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Apresentacao

A criacao de caprinos e ovinos é uma atividade agropecudria de elevada
importancia social, econdmica e consolidada em determinadas regides
do Brasil, enquanto em outras, mostra-se em fase emergente. Diversos
aspectos apontam para o desenvolvimento desta cadeia produtiva no pais.
Dentre eles, a producao nacional, especialmente de carne e leite, sequer
abastece o mercado interno, mesmo considerando que o consumo ainda é
reduzido em relacao a outros paises. Em funcado da qualidade e diferencial
dos produtos de origem caprina e ovina, acredita-se que em pouco tempo
a demanda aumentara expressivamente, requerendo sistemas de criacao
focados na produtividade. Assim, torna-se fundamental desenvolver
e adequar tecnologias voltadas ao incremento produtivo. Para tanto,
recursos humanos, meio ambiente, nutricdo, sanidade, bem-estar animal,
genética e reproducao devem estar e operar concomitantemente. Dentre
eles, a eficiéncia reprodutiva desempenha papel de destaque.

A reproducao animal é uma area de intensos estudos, avancos e que vem
sendo cada vez mais explorada em seu aspecto aplicado. Neste cenario,
as biotécnicas oferecem beneficios singulares ao incremento reprodutivo.
Todavia, o sucesso apenas € alcancado quando sao empregadas diante do
conhecimento holistico da area. Esta obra podera auxiliar na consolidacao
e dominio de estudantes, profissionais e técnicos acerca das biotecnolo-
gias aplicadas a reproducdo em ovinos e caprinos. O material apresenta
inicialmente informacdes de aspectos fisioldgicos que possibilitam ao lei-
tor o entendimento das biotécnicas aplicadas detalhadamente abordadas
em sequéncia. Sao apresentados os métodos de sincronizacao e inducao
de estro e ovulagao; inseminacao artificial; multipla ovulacao e transferén-
cia de embrides; e tecnologia reprodutivas avancadas como a producao /in

vitro de embrides, transgénese e clonagem.

Paulo do Carmo Martins Evando Vasconcelos Holanda Jr.
Chefe-Geral Embrapa Gado de Leite Chefe-Geral Embrapa Caprinos e Ovinos
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LISTA DE SIGLAS E
ABREVIATURAS

ABCC - Associacao Brasileira de Criadores de Caprinos
CIDR - Controlled Internal Drug Release

CL - Corpo Luteo

CTNBio — Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca
DIV — Desenvolvimento in vitro

eCG - Gonadotrofina Coridnica Equina

FIV - Fecundacao in vitro

FGA — Acetato de Fluorogestona

FSH — Horménio Foliculo Estimulante

GnRH - Hormoénio Liberador de Gonadotrofinas

GSH - Glutationa

hG-CSF - Fator Estimulante de Colbnias de Granulécitos humano
IA — Inseminacao Artificial

IATF — Inseminacao Artificial em Tempo Fixo

LFCR - Laboratério de Fisiologia e Controle da Reproducao
LH - Hormonio Luteinizante

MAP — Acetato de Medroxiprogesterona

MIV — Maturacao in vitro

MOTE - Mudltipla Ovulacao e Transferéncia de Embrides

OPS - Open Pulled Straw

PGF 2a — Prostaglandina F 2 alfa

PIVE — Producéo /in vitro de embrides

PVP - Polivinilpirrolidina

SP - Sao Paulo

TNCS - Transferéncia Nuclear de Células Somaticas
UECE - Universidade Estadual do Cearéa

Ul — Unidades Internacionais

hMG - Gonadotrofina Menopausal Humana
cm — Centimetros

ug — Microgramas

mg — Miligramas

mL — Mililitros






1. INTRODUCAO

A criacao de caprinos e ovinos foi provavelmente a primeira atividade
zootécnica desenvolvida pelo homem, uma vez que essas espécies fo-
ram as primeiras domesticadas. Os primeiros registros em pinturas ru-
pestres dao testemunho desse principio, hd cerca de dez mil anos atréas
(ZEDER; HESSE, 2000; ZEUNER, 1963). Desde entdo, esses pequenos e
notaveis ruminantes estiveram presentes nos momentos mais marcantes
da histéria e da evolucdo da humanidade. Como fonte permanente de
alimento (carne e leite) e protecao (peles), eles deixaram suas origens
africanas e acompanharam o homem nas conquistas da Europa, Asia
e depois, das Américas e Oceania (FONSECA; BRUSCHI, 2009b). No
Brasil, os primeiros relatos dao testemunho de que foi a cabra o primeiro
e mais chamativo animal a despertar a atencao dos indios por ocasido
do descobrimento. No contexto de exploracao animal, a caprinocultura,
sobretudo leiteira, intensificou-se a partir da década de 1970 com a
criacdo da Associacao Brasileira de Criadores de Caprinos (ABCC) (FON-
SECA; BRUSCHI, 2009a).

No Brasil, caprinos e ovinos sdao explorados em regimes familiares e ex-
tensivos ou empresariais e intensivos. Em todos os cenérios, sua funcao

social e no agronegécio é muito importante. Os sistemas de producéao
poderiam ser estudados e implementados regionalmente, levando-se em
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conta as particularidades e experiéncias locais. Dessa forma, modelos
economicamente vidveis e sustentaveis poderiam ser desenvolvidos e
aplicados. Esses modelos, obviamente teriam sua eficiéncia limitada pe-
los indices reprodutivos, uma vez que condicdes sanitdrias, nutricionais
e de bem-estar animal, adequadas ao sistema de producao estejam sen-
do aplicadas. Dessa forma, a otimizacao do sistema produtivo terd como
principal limitante a eficiéncia reprodutiva do rebanho. Essa eficiéncia
pode ser incrementada com a adequacao e emprego de biotécnicas de
reproducdo assistida (FONSECA, 2006a). Neste contexto, o objetivo
deste livro foi apresentar as técnicas aplicadas a reproducao assistida
em caprinos e ovinos.

2. ASPECTOS GERAIS DA REPRO-
DUCAO DE CAPRINOS E OVINOS

2.1. Estacionalidade reprodutiva

Os ovinos e caprinos sdo considerados animais poliéstricos estacio-
nais de dias curtos, tornando-se sexualmente ativos em resposta a di-
minuicao do comprimento do dia que ocorre no final do verao e inicio
do outono (ROSA; BRYANT, 2003).

A estacionalidade reprodutiva tem no fotoperiodo seu principal orien-
tador, e serd mais expressiva quanto maior for a latitude, diminuindo
e tendendo a cessar a medida que se aproxima da linha do equador
(FONSECA et al., 2009), conforme demonstrado na Figura 1.

Nas zonas tropicais e principalmente em regides préoximas ao equa-
dor, como por exemplo, no Nordeste e Norte brasileiros, a variacao
de luminosidade é muito pequena, assim, essa estacionalidade pode
nao ocorrer, permitindo a ciclicidade o ano todo (FONSECA, 2006a).
Nessas regioes, a estacionalidade do ciclo estral pode estar mais re-
lacionada com a disponibilidade e a qualidade dos alimentos (ROSA;
BRYANT, 2003).

O periodo de anestro estacional (auséncia de manifestacoes de es-
tros) varia de intensidade e duracdao nado sé em funcdo da latitude,
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mas também da raca, linhagem dentro de uma mesma raca, fatores

climaticos, genéticos, sociais, estadio da lactacdo e manejo nutricional
(ESPESCHIT, 1998).

14 h

12h

Fotoperiodo (horas de luz / dia)

10h
Solsticio Equinocio iNAe
Verio ({, erio e Equinécio
l Solsticio Invemo Primavera
22/9 21/12 21/3 21/6 22/9

Figura 1. Variacéo estacional do fotoperiodo em diferentes latitudes do Hemisfério Sul.
Fonte: Adaptado de Bergamaschi (2009).

Segundo Espeschit (1998), em caprinos de racas leiteiras especializa-
das (Saanen, Alpina e Toggenburg) na regido Sudeste do Brasil, tém-se
observado estros principalmente do verdao ao inverno (fevereiro a ju-
Iho), com maior incidéncia no més de abril. J& em cabras naturalizadas
do Nordeste brasileiro, como a Canindé e Moxotd, ndo é observada
qualquer variacdao na manifestacao dos estros, os quais ocorrem du-
rante todo o ano. O mesmo ocorre com ovelhas deslanadas brasileiras,
Morada Nova e Santa Inés, diferentemente das racas lanadas - llle de

France, Suffolk, Merino (FONSECA, 2005).

A atividade reprodutiva desses animais, portanto, é dividida em es-
tacoes de anestro (inicio do inverno ao inicio do verao), de transicao
(verao), e de acasalamento (final do verao, ao inicio do inverno), com a
maior concentracao de estros ocorrendo no outono (FONSECA, 2005),
conforme Figura 2.

15



16

Biotecnologias Aplicadas a Reproducédo de Ovinos e Caprinos

. u |

16 7

14 4

12

X Acasalam:ento n#tural
H 1

[l Anestro estacioral
1

[ Transigad
1

10

Fotoperiodo (horas de luz por dia)

8

T T T T T
Inverno Primavera Verao Outono Inverno

Figura 2. Variagdo anual no fotoperiodo, estagdes do ano e efeito sobre a reproducéo de caprinos e
ovinos.
Fonte: Adaptado de Bruchi e Fonseca (2011).

2.2. Ciclo estral

A duracéao do ciclo estral ¢ em média de 17 dias para ovelhas e 21 dias
para cabras. A sequéncia de eventos hormonais durante o ciclo estral é si-
milar em ambas as espécies, sendo que as cabras apresentam naturalmen-
te uma fase progesterénica mais longa do que as ovelhas (JAINUDEEN et
al., 2004), 17 e 13 dias respectivamente, e uma fase folicular semelhante
de 4 dias, como apresentado na Figura 3 (FONSECA, 2006a).

Estro

Estro

Luteal

A © S
0 13

Estro

©,

17 (dias)

Folicular

Estro

Luteal

B ©
0

Figura 3. Ciclo estral na ovelha (A) e na cabra (B).
Fonte: Adaptado de Fonseca (2005).

@ Folicular @

17 21 (dias)

Variacdes na duracao do ciclo estral ocorrem devido a diferencas raciais,
condicoes fisioldgicas, sociais e estresse ambiental em ambas as espé-
cies. Os ciclos anormalmente curtos, observados na ovelha e na cabra,
que ocorrem na transicdo das estacdes, podem estar associados com
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o corpo liteo (CL) em regressdo prematura (6 a 7 dias) ou anovulacao
(JAINUDEEN et al., 2004). Esse fendbmeno parece ser mais frequente na
cabra do que na ovelha (PINTADO et al., 1998).

Durante o ciclo estral, duas a quatro ondas foliculares podem estar
presentes, sendo mais comum a ocorréncia de quatro ondas na cabra e
trés na ovelha (EVANS, 2003; GINTHER; KOT, 1994). Da ultima onda
folicular deriva o foliculo ovulatério que alcanca maturacao final e ovu-
lacdo em ambiente hormonal com predominio de atividade estrogénica.
Ondas iniciais ou intermedidrias que emergem em ambiente hormonal
com predominio de progesterona (fase luteal) acabam por regredirem e
nao geram foliculos ovulatérios, a menos que o corpo lGteo seja inativa-
do (aplicacao de prostaglandinas), conforme Fonseca (2006a).

2.3. Duracao do estro e ovulacao

O estro dura de 24 a 36 horas nas ovelhas e de 24 a 48 horas nas
cabras, sendo que a raca, a idade, a estacao e a presenca do macho
influenciam na sua duracao. O estro pode ser de duracdo mais curta no
inicio e no final da estacdo de acasalamento, na presenca do macho, e
na primeira estacao de acasalamento de fémeas jovens (JAINUDEEN et
al., 2004).

Ambas as espécies apresentam ovulacao espontanea, podendo ser Unica
ou multipla, que ocorrem préximo ao final do estro ou apds o seu final
(GORDON, 1997). As ovelhas ovulam normalmente 24 a 27 horas apés
o seu inicio (JAINUDEEN et al., 2004), e as cabras ap6s 30 a 36 horas
(GONZALEZ et al., 2008).

3. METODOS DE SINCRONIZACAO
E INDUCAO DE ESTRO E OVULA-
CAO ENi PEQUENOS RUMINANTES

Conceitualmente, a sincronizacao de estro pressupoe que varios animais
estejam apresentando estro em um periodo relativamente curto (24 a
72 horas). Isso pode ser obtido, por exemplo, encurtando-se a fase lu-
teal por meio da administracao de prostaglandinas durante a estacao de

17
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acasalamento natural, utilizando-se progestdgenos ou efeito macho. Ja
a inducao de estro é conceitualmente definida quando o estro ocorre em
condicbes em que normalmente nao seria possivel (estacao de anestro
estacional). O uso de um programa de luz ou administracao exégena de
melatonina é capaz de induzir o estro, mas nao de forma sincronizada.
A inducao de estro sincronizado é aquela obtida por meio de coquetéis
hormonais que empregam gonadotrofinas em associacdo com progesta-
genos e prostaglandinas. Nesse caso, hd também a perspectiva de sin-
cronia ovulatéria que pode ainda ser melhorada por meio da associacao
com outros hormoénios, ditos indutores de ovulagéo.

3.1. Tratamentos hormonais

Dois tipos de drogas sao frequentemente utilizados para sincronizar o es-
tro, agentes luteoliticos e progestadgenos. Além disso, a combinacao des-
ses e a associacao com gonadotrofinas podem ser eficientes na inducao
do estro e ovulacdo nas fémeas durante o anestro estacional (ABECIA,
2011).

3.1.1. Prostaglandinas

Para a sincronizacéo do estro, a prostaglandina F,o (PGF,a) e seus
anéalogos sintéticos, cloprostenol, dinaprost, e delprostenato (FREITAS;
RUBIANES, 2004) sao tratamentos muito utilizados. Seus mecanismos
de acao consistem em induzir a regressao do corpo lateo, interrompendo a
fase progesterdnica do ciclo estral e permitindo o inicio de um novo ciclo,
ou seja, retorno a fase folicular do ciclo estral (GONZALEZ et al., 2008).
No entanto, os corpos lGteos sao responsivos as prostaglandinas apenas
apds o terceiro dia da ovulacao (MENCHACA; RUBIANES, 2004). Com
base no conceito de nao responsividade dos corpos lGteos ao tratamento,
os protocolos tradicionais consistem na aplicacdo de duas doses interva-
ladas por 11 a 14 dias em caprinos e 11 a 12 dias em ovinos (FREITAS;
RUBIANES, 2004). Apés a segunda administracdo, ha alta proporcéo de
fémeas que manifestam estro dentro de dois a quatro dias (OLIVEIRA et
al., 2013c). Entretanto, o uso da PGF,« ou de seus anédlogos nédo tem sido
recomendado para programas de inseminacao artificial em tempo fixo
(IATF), devido a alta variabilidade observada para o inicio do estro e da
ovulagcado apds o fim do tratamento entre fémeas (ROMANO, 1998). Essa
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variabilidade tem como causa os diferentes estadios de desenvolvi-
mento folicular quando a lutedlise é induzida (WILDEUS, 2000). Visando
aumentar a eficiéncia dos tratamentos com PGF,a, o encurtamento do
intervalo para sete dias foi proposto e tem apresentado melhores resulta-
dos, sobretudo por permitir maior sincronia de ovulacdées (MENCHACA;
RUBIANES, 2004). Segundo esses autores, isso foi possivel porque a
segunda dose de PGF,o é administrada entre o terceiro e quinto dia do
ciclo estral e nesse periodo, os foliculos dominantes da primeira onda
folicular ainda estdo em fase de crescimento, ao passo que 0S coOrpos
luteos da ovulacao prévia ja estdo responsivos a acao da prostaglandina.

Durante a estacdo reprodutiva, a sincronizacdo do estro em cabras
pode ser efetuada com 5 a 10 mg de prostaglandina natural ou 50 a
100 ug de prostaglandina sintética (TRALDI et al., 2007a). Segundo
Romano (1998), as células luteais das cabras possuem uma maior
sensibilidade do que a das ovelhas, sendo necessaria uma menor dose
para sincronizacao do estro. Para ovelhas, utilizam-se doses do analo-
go sintético acima de 125 ug, podendo alcancar indices de 100% de
sincronizacao com 250 yg (GORDON, 1997). A dose de prostaglandina
natural varia de 15 mg, com eficiéncia de 70% de sincronizacdo, a
20 mg, com eficiéncia de 100% de sincronizacdo (GONZALEZ et al.,
2008; GORDON, 1997).

A via intravulvosubmucosal foi reportada como mais eficiente. Nesse
caso, sugeriu-se que a prostaglandina chegue ao seu local de acgao, o
ovério, mais rapidamente, reduzindo a taxa de metabolizacao sistémica
(MELLADO et al., 1994). Por essa via, a dose de 22,5 ug d-cloproste-
nol para cabras leiteiras obteve eficiéncia de 89,5% em sincronizacao
(FONSECA, 2002). Todavia, héa riscos e dificuldades inerentes a intro-
ducédo de agulhas nesse ponto, e a aplicacdo de PGF,a laterovulvar
(ao lado da comissura labial) torna-se uma alternativa de se atingir a
submucosa vulvar ou vaginal (Figura 4). Logo, o medicamento pode
ser depositado no mesmo ponto, mas com perfuracdo através da pele.
Comparada com a via intramuscular, a laterovulvar é de higienizacao
mais eficiente, sobretudo em racas lanadas ou de pelos longos.
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Figura 4. Administracédo de PGF,a pela via laterovulvar em ovinos.

Entre as vantagens de se utilizar o tratamento com prostaglandinas,
estdo: a facilidade de administracdao; a auséncia de problemas com os
dispositivos vaginais; o rdpido metabolismo, evitando-se residuos quimi-
cos nos produtos de origem animal (VAZQUEZ et al., 2010); e os bons
resultados de sincronizagao (GONZALEZ et al., 2008). Mesmo que, por
vezes, inferiores aos tratamentos com progestagenos (VAZQUEZ et al.,
2010). Contudo, a principal desvantagem é que nao podem ser utiliza-
das nas fémeas que nao estao ciclando de forma natural, pois estas nao
possuem um CL funcional (FREITAS; RUBIANES, 2004). Além disso,
Gonzélez et al. (2008) ressaltaram que é possivel induzir o aborto se as
fémeas estiverem gestantes e receberam diagndstico falso-negativo.

