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Introducéo

O rebanho caprino mundial aumentou 55% de 1980 a 1999. Durante este periodo, a producdo
de leite de cabra cresceu 58% (FAO, 2001). O Brasil tem a expectativa de seguir este cenario
mundial e projeta um rebanho da ordem de 50 milhdes de cabegas nas proximas duas décadas.
Atualmente e para suportar este crescimento serdo necessarios programas acessorios para
identificar e/ou multiplicar com alto mérito genético.Assim, biotecnologias da reprodugao tendem
a aumentar em nimero de animais assistidos, serem mais adaptadas as condi¢cdes de campo bem
como simplificadas para darem suporte adequado a rapida multiplicagdo demandada por estes
animais. O estudo de biotecnologias do sémen € importante para a preservagdo e multiplicacio
de machos. Todavia, a multiplicacdo de fémeas ¢ igualmente demanda em alta escala. Neste
contexto, a superovulacdo e transferéncia de embrides podem ser muito vantajosas.

A primeira transferéncia de embrides caprinos com sucesso foi reportada no inicio dos
anos 1930 (Warwick et al., 1934). Entretanto, estudos sobre a biotecnologia de embrides caprinos
foram intensificados apenas a partir de 1970 (Gordon, 1997). Hoje, a transferéncia de embrides
caprinos ¢ uma realidade mundial e o comércio de embrides aumenta anualmente. Thibier (2005)
reportou um movimento inferior a 3.000 embrides em 2004 (fresco e congelado). Certamente, o
aumento no numero de comunicagdes oficiais contribuira para elevar o numero de transferéncias
de embrides no mundo, uma vez que dados estatisticos do setor sdo imprecisos.

No Brasil, os primeiros animais (raga Toggenburg) produzidos por transferéncia de embrides
foram reportados por Jaume & Bruschi (1985). Nos tltimos dez anos, o numero de embrides
transferidos aumentou de forma significativa, principalmente em fungio da importagdo de animais
e embrides de caprinos de corte. Isto popularizou a transferéncia de embrides, tornando-a acessivel
ao setor produtivo. A simplifica¢do desta tecnologia, bem como, 0 aumento no nimero de técnicos
capacitados podem potencializar ainda mais este expansao.

O objetivo deste artigo foi descrever de forma sucinta as etapas envolvidas na transferéncia
de embrides em caprinos.

A técnica

A técnica de transferéncia de embrides caprinos, compreendendo a superovulagio,
acasalamento, colheita, manipula¢do, congelagdo/descongelagdo e inovulagdo embrionaria,
apresenta grandes variagdes. O conhecimento das peculiaridades comportamentais, reprodutivas
e anatOomicas ¢ imprescindivel para obten¢@o de sucesso na atividade.

O ciclo estral

A cabra € poliéstrica estacional de dia curto. Sua ciclicidade reprodutiva ¢ dividida em
estacdes de anestro, de transicdo e de acasalamento. A atividade reprodutiva inicia-se em meados
do verdo, atinge o esplendor no outono e cessa em meados no inverno. A medida que se aproxima
da Linha do Equador, esta sazonalidade ¢ diminuida ou findada. No Nordeste brasileiro, por

s65



Acta Scientiae Veterinariae 34(Suplemento 1): 2006

exemplo, desde que haja aporte nutricional em quantidade e qualidade suficientes, a cabra ciclara
durante todo o ano. O ciclo estral caprino tem uma duracdo média de 21 dias. Apresenta uma
fase luteinica (17 dias) e uma fase folicular (4 dias). Durante este periodo, duas a quatro ondas
foliculares podem estar presentes. A dominancia folicular parece ocorrer apenas na primeira e
ultima ondas foliculares (Ginther & Kot, 1994). A ovulagdo pode ser tinica ou multipla e ocorre
predominantemente no final do estro ou logo apos o seu final (Fonseca, 2002). Hé relativamente
poucos estudos envolvendo a dindmica folicular ovariana na cabra. O aumento do conhecimento
neste campo tem implicado em elevag@o na qualidade e quantidade das estruturas recuperadas
(Menchaca et al., 2005).

