PRODUGAO DE EMBRIOES DE CABRAS SOROPOSITIVAS
PARA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA A VIRUS
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RESUMO: Este experimenio objetivou avaliar a produgdo de embrides em cabras soropositivas para CAEV.
Foram utilizadas quatro cabras soropositivas ¢ quatro saroncgativas, As fémeas tiveram o estro sineronizado
alraviés de esponjas vaginais durante 11 dias, No nono dia do tratamenlo aplicou-se 50 mg de Claprosienol ¢
iniciou-se o lratamento de superavulagie com pFSH (16 mg). No momento da relirada dos esponjas realizou-se
uma injegio de 1,32 mg de pLH. Para fecundagdo, utilizou-se reprodutores de acordo com o estado sanitario da
doadora. Scle dias apds o eslro foi realizada a colheila ¢ avaliagho doa embrides. Nio obaervou-se diferenga
significativa entre cabras saroposilivas o sorancgalivas, respectivamente, pard os pardmetros (madia + d.p.);
intervalo retirada da esponja-inicio do estro (16,0 + 0,0 hvs 18,0 £ 6,9 h), nimero de ovulagbes (12,5 + 0.6 va
22.1 £12.,0), estruturas colhidas (8,8 £ 3.4 vs 10,8 + 12.4), estruluras ndo fecundadas (3,0 # 5,4 va 0,3 + 0,5),
astruturas degenaradas (0.8 £ 1,5 vs 0,0 + 0,0) e estruturas viaveis (5,8 £ 4,0 va 10,5 £ 12,4). Conclui-se que
cabras sarapositivas respondem 4 superovulagho, podendo ser ulilizadas em programas de transferéncia de
embrides, desde que comprovada a ndo soroconversio das crias,

Termos para Indexagdo: Capring, CAEV, superovulagio, embrifo.

EMBRYO PRODUCTION FROM SEROPOSITIVE GOATS FOR CAPRINE
ARTHRITIS-ENCEPHALITIS VIRUS

ABSTRACT: The aim of this experiment was to evaluale the embryo production from goats seropositive lor
CAEV, Seropositive (n=4) and seronegative (n=4) goats were used. Fluorogestone acclale (45 mg) sponges
were placed intravaglnally and left for 11 days, Females received, on day ning, 50mg of Cloprestencl and the
superovulation started with pFSH (1Gmg). Al tho last day of trealmont, goats received 1.32mg pLH, Seropositive
and seronegative bucks were used according to female sanitary condition, Seven days alter estrous the
collection of embryos was perfarmed. No significant differcnees were observed belween bolh seropositive and
seranggative goals, reapeclively, for the parameters (mean ¢ 3.d.): interval between sponge removal and the
anset of estrous (16,0 + 0,0 h vs 18,0 + 6.9h), number of ovulations (12,5 + 0.6 vs 22.1 + 12.0), recovered
struclures (8.8 £ 3.4 v 10.8 £ 12.4), no (erlilized structures (3.0 £ 5.4 vs 0.3 £ 0.5), degenerated structures (0.8
+ 1.5 vs 0.0 £ 0.0) and viable structures (5.8 + 4.0 vs 10.5 £ 12.4). In conclusian, scroposilive goats had
aaliafactory response to the supcrovulatory treatment and could be used for embryo transfer programs, if no
saroconvarsion is confirmed in the kids born,

Index Terms: Goat, CAEV, superovulation, embryo,

INTRODUGAO

Nas ultimas decadas, a importagio
de racgas exdticas para atender a deman-
da de material genético, essencial para ex-
pansao da caprinocultura leiteira, foi respon-
savel pelaintrodugao de algumas doengas
infecciosas no Brasil, dentre elas a artrite
encefalite caprina a virus (CAEV).

A CAEV, descrita coriginalmente nos
Estados Unidos, é provocada por um
retrovirus da sub-familia Lentivirinae,
semelhante ao causador da anemia
infecciosa eqlina e da sindrome da

imunodeficiéncia adquirida no homem (Cork
et al., 1974). E uma doenga que além de
ser de dificil controle e ocorrer, com maior
freqUéncia, em rebanhos de alto padrao
genético (Adams & Gorham, 1986), vem
sendo disseminada de forma preocupante.