3.1.2. Progestagenos

A utilizacdo da progesterona, natural ou sintética, na sincronizagao do
estro tem sobre as prostaglandinas, as vantagens de poderem ser utiliza-
das em qualquer fase do ciclo estral e de induzir a manifestacao do estro
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no periodo de menor atividade reprodutiva, ou seja, na contra-estacao
(ESPESCHIT, 19886).

A progesterona exdgena exerce acao de bloqueio temporéario do ovério,
pois inibe a secrecado pulsatil do hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) pelo hipotdlamo (LEBOEUF et al., 1998), o que impede o desen-
volvimento de foliculos a estadios em que seja possivel a manifestacao
do estro e a ovulacdo. Essa acado é semelhante a da progesterona endoé-
gena e termina, uma vez retirada sua fonte, induzindo o estro em poucos
dias (ESPESCHIT, 1986).

A utilizacdo desse hormonio por um periodo menor que a fase luteal, 9
a 12 dias, pode levar ao atraso ou inibicao do estro e da ovulacao pela
presenca do CL funcional remanescente no final do tratamento. Assim,
a lutedlise deve ser induzida com a aplicacéo de PGF,a durante a per-
manéncia do progestageno, ou ao final do tratamento (LEBOEUF et al.,
1998).

Diante do avanco e do dominio do conhecimento cientifico a respeito do
padrdao da emergéncia da onda folicular, que ocorre a cada 5 a 7 dias
em pequenos ruminantes, surgiu a possibilidade de se reduzir o periodo
de exposicdo das fémeas aos progestagenos, de 9 a 12 dias para b a 7
dias (RUBIANES MENCHACA, 2003). Adicionalmente, protocolos com
12 dias de permanéncia do dispositivo geram um excessivo periodo de
crescimento do foliculo e envelhecimento do odcito e embora apresen-
tem altas taxas de inducdo de estro, resultam em fertilidade diminuida
em comparacéo a protocolos de curta duracdo (VINOLES et al., 2001).

O encurtamento do tempo de permanéncia dos dispositivos pode ainda
facilitar o manejo e minimizar as descargas vaginais e infeccdes. Esses
protocolos tém apresentado resultados semelhantes aos protocolos de
duracdo média (9 dias) e longa (12 dias; NASCIMENTO et al., 2008) em
cabras, e superiores aos protocolos de longa duracdao em ovelhas (12
dias) conforme Vifoles et al. (2001). Um protocolo curto de 6 dias foi
utilizado com resultados de 95% de apresentacao de estro e ovulacao
em fémeas caprinas (SOUZA et al., 2011).
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Ha& no mercado: esponjas para uso intravaginal (45 mg acetato de fluoro-
gestona — FGA; ou 50 a 60 mg de acetato de medroxiprogesterona — MAP);
dispositivos de liberacao lenta de progesterona natural (Controlled Internal
Drug Release — CIDR) e implantes auriculares (ESPESCHIT, 1998). Maiores
concentracoes de progesterona plasmaticas foram detectadas em cabras
que receberam CIDR quando comparadas as que receberam esponjas
intravaginais. Essa diferenca pode ter sido ocasionada pelo acréscimo na
concentracao de progesterona provocado pela liberacdao do CIDR, pois
esse produto, ao contrario das esponjas, apresenta progesterona natural,
detectavel ao radioimunoensaio (MAFFILI et al., 2005). Todavia, a efi-
ciéncia na sincronizacao e a taxa de fertilidade de animais tratados com
CIDR foram semelhantes aos tratamentos com MAP e FGA (ROMANO,
2004). Ressalta-se que ja foi demonstrado ser possivel a reutilizacédo
de CIDR autoclavados, promovendo taxas similares de apresentacao de
estro e gestacao em caprinos. Isso proporciona risco minimo do ponto
de vista sanitario ao rebanho, podendo ser amplamente recomendado a
produtores de caprinos leiteiros para minimizar os custos (SOUZA et al.,
2011).

3.1.3. Gonadotrofinas

Quando se suprime o tratamento com progestdgenos em animais cicli-
cos, a hipéfise incrementa a liberagao de gonadotrofinas, o que estimula
o crescimento folicular final e subsequente ovulacao (GONZALEZ et al.,
2008). Entretanto, o aparecimento do estro e a ovulacao podem ocorrer
em menor nimero (RODRIGUES et al., 2004) e de forma dispersa.

Animais em anestro estacional apresentam o eixo hipotalamico hipofisa-
rio gonadal bloqueado e nao hé secrecao apropriada de gonadotrofinas.
Nesses animais, mesmo com o estimulo da supressao do tratamento,
sao evidenciados baixos indices de inducao de estro e prenhez (DIAS
et al., 2001). Assim, ha a necessidade de se administrar gonadotrofina
exdégena, sendo mais utilizada a gonadotrofina coriénica equina (eCG)
(GONZALEZ et al., 2008).

Nesses tratamentos, os progestdgenos também possuem a funcao de
sensibilizar o hipotdlamo a acdo dos estrégenos para que haja manifes-
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tacdo do comportamento de estro (GONZALEZ et al., 2008). A eCG, por
possuir a atividade predominante de FSH (hormdnio foliculo estimulante)
e também de LH (hormoénio luteinizante), ativa os ovarios, promovendo
o desenvolvimento dos foliculos (ESPESCHIT, 1986), podendo encurtar
o intervalo do aparecimento do estro, a sua duracdo e aumentar a taxa
ovulatéria (FREITAS; RUBIANES, 2004).

As dosagens de eCG utilizadas em climas temperados, tanto para ca-
bras quanto para ovelhas, sdo de 400 a 700 Ul (ESPESCHIT, 1998;
RODRIGUES et al., 2004). Porém, doses maiores ou iguais a 400 Ul de
eCG em condicdes brasileiras, podem resultar em estimulacao excessiva
dos ovarios e induzir multiplas ovulacoes, gerando um excesso de crias
que leva a mortalidade embrionéaria e fetal (ESPESCHIT, 1986). De modo
geral, os protocolos para ovinos e caprinos no Brasil utilizam doses de
200 a 300 Ul de eCG (ESPESCHIT, 1998).

Em resumo, a administracao de eCG, 24 a 48 horas antes, ou no mo-
mento da remocao da fonte de progesterona ou progestageno estimula o
crescimento folicular. No mesmo momento, a aplicacao de um anélogo a
prostaglandina causa lutedlise em fémeas que apresentam corpos lUteos
funcionais ao final do tratamento. Isso permite, finalmente, o retorno do
eixo hipotalamo hipéfise gonadotréfico, reassumindo os eventos endé-
crinos que induzem o estro e ovulagéo.

A eficiéncia na inducao e sincronizacao do estro e ovulacao em ovinos e
caprinos depende de vaérios fatores, incluindo periodo de exposicdo aos
progestagenos, dose e momento da aplicagdo de eCG e PGF,a, estacdo
do ano, entre outros (FONSECA, 2005).

A taxa de fertilidade também pode variar conforme o aparecimento do
estro apdés a remocao da fonte de progesterona ou progestageno. Alguns
autores relatam que o atraso no aparecimento do estro pode estar rela-
cionado com a presenca de anticorpos anti-eCG, que possuem acao bio-
l6gica de inibir a atividade estimulatéria da gonadotrofina administrada,
levando a um atraso ou auséncia da ovulacado, observado em cabras que
receberam repetidas administracées de eCG (BARIL et al., 1996). Esse
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fendbmeno parece ser muito mais marcante na cabra do que na ovelha
(FREITAS; RUBIANES, 2004). Em alguns animais tratados com eCG pela
primeira vez, uma grande variacao no tempo de inicio do estro também
foi observada (BARIL et al., 1996), sugerindo que outros fatores, além
da presenca de anticorpos anti-eCG, podem estar relacionados com a
resposta aos tratamentos de sincronizacado (FREITAS et al., 1997).

Nesse contexto, surgiu a necessidade de se pesquisar alternativas para
o uso da eCG. A gonadotrofina coriénica humana (hCG), na dose de 250
Ul, se mostrou eficiente na inducdo do estro em cabras (FONSECA et
al., 2005b).

3.2. Efeito macho

Apesar de a atividade reprodutiva nos mamiferos ser dependente de
fatores hormonais, que por sua vez dependem do ambiente fisico, em
varios casos o ambiente social pode exercer alguma acdao moduladora
(VELIZ et al., 2002). Nesse contexto, a inducao e a sincronizacao do
estro e, consequentemente, da ovulacao em fémeas podem ser realiza-
das pelo contato com o macho apés um periodo relativamente longo de
separacao, método denominado efeito macho (OTT et al., 1980).

O efeito macho foi primeiramente reportado hd 60 anos em ovinos, sen-
do denominado “efeito carneiro” (DELGADILLO et al., 2009). Nos capri-
nos, esse fendmeno foi descoberto mais tarde. Recentemente o nimero
de artigos cientificos publicados a respeito do efeito macho (carneiro ou
bode) tem ressurgido, o que provavelmente foi provocado pelo poten-
cial desse método de controle reprodutivo em ser um fenbmeno “clean,
green and ethical”, ou seja, “limpo, verde e ético” (DELGADILLO et al.,
2009). Em termos de producao caprina e ovina esta associado a adocao
de praticas que minimizem ou que evitem completamente a utilizacao de
tratamentos quimicos e hormonais e que ndo comprometam o bem estar
animal (MARTIN et al., 2004). Além disso, outro fator que torna esse
método vantajoso seria o custo reduzido de sua aplicacdao (MELLADO;
HERNANDEZ, 1996; SAMPAIO, 2008).
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O principal fator para o sucesso da inducao e sincronizacao do estro € a
intensidade da estimulacdo do macho (MELLADO; HERNANDEZ, 1996;
VELIZ et al., 2002), ou seja, a intensidade na qual se manifestam os
comportamentos de cortejo. A libido, responsavel por essa manifesta-
cao, pode afetar tanto a habilidade em detectar o estro, quanto interferir
na sua ocorréncia (SHELTON, 1978).

A administracdo de andrégenos as fémeas e aos machos castrados faz
com que esses animais também manifestem comportamentos sexuais
semelhantes aos machos inteiros sexualmente ativos, sendo uma al-
ternativa para inducao do estro em pequenos ruminantes (MELLADO;
HERNANDEZ, 1996; NASCIMENTO et al., 2008).

Além da intensidade da manifestacdo de comportamentos sexuais, para
que o efeito macho seja eficiente pode ser necessario que o macho per-
maneca separado das fémeas por um periodo determinado, de modo que
a sua reintroducdo promova estimulos a ovulacdo (GONZALEZ et al.,
2008). O periodo comumente utilizado de separacao é de 60 dias e uma
melhor eficiéncia é encontrada quando os machos sao reintroduzidos no
periodo de transicao (FONSECA, 2005). Porém, alguns autores relatam
gue esse periodo de separacao pode se tornar dispensavel quando o pro-
cedimento é feito com machos novos, que nunca tiveram contato prévio
com as fémeas do rebanho (DELGADILLO et al., 2009).

Um alto percentual de cabras em estro é observado em torno de 72
horas apds a introducao de um macho sexualmente ativo no rebanho
(VELIZ et al., 2002). Isso ocorre pelo aumento do LH plasmatico nas
fémeas culminando em um pico pré-ovulatério e ovulacao. Foi recente-
mente demonstrado que fémeas caprinas recebendo melatonina asso-
ciado ao efeito macho apresentaram 92% de gestacdao, em comparacao
a apenas 60% quando receberam apenas melatonina para sincronizar o
estro (CELI et al., 2013). Porém, a primeira ovulagao pode ainda nao ser
acompanhada de manifestacdo do estro (DELGADILLO et al., 20086), ou
resulta em ciclo de curta duracdo como consequéncia da regressao pre-
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matura do CL (VELIZ et al., 2002). Por essas razdes, recomenda-se que
0s animais sejam acasalados ou inseminados a partir da manifestacao do
segundo estro (TRALDI et al., 2007a).

Ainda um pouco menos conhecido que o efeito macho, é o efeito fémea.
Fémeas podem ter um efeito estimulante sobre outras fémeas em mui-
tas espécies (POINDRON et al., 1980). Estudos demonstraram o “efeito
fémea-fémea”, ou seja, que o estro de fémeas pode influenciar na ovu-
lacdo de outras, em ovelhas (ZARCO et al., 1995) e cabras (RESTALL et
al., 1995). A primeira ovulagdo nao é sincronizada, a menos que a fémea
esteja em condicdes de estro induzido.

3.3. Fotoperiodo artificial

O controle da atividade reprodutiva por meio da introducao de luz artifi-
cial tem sido realizado para os dois sexos das espécies ovina e caprina
e se baseia no principio da mudanca de dias longos para dias curtos
(CHEMINEAU et al., 1988).

As fémeas sdo submetidas a tratamentos de dias longos (16 horas de luz
e 8 horas de escuro) por 60 dias com o auxilio de lampadas fluorescentes
instaladas no galpao, que seriam ativadas diariamente por meio de um
“timer” cerca de 3 horas antes do alvorecer e automaticamente desligadas
3 horas apés o entardecer, alongando o fotoperiodo natural e permitindo
uma luminosidade de 200 lux dentro do galpao. Vale ressaltar que a insta-
lacao de luzes, incandescentes ou fluorescentes, deve ser feita de forma
criteriosa, visto que a luminosidade tal em decorréncia do nimero de luxes
gue culminard no estimulo necessério para a inducao do estro. A adap-
tacao de um galpao a fim de se trabalhar com inducao por luz, além de
estimativas do consumo de energia elétrica da propriedade sao descritos
por Cordeiro (1991). Terminado o tratamento com dias longos, que blo-
queia a atividade ovulatéria, os animais passam a fazer uma interpretacao
de “dias curtos”, uma vez que a luminosidade ambiente é inferior aquela
imposta durante o tratamento fotoluminoso. Dessa forma, a melatonina
secretada durante a noite, no periodo de menor luminosidade ambiente,
é capaz de desencadear a atividade sexual de machos e fémeas em plena
contraestacao fisiolégica da espécie caprina (TRALDI et al., 2007a).
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No Brasil, o tratamento fotoluminoso vem sendo usado por técnicos e
criadores desde 1991 (CORDEIRO, 1991). Um exemplo seria a introdu-
cao da luz no outono e inverno, que associado ao efeito macho no inicio
da primavera, permite que cerca de 70% a 80% das fémeas tratadas
apresentem estros férteis durante a primavera e paricdes durante o outo-
no do ano subsequente (TRALDI et al., 2007a).

O aparecimento do estro ocorre cerca de 60 dias apds o final do pro-
grama de iluminacao artificial e ndo promove sincronia entre as fémeas
em estro (FONSECA, 2006a). Por isso, é desejavel a associacdao com
outras biotecnologias que promovam essa sincronia, como por exemplo,
o efeito macho, ou a administracao de prostaglandina, que é eficiente na
sincronizacao do estro quando os animais estao ciclando.

Como vantagens da utilizacdo do fotoperiodo artificial, citam-se: a pos-
sibilidade de repeticao do método em um mesmo animal sem diminuicao
da fertilidade; auséncia de sequelas e efeitos colaterais; prolificidade
normal; além da possibilidade de tornar os machos sexualmente ativos
durante a contra estacao, quando nao ha possibilidade da IA ser adotada
na propriedade (ESPESCHIT, 1998).

O fotoperiodo artificial tem como entrave a impossibilidade de ser aplica-
do em rebanhos de criacdo extensiva (DEVESON et al., 1992), e talvez
este seja o motivo deste método ser pouco utilizado na inducao do estro
em ovinos.

3.4. Melatonina

Nos mamiferos, todas as alteracdes fotoperidédicas sao percebidas exclu-
sivamente pelos olhos (retina) e em seguida sao transmitidas por meio
de sinapses para a glandula pineal (CHEMINEAU et al., 2008). Essa
glandula, durante o periodo noturno, sintetiza melatonina a partir do
triptofano e da serotonina (TRALDI et al., 2007a). Acredita-se que esta
alcance o cérebro pelo liguido cefalorraquidiano e os tecidos periféricos
pela circulacao geral (CHEMINEAU et al., 2008).
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Como a melatonina é produzida somente no periodo noturno, sua se-
crecdo varia com a duracado do dia e da noite, sendo que a duracao
dessa secrecao é processada para regular a atividade do eixo hipo-
taldmico hipofisario gonadal. A principal influéncia da melatonina no
eixo reprodutivo é exercida na secrecao pulsatil de Horménio Libera-
dor de Gonadotrofinas (GnRH) e este efeito pode ser suficiente para
explicar a regulacdao da sazonalidade. O GnRH estimula a secrecédo de
gonadotrofinas na hip6fise que sao fundamentais para o desenvolvi-
mento dos foliculos, ovulacdo e formacao do corpo IGteo nos ovarios
(GONZALEZ et al., 2008).

Com a descoberta da relacdo hipotadlamo-pineal, tornou-se possivel
“diminuir o comprimento do dia” farmacologicamente, por meio da
aplicacao de melatonina exégena (CHEMINEAU et al., 1988). Os pri-
meiros estudos realizados com ovinos ocorreram na década de 80,
e a partir dai diversas vias de aplicacao foram testadas, como por
exemplo: injecoes intramusculares, adicao na alimentagao, implantes
intraruminais (bolus), doses orais, implantes vaginais, infusdes e im-
plantes subcutaneos (LOUREIRO, 2003). Entre essas, os implantes
subcutaneos de liberacao lenta se mostraram eficientes e préaticos na
utilizacdo a campo.

Os implantes contém 18 mg de melatonina revestido de uma fina
camada de polimeros e normalmente sdao mantidos nos animais por
30 a 40 dias antes do acasalamento (ESPESCHIT, 1998; LOUREIRO,
2003). O tratamento com melatonina permite antecipar a atividade
ciclica de fémeas ovinas (LOUREIRO, 2003) e caprinas (TRALDI et al.,
2007a). A utilizacao de uma Unica injecao subcutanea de 20 ou 40
mg de melatonina, dissolvida em solugcao de vitamina A, D e E, mos-
trou ser eficiente ao antecipar a atividade ciclica de cabras em 1 a 2
meses (KUMAR; PUROHIT, 2009).

