al., 2004).

O método mais freqliente para sincronizacdo do estro de cabras utiliza esponjas vaginas impregnadas
com 45mg de acetato de fluorogestona (FGA), durante 11 dias, associadas a estimulagdo ovariana por 400 Ul de
gonadotrofina coridnica eqiina (eCG) e 50ug de cloprostenol por via intramuscular (Freitas et al., 1997).

Outros progestagenos sdo utilizados para a sincronizacdo do estro em cabras, como esponjas vaginais
impregnadas com acetato de medroxiprogesterona (MAP) ou o dispositivo CIDR impregnado de progesterona
(Greyling e Van Niekerk, 1991; Ritar et al., 1990). Cabras aparentam responder similarmente ao tratamento com
esponjas ou CIDR, mas a administracdo de gonadotrofinas é necessaria para estimular a atividade ovulatoria
(Ritar, 1993).

A superovulacéo pode ser definida como o processo pelo qual é recrutado e selecionado, até chegar a
ovulagdo, um ndmero maior de foliculos do que o nimero geneticamente estabelecido durante um ciclo sexual
natural. Dois fatores sdo sugeridos como determinantes na resposta ovariana: (1) fatores exdgenos, relacionados
especificamente com o tipo e a forma de administracdo das gonadotrofinas; e (2) fatores endégenos, relacionados
com o "status" ovariano do animal no inicio da superovulacdo que interfere no nimero de foliculos responsiveis
as gonadotrofinas (Cognié, 1999).

De acordo com Cognié (1999), a primeira gonadotrofina usada para superovulacdo foi a gonadotrofina
coridnica eqlina, administrada por via intramuscular em Unica injecdo de 1000 a 2000 Ul, aplicada um ou dois
dias antes do final do tratamento progestageno. A acgdo prolongada desse horménio pode resultar em uma alta
incidéncia de foliculos ndo ovulatorios junto com elevados niveis de estradiol produzidos por esses foliculos,
gerando modificaces enddcrinas desfavoraveis ao transporte dos gametas nas vias genitais. A gonadotrofina
coridnica eqiiina tem como vantagens a aplicacéo simplificada, o baixo custo e a facilidade de obtengdo. As suas
principais desvantagens sdo: resultados heterogéneos, variabilidade entre partidas, meia-vida longa, possibilidade
de reagdes anafilaticas, maior incidéncia de cistos ovarianos, nimero significativo de embrides degenerados e
formacdo de anticorpos antigonadotrofina cori6nica eqiiina (Baril et al., 1993).

Atualmente, o principal horménio utilizado em programas de superovulacdo em caprinos é o hormdnio

foliculo estimulante (FSH), extraido da pituitaria de suinos (pFSH) ou ovinos (oFSH). Para Cognié (1999), em
revisao sobre o tema, 0 FSH tem se mostrado superior a gonadotrofina coridnica equina em termos de taxas de
ovulacdo e fertilizacdo e em producdo de embribes de boa qualidade. O autor cita como tratamento padrdo seis a
oito injecdes com 12 horas de intervalo, iniciadas dois ou trés dias antes da remocdo do progestageno. A dose
total ir4 depender da raga trabalhada (Gordon, 1997).
Extratos purificados de oFSH (Ovagen® - Immuno Chemical Products, Nova Zelandia) e de pFSH (Folltropin® -
Vetrepharm, Canada e Pluset®, Espanha) estdo disponiveis no mercado. Em relagdo ao pFSH, este é administrado em
doses decrescentes e também enriquecido em pLH (FSH/LH de 0,3:0,4) nas duas Gltimas injecGes: ao final do
tratamento com progestageno e 12 h depois (Baril et al., 1996).
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Na cabra superovulada, as primeiras ovulagdes sdo observadas em média 62,4 + 6,0 h ap0s a retirada
das esponjas, e observa-se um intervalo de 12 h entre a primeira e a ultima ovulagdo (Cognié e Baril, 2002).
Segundo Brebion et al. (1992), apés o tratamento com pFSH, somente 17 a 20% de fémeas tratadas apresentam
mais de 20 ovulacBes, no entanto 10% das cabras Alpinas e Saanen sdo eliminadas da colheita de embrides
devido a baixa resposta superovulatoria (média de cinco ovulagbes). Desta forma, a variabilidade na resposta
ovulatoria das doadoras tem dificultado a programagdo precisa do nimero de fémeas receptoras, bem como
limitado o desenvolvimento da transferéncia de embrifes. A populacdo folicular no momento ou inicio da
estimulagdo ovariana € o principal fator de variacdo na resposta ao FSH (Cognié, 1999). Neste sentido, tém-se
procurado diversas alternativas objetivando o controle dessa populacéo folicular.

A primeira alternativa consiste em aumentar a concentracdo de gonadotrofinas enddgenas das doadoras,
limitando a retroalimentacdo negativa do ovério sobre o eixo hipotalamico-hipofisario por imunizacdo ativa
contra a androstenediona ou contra a inibina. Essa alternativa, que permite aumentar o nimero de ovulacdes e a
prolificidade das fémeas imunizadas, ndo diminuiu a variabilidade na resposta ao tratamento superovulatdrio e
foi abandonada (Cognié, 1999).

Uma outra estratégia consiste em estimular a sintese de fator de crescimento da insulina - 1 (IGF-1), a
fim de aumentar a populacéo de foliculos recrutaveis pela administracéo de somatotrofina (horménio do crescimento -
GH) na semana que antecede a estimulagéo gonadotrofica. Porém, as cabras que foram tratadas nessas condi¢fes com
horménio do crescimento ndo tiveram a resposta ovariana melhorada (Cognié e Baril, 2002).