Regressiao pré-matura de corpo lateo

A regressdo luteal precoce ¢ um fendmeno comum em cabras, manifestando-se na forma
de ciclos estrais curtos, geralmente no inicio da estacdo de acasalamento. Este fenomeno ¢
exacerbado em cabras superovuladas e parece estar associado a elevadas concentragdes plasmaticas
de estrogenos durante a fase luteal inicial. Como conseqiiéncia, nota-se um decréscimo na resposta
superovulatdria. A regressdo luteal precoce € evidenciada por laparoscopia cerca de quatro dias
apds o estro, mas as concentragdes plasmaticas de progesterona incompativeis com atividade
luteal normal ja sdo detectadas aos trés dias apos o estro em animais acometidos (Saharrea et al.,
1998). A administragdo de progesterona exdgena (Gusmao, 2005), agentes anti-luteoliticos
(antiinflamatorio) ou luteotroficos (hCG, GnRH, LH) pode prevenir ou reduzir os efeitos deletérios
da regressao luteal precoce (Saharrea et al., 1998; Fonseca, 2005).

Superovulacio

A superovulagdo em caprinos segue os mesmo principios basicos aplicados em ovinos e
bovinos. Vérias preparagdes hormonais com variagdes no nimero de aplicacdes e na dose dos
hormonios utilizados tém reportado sucesso. Os hormonios utilizados sdo FSH, eCG e hMG. A
administracdo de preparacdes com multiplas aplicagdes de FSH (6 a 8 aplicacdes) ¢ a mais
comum (Fonseca, 2005). De fato, a superovulagdo ¢ uma drea que demanda estudos mais
aprofundados para determina¢do de protocolos mais simples, eficientes, menos estressantes e
menos onerosos. A superovulagdo pode ser feita com base na observagdo de estro e sem uso de
progestagenos durante a estacdo reprodutiva. Todavia, a sincronizacdo de estro facilita e otimiza
os eventos envolvidos na superovulagdo e colheita de embrides. Normalmente, utilizam-se
progesterona ou progestagenos impregnados em dispositivos vaginais ou auriculares com um
tempo de exposi¢do superior a 10 dias (Gordon, 1997; Gusmao, 2005). A diminuicdo deste
periodo de exposicao (3-6 dias) pode agilizar e encurtar o processo ¢ ja tem sido aplicado com
sucesso (Fonseca et al., 2005a; Fonseca et al., 2006). A administra¢do de prostaglandina para
assegurar a luteolise e estro durante o processo superovulatorio € também necessaria, a exemplo
de outras espécies. Todavia, variagdes no momento da aplicagdo relativo ao momento da inser¢ao
do dispositivo devem ser consideradas. O conhecimento dos efeitos da progesterona exdgena
sobre o turnover folicular ovariano associado ao efeito luteolitico da prostaglandina em caprinos
(Menchaca & Rubianes, 2002; Maffili, 2004) podem juntos proverem a melhora da resposta
superovulatoria.