A utilizacdo racional de algumas
biotécnicas como a transferéncia de
embrides (TE) tem permitido a preservagao
do patriménio genético de fémeas
portadoras de agentes infecciosos que,
servindo como doadoras de embriges, nao
representam grande risco de infecgdo para
embrides e receptoras, bem como, para os
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produtos gerados (Chemineau et al., 1986),
Tal possibilidade é uma conseqiéncia do
uso de embrides sem ruptura da zona
pelucida que previne a contaminagao das
células embrionarias (Wrathall, 1995). ATE
em caprinos é também uma alternativa
viavel para acelerar o melhoramento
genético e incrementar a capacidade
reprodutiva dos rebanhos desde que a
qualidade dos animais justifique o beneficio/
custo (Pintado et al,, 1996).

Em consequéncia da possibilidade,
embora remota, de infecgdo dos embriges
e das receptoras através da TE e de existir
pouca informacao sobre a utilizagio de
cabras soropositivas para o virus da CAEV
em programas de superovulagao, este
trabalho teve por objetivo avaliar aresposta
superovulatoria e a conseqlente produgao
de embrides em cabras soropositivas para
a referida doenga.

MATERIAL E METODOS

Local do Experimento

O experimento foi realizado no
laboratério de Fisiologia e Controle da
Reprodugao (FAVET-UECE) na cidade de
Fortaleza. Localizada em uma planicie
litordanea a 3° 30' 37" de longitude Oeste,
apresenta temperatura, umidade relativa do
ar e precipitagdo pluviométrica anuais
meédias de 27°C, 75% e 1100 mm,
respectivamente (SUDEC, 1990).

Animais Experimentais

Foram utilizadas oito cabras, com
idade entre 3 e 5 anos, sendo quatro fémeas
soropositivas (duas Saanen e duas Alpinas)
e quatro soronegativas (duas Saanen e
duas Alpinas) para CAEV. O diagndstico foi
realizado pelo método de imunodifusao em
agar gel (IDAG) adaptado por Gouveia &
Magalhaes (1994), ressaltando-se que as
fémeas soropositivas ja apresentavam
lesoes articulares caracteristicas da
doenga.

. Chrone-Gest (Intervet-Franga)

. Estrumale (Pitman Moore-Franga)
. Universidade de Li¢ge (Bélgica)

. Universidade de Liége (Bélgica)
Banamine (Schering-Brasil)

@~ O b

Tratamento de Superovulagido

Todos os animais receberam, durante
11 dias, esponjas intra-vaginais
impregnadas com 45 mg de Acetato de
Fluorogestona®. No nono dia do tratamento
foi aplicado, via intramuscular (i.m.), 50 mg
de Cloprostenol” e iniciada a administragao
do horménio foliculo estimulante® (pFSH)
durante 3 dias a intervalos de 12 horas
(8, 4 e 4 mg nos dias 9, 10 e 11,
respectivamente). No momento da retirada
da esponja e da aplicagdo das Ultimas
inje¢des de pFSH foi administrado, viai.m,
1,32 mg de hormonio luteinizante” (pLH).
Apods 3 dias da remogdo das esponjas,
todas as féemeas receberam, também via
i.m., injegdes de Flunixin megluming" na
dose de 1,1 mg/kg de peso corporal
durante 4 dias consecutives, perfazendo
oito aplicagoes intervaladas de 12 horas
conforme proposicdo de Soares et al,
(1996).

Detecgao do Estro e Fecundacgao

Doze horas apds a retirada das
esponjas, iniciou-se a detecgao do estro,
com uso dos proprios reprodutores, em
intervalos de 4 horas até a ultima fémea
apresentar estro. As caoberturas foram
realizadas imediatamente apdés a fémea
aceitar a monta pelo macho, as 12 e 24
horas apds a primeira cobertura. Foram
utilizados reprodutores soropositivos ou
soronegativos para CAEV, conforme a
condi¢do sanitaria da fémea.