Finalmente, uma outra possibilidade consiste em aumentar o nimero de foliculos com tamanho de um a
dois milimetros (mm) de didmetro, os quais ainda ndo dependem de gonadotrofinas, enquanto se inibe as
secrecdes enddgenas de LH e FSH. E possivel bloquear de maneira reversivel a secrecdo de gonadotrofinas, seja
por uma dessensibilizacdo hipofiséria a0 GnRH com um agonista (40ug/dia de buserelina — Receptal®, Intervet)
administrada durante duas semanas, ou mais diretamente por um antagonista (0,5mg/dia de antarelix, Teverelix®,
Europeptides) administrado durante 10 dias antes do inicio da estimulacdo gonadotréfica. Apds esse tratamento,
o numero de foliculos de 1 a 2mm ¢ dobrado, a taxa de atresia folicular é reduzida significativamente nessa
classe, e a resposta ao tratamento de superovulagdo aumenta em 50% (Brebion et al., 1992).

A formacdo de anticorpos anti-FSH poderia ser a causa da reducdo na resposta ovulatoria como
demonstrado em cabras tratadas repetidamente com pFSH. Nestes animais foi observada uma forte correlacéo
negativa entre o titulo de anticorpos e o nimero de ovulagdes (Remy et al., 1991). Porém, repetidos tratamentos
com oFSH néo provocam reducao do nimero de ovulages em cabras doadoras (Fig.1; Baril et al., 1995).
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N° do tratamento FSH

Figura 1. Numero de ovulacfes em cabras superovuladas
com oFSH ou pFSH.
Fonte: (Baril et al., 1995).

A regressdo prematura do corpo liteo é um dos mais relevantes problemas verificados em cabras
superovuladas. Esse fendmeno parece estar ligado a acdo da cicloxigenase e posterior atividade de
prostaglandinas sobre o corpo liteo, como sugerido por Gilbert et al. (1990). Com o intuito de prevenir a acdo da
cicloxigenase e conseqlientemente de uma lutedlise prematura, Lopes Jr et al. (2004) sugerem a utilizacdo do
flunixin-meglumine, um potente inibidor dessa enzima, apés o tratamento superovulatério em caprinos, a fim de
se obterem melhores resultados nos programas de transferéncia de embrides. Também com o intuito de prevenir
a regressdo lutea precoce em cabras superovuladas, Soares (1996), ao testar trés doses de flunixin-meglumine, a
fim de avaliar sua real eficacia, bem como a dose de custo mais efetiva, relata que a dose de 1,1 mg/kg de peso
vivo apresenta os melhores resultados.
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Fecundacéo das doadoras

Basicamente, doadoras caprinas de embrifes tém sido fecundadas por trés métodos: monta natural, 1A
transcervical e IA intra-uterina guiada por laparoscopia.

Nas cabras superovuladas, a baixa taxa de fertilizacdo pode, em parte, ser devido a um transporte
inadequado dos espermatozdides apds sincronizacdo do estro, bem como a inadequada sincronia entre o
momento da inseminacdo e das ovulagdes. O primeiro desses problemas pode ser evitado pela utilizacdo da
inseminacdo intra-uterina. Um controle mais preciso do momento da ovulacdo é possivel blogueando a
descarrega enddgena de LH por antagonistas de GnRH, administrados 12 a 24 horas apds a retirada do
progestageno. No dia seguinte, a injecdo de pLH mimetiza o pico pré-ovulatério e permite uma inseminacéao
programada 16 horas mais tarde (Baril et al., 1996).

A taxa de fertilizacdo é frequentemente inferior nas fémeas que apresentam uma resposta ovulatéria
elevada, exceto no caso de uso de sémen fresco por via intra-uterina (Tab. 1; Cognié e Baril, 2002).

Tabela 1. Taxa de fecundacédo de o6citos (%) em funcéo do método de fecundagdo e da resposta superovulatdria
em cabras Alpinas e Saanen.

NUmero de ovulacdes

Método de fecundacéo das cabras doadoras <15 T Total

Monta natural (2 coberturas/cabra) 82* 2 75
(335/44) (889/65) (1224/109)

IA cervical 662 a7b 55

6

IA intra-uterina / endoscépica 632 5oa 55

Sémen congelado: 1 IA — 200x10° sptz/cabra (467/74) (1031/79) (1498/153)

Sémen fresco: 1 IA — 200x10° sptz/cabra 68 65 66
(431/69) (712/57) (1143/126)

Estruturas colhidas / cabras doadoras. a vs b: p <0,001.
Fonte: Cognié e Baril, 2002.

Colheita de embrides

A colheita de embrides em caprinos ¢ realizada entre o sexto e sétimo dia pds-estro, sendo que 0s
procedimentos de colheita utilizados nessa espécie tém sido pouco aperfeicoados quando comparados aqueles
descritos por Hunter et al. (1955). A colheita de embrides pode ser realizada pelos métodos cirtrgico
(laparotomia), semicirurgico (laparoscopia) ou ndo-cirrgico (transcervical).

Laparotomia

Em caprinos, devido a impossibilidade de se manusear os cornos uterinos e a cérvice por palpacao retal,
0 método de colheita mais utilizado ainda é a laparotomia (Tervit et al., 1983; Kraemer, 1989; Ishwar e Memon,
1996). Essa técnica consiste em um método cirlrgico e apresenta alguns entraves como conseqiiéncia do seu uso
sucessivo, quais sejam: desenvolvimento de aderéncias de ovarios, trompas e cornos uterinos entre si € com 0rgéos
adjacentes ao sistema genital (Andrioli-Pinheiro, 1993), estresse da anestesia e da cirurgia, alto custo e uso limitado da
doadora por apenas duas a quatro vezes. Esta Gltima caracteristica inviabiliza o termo “doadora permanente”.

A técnica consiste em anestesiar 0 animal e realizar uma incisdo na linha alba para posterior
exteriorizacdo dos cornos uterinos. A lavagem deve ser realizada com 40 mL de tampéo salino fosfatado (PBS)
para cada corno uterino, na temperatura de 37°C e no sentido da bifurcagdo uterina em direcdo a juncéo Utero-
tubérica, onde se encontra um cateter para colheita do lavado. Senlis (1990) observou taxas de recuperagdo por
essa técnica de 71%, 65% e 42%, para a primeira, segunda e terceira ordem de repeticdo, ressaltando, dessa
forma, os efeitos deletérios pela execugdo continuada da técnica.