Para melhorar a eficiéncia, a melatonina pode ser associada ao foto-
periodo artificial (CHEMINEAU et al., 1988), e ao efeito macho (CELI
et al., 2013; LOUREIRO, 2003). Contudo, apesar de ser uma técnica
eficiente, a melatonina nao esta disponivel comercialmente no Brasil.
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3.5. Pontos essenciais para a inseminacao artificial em
caprinos e ovinos

A manipulacao do ciclo estral em caprinos e ovinos deve estar funda-
mentada no conhecimento do comportamento reprodutivo desses ani-
mais nas condicdoes onde vivem e produzem. H& uma série de possibi-
lidades para se controlar ou manejar a reproducao. As técnicas variam
das mais simples as mais complexas, das mais sincrénicas as menos
sincrdnicas, das mais onerosas as menos onerosas. Todavia, suas efici-
éncias devem ser medidas em funcao do objetivo em questado. Portanto,
orientacoes fisioldgicas, técnicas e econdémicas devem ser conjuntamen-
te consideradas antes da escolha por este ou aquele método. Lembre-se
que nenhuma boa tecnologia suporta uma ma implantacao e conducao.
Antes de iniciar qualquer programa de controle reprodutivo, manipulacao
de utensilios ou hormdnios é preciso ficar atento a 10 passos basicos:
1. Higiene pessoal: esteja com unhas devidamente aparadas e mao lim-
pas e higienizadas, livre de anéis ou relégios e SEMPRE com luvas.
Unhas protuberantes, anéis e relégios podem reter sujidades, machucar
os animais ou perfurar as luvas. Isso estard impondo a riscos desneces-
sarios tanto aos animais quando ao homem;

2. Manipulacdo de horménios femininos: os hormonios utilizados podem ter
efeitos em humanos. Progesterona e progestagenos, contidos nos implan-
tes vaginais ou auriculares, sdo feminilizantes e podem induzir ginecomastia
(crescimento das mamas). Fique atento ao uso indispensavel de luvas no
tamanho adequado as dimensdes das maos. Elas devem estar integras (sem
furos), limpas e ser descartaveis. Pode-se lavar as maos enluvadas com
agua e sabao de um animal para o outro. Alias, isso é recomendavel, mas
ao menor sinal de risco de qualquer natureza, SUBSTITUA-AS;

3. Prostaglandinas: recomenda-se extremo cuidado na administracao
desses hormdnios. A autoinoculacado via seringas, ou mesmo gotas em
contado com a pele e mucosas humanas implicam em absorcédo imedia-
ta. Coélicas em mulheres ja foram reportadas em funcdo do manuseio
inadequado. Trabalhe em SILENCIO e com concentracdo méxima;

4. Utensilios ndo descartaveis (plastico ou metal): sdo os aplicadores
de implantes vaginais ou subcutaneos (auriculares), além de espéculos
vaginais e pincas. Sempre tenha mais que um exemplar. Entre um animal
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e outro, lave-os com sabdo e agua corrente atentando para a remocao
completa de sujidades e muco vaginal. Coloque-os em seguida em &agua
fervente, onde deverao permanecer por pelo menos um minuto. Retire-os
e passe-0s para outro recipiente contendo agua filtrada adicionada de
2% (20 mL para cada litro de 4gua) de uma solucéo higienizante (Kilol®,
Amonio quaterndrio’). Essa solucdo garantird o resfriamento do aplica-
dor. Esse procedimento pode implicar em alguma perda de tempo (mi-
nutos), mas inviabilizara a transmissao de doencas entre os animais. Em
hipétese alguma abra mao disso. Aplicadores de implantes subcuténeos
devem ter atencao redobrada. Nesse caso, o risco de transmissao de en-
fermidades é substancialmente maior. Esses implantes e aplicadores nao
foram feitos para cabras e ovelhas. EVITE-OS;

5. Introducdo do dispositivo vaginal: cabritas e borregas tém didmetro
vaginal inferiores as cabras e ovelhas. Elas podem ter ainda o himen que
necessita ser rompido anteriormente (pelo menos sete dias). Essa ruptu-
ra deve ser preferencialmente feita com espéculos vaginais modelo Colin
numeros O e 1. Limpe a vulva com papel toalha a seco, ndo lave com
agua. Lubrifique a ponta espéculo com gel e introduza-o lentamente e de
forma a evitar seu contato com superficies dsseas, o que causa descon-
forto. Abra lentamente o espéculo até se certificar que o himen tenha
sido rompido. O sangramento é comum e se efetuado no momento da
aplicacao do dispositivo vaginal, pode elevar o risco de aderéncias. Os
aplicadores devem ser introduzidos de forma a alcancar a parte anterior
da vagina, diminuindo a possibilidade de queda. Uma pequena porcao de
gel deve ser colocada na ponta do aplicador para facilitar sua introducao.
Seja meticuloso e muito GENTIL durante todo o procedimento;

6. Reutilizacdo de implantes: isso pode ser feito para implantes siliconiza-
dos intravaginais contendo progesterona, mas esses dispositivos devem
passar por minuciosa lavagem, secagem, embalagem individual e indis-
pensavelmente AUTOCLAVADOS. Caso nado seja possivel, ndo reutilize.
7. Uso de antibidticos: durante o periodo de permanéncia do dispositivo
na vagina, um ambiente favordvel ao desenvolvimento de microrganis-
mos é criado. O uso de substancias antibidticas aplicadas no dispositivo
ou sobre ele é INDICADO (0,25 mL de oxitetraciclina injetdvel ou 1 a 2
segundos de oxitetraciclina spray);
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8. Seringas e agulhas: sempre passe algodao embebido em éalcool 70%
ou alcool iodado no local da aplicacdao de medicamentos. Faca movimen-
to no sentido contrdrio dos pelos, garantindo que a pele recebeu o pro-
duto. Isso pode evitar a formacao de abscessos desenvolvidos a partir de
agentes carreados pela agulha. Para prostaglandinas, administradas em
volumes de 0,3 a 1 mL, prefira seringas de 1 mL tipo insulina e aquelas
em que o émbolo de borracha tenha uma projecao. Isso garantira a corre-
ta aplicacao do produto e reduzird o residuo que fica na parte frontal da
seringa. Retire a agulha imediatamente apds a aplicacao, substituindo-a
por uma nova, o que permite o uso continuado da seringa. Caso demore
mais de 10 segundos para trocar a agulha, opte por descartar a seringa,
ela podera ter sido contaminada de forma retrégrada, do conteldo da
agulha para a seringa. NUNCA use uma agulha para mais de um animal.
Cada agulha custa em média R$ 0,10, irrisério considerando o potencial
prejuizo sanitéario que pode causar;

9. Periodo, horérios e dosagens: certifique-se da duracao exata do proto-
colo. Seja rigido com horéarios de administracées hormonais e na quanti-
dade de produto administrado. Nao abra mao de toda a disciplina acima
durante todos os procedimentos. Disso dependerd o SUCESSO do seu
programa;

70. Nao sobrecarregue os machos: bodes e carneiros tém uma capacida-
de limitada de nimero de acasalamentos por dia. Nunca sincronize mais
que 8 fémeas por macho. Lembre-se que haverd uma grande concentra-
cao de fémeas (60% a 70%) em cio, 24 a 48 horas apés a retirada de
dispositivo ou aplicacdo de prostaglandina. Excesso de fémeas em cio
pode superar a capacidade de cépula do macho e fémeas em cio ndo co-
bertas. A primeira cobertura deve ser feita no momento da primeira iden-
tificacao de cio e 24 horas apds, se ainda em cio. Utilize como prioridade
de acasalamento: (1) fémeas pela primeira vez em cio, (2) fémeas que
foram acasaladas ha mais tempo e (3) fémeas que foram acasaladas ha
menos tempo. A janela ovulatéria serd coberta sempre com sémen capa-
citado e disponivel para a fertilizacao, além de permitir que todas as fé-
meas recebam pelo menos uma monta. No caso de indugcdes sucessivas
de lotes de fémeas, utilizar um intervalo de quatro dias entre um proce-
dimento inicial de um lote para outro. Isso garante uma boa recuperacao
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dos machos entre os lotes de acasalamento. Conhecer a capacidade de
acasalamento dos machos pode ser muito importante na determinacéao
do nimero de fémeas que serao utilizadas a cada programa. SEMPRE
tenha um segundo macho na opcao para cada acasalamento.

3.6. Implicacoes e perspectivas da inducdo e sincroni-
zacao do estro e da ovulacdo em pequenos ruminantes
A manipulacao do ciclo estral em caprinos e ovinos deve estar funda-
mentada no conhecimento do comportamento reprodutivo desses ani-
mais nas condicoes onde vivem e produzem. H& uma série de possibi-
lidades para se controlar ou manejar a reproducao. As técnicas variam
das mais simples as mais complexas, das mais sincrénicas as menos
sincrénicas, das mais onerosas as menos onerosas. Todavia, suas efici-
éncias devem ser medidas em funcao do objetivo em questado. Portanto,
orientacoes fisioldgicas, técnicas e econdmicas devem ser conjuntamen-
te consideradas antes da escolha por este ou agquele método. Lembre-se
gue nenhuma boa tecnologia suporta uma mé implantacado e conducao.

4. INSEMINACAO ARTIFICIAL

A inseminacao artificial constitui importante, talvez a mais eficiente, de
baixo custo e segura biotécnica reprodutiva para o progresso genético
em ruminantes domésticos. Sua viabilidade, todavia, é limitada pela de-
ficiéncia na comprovacao da genética a ser veiculada via sémen, pelo
sistema de producao onde é aplicada e pela eficiéncia técnica com que
é desenvolvida. Quanto a genética, frequentemente se enfoca o fator
raca e ainda animais sem qualquer comprovacao de potencial produti-
vo, cujas cifras de aquisicdo e uso podem inviabilizar sua implantacao.
Quanto ao sistema de produgcdo, pouco se atenta que ele é o grande
limitador da introducdo de qualquer genética, pois pode nao prover
adequadamente as condicOes para que as progénies expressem seu po-
tencial produtivo. Quanto a eficiéncia técnica da inseminacao, o Brasil
repete receitudrios de outros paises, cujos procedimentos executados
da mesma forma de origem naufragam em indices que, mais do que
nao potencializar, levam ao descrédito dessa primeira linha de biotecno-
logias de assisténcia reprodutiva.
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4.1. Técnicas de inseminacao artificial

A inseminacao artificial compreende o conjunto de atividades, desde a sele-
cao e preparo das fémeas e reprodutores, escolha do tipo de sémen (fresco,
refrigerado ou congelado/descongelado) e técnica de sua aplicacdo con-
forme a abordagem e local de aplicacdo do sémen no aparelho reprodutor
feminino, até o diagndstico de prenhez (OLIVEIRA; FONSECA, 2013).

A inseminacao artificial representa a primeira linha de biotecnologias da re-
producao, entretanto, seu uso ainda esté restrito aos rebanhos de caprinos
leiteiros e rebanhos de elite. Isso ocorre em parte, devido as dificuldades e
peculiaridades da técnica e da reproducao de caprinos e ovinos. O pequeno
numero de reprodutores com sémen a venda e, em sua grande maioria, dis-
ponibilidade de sémen de animais ndo submetidos a testes apropriados que
comprovem sua aptidao (teste de progénie) agravam o quadro.

A inseminacao artificial, quando efetuada com base na observacao de
estro, estara inevitavelmente associada ao uso de rufides. Entretanto, a
exemplo de bovinos, pode ser realizada em tempo fixo desde que tam-
bém associada a sincronizacao/inducao de estro conforme descrito por
Machado e Simplicio (2001) e Fonseca (2006a). No entanto, parte do
conhecimento sobre os protocolos em uso no Brasil, ndo foi desenvol-
vido no pais, carecendo portanto, de validacao, adequacdo ou mesmo
de novos estudos compativeis com as condicdes brasileiras. Isso inclui
a interacao da raca com o bioma onde é explorada, envolvendo todo o
contexto da técnica, desde a preparacao das fémeas até a deposicao do
sémen no sistema genital feminino (FONSECA,; SIMPLICIO, 2008).

A inseminacao artificial pode ser realizada de variadas formas que in-
cluem desde a colocacdo do sémen na vagina, semelhante ao acasala-
mento natural, & deposicao do sémen no corno uterino. De acordo com
o local de deposicdo do sémen, a inseminacao pode ser vaginal, cervical
superficial, intracervical, intrauterina efetuada no corpo do Gtero ou in-
trauterina efetuada no corno uterino. Quanto mais préxima do local de
fertilizacdo (ampola da tuba uterina) for a deposicdao do sémen, maior
sera a taxa de gestacao resultante.
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As técnicas de inseminacao artificial em pequenos ruminantes sao suma-
rizadas a seguir:

7- Vaginal: feita com auxilio de vaginoscoépio; recomenda-se o uso de
sémen fresco com baixas diluicdes (5600 x 10° espermatozdides por
dose); nao é indicada para sémen congelado; nao se observa o local de
deposicdo do sémen; baixa exigéncia em especialidade do técnico, em
contencao e tempo de manipulacao; baixos indices de prenhez em com-
paracao as seguintes.

2- Inseminacédo pericervical: localizacao do orificio caudal da cérvix,
utilizando-se espéculo e luz; deposicdo de sémen mais profunda pos-
sivel (1 - 2 cm), sem a necessidade de transpor outros anéis cervicais;
recomenda-se uso de sémen fresco, com maior diluicdo (200 a 300 x
108 espermatozoides por dose); ndo é indicada para sémen congelado;
fertilidade superior a vaginal.

3- Inseminacéo cervical profunda ou intrauterina pela via cervical: loca-
lizacdo do orificio caudal da cérvix (espéculo/luz); uso de instrumentos
facilitadores (espéculos, aplicadores, pincas, etc); deposicdao de sémen
mais profunda possivel (2 - 4 cm), com transposicao de anéis cervicais;
requer técnicos bem treinados; em cabras 60% e em ovelhas 6% de su-
cesso (deposicao); pode-se utilizar sémen fresco com alta diluicdo (100
- 150 x 10° espermatozdides por dose), resfriado ou congelado/descon-
gelado (100 x 108 espermatozodides por dose); requer cuidado maior para
nao perfurar a cérvix e o corpo do Utero; fertilidade diretamente propor-
cional ao grau de penetracao (passagem pelo canal cervical).

4- Inseminacdo intrauterina por laparoscopia: requer o uso de instru-
mentais de custo elevado; conduzida exclusivamente por veterindrios;
deposicao de sémen nos cornos uterinos; uso de instrumentos facili-
tadores (espéculos, aplicadores, pincas, etc.); requer anestesia e/ou
sedacao, tricotomia e em alguns casos, antibioticoterapia; pode ser
utilizado sémen fresco, resfriado ou congelado/descongelado (100 x
10° espermatozoides por dose); risco de perfuracbes gastrintestinais,
de bexiga (para tanto, indica-se estimular reflexo de miccao antes da
inseminacao) e de vasos sanguineos; fertilidade superior a todas as ou-
tras técnicas (GONZALEZ, 2008).
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4.2. Fatores que interferem na eficiéncia da inseminacao
artificial

4.2.1. Local de deposicao do sémen

A inseminacao artificial pela via transcervical pode ter sua eficiéncia
relacionada em funcado do local de deposicao do sémen referente ao
nimero de anéis ultrapassados ou grau de penetracdo em centime-
tros. Ressalta-se que a penetracdo do aplicador depende da técnica
utilizada. Desta forma, ultrapassar anéis cervicais pode nao ser o ob-
jetivo em questao.

Quanto ao local de deposicdo de sémen, a eficiéncia da técnica pode ser
classificada como apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Medidas de eficiéncia da inseminacao artificial pela via cervical em cabras e ovelhas
relacionadas ao local de deposicdo do sémen.

Profundidade

Escore Atribuigéo Cm Anéis Local de deposicéao
0 Nula 0 0 Vaginal
1 Muito baixa 1-2 1 Cervical superficial
2 Baixa 2-3 2 Cervical inicial
3 Boa 3-4 3 Cervical média
4 Muito boa 4-5 4 Cervical profunda
5 Excelente >5 5 Uterina

Fonte: Fonsecaetal. (2011a).

Obviamente, esta classificacdo ndao é absoluta e deve ser flexivel,
uma vez que o comprimento e o nimero de anéis podem variar com a
espécie, raca e ordem de partos. Por exemplo, nuliparas apresentam
cérvix com comprimento inferior a de cérvix de pluriparas (NAQVI et
al., 2005). Assim, o inseminador deve estar atento e atribuir o esco-
re b sempre que a deposicao de sémen for intrauterina, mesmo que
tenha ultrapassado apenas trés anéis. Apds a perda de resisténcia, a
continuidade de introducao do aplicador pode resultar em perfuracao
uterina ou deposicao intracornual de sémen; ambos casos devem ser
evitados. A anotacao desses dados é de extrema importéancia. Eles
podem gerar informacdes sobre o histérico da eficiéncia do insemi-
nador, bem como ser indicador de falhas ou éxito da inseminacao
artificial.
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A seguir sdo apresentados dados de eficiéncia da inseminacao artificial
em cabras e ovelhas. Caracteristicas anatdémicas das fémeas devem ser
consideradas (Tabela 2).

Tabela 2. Média dos valores anatdomicos da cérvix da cabra e da ovelha e percentual de
sucesso dainseminacaéo artificial cervical em cabras e ovelhas.

Variavel/fémea Cabra Ovelha
Comprimento (cm) 3,15 3,63
NuUmero de anéis 4,00 5,00
Penetracdo do aplicador (cm) 2,40 1,90
Penetracao do aplicador (%) 76,00 54,00
Penetracdo completa do aplicador (%)’ 60,00 6,00

'Das cabras (76%) e ovelhas (54%) nas quais se consegue algum grau de penetracdo, em 60,00 e 6,00%
(respectivamente), o aplicador alcanca o Gtero.
Fonte: Adaptado de Santoyo e Trejo (1991).

Ressalta-se que a meta da inseminacao artificial segundo o local de
deposicdao do sémen deve ser o corpo do Utero, caracterizando a insemi-
nacédo intrauterina, mas, em geral, em mais de 50,0% das tentativas, o
sémen é depositado antes de alcancar o Utero (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de partos em funcdo da profundidade da inseminacao artificial
transcervical em cabras mesticas daraca Angora.

Sémen fresco Sémen

Profundidade diluido congelado/descongelado Total
Até 1,0 cm 42,00 (37/88) 27,00 (17/63) 35,80 (54/151)
1,17a3,0cm 58,30 (74/127) 45,90 (39/85) 53,30 (113/212)
Utero 69,10 (56/81) 68,60 (70/102) 68,90 (126/183)
Geral 56,40 (167/296) 50,40 (126/250) 53,70 (293/546)

(n/N) Nimero de fémeas gestantes/fémeas inseminadas.
Fonte: Adaptado de Evans e Maxwell (1987).