Uma das possibilidades € o inicio da administracdo de FSH o mais proximo possivel da
emergéncia da onda folicular ovariana no inicio do ciclo estral (primeira e segunda ondas
foliculares), evitando, desta forma, os efeitos deletérios da presenga de foliculos grandes neste
momento (Gonzalez-Bulnes et al., 2002; Menchaca et al., 2002). Menchaca & Rubianes (2002)
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reportaram a emergéncia da primeira e segunda ondas foliculares no dia 0 (dia da ovulagdo e
insercdo do dispositivo) e dia 4 respectivamente cabras tratadas com progesterona. A superovulagdo
utilizando este conceito (i.e. inicio da administragdo de FSH proximo a emergéncia folicular)
apresentou resultados satisfatorios em caprinos. Numa primeira tentativa, cabras Saanen receberam
dispositivos intravaginais contendo progesterona (CIDR®, Pfizer do Brasil), inseridos (dia 0) e
removidos seis dias depois (dia 6), ¢ 22,5 ug cloprostenol (Prolise®, Tecnopec Ltda, Sdo Paulo,
Brasil) administradas pela via intra-vulvosubmucosal (dia 0). No dia 4, dia esperado da emergéncia
da primeira onda folicular em cabras tratadas com progesterona (Maftili, 2004), as cabras
comegaram a receber seis doses decrescentes (25, 25, 15, 15, 10 e 10%) de FSH (250 a 400 UI)
intervaladas de 12 horas. O acasalamento foi feito por monta natural a cada 12 horas. Trés doses
de 50 mg flunixin meglumine foram administradas nos dias 9, 10 e 11. Colheitas realizadas no
dia 14 (6 a 7 dias apo6s o inicio do estro) resultaram em cerca de 10 embrides viaveis por lavado
(Fonseca et al., 2005a). Em um segundo ensaio, as cabras receberam 37,5 g d-cloprostenol (dia
0 manha), CIDR por trés dias (dias 2 a 5), FSH (dias 2 a 4), 37,5 ug d-cloprostenol (dia 5 manha)
e 500 UL hCG (dia 7 tarde). Neste caso, o dia esperado para emergéncia da primeira onda folicular
em cabras tratadas com progesterona ¢ o dia da insercdo do CIDR (Menchaca & Rubianes,
2002). Colheitas realizadas no dia 14 (6 a 7 dias ap6s o inicio do estro) resultaram em cerca de 8
embrides viaveis por lavado (Fonseca et al., 2006). Em ambos os estudos, o0 acompanhamento
ultra-sonografico revelou a auséncia de foliculos com didmetro superior a 4 mm no momento da
primeira administragao de FSH, confirmando a viabilidade de se superovular cabras com base na
primeira onda folicular do ciclo estral.

Colheita de embrides

A colheita de embrides em caprinos pode ser efetuada por laparotomia, laparoscopia e pela
via transcervical (Andrioli et al., 1999). A laparotomia, apesar de ser uma técnica segura e precisa,
apresenta todos os riscos e seqiielas inerentes aos processos cirurgicos que envolvem exploragao
de orgdos abdominais, principalmente aderéncias. A laparoscopia € uma técnica precisa e segura,
com menor indice de seqiielas que a anterior, mas envolve a necessidade de procedimentos mais
laboriosos (i.e. uso de laparoscopio). No inicio da década passada, o procedimento de colheita
ndo-cirdrgica trans-cervical foi desenvolvido (Pereira et al., 1991), sendo atualmente o mais
utilizado no Brasil. A técnica trans-cervical combina facil execugdo, baixo indice de aderéncias
e boa taxa de recuperacdo (Andrioli et al., 1999). O procedimento pode ser executado com o
animal em estacdo. Para tanto, hd necessidade de administrag¢@o de prostaglandina 12 horas antes
da colheita ou de oxitocina no momento na colheita. Este procedimento tem o objetivo de promover
a dilatacdo do canal cervical, o que facilita a passagem do cateter (Pereira et al., 1998).

Anestesia epidural e local (cérvix), bem como leve sedacdo, minimizam o desconforto
animal, facilitando o processo (Fonseca et al., 2005a). A colheita deve ser efetuada seis a sete
dias ap6s o inicio do estro. Em média, cinco embrides vidveis sdo recuperados por colheita. A
avaliacdo embrionaria segue os principios utilizados para bovinos (IETS, 1998; Strinfellow &
Seidel, 1999).

Receptoras

O padrao de selegdo de receptoras caprinas também acompanha o de outras espécies. As
cabras devem apresentar perfeita condig¢do clinico-patologica. Recomendam-se receptoras
negativas para CAEV (Artrite-encefalite viral caprina), com vacinas atualizadas para as diferentes
enfermidades. Antiparasitarios ndo sdo recomendados antes dos 53 dias apds a inovulagdo
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embriondria. Deve-se atentar para um plano nutricional adequado e continuo, incluindo
mineralizacdo e fornecimento de 4gua em boa qualidade. As receptoras deverao receber o implante
de forma que a previsdo de manifestagao de estro coincida com o estro da doadora correspondente.
Estros naturais também podem ser utilizados, desde que atendam a sincronia com a doadora.