Laparoscopia

A colheita de embrides por laparoscopia possibilitou a ampliagdo do uso da transferéncia de embrides
em caprinos, tornando a laparotomia uma técnica imprépria para uso, a médio e longo prazo, em especial nas
doadoras de alto valor genético. Também chamada de semicirirgica, essa técnica consiste em realizar trés
pequenas punc¢des na cavidade abdominal préximo ao Ubere, onde sdo introduzidos a pinga atraumaética, o
endoscopio e a sonda de lavagem.

Apesar de a taxa de colheita ser menor que pelo método cirlrgico convencional (10 a 15% a menos), a
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eficacia da colheita de embrides por laparoscopia ndo é diminuida entre ordens de colheita. Taxas de recuperagao
de 63,2%, 62,3% e 60,7% para a primeira, segunda e da terceira a sétima colheita, nesta ordem, tém sido
descritas ao se realizar a colheita de embrides caprinos por laparoscopia (Vallet et al., 1987). Contudo, apesar da
menor taxa de colheita obtida por laparoscopia e dessa técnica necessitar de pessoal capacitado, cada doadora
pode ser submetida & colheita por mais de sete vezes sem graves problemas de aderéncia.

Andrioli-Pinheiro (1993), comparando os métodos de colheita por via transcervial, laparoscopia e
laparotomia, observou maior taxa de recuperagdo embrionaria obtida por laparoscopia (81,1% em relacdo ao
namero de corpos lGteos normais). Contudo, as taxas de recuperacdo de embrides sofreram influéncia de
diversos fatores, como presenca de corpos liteos regredidos, taxa de ovulacdo e presenca de aderéncias no
sistema genital; esta Ultima mais evidente quando do uso da colheita por laparotomia.

Transcervical

Visando minimizar os traumas e diminuir os custos decorrentes da técnica cirdrgica, além de assegurar
a colheita de embrides em uma mesma doadora por varias vezes, procurou-se adaptar ao caprino a técnica de
colheita pela via cervical (Flores-Foxworth et al., 1992; Paula et al., 2003), utilizada com éxito nos bovinos.
Todavia, uma das dificuldades do uso dessa técnica é o didmetro estreito do canal cervical da cabra, restringindo
a passagem do cateter. Vérias técnicas vém sendo usadas com o objetivo de facilitar esse processo.

Para a realizacdo dessa técnica, 0s animais devem ser anestesiados pela via epidural e contidos em brete
de contencdo apropriado. Por meio de um espéculo com fonte luminosa, visualiza-se a cérvice e, ap6s o tracionamento
e a fixagdo desta, introduz-se uma sonda de trés vias guiada por um cateter de aco inoxidavel, infla-se o baldo, inicia-
se a lavagem uterina com PBS por uma das vias e o seu recolhimento em filtro de colheita.

Bondurant et al. (1984) divulgaram a primeira colheita de embrides em cabras leiteiras pela via
transcervical. Goel et al. (1995) descreveram a colheita de embrides pela via transcervical em 15 cabras e, em 14
delas (93,3%), a cérvice foi permeavel ao cateter, apresentando 70% de taxa de recuperacdo da solucdo de
lavagem. Sohnrey e Holtz (2000) obtiveram 95% de permeabilidade ao cateter em cabras Boer submetidas a essa
técnica. Ja com cabras da raca Saanen, Lima-Verde et al. (2003) obtiveram 61,5% de taxa de sucesso na
passagem do cateter pela cérvice. A utilizagdo das prostaglandinas (E;, E, e F,,) isoladamente ou associada ao
cipionato de estradiol algumas horas antes da colheita tem favorecido a permeabilidade da cérvice ao cateter ou
sonda de colheita (Van Niekerk et al., 1990; Pereira et al., 1998), além de ndo afetar a viabilidade embrionéria.

Lima et al. (1996), trabalhando com cabras sem raca definida (SRD), descreveram taxas de colheita
pela via transcervical de 48,2% e 46,8% com as fémeas em estacdo e em decubito dorsal, respectivamente. Lima-
Verde et al. (2003) obtiveram, com cabras Saanen, uma taxa de colheita de 53,2%. Em cabras Boer, Sohnrey e
Holtz (2000) obtiveram 79% de taxa de recuperacdo com aplicacdo de prostaglandina F,, (PGF,,) oito horas
antes das lavagens. Uma taxa de recuperacao de 89,5% e um nimero médio de 3,6 embrides colhidos por fémea
submetida a colheita transcervical em cabras Shiba pluriparas foram descritos por Nagashima et al. (1987).
Utilizando o mesmo protocolo descrito por Sohnrey e Holtz (2000), Pereira et al. (1998) obtiveram taxas de
recuperacdo embrionaria de 91%, tanto para 16 quanto para oito horas antes das colheitas pela técnica
transcervical. Os mesmos autores descrevem como desvantagem desse método o tempo requerido para as
lavagens, o qual foi de aproximadamente 45 minutos para cada fémea. Parece 6bvio o efeito da raga sobre o
sucesso dessa técnica, indicando que diferengas anatdmicas da cérvice podem dificultar a execugdo da mesma.

Producéo in vitro de embribes

A producdo in vitro de embrides envolve as etapas de colheita, maturagéo e fecundacéo de oécitos, bem
como cultivo ou co-cultivo de zigotos e estruturas embrionarias. E uma biotécnica utilizada, alternativamente,
para acelerar a producdo de animais geneticamente superiores e impedir, pela aspiragdo in vivo de foliculos, o
descarte precoce de fémeas geneticamente privilegiadas portadoras de altera¢fes adquiridas que impedem que a
reproducgdo ocorra de forma natural ou até mesmo pela transferéncia de embrides (Gongalves et al., 2002).