Na avaliacdo dos dados, pode-se concluir que 66,50% foram cervi-
cais (363/546) e resultaram em 46,00% (167/363) de gestacdo e que

33,50% foram uterinas (183/546) e resultaram em 68,90% de gestacao
(126/183).

Da mesma forma, Andrade (1996) e Frazdo Sobrinho et al. (2005) re-
portaram, respectivamente, 17 e 13 inseminacdes artificiais cervicais
superficiais, 20 e 17 cervicais profundas e 29 e 10 uterinas com 29,00
e 23,10%; 45,00 e 23,50% e 58,00 e 70,00% de gestacao, respecti-
vamente. Apenas 44,00 e 25,00% (29/66 e 10/40) das inseminagdes
foram intrauterinas, reiterando a dificuldade da técnica e chamando a
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atencao para a importancia da qualificacao técnica e experiéncia do pro-
fissional para depositar o sémen no Utero, situacdo que compromete for-
temente os resultados.

As inseminacdes em que o aplicador penetra além dos trés centimetros
de profundidade provavelmente alcancam o corpo do Utero. Isso significa
que, a parte do aplicador de sémen que transpde a cérvix nao necessita ser
superior a cinco centimetros. O aplicador de sémen caprino mede 30 cm e
nao dispde de nenhum sistema de travamento que limite sua penetracao ao
alcancar o corpo do Utero. Assim, a inabilidade na inseminacao associada
a técnica tradicional, onde o animal fica em apoio bipedal anterior, podem
favorecer a perfuracao do Utero ou, mais comumente, a inseminacao intra-
cornual, que também nao é desejada, uma vez que ndo se pode predizer
em qual ovério, direito ou esquerdo, ocorrerd a ovulacao. Isso é importante
mesmo se tratando de espécies que frequentemente apresentam taxa de
ovulacao superior a uma ovulacao, as quais podem acontecer em ambos os
ovdrios, pois alguns animais podem ter apenas uma ovulacdo (FONSECA
et al., 2010). Em ovinos, ja existem aplicadores com tamanhos reduzidos
(12 cm) e boa penetracao da cérvix, entretanto, hd a necessidade de pin-
camento e/ou tracionamento da cérvix, cujas técnicas ainda sdo obstaculos
a obtencao de resultados satisfatorios quando do uso de sémen congelado
ou fresco/diluido com uma dose inseminante de 100 x 10° espermatozoides
em palheta de 0,25 mL. Esse tipo de manipulacao da cérvix pode alterar o
perfil de liberacao de oxitocina e contratilidade uterina apds a inseminacao,
o que pode comprometer a fertilidade dos animais (HOUDEAU et al., 2002).

4.2.2. Tempo de execucdo e nimero de inseminacées

O tempo de execucdo e a posicao na qual o animal é contido podem ser
indicadores de sucesso e eficiéncia da técnica e do bem-estar animal du-
rante o processo. A seguir propomos escores para o tempo de execucao
(Tabela 4).

O tempo de execucdo neste caso é contado a partir da contencéo do ani-
mal. Obviamente, a velocidade de deposicao tem limites que devem ser
cuidadosamente observados. Inseminacdes executadas de forma muito
rapida devem observar o grau de facilidade de penetracdo do aplicador.
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Um descuido nesse aspecto pode possibilitar perfuracao cervical, algo
gue deve ser evitado.

Tabela 4. Medidas de eficiéncia da inseminacéo artificial pela via cervical em cabras e ovelhas
relacionadas a duracao do procedimento.

Escore Duracdo em minutos Atribuicdo
0 > 10 Péssima
1 5-10 Ruim
2 3-5 Regular
3 2-3 Média
4 1-2 Boa
5 <1 Excelente

Fonte: Fonsecaetal. (2011a).

Andrade (1996) descreveu que 43,20% dos animais foram insemina-
dos com menos de cinco minutos (apoio bipedal anterior), resultando
em 58% de gestacao e o restante (56,8%) entre cinco e 10 minutos,
resultando em 48%. Em cabras com estro induzido e inseminadas em
estacao (apoio quadrupedal, com pingamento, mas sem tracao cervical)
e em tempo fixo as 54 horas apds remocao da esponja, Fonseca et al.
(2007) reportaram que o Utero foi alcancado em 100,00% das pluriparas
com uma duracdo de 21 segundos e em 68,75% das nuliparas com uma
duracao de 44 segundos. A taxa de gestacado resultante foi de 62,50%.

O numero de inseminacdes também deve ser considerado. Tanto em
cabras (MACHADO; SIMPLICIO, 2001), quanto em ovelhas (GORDON,
1997), nado ha efeito adicional, em termos de taxa de gestacao, quando
uma segunda inseminacao é realizada 12 horas apés a primeira. Isso, in-
clusive, pode onerar a técnica, uma vez que maior quantidade de sémen
estaria sendo utilizada.

Assim, investigacoes que incluem maior facilidade de contencao e bem-
-estar animal e que propiciem maior eficiéncia na deposicao de sémen
no Utero podem ser importantes pardmetros a serem observados para a
expansao e consolidacao da técnica.

4.2.3. Tipo de sémen, muco e horario da inseminacéo

Basicamente, uma vez coletado, o sémen pode ser utilizado: a fresco;
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fresco diluido; resfriado diluido e congelado/descongelado. O sémen
fresco requer um periodo maior de tempo no sistema genital para se
tornar apto a fecundar em relacdo ao sémen congelado/descongelado,
isso pela necessidade de realizar o fendmeno conhecido como capaci-
tacao espermatica. Todavia, o sémen fresco tem uma maior viabilida-
de ou longevidade quando comparado ao congelado/descongelado. O
sémen resfriado apresenta condicao intermedidria entre o dois.

O estro em ovelhas dura de 24 a 36 horas e de 24 a 48 horas nas
cabras, sendo que a ovulacao ocorre no final do estro em ambas as
espécies. Esse parametro deve ser considerado em funcao da forma
de apresentacao e local de deposicao do sémen e do horério da inse-
minacao. Para uma maior fertilidade, a inseminacao deve ser feita de
forma a permitir que os espermatozoides estejam aptos a fecundar
gquando o ovdécito for liberado (ovulacao) e estiver apto a ser fecunda-
do (FONSECA et al., 2010).

Em ambas as espécies, o tipo de sémen a ser usado também deve ser
considerado em funcdo do momento da inseminacao referente ao ini-
cio do estro. Ovelhas e cabras, em estro, apresentam comportamento
semelhante quanto a drenagem de muco através da vagina. Em geral,
guanto ao aspecto, o muco é classificado em:

- Escore O ou ausente: muco nao observado. A fémea pode nao estar
em estro e outros parametros devem ser considerados como compor-
tamento e coloracao da vagina;

- Escore 1 ou cristalino: muco limpido e completamente transparente.
Animal entre O e 6 horas do inicio do estro;

- Escore 2 ou cristalino/estriado: muco comeca a apresentar sinais
de turbidez com finas estrias. Animal entre 6 e 12 horas do inicio do
estro;

- Escore 3 ou estriado: estrias amareladas e mais espessas sao clara-
mente evidenciadas. Animal entre 12 e 18 horas do inicio do estro;

- Escore 4 ou estriado/caseoso. estrias amareladas e espessas tomam
gquase que completamente toda a extensao do muco. Animal entre 18
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e 24 horas do inicio do estro;

- Escore 5 ou caseoso: muco corresponde a uma massa de aspecto
caseoso, podem ser observadas floculacoes. Animal acima de 24 ho-
ras do inicio do estro;

Claramente, a classificacdo acima é um recurso didatico e pratico. Os
tipos de muco podem variar em funcao dos horarios referentes ao inicio
do estro. Espera-se do inseminador o reconhecimento dos trés estadios
principais: cristalino, estriado e caseoso (Figura 5). Esse parametro deve
ser anotado no ato da inseminacao e é muito importante para identifica-
cao de sucesso e fracasso.

caseoso em cabra (B).

Conhecendo-se que a ovulacao ocorre no final do estro e que o as-
pecto do muco informa que estiddio do estro a fémea se encontra,
recomenda-se o uso de sémen fresco para muco 1 e 2, até 12 horas
do inicio do estro e sémen congelado para muco 3 e 4 entre 18 e 24
horas apés o inicio do estro (FONSECA; SIMPLICIO, 2008). Para sé-
men resfriado, considerar o muco 3 a partir de 12 horas do inicio do
estro (SIQUEIRA et al., 2009).

Na Figura 6, pode-se observar a relacao entre o tipo de muco e o ho-
rario ideal de inseminacao relativo ao tipo de sémen utilizado.
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Figura 6. Variacdo do tipo de muco do inicio ao final do estro em cabras e ovelhas e sua relacdo com a
ovulacao e o horério ideal parainseminacao com sémen fresco, resfriado ou congelado.
Fonte: Adaptado de Fonseca e Simplicio (2008).

4.2.4. Aspectos gerais

Existem variacOes entre as racas quanto aos parametros reprodutivos
de fémeas submetidas a inducdo do estro. Adicionalmente, o com-
portamento reprodutivo é influenciado pela regido do pais/bioma onde
0os animais sao explorados (FONSECA et al., 2010). A caracterizagao
da dindmica ovulatéria dos animais desafiados com protocolo para
inducao de estro é um parametro imprescindivel para a exequibilidade
da técnica em programas iniciais de inseminacao. Estes, muitas ve-
zes, demandam o deslocamento de mao de obra especializada e inse-
minacdao de um numero relativamente grande de animais por unidade
de tempo. Adicionalmente, a caracterizacao da dindmica da ovulacao
em animais em estro natural € um importante pardmetro para se defi-
nir o momento mais adequado a inseminacao. Os dados inerentes ao
estro natural ou induzido podem garantir o sucesso da técnica inde-
pendentemente do sistema de producdao em uso e do estadio fisioldgi-
co dos animais, isto é, estacao reprodutiva ou de anestro (FONSECA

et al., 2010).
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4.3. Pontos essenciais para a inseminacao artificial em
caprinos e ovinos

A inseminacao artificial possibilita a conservacao por tempo indetermi-
nado e a difusdao de material genético com minimos riscos sanitarios.
Ela representa o pilar central dos programas de melhoramento genético,
permitindo testes simultdneos e comprovacao de caracteristicas deseja-
das passadas pelos individuos em teste com maior ou menor frequéncia
para uma determinada populacdo. Alguns fatores que podem influenciar
a eficiéncia da inseminacao artificial foram sumarizados em 10 passos:
1. Escore da condicdo corporal (ECC) das fémeas: variando de 1 (muito
magra) a 5 (muito gorda); deve estar entre 3 e 4, sem os animais esta-
rem perdendo peso;

2. Manejo alimentar: evitar mudancas bruscas na dieta antes e depois da
inseminacao artificial. Alteracbes no manejo alimentar devem ser feitas
de forma gradual, no minimo 15 dias antes e 60 dias apds a insemina-
¢ao;

3. Sanidade: deve-se utilizar sempre animais sadios, livres de doencas
cronico-degenerativas. Vacinacdes e vermifugacdes devem ser feitas no
minimo 15 dias antes da sincronizacao do estro (cio) ou da inseminacao
artificial e no terco final da gestacao;

4. Sincronizacdo/inducéo do estro (cio): atentar para o rigor nos horarios
de administracdo hormonal, programa de luz e efeito macho. Recomen-
da-se atencdo para a caracterizacao do cio e ndo inseminar os animais
no primeiro estro apds o programa de luz ou efeito macho;

5. Inseminacdo em tempo fixo (IATF): Nessa condicdo, cerca de 75%
dos animais estdao em condicdao 6tima para inseminacdao no tempo pré-
-determinado (tempo fixo 48 a 55 horas apds a retirada do dispositivo
vaginal, a depender do protocolo, da raca e tipo de sémen); alguns ani-
mais dao cio antes ou depois do tempo ideal. Assim, considerando 100
fémeas, das quais 75 (75%) vao estar no momento ideal para a insemi-
nacdo artificial, e que 60% dessas 75 fémeas ficardo prenhes, teremos
45 gestacdes. Essas gestacdes equivalem a 45 % do numero total de
animais (100 animais). Lembre-se que, na inseminacao artificial, a efici-
éncia é medida por ciclo (cio) e ndao por estacdo. Durante uma estacéao
de acasalamento por monta natural, pode-se obter até 80% a 90 % de
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animais prenhes. Porém as fémeas podem apresentar varios cios para
alcancarem estes indices;

6. Execucdo da técnica: a palheta deve ser descongelada em agua a
35 °C por 30 segundos, sempre ao abrigo da luz solar e cuidadosa-
mente enxugada. O sucesso da inseminacdao artificial depende ainda da
habilidade e rapidez para deposicao de sémen no Utero e do manuseio
do sémen e do botijdo. Quanto mais rapido e maior o nimero de inse-
minacdes intrauterinas, maior sera a taxa de prenhez. A inseminacao
pela via transcervical ainda é um desafio em ovelhas, sobretudo com
sémen congelado, mas é a opcao de escolha em cabras. Inseminacdes
intrauterinas por laparoscopia resultam em indices de concepcéo iguais
ou superiores (60% a 70%) a monta natural, desde que as fémeas in-
seminadas estejam em cio e no horério ideal;

7. Sémen utilizado: o sémen pode ser utilizado a fresco, resfriado ou conge-
lado. Cada um desses tipos exige um hordrio mais adequado para insemina-
cdo. Com relacao ao inicio do cio, inseminacdes mais precoces podem ser
feitas com sémen fresco, mas nunca com congelado. Inseminacées mais
tardias, préximas a ovulacao, devem ser feitas com sémen congelado, mas
nunca com fresco. O sémen resfriado ocupa posicao intermedidria;

8. Estresse: causar o minimo possivel de estresse nutricional, sanitario
ou do préprio manejo/rotina, durante todo o processo. O local onde sera
feita a inseminacao deve ser de prévio conhecimento do animal e do in-
seminador. A contencao deve ser precisa e em caso da laparoscopia, o
animal deveréa ser sedado e anestesiado;

9. Maximizacdo do uso do reprodutor: o emprego da inseminagcdo arti-
ficial maximiza o uso de reprodutores, o que por si s6, dependendo do
sistema de producéao e do valor dos machos envolvidos, ja justifica o em-
prego da técnica. Um carneiro, em sistema de monta natural na relacao
de 3% (trés machos para 100 fémeas), tem uma perspectiva de ter 22
crias por ano (um macho para 33 fémeas e 66% de fertilidade). Quando
utilizado em inseminacao artificial, o nimero de crias sobe para 500 com
sémen fresco (um macho para 1.020 fémeas e 49% de fertilidade) ou
12.000 com sémen congelado (um macho para 25.000 fémeas e 48%
de fertilidade). Todavia, antes de sua implantacdao, um diagnéstico minu-
cioso do sistema de producdo deve ser realizado;
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710. Anotacébes: é imprescindivel anotar o maximo de informacdes pos-
siveis antes, durante e depois da inseminacdo. Isso podera identificar
possiveis falhas ou mérito no desempenho do inseminador e na taxa de
concepcao — é a escrituracao zootécnica.

Obviamente, ha vérios outros aspectos que devem ser considerado, den-
tre eles a mao de obra, conforme mencionado no item 4.2.

4.4, Implicacdes e perspectivas

Tecnicamente, a inseminacao artificial deve prover a deposicao de sé-
men o mais préoximo possivel do local de fertilizacdo e obedecer a meia-
-vida funcional dos gametas masculinos e femininos; deve ser executada
da forma mais rédpida e segura possivel e menos estressante para o ani-
mal e o homem; a qualquer época do ano; e nao veicular agentes infec-
ciosos ou causar infeccdes ou lesdes fisicas nos animais antes, durante
e depois de todo o processo.

A expansao do uso da inseminacao artificial em caprinos e ovinos deve
necessariamente ser suportada pela geracao de conhecimentos adequa-
dos a realidade de espécies e racas envolvidas, bem como, o local e o
sistema de producao onde os animais sao criados. Os machos utilizados
devem apresentar produtividade comprovada. Se criteriosamente orien-
tada, a inseminacao artificial pode promover elevado impacto sobre a
producao de caprinos e ovinos. Seu sucesso depende de uma sequéncia
de atividades que compoe a técnica como um todo. A observacdao minu-
ciosa e a execucao precisa destas atividades sao imprescindiveis para se
alcancar a eficiéncia desejada.

5. MULTIPLA OVULACAO E TRANS-
FERENCIA DE EMBRIOES

Os programas de multipla ovulacao e transferéncia de embrides (MOTE)
englobam o conjunto de atividades necessarias para induzir crescimento
e ovulacao de varios foliculos, fecundacao dos odécitos, desenvolvimento
dos embrides até estddios de moérula ou blastocisto, retirada dos embri-
Oes do Utero da fémea doadora e a posterior deposicdo desses no Utero
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de fémeas receptoras, com a finalidade de completar o periodo gesta-
cional. Dessa forma, possibilita que uma fémea produza um numero de
crias superior ao que seria possivel obter fisiologicamente durante sua
vida reprodutiva. Em outras palavras, a MOTE baseia-se na inducéao ou
sincronizacao do estro e superovulacdo das doadoras, seguida da mon-
ta natural ou inseminacao artificial, colheita dos embrides por meio de
lavagem uterina e posterior transferéncia (inovulacdo) dos embrides a
fémeas receptoras (REICHENBACH et al., 2002).

Esta biotécnica tem contribuido para a multiplicacao dos pequenos rumi-
nantes em todo o mundo (MENCHACA et al., 2010). No Brasil, o reba-
nho ovino e caprino tem aumentado consideravelmente, e associado a
esse crescimento, observa-se crescimento da demanda dessa biotecno-
logia reprodutiva, no entanto ndo had um levantamento preciso referente
ao numero de programas de MOTE realizados no Brasil. Acredita-se que
centenas, talvez milhares de coletas, congelacdes e inovulacdes de em-
brides sejam efetuadas anualmente por técnicos brasileiros (FONSECA
et al., 2010).

Por permitir a maximizacao da disseminacdo do material genético de
fémeas doadoras de embrides, a MOTE é uma técnica considerada tao
importante para as fémeas, quanto a inseminacao artificial é para os
machos (FONSECA et al., 2010). O incremento do nimero de des-
cendentes por fémea faz dessa técnica um instrumento de progresso
genético, por aumentar a pressao de selecao e ainda, reduzir o intervalo
entre geracoes pela obtencao de embrides de fémeas jovens (OLIVEIRA
et al., 2013a).