Colheita e Avaliagao dos Embrides
Sete dias apds o inicio do estro foi
realizada a colheita de embrides através do
meétodo cirlrgico, Apods incisao da linha
branca, realizou-se a exterioriza¢ao do trato
genital para observagao dos ovarios e
contagem do numero de corpos luteos,
Posteriormente, foi realizada alavagem dos
cornos uterinos com 40 ml de Phosphate
Buffered Saline (PBS) adicionando-se 0,4%
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de Bovine Serum Albumine (BSA). O liguido
colhido foi depositado em placa de Petri
guadriculada e sob estereomicroscopio, em
aumento de dez vezes, fol efetuado a
pesquiza das estruturas. Uma vez
identificados, os embrices foram
transferidos para outra placa de Petri para
posterior classificagao sob
estereomicroscopio com aumento de 60 a
80 vezes. Os embrices foram classificados
considerando-se seu desenvolvimento e
arranjo celular conforme sugestdo de
Stringfellow & Seidel (1990).

Analise Estatistica

Devido a falta de normalidade dos
dados, utilizou-se o teste nao paramétrico
de Whitney-Mann para avaliagao dos
resultados referentes ao momento de inicio
do estro, numero de corpos liteos e
estruturas colhidas (Sprent, 1993). As
porcentagens foram comparadas pelo teste
do Qui-Quadrado. Considerou-se o nivel de
5% de significancia,

RESULTADOS

Por nac existir diferenga entre as
ragas, os dados foram agrupados para

comparacgdo somente entre a condigéo
sanitaria das femeas (soropositivas ou
soronegativas).

. Apos a retirada das esponjas, as
cabras soropositivas e soronegativas
evidenciaram estro apés 16 + 0,0 horas e
18 £ 6,9 horas, respectivamente, nao se
constatando diferenga (P = 0,05) entre
ambos os tipos de animais.

Todas as femeas apresentaram
multiplas ovulagdes, ndo se observando
diferenga entre as cabras soropositivas e
soronegativas no que concerne ao nuUmero
médio e frequéncia de ovulacoes
(Tabela 1).

Mesmo que se tenha utilizado o
tratamento com Flunixin meglumine para
prevenir a regressao prematura dos corpos
lateos, uma fémea soronegativa
apresentou este problema e,
conseqlentemente, ndo foi submetida a
colheita de embrices.

Os dados referentes ao nimero e a
qualidade das estruturas colhidas sao
apresentados na Tabela 2. Com relagao ao
estagio de desenvolvimento dos embriges
viaveis, foi obtido um total de 20 estruturas

TABELA 1, Numero médio e freqliéncia de ovulagdes nos ovidrios direito e esquerda de cabras soropositivas

ou soronegalivas para a CAEV

OQvulagbdes

DCoadoras Corpo Luteo Ovdrio Direito Ovirio Esquerdo
Nitsg n (%) n (%)
Soroposilivas 125406 19 (38,0) 31 (62,0)
Soroncgalivas 2254121 46 (51,1) 44 (48,9)
Total 17,5496 65 (46,4) 75 (63.,6)

TABELA 2. Ndmeros medios de estruturas colhidas, nfio fecundadas, degeneradas ¢ vidveis de doadoras
soropositivas ¢ soroncgativas para a CAEV

Estruturas

Vidveis
Doadoras Colhidas Nio Fecundadas Degencradas Méorula Blaslocisio Total
LS Xis X+s xts X+s Xitsa
Soropositivas 8,8+3.4 3,045.4 0,841,565 0,840,5 4,3+3.3 5,814,0
Soronegativas  10,8412.4 0,3+0,5 0,010,0 1,842,2 8,8:£10,2 10,5412.4
Talal 9.8+8,5 1,644.0 04410 1,341,6 6,5+7,4 8,148,9
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provenientes de doadoras soropositivas e
42 de soronegativas, sendo que 85% e 86%
eram blastocistos e 15% & 14% eram
morulas, respectivamente, para as fémeas
soropositivas e soronegativas,

DISCUSSAQD

O tratamento hormonal utilizado
maostrou-se eficiente parainduzir o estro das
doadoras, achado importante para
demonstrar, inicialmente, que a
soropositividade para a CAEV, no estagio da
doenga em que as fémeas se encontravam,
nao interfere na capacidade do animal
evidenciar sintomas clinicos de estro. Os
dados aqui obtidos respaldam as
observacoes de Freitas (1996) ao
comentarem que, em geral, cerca de 80%
das fémeas tratadas com o protocolo padrdo
de superovulagdo evidenciam estro. No que
concerne ao inicio dos sintomas clinicos de
estro apos o tratamento hormonal, foi
registrado, tanto para as fémeas
soropositivas quanto soronegativas, ser
semelhante aos descritos por Amoah &
Gelaye (1990) e Baril (1995).