Recentes avancos na maturacdo oocitaria e no desenvolvimento embrionario tém conduzido a um
progresso substancial dos sistemas de producdo in vitro de embrides caprinos (Cognié et al., 2004).

Fontes de odcitos

Ovérios oriundos de abatedouro constituem uma abundante fonte de odcitos para a colheita do contetido
folicular por aspiragdo, permitindo a obtencdo média de um a dois complexos cumulus-odcito (CCO) utilizaveis
por ovario (Cognié, 1999). Um incremento de quatro a cinco oécitos pode ser obtido ap6s fatiamento do ovério
com auxilio de uma lamina de navalha, mas esses o6citos sdo oriundos de pequenos foliculos que sdo menos
aptos a se desenvolver ap6s a fertilizacdo in vitro (Cognié e Baril, 2002). Essa fonte de odcitos é bastante
apropriada para pesquisas cientificas, porém é inadequada para a utilizacdo em animais de elevado valor
genético, bem como devido ao desconhecimento das condi¢Oes sanitarias dos animais utilizados (Cognié et al.,
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2004) que pode ter como conseqliéncia 0 aumento da incidéncia de diversas doengas no rebanho receptor dos
embrides produzidos a partir dessa fonte de o6citos.

A recuperacdo de odcitos de animais vivos pode ser realizada por laparotomia ou laparoscopia. A
colheita de odcitos guiada por laparoscopia em cabras (Aguilar et al., 2002) resulta na recuperagdo de quatro a
seis o0citos por fémea em cada sessao.

Ao contrério da espécie bovina em que a puncdo folicular é praticada rotineiramente, poucas equipes no
mundo utilizam esse método em caprinos.

Para cabras pré-paberes estimuladas por uma combinacdo de FSH e gonadotrofina coridnica equina 36
horas antes da colheita laparoscdpica, 0 niUmero mais elevado de odcitos colhidos em relacdo ao de cabras
adultas doadoras (Tab. 2; Baldassarre et al., 2002) compensa, em parte, a baixa viabilidade de embrides oriundos
dessas fémeas obtidos apds fertilizagdo in vitro (Baldassarre et al., 2002). Apesar disso, foi observado um
desenvolvimento a termo aceitavel de embriGes produzidos in vitro e transferidos, utilizando odcitos colhidos a
partir de cabras pré-puberes (Tab. 3; Baldassarre e Karatzas).

Tabela 2. Numero (média + desvio padrao) de foliculos puncionados e de o6citos colhidos por laparoscopia apds
estimulagdo gonadotrdfica* de cabras Alpinas e Saanen em diferentes idades.

Parametro Idade

2 - 3 meses 3-5meses Adulta
NUmero de fémeas 20 36 21
Numero de foliculos puncionados por fémea 50 + 6° 34+3° 19+1°
Numero de odcitos colhidos por fémea 50 + 52 27 + 92 16 + 2¢
Taxa de colheita (%) 84 80 84

* 80mg pFSH + 300 IU eCG em Unica aplicacdo 36 ou 48 h antes da colheita por laparoscopia.
a vs b: p<0,001; b vs c: p< 0,01.
Fonte: Baldassarre et al., 2002.

Tabela 3. Propagacgdo precoce de cabras de elevado valor genético: efeito da idade da doadora na época da
colheita por laparoscopia sobre a eficiéncia da fertilizacdo in vitro.

Variavel / Idade no momento da colheita <100 dias >180 dias Valor de p
Ndmero de doadoras 5 5 n/a
Foliculos aspirados (média + desvio padréo) 57,0+ 16 280+5 <0,05
Odcitos recuperados (média + desvio padrao) 410+9 258+ 6 <0,05
Embrides transferidos 139 105 n/a
Embrides transferidos/odcitos recuperados (%) 67,8 % 81,4 % <0,01

n/a: ndo analisado.
Fonte: Baldassarre e Karatzas, 2004.

Utilizando o mesmo protocolo anteriormente descrito, porém sem a necessidade de sincronizar os ciclos
estrais com progestagenos, cabras pré-puberes sdo capazes de produzir, em média, quase duas vezes mais 006citos
por sessdo de colheita laparoscdpica do que cabras adultas (Tab. 4; Koeman et al., 2003). Estudos anteriores
revelaram que a resposta folicular é maximizada em cabras pré-puberes com idade superior a trés meses (Tab. 5;
Baldassarre et al., 2002).

Tabela 4. Nimero médio (+ desvio padrdo) de foliculos puncionados e odcitos colhidos por laparoscopia em
cabras doadoras adultas e pré-plberes (3-5 meses de idade).

Tipo da doadora N° de fémeas Foliculos Odcitos Taxa de colheita (%)
Pré-pUberes 23 39+45° 28,4 + 3 5° 73
Adultas 21 19 +1,4° 159 +1,5° 84

avs. b: p<0,01.

Fonte: Koeman et al., 2003.

Tabela 5. Numero médio (x desvio padrdo) de foliculos puncionados e odcitos colhidos por laparoscopia na
primeira colheita em cabras doadoras pré-piberes em duas diferentes faixas etarias.

Idade (dias) N° de fémeas Foliculos Odcitos Taxa de colheita (%)
60-90 20 59,3 + 28" 49,7 + 24° 84
90-150 36 34,4 £ 20° 27,4 +£14° 80

avs. b: p<0,001.
Fonte: Baldassarre et al., 2002.
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Repetidas colheitas laparoscopicas de o6citos seguidas de fertilizagdo in vitro e cultivo dos zigotos até o
estadio de blastocisto possibilitam a obtencdo de um grande nimero de embribes e conseqliente aumento na
progénie de fémeas de elite, quando comparado a producdo de embrifes in vivo. Essas técnicas permitem
produzir, em tempo relativamente curto, mais embrides a partir de uma mesma fémea. A puncédo folicular
também é menos invasiva e mais simples que a colheita de embrides dos cornos uterinos, pode ser repetida em
um ntmero maior de vezes sem a necessidade de um tratamento hormonal (Besenfelder et al., 1999) e ¢ eficiente
em diferentes estadios fisioldgicos (pré-puberdade ou inicio da gestacdo) em que a producdo in vivo de embrides
é impossivel. Em especial na espécie caprina, essa abordagem permite a eliminacdo do problema da regressao
prematura dos corpos liteos encontrada em uma porcentagem elevada das fémeas superovuladas (Cognié e Baril,
2002).