No aspecto sanitario, a MOTE garante a introducao nos rebanhos de
material genético de alto valor zootécnico e comercial, com menor risco
de transmissao de doencas infecto-contagiosas. Rigorosas medidas pre-
ventivas de higiene e desinfeccdo de equipamentos, meios e solucdes
utilizadas no manuseio dos embrides, bem como, técnicas especificas
sdo implantadas para evitar a disseminacdo de doencas entre rebanhos,
regioes ou paises (OLIVEIRA et al., 2013a). A Sociedade Internacional
de Transferéncia de Embrides (IETS) recomenda procedimentos sanita-
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rios que garantem riscos minimos de transmissao de doencas virais e
bacterianas pelo embrido (THIBIER; GUERIN, 2000). Essa possibilidade
depende da presenca e da integridade da zona pellcida, a qual isola
o embridao dos agentes infecciosos. Devido essa garantia sanitaria, ha
maior facilidade nos tramites comerciais de importacdo e exportacao de
material genético.

Além do aspecto pratico de producao animal, a MOTE demonstra grande
interesse do ponto de vista basico, na investigacao sobre a fisiologia
ovariana e desenvolvimento embriondrio e placentario e, ainda, como
suporte a implantacado de outras biotécnicas afins.

Resumidamente, o impacto da multipla ovulacao e transferéncia de em-
brides é evidente nos programas de melhoramento genético, zootécnicos
e sanitarios, bem como, no resgate e conservacao de racas ameacadas
de extincdo, na importacdo/exportacao de germoplasmas e no apoio a
outras biotécnicas relacionadas.

5.1. Selecao de doadoras

A selecao de fémeas a participarem de um programa de multipla ovula-
cao e transferéncia de embriées como doadoras de embrides é um dos
pontos criticos dessa biotécnica e pode ser considerada a etapa mais
importante, pois a escolha de fémeas superiores garantird a multiplica-
cdo desse potencial genético, conferindo aceleracdo e maior precisao
no processo de selecdo e melhoramento animal (FONSECA, 2006b).

Existem alguns critérios de avaliacao para se realizar a selecdao das féme-
as doadoras de embrides, podendo se basear em dados de genealogia,
conformacao corporal, desempenho e teste de progénie. Recomenda-se
associar os referidos métodos de avaliacdo para a correta selecdo de
animais com caracteristicas desejaveis e de interesse para o progresso
genético dos rebanhos.

A selecao pela genealogia consiste em avaliar os animais simplesmente
por meio do nome de seus ascendentes, ou seja, pais, avls e bisavos;
dados contidos no Registro Genealdgico dos Animais. Quando a esco-
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Iha dos animais se restringe a avaliacao dos nomes e nao a dados de
desempenho produtivo e reprodutivo, ndo pode assegurar a qualidade
dos animais. Esse método é amplamente empregado, mas deve sempre
ser associado aos outros em discussao (OLIVEIRA et al., 2013a).

A escolha das fémeas por conformacao corporal baseia-se na apreciacao
de seu exterior, sendo que as caracteristicas mais avaliadas sdo: raciais;
aprumos; harmonia das formas e capacidade corporal. Esta ultima estéd
relacionada ao desempenho do individuo, como por exemplo, térax largo
e profundo indica boa capacidade respiratéria, circulatéria e digestoéria;
o angulo e a largura da garupa sao associados a boa capacidade de
parto; e a melhor implantacdo e maior volume das glandulas mama-
rias relacionam-se a producao de leite. Outras caracteristicas fenotipicas
como aparelho reprodutivo bem desenvolvido, sadio e sem a presenca
de defeitos ou anomalias congénitas ou hereditarias devem ser também
avaliadas. Adicionalmente, a condicao corporal indica o estado nutri-
cional do animal, sendo necesséria sua avaliagcdo, como sera discutido
posteriormente.

Na avaliacdo e escolha das doadoras pelo desempenho, utilizam-se os
dados produtivos (indices zootécnicos) das fémeas, como: peso ao nas-
cimento, ao desmame e ao primeiro ano; ganho de peso; conversao e
eficiéncia alimentar; assim como, caracteristicas da eficiéncia reprodu-
tiva: idade a puberdade, ao primeiro parto e intervalo entre partos. As
informacoes sdo coletadas ao longo da vida dos animais, requerendo
grande periodo de avaliagao.

A selecao pela progénie avalia a fémea por meio do desempenho de seus
descendentes (ex. filhos, netos). Esse método permite avaliar a herdabili-
dade das caracteristicas de interesse e os ganhos genéticos e produtivos
das progénies.

Assim, os métodos de selecdo dos animais pelo desempenho e pela
progénie sao, sem duvida, os que permitem maior confiabilidade, entre-
tanto, demandam mais tempo para a avaliacao. No caso da selecao de
fémeas ainda jovens, caracteristicas dos pais e de seu desempenho até o
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momento jd podem auxiliar na escolha de animais mais precoces e com
atributos desejaveis. Além dos critérios ja discutidos, as fémeas devem
ser também avaliadas segundo a sanidade, condicao corporal e carac-
teristicas reprodutivas, seguindo um manejo adequado pré-programa de
MOTE. A doadora deve estar com o calendério sanitario atualizado em
funcao da raca, estado fisiolégico, regiao do pais em que se encontra ou
é proveniente. Controle de verminose, tratamento de infeccdes e vaci-
nacOes devem ser programados para pelo menos 15 dias antes do inicio
do processo superovulatério e nunca durante o mesmo (FONSECA et
al., 2007). Como ja mencionado, a transferéncia de embrides previne a
transmissdo de alguns agentes infecciosos entre individuos, entretanto,
a selecdo de fémeas acometidas com doencas com carater reprodutivo
pode apresentar piores resultados em um programa de MOTE.

Avaliacao e acompanhamento da condicao corporal das fémeas sao ne-
cessarios durante os programas de MOTE. A condicao corporal é um im-
portante indicador do estado nutricional do animal e esté relacionado ao
seu desempenho produtivo e reprodutivo, podendo interferir no sucesso
da atividade. As exigéncias nutricionais variam de acordo com os ciclos
produtivos e reprodutivos ao longo da vida do animal. Similarmente, a
disponibilidade de alimento modifica em decorréncia das mudancas cli-
maticas. Dessa forma, recomendam-se o planejamento e fornecimento
adequado de volumoso, concentrado, minerais e 4gua compativeis ao re-
qguerimento da fémea e oferta na regidao. Recomenda-se a selecao de fé-
meas que apresentem escore de condicado corporal superior a 2,5 (escala
1 - 5) de acordo com Russel et al. (1969), e que nao estejam perdendo
peso. Animais excessivamente gordos devem ser evitados.

AlteragGes no manejo nutricional devem ser feitas, se necesséario, com
pelo menos duas semanas antes do inicio do programa de MOTE, sen-
do contraindicada sua modificacao durante o mesmo (FONSECA et al.,
2007).

Por fim, na avaliacdo da doadora, devem-se incluir os exames reprodu-
tivos (isto é, ginecoldgico e do histérico reprodutivo). Nos pequenos ru-
minantes, o diagndstico ginecoldgico deve se respaldar em observacoes
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de sinais clinicos, vaginoscopia e ultrassonografia. Nesse contexto, re-
comenda-se a espera de no minimo 100 dias pés-parto para inicio de um
programa de MOTE (FONSECA et al., 2007). Esse periodo é necessario
para o completo restabelecimento tanto sob o ponto de vista enddcrino,
guanto da involucao uterina e retorno a ciclicidade.

Aspectos de bem-estar animal também podem influenciar a eficiéncia da
resposta ao tratamento, indicando-se selecionar animais com tempera-
mento docil e adotar praticas que minimizem o estresse. Nesse sentido,
instalacdes apropriadas podem prover o maximo bem-estar animal e faci-
litar as intervencdes (OLIVEIRA et al., 2013a). Outros fatores sdao apon-
tados com desencadeadores de estresse aos animais e podem prejudicar
0 sucesso da biotécnica, como por exemplo: estresse térmico, afeccoes
de casco e glandula mamaria, pico de lactacdao em fémeas com alta
producao, manejo nutricional deficiente e mudancas de ambiente. Pelas
mesmas razdes, manejos como descorna ou casqueamento devem ser
evitados durante os programas de MOTE, sendo indicado antecederem
em 15 dias de seu inicio.

5.2. Protocolos de superovulacao

O processo superovulatério fundamenta-se no fornecimento de prepa-
racoes hormonais que estimulam o crescimento de varios foliculos até
tamanhos pré-ovulatérios, resultando em mdltiplas ovulacdes (OLIVEIRA
et al., 2013a). Os tratamentos superovulatérios foram desenvolvidos
com base em conhecimentos da fisiologia do ciclo estral. Sabe-se que
durante um ciclo estral normal, um a quatro foliculos podem alcancar di-
ametro ovulatério (DESHPANDE et al., 1999; EVANS, 2003; GINTHER;
KOT, 1994). Esses foliculos estabelecem sua dominancia, entre outros
aspectos, privando os demais foliculos (subordinados) de FSH (GINTHER
et al., 1996). Em mais detalhes, os foliculos selecionados para estabe-
lecerem a dominancia secretam estradiol e inibina, os quais realizam
“feedback” negativo, reduzindo a disponibilidade de FSH e, dessa for-
ma, suprimindo o crescimento dos foliculos subordinados dependentes
da gonadotrofina. Nessas condicdes, o desenvolvimento dos foliculos
dominantes nao é prejudicado, pois deslocam sua dependéncia de FSH
para LH, apés aquisicdo de receptores de LH (OLIVEIRA et al., 2013b).
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Dessa forma, o principio de um tratamento destinado a aumentar a taxa
e numero de ovulacao e, consequentemente, o nimero de embrides obti-
dos implica no aumento do nimero de foliculos pré-ovulatérios mediante
aporte de altas doses de gonadotrofinas exdégenas, como FSH, eCG e
gonadotrofina menopausal humana (hMG).

Vérias preparacdes hormonais com variagcdes no niumero de aplicacdes e
na dose dos hormdnios utilizados tém resultado em sucesso (FONSECA
et al., 2007). No comeco se utilizou como agente estimulatério a eCG
em dose Unica, normalmente, de 1.000-1.500 Ul administrada 48 horas
antes da retirada do progestageno (RAINIO, 1991). A possibilidade de seu
emprego em dose Unica se deve a sua meia-vida longa (aproximadamente
72 horas) (OLIVEIRA et al.,, 2013c). Atualmente, a eCG nao é utilizada
isoladamente em protocolos de superovulacao, pois em elevadas dosagem
estao relacionadas a alta taxa de foliculos anovulatérios, que se luteinizam
(ARMSTRONG et al., 1983). O efeito é dependente da dose, momento de
aplicacdo e vida média do preparado comercial (LOPEZ SEBASTIAN et al.,
2006). A producéao de anticorpo anti-eCG observada em fémeas que rece-
bem o tratamento repetidas vezes tem acao biolégica de inibir a atividade
estimulatéria da gonadotrofina administrada, levando a um atraso ou au-
séncia da ovulacao (BARIL et al., 1996), podendo afetar ainda a fertilidade
dos animais (BODIN et al., 1997; ROY et al., 1999).

Alternativamente, nas Ultimas trés décadas tem-se optado pela substi-
tuicdo da eCG por preparados de FSH de origem suina, ovina ou caprina
(ARMSTRONG; EVANS, 1983; JABBOUR; EVANS, 1991). A modifica-
cao resultou em melhoria em eficiéncia, obtendo-se taxas de ovulacoes
superiores e menor incidéncia de foliculos anovulatérios, além de res-
posta individual mais uniforme quando comparado aos tratamentos com
eCG (ARMSTRONG; EVANS, 1983). Entretanto, vale destacar que as
preparacoes de FSH apresentam meia-vida curta, decrescendo a concen-
tracoes basais em 10 horas (DEMOUSTIER et al., 1988); o fato gera a
necessidade de repetir as administracdes em um curto intervalo de tem-
po, o que intensifica o manejo, tornando-o menos pratico. Estimulacao
adequada dos foliculos é alcancada administrando o FSH a intervalo de
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12 horas (CHUPIN; PROCUREUR, 1985). Recomenda-se que o tratamen-
to superestimulatério seja iniciado 48 horas antes da retirada do proges-
tadgeno, administrado em doses decrescentes (HOFFMAN et al., 1988),
durante 2 - 4 dias (COGNIE, 1999; LOPEZ SEBASTIAN; INSKEEP, 1991).
Resultados apresentados por D Alessandro et al. (2005) sugerem que
tratamentos hormonais mais longos (4 dias) com FSH-p e combinados
com uma relacao FSH/LH varidvel durante o periodo pré-ovulatério pro-
movem desenvolvimento de um maior nimero de foliculos ovulatérios.
Assim, as preparacdes com multiplas aplicacoes de FSH, comumente,
empregam de 6 a 8 administracdes.

Com relacédo a dose total da gonadotrofina (FSH) empregada nos pro-
tocolos superovulatérios, podem ser observadas recomendacdes vari-
aveis. No Brasil, utilizam-se amplamente protocolos com doses totais
de 256 mg (Folltropin®, GUSMAO, 1996; OLIVEIRA et al., 2012) ou
200 Ul (Pluset®; CORDEIRO et al., 2003), por ovelha superestimulada.
Essas doses totais sao consideradas elevadas (FONSECA et al., 2007),
especialmente ao compara-las com protocolos empregados em fémeas
bovinas, que em geral, sdo de 100 a 150 mg/animal. Novas pesquisas
estdo sendo desenvolvidas utilizando dose total pouco inferiores (200
mg de Folltropin®), as quais tém obtido desempenho (taxa de ovulacéo
e producdo de embrides vidveis) similar aos relatados na literatura e re-
sultados de campo (OLIVEIRA, 2011). Em caprinos, é necessério utilizar
mais de 200 mg de FSH para a efetiva superovulacao (SANTOS GARZA
et al., 2008).

Conforme ja& mencionado, os protocolos cuja superestimulacdo gona-
dotréfica é realizada pelo uso de FSH, envolvem varias administracdes
durante a fase folicular, o uso pratico em nivel comercial é limitado, pois
sao trabalhosos e bastante estressantes para os animais, devido a mani-
pulacao excessiva. Por essa razao, ha uma grande demanda por simplifi-
cacao dos tratamentos superovulatérios. As alternativas estudadas sao
voltadas a possibilitar a superestimulacao com dose Unica de FSH, sendo
testadas sua associacdo com eCG (pela sua meia-vida longa) ou ainda
em combinagdo com substancias que possibilitem a liberacao lenta e
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mais duradoura da gonadotrofina. Nesse contexto, a reducao do ndimero
de administracées de FSH pode ser obtida pela associacao do farmaco
a moléculas que propiciem sua liberacdo lenta. A associacdo de FSH
com polivinilpirrolidina (PVP) obteve taxas de recuperacdo embriondarias
idénticas aos protocolos de multiplas administracdes (D ALESSANDRO
et al., 2001). Vale ressaltar que embora essa associacdo se mostre fa-
voravel em primeiro momento, aprofundamento dos estudos ainda se faz
necessario.

Paralelamente, independente dos protocolos de estimulagdao gonadotrofi-
ca escolhidos, este procedimento superestimulatério pode ser feito com
base na observacao de estro natural ou em protocolos de sincronizacao
de estro. No dltimo caso, ha facilitacdo e otimizacdo dos eventos en-
volvidos na superovulacéo e colheita de embrides pela simples possibili-
dades de programacao dessas atividades. Tradicionalmente, utilizam-se
protocolos com base no emprego de progesterona ou progestagenos
impregnados em dispositivos/pessarios vaginais ou implantes auricula-
res, 0s quais permanecem por um tempo de exposicdo superior a 10
dias para a inducao e sincronizacao do estro em pequenos ruminantes
(FONSECA et al., 2007). O mais comum é que em ovelhas o progesta-
geno permaneca por 14 dias (a determinacado desse periodo teve como
base a duracdo da fase Iltea) e, em cabras, por 10 dias associado nesse
ultimo caso a um andlogo de PGF2a (BALDASSARRE, 2008) para indu-
cao da lutedlise, pois o periodo é inferior a uma fase lGtea normal em
gue a inducdo da lutedlise ocorreria naturalmente. Nesses protocolos, as
administracoes de gonadotrofinas exdgenas iniciam-se dois dias antes
do término do tratamento.

Os referidos protocolos de sincronizacdo sdo amplamente utilizados
como base para a superovulacdo, entretanto apesar dos beneficios de
sincronizacao, atribui-se aos progestadgenos efeito negativo ao nume-
ro de ovulacdes e embrides transferiveis (BERLINGUER et al., 2007;
GONZALEZ-BULNES et al., 2004a). O perfil de progesterona induzido
durante todo o tratamento ndo é constante, havendo ao final dos proto-
colos longos (10 a 14 dias) reducao das concentracdes de progesterona
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a valores abaixo do fisiolégico, denominadas subluteais. Portanto, os
protocolos mais longos, especialmente os empregados em ovelhas com
duracdo de 14 dias, induzem concentracoes subluteais nos ultimos dias.
Esse evento é associado a alteracao do padrdao de crescimento folicular e
persisténcia folicular (LETELIER et al., 2009; LEYVA et al., 1998; VINOLES
et al., 1999), bem como a interferéncia no processo de fecundacao e
desenvolvimento de embrides de boa qualidade (GONZALEZ-BULNES
et al., 2005; THEODOSIADOU et al., 2004), prejudicando assim a efi-
ciéncia dos programas de MOTE.

Estratégias para superar o efeito negativo dos tratamentos com proges-
tdgenos incluem: (a) insercdo de um segundo dispositivo de progestero-
na (do Dia 7 ao Dia 14) para evitar concentracoes subluteais do hormé-
nio durante o tratamento (GONZALEZ-BULNES et al., 2002; GUSMAO,
2006; OLIVEIRA, 2011); (b) suplementacédo de gonadotrofinas logo apds
a remocao do dispositivo até a ovulacdao para evitar efeito nocivo do
foliculo dominante (MENCHACA et al., 2007; MENCHACA; RUBIANES,
2002) ou; (c) conduzir o tratamento superovulatério, baseando-se na
deteccdo do estro natural (inicio das administracées de gonadotrofinas
guatro dias apds o estro), assim, faz-se uso de niveis fisiolégicos de pro-
gesterona produzidos pelo corpo Iuteo ciclico (MAYORGA et al., 2008;
MAYORGA et al., 2011); e (d) diminuir o periodo de exposicao dos pro-
gestagenos (para seis dias). Tem-se relatado sucesso em sua aplicacao
referente a resposta ovulatéria e producao de embrides caprinos (FON-
SECA et al., 2005c). Nesse caso, a administracao de prostaglandina
durante o processo superovulatério é necessaria. O conhecimento dos
efeitos da progesterona exdgena sobre o “turnover” folicular associado
ao efeito luteolitico da prostaglandina em caprinos podem juntos prover
a melhora da resposta superovulatéria. Outra vantagem relacionada a
este protocolo, refere-se a reducao do periodo total entre o inicio do pro-
tocolo e a colheita de embrides.