Inovulacéo

A inovulagdo embrionaria em cabras e ovelhas pode ser feita pelo método cirtrgico,
laparoscdpico, semilaparoscopico ou transcervical, sendo a tltima pouco relatada. Normalmente,
observam-se taxas de gestagdo que variam de 40 a 80 %. Os mesmos fatores que interferem na
taxa de gestagdo em bovinos também atuam em caprinos e ovinos. Todavia, métodos que
possibilitam a observacdo e caracterizagdo precisa do corpo luteo (localiza¢do e aparéncia
macroscopica) tém expectativas de taxas de gestacdo superiores, uma vez que receptoras com
regressdo luteal ou corpos luteos de baixa qualidade morfoldgica podem ser eliminadas. Os
embrides sdo transferidos ipsilaterais ao (s) corpo (s) luteo (s), normalmente aos pares. A
transferéncia de um embrido para cada corno uterino também ¢ reportada com sucesso. A
inovulagdo transcervical ndo-cirargica, executada de forma semelhante a colheita € talvez uma
tendéncia futura, a exemplo do que ocorreu em bovinos. Neste caso, o corpo luteo deve ser
localizado por ultra-sonografia para determinag@o de qual corno recebera o embrido. Todavia, o
diametro do inovulador, a idade e a ordem de pari¢do poderao conferir maior ou menor facilidade
a técnica (Fonseca, 2005'), o que permanece como objeto de estudo.

Criopreservacio

A criopreservacdo de embrides pode ser realizada de varias formas e utilizando varios
crioprotetores intra e extracelulares, com apenas um crioprotetor ou com associagdo de
crioprotetores (Fonseca et al., 2002). Em caprinos, os primeiros relatos de sucesso utilizaram
glicerol como crioprotetor (Bilton & Moore, 1976) e taxa de resfriamento lenta (Whittingham et
al., 1972). Todavia, estudos comparativos apontam o etileno-glicol como crioprotetor mais
eficiente que o glicerol (Gal et al., 1993). As taxas de gestacdo médias em cabras e ovelhas
inovuladas com embrides congelados/descongelados variam de 30 a 70 % em fun¢ao da qualidade
embriondaria (Gordon, 1997). Reporta-se sucesso tanto com a congelacdo lenta (Fonseca et al.,
2005b) quanto com a vitrificagdo (Gordon, 1997; Sales et al., 2002). A possibilidade de congelag@o/
descongelacdo em tnico passo torna o uso do etileno-glicol ainda mais atraente. Em nossa rotina,
os embrides sdo submetidos a uma solugao etileno-glicol 1,5 molar por 10 minutos. Durantes
este periodo, os embrides sdo envasados em palhetas de 0,25 ml ( coluna centrl com embrido e
colunas adjascentes com PBS 20% soro fetal bovino) e colocados em cilindro de congelagao
(Freeze Control CL 5000®) a 20°C. A taxa de resfriamento é de 2°C/min até —6°C onde permanecem
por 15 mim. A inducdo da cristalizagao € feita apos os Smim iniciais da estabilizagcdo. Em seguida,
a taxa de resfriamento ¢ de 0,6°C/min até —30°C, quando as palhetas sdo imersas em nitrogénio
liquido e estocadas. A descongelagdo é feita em agua (35°C/segundos) e os embrides diretamente
transferidos (laparoscopia ou laparotomia), com taxa de gestagdo de 60%.

"Dados ndo-publicados
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Conclusdes e perspectivas

A transferéncia de embrides caprinos reportou evolugdo nos conhecimentos basicos e
aplicados nas ultimas duas décadas. Entretanto, embora tenha havido um numero crescente de
técnicos envolvidos no setor, esta evolugdo ndo foi acompanhada por elevagdo no numero
comunicagdes oficiais. Estes aspectos, associados a simplifica¢do e aumento da eficiéncia da
técnica como um todo, projetam avangos ainda superiores. Estudos sobre o detalhamento das
peculiaridades reprodutivas caprinas sdo necessarios. Neste cendrio, o conhecimento ultra-
sonografico da dindmica folicular ovariana, bem como o perfil endocrino do ciclo estral natural
e induzido serdo importantes ferramentas. Finalmente, estima-se que o crescimento do rebanho
caprino brasileiro aproxime-se de cinco vezes o atual, alcangando 50 milhdes de animais nos
proximos 20 anos. Isto refletird ndo somente no aumento da atividade de transferéncia de embrides,
mas também, em sua consolidagdo como tecnologia acessivel e aplicada na rotina de manejo
reprodutivo em sistemas de producgdo de caprinos.
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