Outra possibilidade de fonte oocitaria de caprinos € a pungdo in vivo de foliculos, por meio de uma
agulha acoplada a uma bomba de vécuo, guiada por ultra-sonografia transvaginal (Fig. 2; Graff et al., 1999).
Pelo uso desse método, Graff et al. (1999) obtiveram entre 60 e 78% da taxa de colheita oocitaria. No entanto,
esse método ainda é pouco utilizado em caprinos e vem sendo alvo de estudos para seu aprimoramento e futura
utilizacéo em larga escala.

Colheita dos
oicitos

/I

Figura 2. Puncdo folicular guiada por ultra-sonografia em cabras.
Fonte: GRAFF et al., 1999.
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Maturacéo in vitro (MIV)

Para melhorar o rendimento da maturacdo in vitro dos odcitos, sdo desenvolvidas duas estratégias. A
primeira consiste na tentativa de selecionar odcitos que tenham adquirido a aptiddo ao desenvolvimento, e a
segunda consiste em adaptar melhor o meio de maturagéo as necessidades dos 04citos.

Apos fertilizacdo in vitro e cultivo durante uma semana, 60 a 70% dos odcitos ovulados (maturagao in
vivo) se desenvolvem até o estadio de blastocisto, enquanto a taxa de desenvolvimento € de apenas 35 a 50%
para os odcitos maturados in vitro (Cognié e Baril, 2002).

A competéncia do odcito em retomar a meiose espontaneamente (maturagdo nuclear) fora do foliculo é
adquirida quando este € oriundo de foliculo de diametro superior a dois milimetros. Entdo, a aquisi¢cdo da
competéncia para o desenvolvimento (maturacéo citoplasmatica) aumenta progressivamente com o tamanho do
foliculo ovariano do qual o odcito é obtido (Fig. 3; Cognié e Baril, 2002). In vivo, a competéncia para o
desenvolvimento oocitério é influenciada por seu ambiente folicular (Mermillod et al., 1999), sendo este
regulado pelo nivel pulsatil de LH durante a fase folicular (Oussaid et al., 1999). Na cabra, os o6citos de
foliculos maiores que cinco milimetros de didmetro tém maior competéncia para o desenvolvimento apds
fertilizacdo na estacéo sexual do que no periodo de anestro estacional ou do que aqueles oriundos de foliculos de
menor tamanho (Fig. 3; Cognié e Baril, 2002).

Para melhorar o meio de maturacdo, a identificagdo precisa de fatores foliculares que regulam a
aquisicdo da competéncia para o desenvolvimento oocitario permanece ainda pouco conhecida, embora exista
uma possivel lista de candidatos, tais como fatores de crescimento, horménios ou peptideos intra-ovarianos
(Bevers et al., 1997).
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Figura 3. Influéncia do tamanho do foliculo puncionado e da estagdo sobre o
desenvolvimento embrionario in vitro de caprinos. a vs. b: p<0,05.
Fonte: Cognié e Baril, 2002.

O modelo inicialmente proposto para a maturacao oocitéria consiste em co-cultivar durante 24 horas 0s
complexos cumulus-o6cito com as células da granulosa em um meio suplementado com FSH, LH, estradiol e
soro fetal bovino em condigdes ndo estaticas. O sistema foi simplificado em meio suplementado somente com
10% de fluido folicular e 100 ng/mL de oFSH. Estudos conduzidos em alguns laboratérios parecem indicar que
o fluido folicular pode ser substituido com sucesso por um meio definido contendo 10 ng/mL de fator de
crescimento epidermal (EGF) e 100 uM de cisteamina que estimula a sintese da glutationa implicada, apés a
fertilizacdo, na descondensacdo da cabeca do espermatozéide e formacdo do pronicleo masculino. Nessas
condicOes de maturacdo, ap6s a fertilizacéo in vitro e sete dias de cultivo, em média 50% dos o6citos caprinos se
desenvolvem até blastocisto (Fig. 4; Cognié e Baril, 2002).

100 - W Maturac&o in vitro (liquido folicular)
90 | 84 89 0O Maturag&o in vitro (EGF + cisteamina)
81 i

80 - B Maturagao in vivo
;\; 70 61
qE) 60 -
& 50 - 46 48
=
S 40-
o
0 30

20

10 -

0
Zigotos Blastocistos

Figura 4. Porcentagem média de zigotos e blastocistos apds maturacdo de odcitos in vitro, em liquido folicular
ou na presenca de EGF com Cisteamina, ou in vivo.
Fonte: Cognié e Baril, 2002.

A adicdo de cisteamina ao meio de maturacéo in vitro aumenta os niveis intracelulares de glutationa de
odcitos oriundos de cabras pré-paberes e eleva significativamente sua competéncia de desenvolvimento in vitro
(Rodriguez-Gonzalez et al., 2003). Durante a maturacdo oocitaria, a taxa de embrides clivados 17 h pés-1A é
menor quando a cisteamina estd presente (12% vs. 18%: p<0,02), e esses embribes que clivam muito
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precocemente apresentam menores taxas de blastocistos iniciais do que aqueles embrifes que clivaram entre 18 e
24 horas pos-1A (Tab. 6; Cognié et al., 2004).
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Tabela 6. Efeito do intervalo da inseminacdo a primeira clivagem na habilidade de desenvolvimento in vitro no
dia 9 p6s-1A de o6citos caprinos maturados com (+) ou sem (-) 100 UM de cisteamina.