Independente do emprego dessas estratégias voltadas a evitar ou superar
0s prejuizos causados pelas concentracdes subluteais ao final dos proto-
colos, vale destacar que esses tratamentos foram desenvolvidos funda-
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mentalmente considerando a duracdo do ciclo estral (COGNIE, 1999), e
ndo o fendmeno bioldgico da dindmica folicular (EVANS, 2000), desco-
nhecendo-se os momentos das emergéncias das ondas foliculares e o
padrdo de desenvolvimento dos foliculos (OLIVEIRA, 2011). O pouco
conhecimento dos efeitos dos hormonios exdgenos sobre a dindmica fo-
licular pode ser uma das razGes para a ampla variabilidade das respostas
superovulatorias aos tratamentos gonadotréficos, sendo este conside-
rado o principal fator limitante da transferéncia de embrides em ovinos
e caprinos (COGNIE et al., 1999; COGNIE et al., 2003; DRIANCOURT,
2001; GONZALEZ-BULNES et al., 2004a, 2004b). Nesse sentido, a ul-
trassonografia tem sido uma ferramenta muito Util para a busca de in-
formacdes referentes a fisiologia ovariana, objetivando a melhoria da
eficacia dos tratamentos superovulatérios (OLIVEIRA et al., 2013c).

Na producao in vivo de embrides, independentemente dos hormonios
utilizados no tratamento superovulatério, protocolo de administracao e
método de sincronizacdo das ovulacOes, as maiores limitacdes respon-
saveis pela variabilidade das respostas estdo, possivelmente, relaciona-
das a dinamica folicular, equilibrio estimulo-inibicdo que determinam a
taxa de ovulacdao em cada espécie, e aos mecanismos intraovarianos que
controlam o crescimento folicular (LOPEZ SEBASTIAN, 2006). Assim, as
pesquisas apontam que a condicao folicular presente no inicio do proto-
colo superovulatério interfere na resposta ao tratamento. Acredita-se que
hd um efeito prejudicial da dominancia folicular na resposta superovula-
téria em pequenos ruminantes. Tratamentos superovulatérios iniciados
na auséncia de um foliculo dominante tém resultado em melhores taxas
de recrutamento folicular, ovulacdo e producdao de embriées em ovinos
(GONZALEZ-BULNES et al., 2002; RUBIANES et al., 1995, 1997) e capri-
nos (GONZALEZ-BULNES et al., 2003; MENCHACA et al., 2002, 2007b).
Foliculos dominantes (maiores que 5-6 mm) presentes ao inicio do trata-
mento com FSH parecem afetar a maturacdo (VEIGA-LOPEZ et al., 2006)
e a ovulacdao (RUBIANES et al. 1995; 1997) dos foliculos menores. Esta
seria uma das possiveis justificativas para a alta frequéncia de foliculos
anovulatérios em tratamentos superovulatérios desses animais.
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Algumas estratégias tém permitido comecar o tratamento superovulaté-
rio proximo a emergéncia da onda folicular (na auséncia de um foliculo
dominante) em pequenos ruminantes, como é o caso do protocolo
“Dia 0" - dia correspondente a ovulacao -, no qual se inicia a superes-
timulacdo. Dessa forma, o tratamento gonadotréfico é efetivamente
iniciado paralelamente a ovulacdo e emergéncia da primeira onda fo-
licular do novo ciclo (FONSECA, 2006 a,b; MENCHACA et al., 2007;
RUBIANES; MENCHACA, 2006), garantindo a auséncia de um foliculo
dominante (FONSECA et al., 2007).

Outro exemplo de protocolos voltado a reduzir a variacao individual
da resposta superovulatério sdao os tratamentos com antagonistas
do GnRH antes da superestimulacdo gonadotréfica (COGNIE et al.,
2003); os quais podem ser considerados uma alternativa para eli-
minar os foliculos dominantes. Segundo Heidari et al. (2010), o uso
de antagonista do GnRH pode melhorar a resposta superovulatéria e
producdo de embrides, mas também pode produzir um maior nimero
de 6vulos nao fertilizados. A aplicacao de pré-tratamentos com an-
tagonistas de GnRH merece mais pesquisas para otimizar e eliminar
quaisquer efeitos colaterais.

A inducdo de uma nova onda folicular é comumente realizada pelo
uso de estrégenos em bovinos. O farmaco provoca a regressao do
foliculo dominante, e o processo é seguido pela emergéncia de uma
nova onda folicular quatro a cinco dias apés a administracao do estré-
geno. Recentemente foi empregado em pequenos ruminantes, obser-
vando melhora na resposta superovulatéria (BARRETT et al., 2008;
FLORES-FOXWORTH, 2007), entretanto, ha grande pleito por novas

pesguisas em ovinos e caprinos.

Outra possivel causa relacionada a alta variabilidade da resposta su-
perovulatéria e producdao de embridbes em pequenos ruminantes é
associada a deficiéncia ou inexisténcia do pico pré-ovulatério de LH
ap6s tratamento com gonadotrofina exégena (GONZALEZ-BULNES et

al., 2003), ou devido a presenca de foliculos nédo responsivos, o que é

556



56

Biotecnologias Aplicadas a Reproducédo de Ovinos e Caprinos

relacionado a uma baixa regulacao dos receptores de LH na granulosa
e teca (BOLAND et al., 1991; LOPEZ-DIAZ; BOSU, 1992). Nesse con-
texto, alguns estudos em MOTE (D ALESSANDRO et al., 2005; OLIVEIRA
et al., 2012; PICAZO et al., 1996), tém focado no incremento da taxa
ovulatéria e niumero de embrides viaveis por modificar a taxa FSH:LH
no final do tratamento superestimulatério, administrando-se LH ex6-
geno. E importante ressaltar que, nesses protocolos ha uma variacéo
no momento ovulatério, informacao que deve ser considerada quando
for utilizar a inseminacao artificial em tempo fixo (OLIVEIRA et al.,
2008a, 2008b).

Paralelamente, a regressao luteal precoce é outra problematica que
interfere nos resultados dos programas de MOTE em pequenos rumi-
nantes. Esse fendbmeno é exacerbado em cabras e ovelhas superovu-
ladas e parece estar associado a elevadas concentracdes plasmaticas
de estrégenos durante a fase luteal inicial, notando-se como conse-
guéncia, um decréscimo na resposta superovulatéria e diminuicao do
numero e qualidade dos embrides (FONSECA et al., 2007). A regres-
sao luteal precoce é evidente cerca de quatro dias apds o estro, mas
as concentracdes plasmaticas de progesterona incompativeis com ati-
vidade luteal normal j& sao detectadas aos trés dias apds o estro em
cabras acometidas (SAHARREA et al., 1998). Em ovelhas superovu-
ladas, a frequéncia de regressao luteal precoce pode variar de 6% a
75% (FUKUI et al., 1998; LOPES JUNIOR et al., 2006), e acometer a
formacao de todos ou parte dos corpos IGteos de um mesmo animal
(OLIVEIRA, 2008). Podem-se observar ovarios com corpos lGteos nor-
mais e em regressao pela Figura 7. A administracdo de progesterona
exdgena, agentes antiluteoliticos (anti-inflamatério; como, inibidores
da prostaglandina) ou luteotréficos (hCG, GnRH, LH) pode prevenir ou
reduzir os efeitos deletérios da regressao luteal precoce (FONSECA,
2005). Inibidores da prostaglandina-sintetase como a Flunixin meglu-
mine administrado de uma a duas vezes ao dia, entre o 2° e 4° dia
ap6s a deteccao do estro (periodo critico), auxiliam no bloqueio do
processo de regressao prematura dos corpos lGteos. Nesse sentido,
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tem-se observado incremento na recuperacdao de embrides vidveis
(TRALDI, 2002).
S

Figura 7. Imagens de ovarios de ovelhas superovuladas, destacando corpos lUteos regredidos
precocemente (setas brancas) e corpos liteos normais (setas pretas).

5.3. Métodos de acasalamento

O acasalamento das fémeas doadoras de embrides pode ser feito por
monta natural, livre ou controlada; inseminacao artificial (IA) seguida da
deteccao de estro ou ainda; inseminacao artificial em tempo fixo (IATF).
Recomenda-se realizar de duas a trés inseminagdes intervaladas de 12
horas (FONSECA, 2005). O mesmo deve ser empregado quando do uso
de monta natural controlada. A necessidade de repeticOes desses proce-
dimentos faz-se necessério devido a assincronia entre as ovulacdes de
foliculos de um mesmo animal e entre fémeas.

A variabilidade no momento das ovulacées é um fator limitante para se
obter uma elevada taxa de fecundacéao e torna-se particularmente critico
quando do uso de sémen congelado (FREITAS; SIMPLICIO, 2002). Se a
manifestacdao do estro for detectada, a fémea deve ser inseminada ou
coberta de 12 a 24 horas apds o inicio deste. A IA realizada em funcéao
do inicio do estro apresenta maior taxa de fecundacdao comparada a IATF
(VALLET; BARIL, 1990). O momento recomendado para realizar a IATF
é discutivel, visto o desconhecimento do momento preciso em que ocor-
rem as ovulacOes de doadoras sincronizadas pelos diferentes protocolos
disponiveis. Segundo Gusmao (2006), a primeira IATF deve ser realizada
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36 horas apds a retirada do dispositivo de progesterona. Variacdo nesse
momento é observada de acordo com o protocolo utilizado e principalmen-
te quando se adiciona ao tratamento indutores de ovulacdo (GnRH, LH e
hCG).

Os machos selecionados para realizar a monta natural ou a coleta de
sémen visando a |A devem ser previamente avaliados quanto a qualidade
seminal. As inseminacdes sao preferencialmente feitas por via laparos-
copica em ovelhas e transcervical em cabras. Os tratamentos prévios em
que as fémeas doadoras sdao submetidas bem como o elevado nimero
de ovulacdes comprometem a taxa de fecundacao dos odécitos. Assim, a
deposicao do sémen diretamente no Utero (intrauterino) contorna os pro-
blemas relacionados ao transporte e sobrevivéncia dos espermatozéides
no sistema reprodutor feminino.

5.4. Coleta e avaliacao dos embrides

A coleta dos embrides é feita por meio de lavagem dos cornos uteri-
nos entre o 62 e o 82 dia ap6s o inicio do estro. Esse periodo é esta-
belecido baseando-se principalmente: (1) no tempo em que o embrido
leva para percorrer a tuba uterina e atingir o apice do corno uterino;
e (2) na recuperacao de embrides em estadio de desenvolvimento em
gue apresenta a zona pellcida integra, viabilizando a garantia sanitaria
(FREITAS; SIMPLICIO, 2002).

A lavagem uterina pode ser realizada basicamente por trés métodos:
laparotomia, laparoscopia e pela via transcervical (ISHWAR; MEMON,
1996; LIMA et al., 1996) demonstrado na Figura 8. Desses, o proce-
dimento cirdrgico (laparotomia) é o mais invasivo, podendo, em alguns
casos, limitar a possibilidade de repeticao sequencial da técnica devido
a ocorréncia de aderéncias entre o sistema reprodutor e tecidos circun-
vizinhos. Embora seja uma técnica segura, precisa e muito empregada,
submete a fémea a todos 0s riscos e sequelas inerentes ao processo
cirirgico (ANDRIOLI et al., 1999).

Em virtude da anatomia da cérvix, especialmente em ovelhas, e as di-
mensdes do aparelho reprodutor nos pequenos ruminantes, por muito
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tempo o método cirdrgico e o laparoscépico tornaram-se as Unicas op-
cOes para essa etapa. Com o desenvolvimento da técnica nao cirlrgica
de coleta de embrides para os pequenos ruminantes, ampliaram-se as
possibilidades de emprego dos programas de MOTE, visto que reduziu
a ocorréncia de complicacoes futuras para as fémeas (FONSECA et al.,
2011b). O procedimento pode ser executado com a fémea em estacao e
para facilitar a transposicao do cateter pela cérvix, indica-se a dilatacao des-
se canal. Em cabras, a administracao de analogos da prostaglandina é reco-
mendada entre 16 a 8 horas antes da lavagem e de ocitocina no momento
da coleta (PEREIRA et al., 1998). A dilatacéo cervical em ovelhas tem sido

obtida por meio da administracao de misoprostol no fundo de saco vaginal
cinco horas antes da coleta de embrides (GUSMAO et al., 2009).

Pingas para
| tracionamentoda cérvix

3

|
Sonda para

lavagem uterina

5 / \ Sonda Foley g i g S
¥ ’ /1/ (recuperagdo do liquido) YRS ¢

Figura 8. Imagens representativas de colheitas de embrides em ovelhas pelas técnicas: (A) cirtrgica,
laparotomia e (B) n&o cirargica, via transcervical.

O meio de lavagem utilizado é a solucdo tampao-fosfato (PBS) na quanti-
dade de 40 a 60 ml por corno uterino; total fracionado em duas lavagens
sucessivas. A taxa de recuperacao de estruturas é variavel de acordo
com o método de coleta (SCUDAMORE et al., 1991), qualidade do
procedimento e pratica do técnico. Em geral, recupera-se mais de 50%
- 60% das estruturas. Essa taxa é calculada sobre a resposta ovulatéria,
indicando-se sua avaliacdo por ultrassonografia ou por via laparoscépi-
ca no dia da coleta dos embrides. Embora a via transcervical apresente
vantagens expressivas frente as demais técnicas, sua eficiéncia (taxa de
recuperacao de estruturas) é ainda inferior.
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Apds a lavagem uterina, o meio de coleta recuperado é avaliado, sob
estereomicroscépio (aumento de 40 - 80x), quanto sua morfologia. Os
embrides encontrados sao classificados quanto ao estadio de desenvol-
vimento e indicativos de qualidade. Espera-se que embrides colhidos
entre o 6° e 8° dia apds o inicio do estro estejam entre os estadios de
morula compacta e blastocisto expandido. Embrides viaveis sao aqueles
classificados de graus | a lll (STRINGFELLOW,; SEIDEL, 1999), Tabela
5, entretanto, essa avaliacdo nao é garantia de viabilidade da prenhez e
nascimento a termo. Recomenda-se a inovulacao somente dos embrides
classificados de | a lll. Os embrides de graus | e Il apresentam maior ca-
pacidade de desenvolvimento (LOPEZ SEBASTIAN, 20086).

Tabela 5. Classificacao morfolédgica dos embrides quanto a qualidade.

Grau Classificacao Aspecto

| Excelente Estadio de desenvolvimento com zona pellcida intacta e
esférica, massa celular homogénea com células de tamanho
uniforme, nenhum ou poucos fragmentos celulares no espaco
perivitelino

I Bom Alteracoes minimas na forma e co loracdo com relacdo ao
grau |, alguns fragmentos ou debris celulares no espaco
perivitelino e/ou pequenas formacdes vesiculares nos
blastdmeros

Il Regular Claras alterac6es comparadas com o grau Il, embora com a
maior parte da massa celular intacta
IV Degenerado Muitos fragmentos ou debris celulares no espaco perivitelino,

vesiculas maiores e em maior nimero e claras mudancas
degenerativas nos blastdmeros, com menos da metade da
massa celular intacta

Fonte: Adaptado de Fonseca et al. (2001).

5.5. Inovulacdo dos embrides

Esta etapa do programa de MOTE consiste na deposicdao do embrido
no corno uterino, ipsilateral ao(s) corpo(s) lGteo(s) ciclico(s), da fémea
receptora (OLIVEIRA et al., 2013a). Sua eficiéncia é diretamente depen-
dente do sincronismo de estro entre doadora e receptora e ainda, da ca-
pacidade da fémea receptora levar a gestacao (como por exemplo, pela
presenca de corpo(s) Iateo(s) funcionais).

A selecao prévia da receptora pelos aspectos gerais de idade e estados
sanitdrio, nutricional e reprodutivo é fundamental, mas nao suficiente para
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alcancar um alto grau de éxito considerando a taxa de prenhez (LOPEZ SE-
BASTIAN, 2006). Avaliacdo da manifestacdo de estro e, principalmente,
da presenca e qualidade do(s) corpo(s) liteo(s) formado(s) é indispensavel
no processo de escolha da fémea que receberd o(s) embridao(des). Neste
sentido, a ultrassonografia permite a identificacdo do ovario que possui
corpo(s) liteo(s), bem como, avaliacdo da qualidade e nimero desse(s). A
mensuracao de seus didmetros e aspectos da ecogenicidade sdo paréme-
tros relaciondveis a producdo de progesterona, podendo, assim, auxiliar
no processo de selecao de fémeas receptoras. Do mesmo modo, essa
avaliacao pode ser realizada por via laparoscépica. FEmeas que apresen-
tam corpos Iiteos em regressao ou baixa qualidade morfolégica devem ser
eliminadas a fim de atingir taxas de prenhez superiores.

Podem-se selecionar fémeas que manifestaram estro naturalmente, en-
tretanto, usualmente empregam-se protocolos de sincronizacao, deven-
do atender a sincronia com a doadora. Normalmente, de cinco a dez
receptoras sado sincronizadas para cada doadora, caso seja realizado a
transferéncia dos embrides a fresco. Devem-se preferir animais com sin-
cronia total com a doadora (estro no mesmo dia) e em seguida animais

com um dia de assincronia (+ 1 ou -1 dia).

A inovulacdao em cabras e ovelhas pode ser feita pelos métodos: cirur-
gico (laparotomia), semicirdrgicos (laparoscépia, semilaparoscépia) ou
nao-cirurgico (transcervical). Desses, o Ultimo é o menos invasivo, entre-
tanto, pouco relatado em pequenos ruminantes (FONSECA, 2006); essa
técnica é descrita como uma tendéncia futura, a exemplo do que ocorreu
em bovinos. O didametro do inovulador, a idade e ordem de paricdo da fé-
mea poderao conferir maior ou menor facilidade a técnica pela eficiéncia
em transpor o canal cervical, o que permanece como objeto de estudo
(FONSECA et al., 2007). A técnica semilaparoscépica é a mais emprega-
da atualmente. Nesse procedimento, a laparoscopia € utilizada para visu-
alizar a resposta ovulatoria da fémea e guiar a apreensao do corno uteri-
no ipse-lateral ao corpo lGteo. Apenas a porcao cranial do corno uterino
sera exposta, a fim de efetuar a inovulacdo do(s) embrido(des) no limen
uterino (FONSECA et al., 2011b). Recomenda-se a inovulacao de um ou
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dois embrides por receptora, garantindo desenvolvimento e crescimento
adequados do concepto. A transferéncia de um embridao para cada corno
uterino também é reportada com sucesso.