O nuimero médio de ovulagdes obtido
€ proximo dos de Amoah & Gelaye (1990),
Armstrong et al. (1983b) e Baril (1995),
entretanto, difere bastante daqueles
registrados por Lima et al. (1996). De acordo
com Brebion et al, (1992), em qualquer
tratamento superovulatério utilizado, existe
grande variagao individual de resposta que
pode estar entre 0 e 40 ovulagdes, Os dados
deste trabalho juntamente com os de Salles
et al, (1997) que encontraram 10,8+ 5,7 e
10,8 % 8,6 ovulagdes em cabras,
respectivamente, soronegativas e
soropositivas para a CAEV, evidenciam
mais uma vez que animais soropaositives,
mesmo aqueles que ja tenham
desenvolvido os sintomas clinicos desta
virose, sd3o capazes de responder a
estimulagao exégena com progestagenos
e gonadotrofinas, pelo menos no estagio da
doenga dos animais aqui utilizados.

Aregressao prematura de corpos liteos
em caprinos apds a superovulagio & bem
descrita (Pendleton et al., 1992) e observada
(Lima et al., 1996) na literatura, podendo

ocorrer independentemente da gonadotrofina
utilizada na superovulagdo, sendo, porém,
mais freqlentemente observada apds
utilizagao da gonadotrofina coriénica equina
(Armstrong et al., 1983a). Neste experimento,
apenas uma fémea apresentou regressdo
prematura dos corpos luteos, mesmo assim
pertencia au grupo de fémeas soronegativas,
fato que respalda a afirmagdo que a fungéo
ovariana das cabras soropositivas nio é
alterada pela CAEV.

Um maior nimero de embrices viaveis
no estagio de blastocisto era esperado devido
ao dia derealizagio da colheita (7 dias pos-
estro). Este resultado também indica que
cabras soropositivas para a CAEV
apresentam desenvolvimento embrionario
normal no que se refere a morfologia e &
cronologia, pelo menos durante os dias que
antecedem a implantag3o,

Chemineau et al, (1986), trabalhando
com cabras soropositivas e soronegativas
para o virus da lingua azul, obtiveram
resultades semelhantes ao deste
experimento ao ndo encontrarem diferencas
significativas entre grupos soropositivo e
soronegativo para o nimero médio de
estruturas colhidas, ndo fecundadas,
degeneradas e vidveis. Portanto, a
soropositividade dos animais parece nao
influir também na produgdo quanti-
qualitativa dos embriées de caprinos até
que as lesGes nao determinem uma
condigao clinica desfavoravel suficiente
para interferir nos eventos reprodutivos.

Finalizando, pode-se ainda concluir
que, de um modo geral, as cabras
portadoras do virus da CAEV podem servir
como doadoras em programas de TE,
desde que comprovada a nao
soroconversdo de suas crias,

AGRADECIMENTOS

A CAPES (Fundagio Coordenacao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior) pela concesséo da bolsa de
mestrado da autora principal: ao Dr. Othon
Chaves Bastos pela doagdo dos animais
soropositivos e ao Dr. Jean-Frangois
Beckers pela preparagao do FSH e LH de
origem suina.

Citne. Vet, Trop. Recile, v.1, n.2, p.71-75, scl./dez. 1998



PRODUGAQ DE EMBRIOES DE CABRAS ... 75

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADAMS, D.&.; GORHAM, J.R. The gp135 of
caprine artrhitis-encephalitis virus afford greater
sensivity than the p28 in immunadifusion
serolagy. Research Veterinary Science.,
v.40,n.2, p.157-160, 1986,

AMOAHM, E.A.; GELAYE, S. Superovulation,
synchronization and breeding of does. Small
Ruminant. Research., v.3, n.1, p.63-72,
1990.