In_tervalo IA- Cisteamina % Clivados (n) Blastocistos (n) Eclodidos (%)
clivagem (h)

+ 12° (51) 35 33
<17 - 187 (76) 18 14
Total 15 (127) 25° 250
+ 52 (221) 60 76
18-24 - 46 (192) 37 54
Total 49 (413) 49° 69°
+ 36 (154) 55 38
25-40 - 36 (151) 31 35
Total 36 (305) 43 37°

a vs. b: p<0,001; c vs. d: p<0,02.
Fonte: Cognié et al., 2004,

A maturagdo oocitdria permanece ainda como o principal entrave para producdo in vitro de embrides,
no entanto o desenvolvimento de novas metodologias que promovam adequadas maturacdes citoplasmatica e
nuclear é de fundamental importancia para o sucesso da producdo in vitro de embriGes caprinos.

Capacitacao espermatica e fecundacao in vitro (FI1V)

Atualmente existem trés diferentes métodos de selecdo espermatica: (1) gradiente de Percoll, que
consiste na centrifugacdo do sémen através da passagem por diferentes gradientes para permitir a separacdo dos
espermatozdides potencialmente férteis dos demais constituintes do sémen, baseado na diferenca de densidade
(Gongalves et al., 2002); (2) swim-up, onde os espermatozdides potencialmente férteis sdo separados dos
potencialmente inférteis, do plasma seminal e dos componentes dos diluidores pela motilidade ascendente
(Gongalves et al., 2002) e (3) glass-wool, onde os espermatozdides sdo selecionados por filtracdo, semelhante a
utilizada para fertilizagdo in vitro em humanos (Rho et al., 2001).

Em caprinos, a centrifugagdo em gradiente de Percoll resultou em melhores taxas de clivagem,
formacdo de blastocistos, bem como em um maior nimero de células de blastocistos quando comparado aos
demais métodos (Tab. 7; Rho et al., 2001).

Tabela 8. Efeito da heparina (5 pg/mL) na fertilizacdo in vitro caprina (clivagem e taxa de blastocisto a partir do
total de odcitos) utilizando diferentes partidas de soro de ovelha em estro para a capacitagdo espermatica.

Grs c;))rc;de Heparina N° odcitos Z (;]I 'F\)/gsg_e& ZB Chl 'ggsgjx Blastocistos
1 - 31 10° 39° 7
+ 39 31¢ 74P 23
2 ; 32 6° 53° 13
+ 34 35° 79¢ 27
3 - 33 36 85 30
+ 38 45 89 34

a vs. b: p<0,01; c vs. d: p<0,05.
Fonte: Cognié et al., 2004,

O protocolo que vem sendo mais utilizado atualmente é a inducdo da capacitacdo espermatica, apos
descongelagdo e centrifugagdo em gradiente de Percoll, pela incubagdo durante uma hora em meio suplementado
com 10% de soro de ovelha em estro (Cognié et al., 2003).

Segundo Cognié et al. (2004), quando uma boa partida de soro de ovelha em estro ndo estiver
disponivel para a capacitacdo espermatica do sémen congelado de bode (grupos 1 e 2 da Tab. 8; Cognié et al.,
2004), a penetracdo do espematozoide no odcito tem sido melhorada pela suplementacdo do meio de capacitacéo
com 5 pg/mL de heparina (Tab. 8; Cognié et al., 2004). Uma alternativa para o sémen fresco é a incubagéo por
15 min em meio de capacitagdo contendo 0,5 mM de 8-bromo-AMPc, 10 pg/mL de heparina e 100 nM de
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ionomicina (Wang et al., 2002).

Tabela 9. Taxa de gestagdo e sobrevivéncia embrionaria (crias nascidas/embrides transferidos) apos transferéncia
de embriBes caprinos frescos produzidos in vivo ou in vitro.

Sobrevivéncia

Método de producdo dos Receptoras Gestacdo .
.~ embrionaria
embrides
N° embrides % N° % N°
In vitro 18 36 612 11 47° 17
In vivo 19 38 892 17 714 27

avsb; ¢ vs d: p<0,05.
Fonte: COGNIE et al., 2001.

Em determinados laboratérios, os o0citos maturos sdo colocados em contato durante 17 horas com os
espermatozoides (10°mL) em meio Fluido Sintético de Oviduto (SOF), sob 6leo mineral e em uma atmosfera a
5% de CO, mantido a 38,5 °C, e em média 75 a 80% de zigotos normalmente fecundados sdo obtidos na rotina
(Cognié et al., 2004).

Esse periodo de 17 horas de incubacdo dos obcitos com os espermatozdides foi originalmente
estabelecido por questBes praticas. Contudo, apds quatro horas de co-incubacdo dos odcitos caprinos com 0s
espermatozdides capacitados, a taxa de clivagem e a de blastocistos sdo similares as 17 h de co-incubacéao
(Cognié et al., 2003). Nesse contexto, estudos sdo necessarios para determinar se a reducdo do periodo de
interagdo espermatozoide-odcito e, conseqlientemente, a remogdo dos potenciais danos oriundos dos produtos
provenientes do metabolismo espermético (como os radicais livres) e soro, afetam o desenvolvimento
embrionario e melhoram as taxas de implantagdo ap6s transferéncia embrionaria nos animais domésticos, como
tem sido observado para fertilizagéo in vitro humana (Gianaroli et al., 1996).

Na fertilizacdo in vitro caprina, tem-se observado que muitos embrides que clivam precocemente
apresentaram baixas taxas de desenvolvimento (Cognié et al., 2004).

Dessa forma, um maior conhecimento dos mecanismos de interacdo entre 0s gametas faz-se necessario
para incremento na producdo e sobrevivéncia dos embribes caprinos produzidos in vitro.