A avaliacdo do sucesso do programa de MOTE é realizada pelo diagnés-
tico de prenhez das fémeas receptoras e nascimento das proles. Indica-
-se diagnosticar a prenhez precocemente, a fim de identificar possiveis
perdas embriondrias ou fetais. Essa pratica de manejo proporciona aten-
der adequadamente as exigéncias nutricionais e sanitarias das fémeas
prenhes, bem como, permite o aproveitamento intensivo das fémeas
receptoras vazias em programas sucessivos de TE. As taxas de prenhez
dos programas de producéo in vivo de embrides variam de 40% a 80%.

5.6. Criopreservacao

Caso nao haja o interesse de inovular os embrides a fresco, recomenda-
-se a criopreservacao. A estocagem dos embrides criopreservados ga-
rante os tramites comerciais (nacional ou internacional) e armazenamen-
to de material genético em bancos de germoplasmas. A criopreservacao
deve ser usada preferencialmente nos embrides em estadio de modrula
compacta até blastocisto expandido.

Os protocolos de criopreservacao podem ser classificados basicamen-
te em lentos ou rapidos, de acordo com a taxa de resfriamento e com
o tipo e concentracao dos aditivos (isto é, crioprotetores) utilizados
(FONSECA, 2002; SHAW et al., 2000). Os crioprotetores mais emprega-
dos para os processos de congelacao lenta ou vitrificacao sao etilenogli-
col e glicerol, com elevadas taxas de sobrevivéncia embrionaria.

No procedimento de congelacao classica (lenta), faz-se uso de uma méa-
quina prépria, a qual possui controle da taxa de resfriamento. Apds a
adicao do crioprotetor e envase, as palhetas sdao colocadas na maquina
para inicio do processo. A temperatura de -5 a -7 °C, induz-se a cristali-
zacao (seeding). A partir de entao, submete-se a curva de resfriamento,
a uma taxa que varia entre 0,3 a 0,6 °C/minuto até -35 °C, quando as
palhetas contendo os embrides sao imersas em nitrogénio liquido, per-
manecendo a -196 °C.
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A vitrificacdo é a técnica de criopreservacao onde se obtém solidifica-
cao sem formacao ou separacao de cristais de gelo e sem concentracao
de solutos (evita choque osmaético; FONSECA et al., 2007). Durante o
resfriamento, ha transformacao da fase liquida do citoplasma das células
em uma fase sélida (estado vitreo). Nesse procedimento, os embrides
recebem sucessivos banhos em meio crioprotetores de concentracoes
crescentes.

Ato seguinte, faz-se o envase em palhetas e rapida imersao em nitro-
génio liquido, atingindo altas taxas de resfriamento (2.500 °C/minuto).
Essas taxas podem ainda ser superiores quando se utiliza OPS (Open
Pulled Straw - palhetas modificadas, com didmetro e espessura da pare-
de diminuidos; VAJTA et al., 1997).

O envasamento dos embrides criopreservados comumente é realizado em
palheta, constituindo-se de trés colunas de meio de cultivo/manutencao
separadas por bolhas de ar. O(s) embrido(des) deve(m) ser colocado(s)
na coluna central. No caso de embrides congelados para inovulacao
direta (one step), propde-se o envase conforme Figura 9. A identifica-
cao correta das palhetas previne equivocos no momento da inovulacio.
Recomenda-se especificar a identidade do reprodutor e da doadora (raca,
registro e identificacdes complementares necessarias), do embrido (clas-
sificacdo do estadio de desenvolvimento e qualidade morfolégica; Tabela
5), data da coleta e técnico responsavel.

[ o [efs]l 2 [slas]s @ 5] 2 [3[57]
Figura 9. Diferentes compartimentos da palheta de 0,25 ml utilizada para congelacdo de embrides
caprinos. 1 = selo da palheta (bucha /lacre), 2 = solucdo PBS 20% SFB, 3 = bolhas de ar, 4 = solucdo
Etileno Glicol 1,5 M (10 min equilibrio), 5 = selo da palheta (aquecimento), & = embri&o.

Fonte: Adaptado de Fonseca et al. (2005a).

Em ovinos, o sucesso reportado na criopreservacao € similar entre as
técnicas de congelacdo lenta (38% - 73%) e vitrificacdo (52% - 79%),
bem como, daqueles transferidos a fresco (50% - 90%) (BARIL et al.,
2001; BETTENCOURT et al., 2009; GIBBONS et al., 2011; GREEN et
al., 2009). O mesmo é demonstrado em caprinos, quando se obtém ta-
xas de prenhez a partir de embrides criopreservados pelo método de con-
gelacéo lenta de 45-64%, por vitrificacdo de 40-51,4% e transferido a
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fresco de 57,1% (HONG et al., 2007; GIBBONS et al., 2011; GUIGNOT
et al., 2006; TRALDI, 2000).

O estadio de desenvolvimento embrionario é considerado como um impor-
tante fator relacionado a viabilidade do embrido apés criopreservacao (CO-
CERO et al., 1996). Em ovelhas, ha relato de que mérulas compactas apre-
sentam maior viabilidade comparada a blastocistos (GREEN et al., 2009).
Ja em caprinos, em geral, observa-se incremento na taxa de sobrevivéncia
embriondria com o avanco dos estadios de desenvolvimento (de mérula a
blastocisto; GARCIA-GARCIA et al., 2006). Em funcéo da alta sensibilidade
de morulas, nessa espécie, ao processo de criopreservacao, tem sido suge-
rido o cultivo desses embrides por 24 horas, quando atingem o estadio de
blastocisto, para entdo serem congelados (FONSECA et al., 2007).

Atualmente, a técnica mais utilizada para a criopreservacao de embrides
ovinos e caprinos é a de congelacao lenta (classica). Provavelmente por ser
um método melhor estabelecido e com resultados mais consistentes. No
entanto, hd demanda por avancos no processo de vitrificacdo, especifica-
mente referente aos crioprotetores, concentracao e taxa de resfriamento.

5.7. Implicacdes e perspectivas

A multipla ovulacao e transferéncia de embrides em pequenos rumi-
nantes € uma realidade, devido a grande demanda por intensificacao
dos programas de melhoramento genético e sistemas produtivos nes-
sas espécies. Essa biotécnica é dependente de diversos fatores que
se inter-relacionam. Entre eles, destacam-se: manejo sanitario e nutri-
cional das fémeas; sincronismo de estro entre doadoras e receptoras;
resposta superovulatdria da doadora; sistema de acasalamento (tipo
e momento); qualidade seminal; eficiéncia nas etapas de coleta, avalia-
cao e transferéncia (inovulacao) dos embrides; bem como, qualidade da
receptora e manejo até o parto. Por ser uma biotécnica complexa, requer
experiéncia e habilidade do profissional. Atualmente, as pesquisas tém
sido voltadas a simplificacdo e aumento da eficiéncia de todas as etapas
envolvidas. Visa-se tornar os protocolos e procedimentos mais simples,
eficientes, menos agressivos e estressantes, bem como, menos onerosos.
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6. TECNOLOGIAS REPRODUTIVAS
AVANCADAS

6.1. Producao in vitro de embrides (PIVE)

A PIVE em ruminantes é uma excelente fonte de embrides, a relativo bai-
X0 custo para a pesquisa basica ou aplicacdo das biotecnologias emer-
gentes, como a transferéncia nuclear e transgenia (BALDASSARE et al.,
2002). A técnica de PIVE envolve a coleta de odcitos, a maturacao in
vitro (MIV) desses, a fecundacao in vitro (FIV) dos odécitos maturados
e o desenvolvimento in vitro (DIV) dos provaveis embrides obtidos até
um estadio compativel com a sua transferéncia para o Gtero de recep-
toras. A PIVE apresenta vantagens quando comparada a transferéncia
de embrides convencional, como por exemplo, a utilizacdo de fémeas
pré-puberes, idosas, gestantes e, até mesmo, post-mortem. Essa técnica
pode ainda ser uma alternativa para a conservacao de espécies em risco
de extincdo ou em cativeiro. Adicionalmente, com o seu estabelecimen-
to, técnicas como a clonagem e transgenia podem ser aprimoradas.
Como desvantagens da técnica, estdo os altos custos em equipamentos
e a necessidade de treinamento, tanto do operador quanto do auxiliar
para efetivamente minimizar trauma e tempo cirdrgico (BALDASSARRE,
2008; FREITAS; MELO, 2010; SIMPLICIO et al., 2005; TABET, 2007;).

Os primeiros relatos de ovinos e caprinos nascidos a partir de embrides
produzidos totalmente /n vitro sdo bastante recentes, 1991 e 1994, res-
pectivamente, revisado por Fonseca et al., (2010). O primeiro nascimento
de um cordeiro produzido por FIV comercial no Brasil ocorreu em agosto
de 2006 na Faculdade de Medicina Veterindria — UNIFEOB em Sao Joao
da Boa Vista — SP. A aplicacdo comercial da PIVE em pequenos rumi-
nantes no Brasil da mesma forma foi iniciada em 2006, apds a busca
dessas tecnologias em centros de pesquisa na Austrélia e no Canada. Ja
em 2007, a empresa /n Vitro Brasil j& oferecia a técnica para produtores
de ambas as espécies. Até o més de setembro de 2008, cerca de 3.200
embrides ovinos produzidos por FIV pela empresa foram transferidos a
fresco para receptoras. Nessa época, a empresa relatou o nascimento de
mais de 500 cordeiros oriundos de PIVE no Brasil. Em média, sdo produ-
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zidos 7,3 embrides por ovelha doadora e, apds a transferéncia, 45% das
receptoras apresentam diagndstico positivo de gestacdo. Aparentemente,
parece haver uma menor demanda dessa técnica por parte dos produtores
de caprinos do que de ovinos conforme revisado por Basso et al. (2008).

6.1.1. Coleta de oécitos

A recuperacao de odcitos de boa qualidade é o primeiro passo para a
PIVE. Para fins cientificos, a PIVE pode ser realizada a partir de odcitos
recuperados de ovarios de matadouro, porém, sua utilizacdo comercial
s6 faz sentido em fémeas de alto valor genético e/ou econémico (PAULA
et al., 2008). Em fémeas saudaveis, a obtencao de odcitos imaturos por
aspiracao folicular pode ser realizada por meio de laparotomia abdominal,
com a exposicao dos ovarios, permitindo visualizacao direta e puncéao
folicular; contudo, isso favorece a incidéncia de aderéncias ou infeccodes.
Ao contrario de bovinos, no qual é utilizada a técnica de puncéao folicular
orientada por ultrassom de forma eficiente (SANTL et al., 1998), em
caprinos os resultados ndao foram satisfatérios (GRAAF et al., 1995)
e, atualmente, os melhores resultados vém sendo obtidos por meio de
coleta de odcitos por laparoscopia (COL; BALDASSARRE, 2008). Esse
procedimento é menos estressante ao animal, requer menos tempo que
a laparotomia e pode ser repetido sem afetar em demasia o estado repro-
dutivo da doadora e a producao de oécitos (STANGL et al., 1999).

Para o procedimento de COL, as doadoras sdo colocadas em uma
maca de contencdo apropriada em plano inclinado e mantidas sob
anestesia geral. Na laparoscopia, visualizam-se os ovarios e aspiram-
-se os foliculos de 2 a 6 mm de didmetro, utilizando uma agulha co-
nectada a um tubo de coleta, em sistema de vacuo (Ver Figura 10A e
10B). Quando executado por um técnico experiente, o procedimento
leva de 15 a 20 min por fémea, o que permite uma coleta de mais de
100 odcitos em uma sessdo de 2 a 3 h (BALDASSARRE et al., 2002;
BALDASSARRE; KARATZAS, 2004). A técnica pode ser feita associa-
da ou n3o a tratamentos hormonais. E possivel recuperar em média cinco
odcitos por sessao de aspiracao folicular em doadoras ovinas nao tratadas
(KUHHOLZER et al., 1997). Todavia, maior niUmero de odcitos por
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sessdo de COL é alcancado quando protocolos superestimulatérios
sao empregados. As fémeas doadoras, em geral, tém o seu estro
sincronizado além de receber estimulo por gonadotrofinas. Diferentes
combinacdes hormonais foram testadas para caprinos, principalmente
com multiplas aplicacdes de FSH ou aplicacdo Unica de FSH e eCG
as 36 ou 48 h antes da COL. Usando esse Ultimo protocolo, durante
guatro anos, pesquisadores obtiveram uma média de 13,4 odcitos por
cabra em 1.580 laparoscopias (BALDASSARRE; KARATZAS, 2004).
Em ovelhas, os regimes superovulatérios testados incluem tratamentos
com doses constantes ou decrescentes de FSH ou eCG ou, ainda, dose
Unica de eCG (BALDASSARRE et al., 1996; STANGL et al., 1999).
Técnicos relatam uma média de 14,3 odcitos/ovelha (6.613 od6citos
obtidos a partir da aspiracdao de 587 ovelhas) trabalhando comercial-
mente no Brasil, conforme revisado por Basso et al. (2008).

Figura 10. Sistema de coleta de odcitos por laparoscopia (COL) em fémea caprina (A); Visualizacdo do

trato reprodutivo da doadora por meio de endoscoépio (B).
Fonte: Laboratério de Fisiologia e Controle da Reprodugao (LFCR) da Universidade Estadual do Ceara (UECE).

Diversos fatores afetam o nimero de foliculos disponiveis para a aspi-
racao e a qualidade dos oécitos recuperados, dentre eles: idade; estado
nutricional; protocolo hormonal empregado e a pressdao de vacuo da
bomba. Essa deve ser suficiente para aspirar o contetido do foliculo sem,
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no entanto, ser excessiva para causar a perda das células dos cumulus.
O conteudo folicular depois de aspirado é transportado para uma placa
de Petri e, com auxilio de estereoscopio, os complexos cumulus-oécito
(CCOs) sao recuperados e classificados. A classificacdo dos odcitos
baseia-se na sua morfologia, considerando-se os aspectos e integridade
do citoplasma e das células do cumulus, como descrito na Tabela 6. Para
manter a adesao das células do cumulus em odcitos de cabras e ovelhas,
o uso rotineiro de agulhas 22 G e uma pressao de vacuo de 30 mmHg
foram sugeridos por Freitas e Melo (2010).

Tabela 6. Critério para identificar o grau de complexos cumulus-oécitos (CCOs) recuperados
apos coleta de odcitos por laparoscopia (COL) em pequenos ruminantes.

Caracteristica Grau
Multicamadas de células do cumulus e ooplasma homogéneo |
Uma a trés camadas de células do cumulus e ooplasma homogéneo Il
Od6cito com morfologia anormal e ooplasma heterogéneo ou apoptoético 11l
Qdbcitos com células do cumulus de aspecto coloidal \Y%
Fonte: Adaptado de Freitas e Melo (2010).

6.1.2. Maturacao in vitro (MIV)

A MIV envolve o cultivo dos oécitos imaturos para que eles atinjam
o estadio da metafase Il da meiose e completem a maturacao nuclear
e citoplasmatica, quando estardo prontos para serem fecundados. Um
desafio para o sucesso da MIV é a grande heterogeneidade na qualidade
dos odcitos, resultando em maior variabilidade na producao de embrides.
Isso ocorre, pois apesar da classificacao morfolégica proposta, esses
parametros podem nao ser suficientes para predizer a competéncia do
o6cito em se desenvolver apdés a fecundacdo (FONSECA et al., 2010).

Ap6s classificacdo dos CCOs, eles sao pipetados e transferidos para as
placas com meio de maturacédo. A incubacao é realizada em estufa a 39
°C, com 5% de CO, em ar e atmosfera Umida, por um periodo de 22 a
27 h. Oécitos de caprinos e ovinos sdo geralmente maturados em TCM
199 tamponados e suplementados com piruvato, soro tratado pelo calor
e hormoénios (FSH, LH, estradiol), dentre outros (BALDASSARRE et al.,
1996). Estudos demostram que o uso de diferentes compostos de tiol
(cisteina, cisteamina, etc.) para meios de MIV melhoram o desenvolvi-
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mento do embrido, aumentando a concentracao intra-citoplasmatica de
glutationa (GSH) e protegendo as células do estresse oxidativo do cultivo
(PARAMIO, 2010). A funcao desses suplementos é tentar mimetizar as
condicdes que os od6citos encontrariam /n vivo. Utilizando esses meios,
a porcentagem de maturacao nuclear de od6citos obtidos por aspiracao
laparoscépica em cabras e ovelhas estimuladas com gonadotrofinas se
encontra na ordem de 80 a 90%. Apesar disso, a maturacao citoplasma-
tica nao ocorre de forma adequada /in vitro e a taxa de desenvolvimento
permanece em torno de 50% para essas estruturas. J&4 em odécitos ma-
turados /n vivo, o processo é mais eficiente, com 60 a 70 % dos oécitos
ovulados se desenvolvendo até o estadio de blastocisto, apds FIV e DIV
(COGNIE; BARIL, 2002; COGNIE et al., 2003).