ARMSTRONG, D.T.; PFITZNER, A.P,;: WARNES,
G.M. etal. Endocrine response of goats after
induction of superovulation with PMSG and
FSH. Journal of Reproducion and
Fertility, v.67, n.1, p.395-401, 1983a,

ARMSTRONG, D.T.; PFITZNER, A.P.: WARNES,
G.M. et al.. Superovulation treatments and
embryo transferin Angora goats. Journal of
Reproducion and Fertility, v.67, n.1, p.403-
410, 1983b.

BARIL, G. Paossibilidades atuais da transferéncia
de embrides em caprinos, In: CONGRESS0O
BRASILEIRQO DE REPRODUGAO ANIMAL,
11., 1995, Belo Horizonte. Anais.... Belo
Horizente: CBRA, 1995, p.110-120,

BREBION, P.; BARIL, G.; COGNIE, Y. et al,
Transfert d'embryons chez les ovins et les
caprins, Annalles Zootechinie,, v.41, n.1,
p.331-339, 1992,

CHEMINEAL, P.: PROCUREUR, R.: COGNIE,
Y. etal. Production, freezing and transfer of
embryos from a bluetongue-infected goat
herd without bluetongue transmission.
Theriogenology, v.26,n.1, p.279-290, 1986,

CORK, L.C.; HADLOW, W.J.; CRAWFORD, T.B.
Infections leukencephalomyelitis of young
goats, Journal of Infections Disecases,
v.129,n.2, p.134-141, 1974,

FREITAS, V.J.F. Etude des facteurs
responsables pour la variahilité du
moment d’apparition de 'oostrus et du
pic préovulatoire de LH aprés traitement
de synchronisation et/ou d'induction de
'oestrus chez la chevre. Tours Université
Frangois Rabelais, 1996, 106p.

LIMA, P.F.: OLIVEIRA, MA.L.: GUERRA, M.M.P.
Eficiencia de diferentes métodos de colheita
embriondria em caprinos — Resultados
Preliminares. Revista Brasiloira de
Reprodugdo Animal, v.20,n.2, p.63-68, 1996,

GOUVEIA, AM.G.; MAGALHAES, H.H.
Avaliagao de programa de controle da artrite
encefalite caprina (CAEV) em rebanho
comercial, In; CONGRESS0 BRASILEIRO DE
MEDICINAVETERINARIA, 23., 1994, Olinda.
Anais....Olinda: Sociedade Pernambucana de
Medicina Veterinaria, 1994, p.105.

PENDLETOCN, R.J.; YOUNGS, C.R.: RORIE,
S.H. etal. Comparison of fluorogestone acetate
sponges with norgestomet implants for
induction of estrus and ovulation in anestrous
dairy goats, Small Ruminant Research, v.8,
n.2, p.269-273, 1992,

PINTADO, B.; GUTIEREZ-ADAN, A.: PEREZ, B.
et al. Influence of the synchronization
treatment on the superovulatory response of
Murciana goats. Small Ruminant Research,
v.23 n.2, p.135-141, 1996,

SALLES, H.O.; ANDRIOLLI-PINHEIRO, A.:
SOARES, A.T. et al. Resposta
superovulatéria em caprinos soropositivos
para o virus da artrite encefalite caprina. In:
CONGRESS0 BRASILEIRO DE MEDICINA
VETERINARIA, 25., 1997, Porto Alegre,
Anais.... Porto Alegre: s. ed., p.308,

SOARES, A.; SIMPLICIO, A. A.: PINHEIRO-
ANDRIQLLI, A.P, et al. Uso de flunixin
meglumine para impedir a regressao
prematura de corpos |Uteos apds a
superovulagio em caprinos. ARS Veterinaria,
v.11,n.2, p.112-113, 1996,

SPRENT, P. Pratique des statistiques
nonparamétriques. Paris: INRA, 1993,
158p.

STRINFELLOW, D.E.; SEIDEL, S.M. Manual
of the international embryo transfer
society, 2: ed. Champain: IETS, 1990. 176p.

SUDEC (Fortaleza). Atlas geografico do
Ceara. Fortaleza: SUDEC, 1990. 100p.

WRATHALL, A, Embryo transfer and disease
transmission In livestock: a review of recent
research. Theriogenology, v.43,n.1, p.81-
88, 1995,

Ciéne, Vet. Trép. Recife, v.1,n.2, p.71-75, sct./dez, 1998