Cultivo in vitro (CIV)

Trés sistemas de cultivo sdo rotineiramente utilizados para producéo in vitro: (1) co-cultivo com células
somaticas; (2) condigBes semidefinidas no meio proposto para suprir 0s requerimentos embrionarios; ou (3)
desenvolvimento in vivo em oviduto. O co-cultivo de embrides caprinos é geralmente realizado em meio
TCM199 ou B2, usualmente suplementado com soro fetal bovino (SFB) (Cognié et al., 2004).

Izquierdo et al. (2002) mostraram que o tipo de sistema de cultivo in vivo ou in vitro ndo influenciou as
taxas de desenvolvimento de maturacao in vitro / fertilizagéo in vitro de odcitos caprinos.

Cognié et al. (2003) indicam que, no dia seguinte & inseminagdo, 0s presumiveis zigotos devem ser
cultivados em microgotas de fluido sintético de oviduto e, assim, mantidos durante sete dias em uma atmosfera
contendo 5% de CO,, 5% de O,, € 90% de N,.

Em caprinos, foi estabelecido que a adi¢éo de soro fetal bovino (F2442; Sigma) ao meio de cultivo nos
dias dois ou trés promove maior viabilidade apds transferéncia de embriGes (Cognié, 1999) e nunca esteve
associada com o desenvolvimento anormal desses embrides.

Criopreservacéo de embrides

Embrides transferidos nos estadios de mdrula ou blastocisto sédo beneficiados por uma protecéo natural
contra agentes infecciosos constituida pela zona peldcida. Portanto, sdo normalmente esses estadios que devem
ser utilizados para criopreservacdo. Além disso, as lavagens sucessivas de acordo com recomendacdes da
International Embryo Transfer Society - IETS (Stringfellow e Seidel, 1998) permitem grandemente reduzir o
risco de transmissao de agentes infecciosos.

O interesse da conservagdo de embrides esta baseado na possibilidade de dissociar, no espaco e tempo,
as operacOes de producdo e transferéncia. Duas formas sdo possiveis: uma conservagdo de curta duracdo por
resfriamento ou de longa duracéo por criopreservacdo e estocagem no nitrogénio liquido (Freitas e Simplicio,
2002).

A congelacdo do embrido ndo é sempre realizavel e, em certas circunstancias, pode interessar a
inovulagio 24 a 48 horas ap6s a colheita. E possivel diminuir o metabolismo do embrido de maneira temporaria
pela diminuicdo da temperatura. Bilton e Moore (1976) mostraram que o resfriamento do embrido a 4°C permite,
em auséncia de crioprotetor, conservar este por um periodo de até 48 horas.
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No que se refere a congelacdo classica, atualmente, o etilenoglicol tem sido o crioprotetor de eleicéo,
com elevados indices de sobrevivéncia embrionaria, aproximando-se daqueles obtidos com embrides frescos
(BREBION et al., 1992). As técnicas de congelagdo, hoje disponiveis para embrides caprinos, sdo aplicadas,
preferencialmente, aos estddios de morula compacta até blastocisto expandido de graus | ou Il e com zona
peltcida intacta, segundo recomendacGes da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embribes
(Stringfellow e Seidel, 1998). Nesse processo se faz necessdria a utilizacdo de aparelhos de congelacao
programaveis para uma correta diminuicdo da temperatura. Nesse sentido, o Brasil j& possui a sua disposicao
diversas marcas de aparelhos que podem ser perfeitamente utilizados na criopreservacao de embrides de diversas
espécies, dentre as quais a caprina.

Outro recente método para a criopreservacdo de embrides caprinos é a vitrificagdo. Essa técnica consiste
em submeter os embrides a concentra¢des muito elevadas de crioprotetores e aumentar a viscosidade dos meios
intra e extra-celulares. Nessa situacdo, é possivel resfriar rapidamente os embriGes com a passagem do estado
liquido ao estado vitreo sem a formacéo de cristais. A técnica de vitrificagdo é uma pratica recente, de aplicacdo
rapida, e demonstra ser mais simples e menos onerosa que a congelagéo cléssica (Traldi et al., 1999).

Inovulagdo e fertilidade das receptoras

Inovulagdo é um termo técnico proposto por Beatty (1951) e consiste na deposi¢do do embri&o no Utero
da receptora, quer seja pelo ato cirdrgico (laparotomia), semicirdrgico (laparoscopia) ou por via transcervical. A
inovulacdo deve ser feita no corno uterino ipsilateral ao ovario portador de, pelo menos, um corpo lGteo
funcional.

Na laparotomia, a receptora é anestesiada e faz-se uma incisdo na linha alba. Os cornos uterinos séo
expostos, puncionados para a introducdo de um cateter (tom-cat ou Unopette) e feita a deposicdo dos embrides
no Utero, proximo a juncdo Uterotubarica, com cuidado para ndo lesionar a mucosa uterina (Freitas e Simplicio,
2002).

Na inovulagdo por laparoscopia, a receptora é anestesiada e colocada em declbito dorsal em maca ou
mesa propria. Segundo Baril et al. (1995), pratica-se uma pun¢do no abddémen para colocar a canula do
laparoscopio por onde se produz um pneumoperitdneo para facilitar a visualizagdo do trato genital na cavidade
abdominal; uma segunda cénula é colocada no lado oposto da primeira, para se introduzir uma pinga
atraumatica, que permite manipular o ovério e avaliar a resposta ovulatoria dessa fémea. Em uma terceira
incisdo, introduz-se a agulha ou a sonda (tom-cat) para perfurar o corno uterino e introduzir o embrido préximo a
juncdo Utero-tubarica. O mesmo autor relata ainda a possibilidade de se trazer com uma pinca atraumatica 0s
cornos uterinos para fora e, entdo, fazer-se a puncao (semilaparoscopia), evitando-se uma terceira puncéo.