6.1.3. Fecundacao in vitro (FIV)

A fecundacao dos odcitos maturados in vitro pode ser realizada com sé-
men fresco ou congelado/descongelado. Em qualquer situacéo, é impres-
cindivel a separacao dos espermatozoides vivos dos mortos. Isso pode ser
obtido por meio de técnicas como gradiente de Percoll ou Swim-up. Na
selecdo dos melhores espermatozoides, o gradiente de Percoll (45%/90%)
parece uma boa escolha (COGNIE et al., 2003). Para que ocorra a fe-
cundacao, os espermatozoides devem ser capacitados, o que pode ser
feito por meio de agentes indutores da capacitacdao como a heparina,
previamente a coincubacdo com os oécitos (BALDASSARRE, 2008;
BALDASSARRE; KARATZAS, 2004). A concentracao de espermatozoides
utilizada tem variado de 1 a 3,5 x 106 células/mL, com duracao de 16 a 20
h (BALDASSARRE; KARATZAS, 2004; COX; ALFARO, 2007). Ressalta-se
gue a concentracao espermatica elevada pode levar ao aumento do indi-
ce de polispermia, o que compromete a capacidade de desenvolvimento
do embrido. A baixa concentracao espermatica na FIV torna viavel o uso
do sémen sexado. Todavia, ainda ndo esta disponivel sémen sexado co-
mercialmente para caprinos e ovinos no Brasil (FONSECA et al., 2010).
Depois da coincubacdo dos gametas, os presumiveis zigotos devem ser
retirados do meio de fertilizacdo e incubados em meio de DIV até o es-
tadio de blastocisto.
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6.1.4. Desenvolvimento in vitro (DIV)

Enquanto as etapas anteriores sao realizadas em estufa de incubacéao a
atmosfera controlada de 5% de COZ, o DIV deve ser realizado em estufa
contendo trés gases (CO,, 5%; O,, 5% e N,, 90%) por sete a oito dias.
Durante esse periodo, sdo utilizados meios de cultivo com componentes
que permitam ao zigoto desenvolver-se até o estadio de blastocisto.
Existem diferentes sistemas de cultivo embrionario /in vitro, como por
exemplo, o uso ou nao de co-cultivo com células da granulosa. A me-
Ihoria das condicdes de cultivo nessas espécies depende da avaliacao
dos efeitos dos diversos componentes provaveis de terem acao benéfica
sobre as taxas de producao e qualidade dos embrides, bem como, sobre-
vivéncia pés-descongelacao. Espera-se ainda que se produzam menores
disturbios moleculares e celulares.

Normalmente, a eficiéncia da FIV é verificada por meio de avaliacdo da
taxa de clivagem (Figura 11A) as 48 ou 72 h apds o seu término, en-
quanto a eficiéncia do sistema de DIV por meio da taxa de blastocistos
(Figura 11B) em funcao ao nimero de estruturas clivadas. A taxa mais
representativa do processo como um todo é a producao de blastocistos
em funcdo do numero inicial de o6citos que foram colocados para MIV.
A inovulacdao em receptoras previamente preparadas resulta em uma
fertilidade ao parto inferior aguela obtida com embrides produzidos in
vivo: 61% vs 89% (COGNIE et al., 2001). Todavia, conforme descrito
anteriormente, vale lembrar que a PIVE possui algumas vantagens com
relacdo a MOTE e mesmo com taxas de producao de embrides inferiores,
em alguns casos ela é fortemente indicada.

Os dados disponiveis na literatura ja& permitem afirmar a viabilidade da
técnica para ovinos e caprinos. Entretanto, existe ainda um ndmero li-
mitado de estudos abordando seus varios aspectos, quando se compara
com bovinos. Com o avanco das pesquisas e o estabelecimento de pro-
cedimentos de manipulacao in vitro, a técnica tem potencial de atender a
um mercado com infraestrutura j& estabelecida pela demanda de embri-
oes bovinos (FONSECA et al., 2010). Um esquema representativo da téc-
nica de PIVE em pequenos ruminantes pode ser evidenciado na Figura 12.
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Figura 11. A: Odcitos caprinos clivados as 48 h apés a FIV. B: Visualizacdo de embrides caprinos no

oitavo dia apos a FIV.
Fonte: INRA, Nouzilly, Franca.
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Figura 12. Esquema representativo das principais etapas da producéo /in vitro de embrides em pequenos

ruminantes.
Fonte: Arquivo Pessoal.

6.2. Transgénese

6.2.1. Definicdo, técnica e aplicacdes

Poucos assuntos geram tanta controvérsia como os transgénicos. A
transgénese é uma nova tecnologia que permite alterar as caracteristicas
fenotipicas dos animais pela troca direta de seu material genético. Como
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o DNA contém um cédigo genético universal, que é comum a todos os
organismos vivos, a principio pode-se transferi-lo a organismos nao per-
tencentes a mesma espécie, originando organismos com caracteristicas
peculiares e “Uteis” que, de forma natural ndo poderia ocorrer. Uma de-
finicdo mais pontual é que transgénicos sdao animais ou organismos cujo
patriménio genético foi manipulado artificialmente pela introducdo, modi-
ficacao ou delecdao de uma sequéncia de DNA no seu genoma. A altera-
cao é observada em todas as células, incluindo-se a linhagem de células
germinativas, de tal forma que seja transferida aos seus descendentes
(FUKAMIZU, 1993). A técnica hoje mais difundida e utilizada para ob-
tencdo de animais transgénicos é a microinjecao pré-nuclear. Como o
préprio nome sugere, a microinjecao pré-nuclear consiste na injecdo de
uma solucao de DNA, contendo o gene de interesse, no pré-nicleo de
um odcito recém-fecundado. Os embrides sao cultivados e transferidos
para uma fémea. As crias que receberam o gene de interesse sao identi-
ficadas por técnicas moleculares (PEREIRA, 2008).

Entre as vantagens da transgénese, é possivel destacar: Especificidade —
A caracteristica requerida pode ser escolhida com muito mais precisao,
assim os riscos indesejaveis reduzem bastante; Velocidade — Pode-se
estabelecer uma caracteristica desejada em uma geracao, enquanto que,
na reproducao seletiva, seriam necessarias muitas geracdes e Economia
— Podem-se introduzir novas caracteristicas nos animais, para reduzir
suas necessidades alimenticias e tratamento médico-veterinario. J4 com
relacdo as desvantagens, é preciso salientar: Satde do animal — A inser-
cao de um transgene pode alterar a expressao do genoma (“homeosta-
sia” do animal) e Transmisséo de virus — Particularmente preocupante no
caso da reproducao de animais como doadores de tecidos.

A tecnologia de transgénese vem sendo aplicada em diversos seres
vivos e com inUmeros propodsitos. As aplicacdbes médicas sao varias e
incluem o polémico xenotransplante, ou seja, o transplante de 6érgaos
animais para o ser humano. Estima-se que, a cada ano sejam necessa-
rios 5.000 érgdos para transplantes apenas nos Estados Unidos e essa
demanda nao é atendida por doadores. Nesse sentido, a transgenia vem
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sendo utilizada para a criacao de suinos imuno-compativeis com o ser
humano. Foi possivel produzir uma linhagem de suinos que nao expres-
sa uma proteina imunogénica em seres humanos, e, atualmente, esta
sendo testado o transplante de coracOGes desses animais para macacos.
O xenotransplante pode resolver a questdo da disponibilidade de érgaos
para transplantes, contudo, as questdes de biosseguranca devem ser
fortemente analisadas. Animais transgénicos ainda representam uma po-
derosa ferramenta de pesquisa para a descoberta e o desenvolvimento
de novos tratamentos para vérias doencas humanas. E possivel intro-
duzir genes mutantes de humanos em ratos, induzindo determinada do-
enca para poder estuda-la e conhecé-la melhor, com a finalidade de se
buscar sua cura, sem a necessidade de os seres humanos passarem por
testes experimentais. Uma vez estabelecido, o modelo transgénico, por
exemplo, pode ser usado para o estudo de mecanismos moleculares que
contribuem na patogénese de uma doenca, para identificar agentes que
possam elimina-la, retardar sua progressdao ou melhorar seus sintomas
(PEREIRA, 2008).

Entre as aplicacoes da transgénese, provavelmente a mais concreta e
frequente é a utilizacao de biorreatores para producdo em grande es-
cala de proteinas de interesse farmacéutico, em algum tecido de fécil
purificacdo. Produtos como insulina, horménio de crescimento e fator
de coagulacao podem ser obtidos do leite de cabras ou ovelhas transgé-
nicas. A espécie caprina tem representado um excelente modelo, j& que
a producdo de animais transgénicos e os custos operacionais sao signi-
ficativamente inferiores em relacdo aos bovinos. Um exemplo é a cabra
transgénica que produz em seu leite uma proteina da teia de aranha. Sua
purificacdo em grande escala, a partir do leite, permite a criacdo de um
material leve e flexivel com enorme resisténcia, que poderd ser usado
em aplicacOes militares (coletes e uniformes a prova de bala) e médicas
(fio de sutura), entre outras (BALDASSARRE, 2008; PEREIRA, 2008).
No que diz respeito a producao animal, alteracées genéticas em animais
criados para fins comerciais podem leva-los a um crescimento acelerado
em um menor espaco de tempo, carne com indice de gordura reduzido
ou, ainda, reducao da sensibilidade a doencas.
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6.2.2. Transgénicos no mundo e no Brasil

Diversas empresas privadas, universidades ou centros de pesquisa
de paises como o Canadd, Estados Unidos, Inglaterra, Franca, Isra-
el, Coreia do Sul, China e Brasil tém produzido caprinos biorreatores
(MOURA, 2008). Atualmente, somente uma proteina recombinante de
origem animal, a antitrombina humana (Atryn®), produzida por caprinos
transgénicos, foi liberada como medicamento para uso clinico em huma-
nos, na Europa e nos Estados Unidos (KLING, 2009; SCHMIDT, 2006).
Pesquisadores de vaérias areas vém utilizando, de forma crescente,
esses animais, tornando essa tecnologia uma poderosa ferramenta
no desenvolvimento de novas drogas terapéuticas, na produgdo de
moléculas comercialmente importantes, na elucidacao de mecanismos
biolégicos, entre muitas outras aplicacoes.

Apesar de j& ser rotineiramente empregada em laboratérios comer-
ciais e de pesquisa em muitos paises, a tecnologia para a geracao de
animais transgénicos ainda é incipiente no Brasil. Em dezembro de
2001, Vitor, o primeiro animal transgénico (camundongo) produzido
no Brasil pela técnica de microinjecdo pré-nuclear, foi obtido (PES-
QUEIRO et al., 2002). Esse fato representou um marco na producao
nacional de animais transgénicos. Em ruminantes, o Laboratério de
Fisiologia e Controle da Reproducdo (LFCR) da Universidade Estadual
do Ceara (UECE) foi pioneiro em obter os primeiros caprinos nascidos
por microinjecao pré-nuclear (FREITAS et al., 2003), e o primeiro
caprino transgénico da América Latina (FREITAS et al., 2007). Esse
animal era transgénico para o Fator Estimulante de Col6nias de Gra-
nulécitos humano (hG-CSF), proteina que estimula o crescimento e
diferenciacao das células de defesa no ser humano, principalmente
neutréfilos. Posteriormente, o laboratério obteve um casal caprino da
raca naturalizada Canindé transgénico para a mesma proteina e crias
de ambas as linhagens (Figuras 13A e 13B).

Vale lembrar que da producao de animais biorreatores até a comercia-
lizacdo da proteina humana de interesse para uso clinico, varias eta-
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pas sdo necessdrias. Elas vao desde avaliacdes referentes ao préprio
animal transgénico, a proteina em questao, até testes pré-clinicos e
clinicos antes da proteina ser aprovada para uso humano. No Brasil,
a Instituicdo que deseja trabalhar com células e animais transgénicos
deve acatar as recomendacbGes da Comissdao Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio), ja que o uso dessa biotecnologia deve seguir
leis especificas (CLARK, 1998; MOURA, 2008). A tecnologia trans-
génica em animais, ainda se encontra em fase experimental. Com o
tempo e experiéncia, poderd vir a ser extensamente utilizada. Nessa
fase, é possivel ver as potenciais vantagens e predizer os possiveis
riscos que essa nova técnica possa acarretar. O publico em geral
manifesta a sua preocupacao perante essa tecnologia. Contudo, a
tecnologia genética é demasiado prometedora para ser rejeitada com
base na desconfianca.

R0 Y T3 R

Figura 13. Macho caprino transgénico da raca Canindé para o hG-CSF com quatro crias transgénicas (A);
Fémea caprina transgénica da raca Canindé para o hG-CSF com uma cria transgénica e a receptora sem
padréo racial definido (B).

Fonte: Laboratério de Fisiologia e Controle da Reproducéo (LFCR) da Universidade Estadual do Cearé (UECE).
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6.3. Clonagem ou transferéncia nuclear de células so-
maticas (TNCS)

6.3.1. Definicédo, técnica e aplicacdes

Clonagem ¢é a producdo de individuos geneticamente iguais. A técnica de
TNCS estéa inserida no contexto das biotecnologias da reproducao animal
e suas aplicacdes sdao muito amplas. Essa técnica se divide em duas eta-
pas. A primeira consiste na obtencao e utilizacao de odécitos enucleados
(sem o nucleo) de uma fémea qualquer. A segunda é a reconstrucao do
embrido utilizando essa primeira estrutura obtida e o nticleo de uma célu-
la somatica de um animal de interesse (que vai ser clonado), apds fusao
entre ambas. Esse embrido é entao transferido para uma receptora, a
qual ird parir um individuo clone. Teoricamente, qualquer célula somatica
pode ser utilizada para esse fim, contudo, algumas sdo mais indicadas
devido a maior capacidade de reprogramacao celular, como as células da
glandula mamaria, fibroblastos, células do cumulus, condrécitos, leucé-
citos e células tronco embrionérias (PEREIRA; FREITAS, 2009).

Entre as vantagens da clonagem, é possivel destacar:

7. Conservacdo — Existe a possibilidade de clonar animais ameacados de
extincao;

2. Estudos na medicina humana — Producao de células totipotentes ca-
pazes de se diferenciarem em quaisquer linhagens celulares, que po-
deriam, por exemplo, ser utilizadas para regeneracao do pancreas para
diabéticos ou células sanguineas para leucémicos; e

3. Transgénese — Gera a possibilidade de gerar clones transgénicos.

Todavia, essa técnica também possui algumas desvantagens, como:

7. Custos — Demanda grandes investimentos financeiros e de recursos
humanos;

2. Etica - A clonagem motiva conflitos, sobretudo no aspecto religioso; e
3. Eficiéncia — A maior parte dos clones morre precocemente.

Os problemas associados com a técnica de TNCS sao em decorréncia
dos danos gerados em ambas as células envolvidas no processo, resul-
tando numa taxa elevada de mortalidade dos embrides. Sem dudvida, o
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melhor exemplo do uso da TNCS para a preservacao de espécies em
risco de extincdo ou recuperacao de espécies extintas é o bucardo
(Capra pyrenaica pyrenaica). A populacao de bucardo era abundante nos
Pirineus, mas diminuiu bruscamente, provavelmente em funcao da pres-
sdo de caca, restando apenas trés fémeas idosas em 1989. Em 1999,
apenas uma fémea bucardo com cerca de 12 anos de idade encontrava-
-se viva. Amostras de pele foram obtidas dessa fémea, multiplicadas e
criopreservadas. Essa fémea veio a 6bito em 2000 e o governo espa-
nhol declarou o bucardo extinto. Experimentos foram conduzidos e foi
possivel o nascimento de uma fémea bucardo morfologicamente normal
(FOLCH et al., 2009).

Talvez a mais importante aplicacdao da TNCS esteja mesmo na associa-
cao com a tecnologia de modificacao genética, os clones transgénicos.
A producao da ovelha “Polly”, obtida a partir de células transfectadas
com gene humano e capaz de produzir o fator IX humano com valor te-
rapéutico é um exemplo disso (NEVES et al., 2010; PEREIRA; FREITAS,
2009; SCHNIEKE et al., 1997).

6.3.2. Clonagem no mundo e no Brasil

Da mesma forma que na transgénese, a pesquisa envolvendo a producao
de clones bovinos é mais onerosa, e o uso de pequenos ruminantes como
modelo tornou-se uma possibilidade viadvel. O primeiro mamifero nascido
clonado pela técnica de TNCS foi a “Dolly” (WILMUT et al., 1997), a partir
da célula de uma ovelha de seis anos de idade, que ocorreu apés 276 ten-
tativas fracassadas (ZATZ, 2004). Os pesquisadores usaram uma célula
da glandula mamaria, cujo nucleo foi retirado e transferido para um oécito
enucleado. Esse novo embridao formado foi entdo implantado no Utero de
uma terceira ovelha, onde Dolly foi gerada (WILMUT et al., 1997).

No Brasil, clones bovinos ja foram conseguidos a partir de células
embrionéarias, fetais e adultas. Em marco de 2001 nasceu a bezer-
ra “Vitéria”, primeiro animal produzido por TNCS na América Latina
por pesquisadores da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia a
partir de células embriondrias. Com o objetivo de fazer uma TNCS de
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um animal clone, foi produzida a “Vitoriosa da Embrapa” - primeiro
clone do clone da América Latina (Revisado por NEVES et al., 2010).
Em 2005 foi produzido o primeiro ovino clone derivado de células da
pele de um carneiro adulto por pesquisadores da Universidade de Sao
Paulo (TRALDI et al., 2007b). Apenas em 2010, pesquisadores do
LFCR, da UECE, obtiveram os primeiros blastocistos clones caprinos
utilizando células da pele de um animal transgénico adulto (ALCAN-
TARA NETO et al., 2010).

6.4. ImplicacOes e perspectivas

A possibilidade de aumentar o nimero de repeticdes de coleta de od6citos
utilizando a técnica de laparoscopia associado aos resultados de desen-
volvimento embrionério obtidos apés MIV, FIV e DIV pode impulsionar a
eficiéncia reprodutiva e produtiva de pequenos ruminantes. A transgéne-
se, por sua vez, ainda apresenta eficiéncia muito baixa atualmente. To-
davia, quando ela é feita com sucesso sendo possivel o nascimento de
animais transgénicos, torna-se uma biotécnica interessante tanto para
fins de producao comercial como de pesquisa fundamental. A associa-
cao da transgénese com a clonagem pode facilitar uma multiplicacao
mais rapida desses animais.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Os avancos da fronteira do conhecimento na area da biotecnologia as-
sociadas a reproducdo de caprinos e ovinos apresentou aumento sig-
nificativo nas ultimas décadas. Esses avancos foram possiveis gracas
ao uso de técnicas consagradas como a laparoscopia e ultrassonogra-
fia em tempo real e ao aumento de interesse pela reproducao destes
animais. Em todo o mundo, grupos de pesquisadores, referéncias em
outras espécies, e também de pesquisadores emergentes, passaram
a focar esse tema. Como consequéncia, técnicas, outrora eficientes
e incontestaveis, sdo substituidas cada vez mais por outras tao ou
mais eficientes, menos invasivas e menos onerosas. Todas essas fer-
ramentas de controle, manipulacdao e potencializacao da reproducao,
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se adequadamente orientadas, prestar-se-ao a inumeras finalidades,
desde a simples multiplicacdo em massa, passando pela preservacao
das espécies e racas e, chegando a obtencao, em escala, de farmacos
com potencial de uso humano.
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