O método de inovulagdo pela via transcervical consiste no tracionamento da cérvice para a porcao
anterior da vagina. A receptora é preparada como para uma colheita e um cateter com os embrides é colocado, no
ostio cervical, ultrapassando os anéis cervicais (Holtz, 1996).

Os resultados de fertilidade de receptoras de embrides caprinos variam bastante conforme a origem
desses embrides: frescos ou criopreservados e produzidos in vivo ou in vitro.

Assim, a viabilidade apds transferéncia dos embrides obtidos in vitro na fémea adulta é aceitavel, visto
gue proximo a metade dos embrifes transferidos evoluem normalmente da gestacdo a termo. Contudo, esses
embrides apresentam menor viabilidade que os embrides produzidos in vivo (Tab. 9; Cognié et al., 2001).

Existem diferencgas fundamentais na estrutura celular e bioquimica entre os embrifes produzidos in vivo
e in vitro que afetam significativamente sua sensibilidade a congelagdo (Massip, 2001). Resultados
encorajadores em termos de taxas de sobrevivéncia apOs transferéncia de embrifes caprinos
vitrificados/desvitrificados tém sido relatados (Traldi et al., 1999).

Tabela 10. Taxa de gestacdo e sobrevivéncia embrionéria apds transferéncia de embrides caprinos vitrificados
produzidos in vivo ou in vitro (2 embriBes/receptora).

Origem dos embrides

Pardmetro - -

In vivo In vitro
Numero de receptoras 27 20
Gestacdo (%) 52 45
Sobrevivéncia embrionaria (%) 37 30

Fonte: Traldi et al., 1998.

Na cabra, a capacidade dos embrides obtidos in vitro suportar a vitrificagdo ndo difere
significativamente daqueles embrides produzidos in vivo (Tab. 10; Traldi et al., 1998). Essa condi¢do pode levar
ao uso mais rotineiro dessa técnica de criopreservagdo de embrides.
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Tabela 10. Taxa de gestacdo e sobrevivéncia embrionaria apds transferéncia de embries caprinos vitrificados
produzidos in vivo ou in vitro (2 embribes/receptora).

Origem dos embrides

Pardmetro - -

In vivo In vitro
Numero de receptoras 27 20
Gestacdo (%) 52 45
Sobrevivéncia embrionaria (%) 37 30

Fonte: Traldi et al., 1998.

Segundo Cognié e Baril (2002), ap6s a transferéncia para receptoras, 47% dos blastocistos produzidos
in vitro resultam no nascimento de crias. Ja para os embrides obtidos a partir de odcitos de cabras pré-puberes, as
taxas de clivagem, producdo de blastocistos e de sobrevivéncia pés-transferéncia sdo ainda significativamente
inferiores do que para os oécitos oriundos de cabras adultas (Tab. 11; Cognié et al., 2003).

Tabela 11. Producédo in vitro de embriGes a partir de odcitos oriundos de cabras adultas e pré-puberes e a
sobrevivéncia embrionaria ap6s transferéncia.

Sobrevivéncia embrionaria

Idade N°. de odcitos Clivagem (%) Blastocistos (%) %)
2 meses 249 512 112 2/14 (149
Adulta 51 78° 51° 7/14 (50%)

a vs. b: p<0,001; c vs. d: p<0,05.
Fonte: Cognié et al., 2003.

Os blastocistos obtidos ap6s uma semana de cultivo na presenca de soro fetal bovino (35 a 50% dos
odcitos submetidos a fertilizagdo in vitro resultam numa taxa de desenvolvimento, apds transferéncia para
receptoras, muito préxima a daqueles embrides produzidos in vivo com nascimento de crias normais. Porém, em
alguns laboratorios, foi observado que o cultivo de embrides na presenca de soro pode induzir a pesos ao
nascimento anormalmente elevados (Holm et al., 1996) e que essa anomalia ndo existiu quando o cultivo foi
realizado em fluido sintético de oviduto destituido de soro, suplementado com a albumina bovina e diferentes
aminoacidos (Thompson et al., 1995).

Considerac0es finais

Atualmente, o método de elei¢do para a producdo de embrides em caprinos é a producdo in vivo, a qual
resulta em embrides com elevada capacidade de desenvolvimento, porém caracteriza-se por um elevado grau de
variabilidade da resposta das doadoras e dos estadios embrionéarios. Em adic&o, devido a formacéo de aderéncias
da realizacdo de repetidas laparotomias, o procedimento resulta no uso limitado de fémeas doadoras.

Nesse sentido, a producdo in vitro de embriGes caprinos vem avangando rapidamente. A aplicacdo de
técnicas in vitro (maturacdo, fertilizacdo e cultivo) para a espécie caprina pode facilitar a produgdo de um grande
nimero de embrides a partir de uma Unica fémea doadora. Somando-se a essa situacdo, a utilizacdo de animais
pré-paberes, em que a colheita de oocitos é realizada em idade precoce, pode reduzir o intervalo de geragdes e,
conseqlientemente, acelerar a propagacdo de animais valiosos. Contudo, é evidente que a inadequada maturacgao
oocitéria in vitro é a etapa limitante para a utilizagdo dos embrides produzidos por esse método.

Portanto, um melhor conhecimento dos mecanismos de interacdo entre odcitos e espermatozoides faz-se
necessario para a resolugdo de diversos entraves na producdo in vitro de embrides.

Diante dos recentes avangos cientificos na producdo in vivo e in vitro de embrides caprinos, faz-se
necessaria uma analise criteriosa dos custos/beneficios, visando auxiliar na escolha da técnica mais apropriada
para cada situacdo. E, ainda, quando os métodos de congelacdo de embrides produzidos in vitro forem
melhorados, a puncdo folicular associada a fertilizagdo in vitro serdo técnicas que poderdo beneficiar, por um
lado, os programas de melhoramento genético e, por outro, tecnologias que modificam as caracteristicas
genéticas de embrides, tais como a transgénese e a clonagem.
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