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Introducéo

A ovino-caprinocultura sdo atividades econémicas em continua expansao no
Brasil. Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) permitem
observar que entre os anos de 1975 e 2003, o rebanho ovino brasileiro chegou a crescer
até 455% em algumas regifes brasileiras. Isto mostra aumento da importancia da
atividade e, conseqiientemente, sua contribui¢do para a composi¢do do produto interno
bruto do agronegdcio brasileiro.

A criacdo de pequenos ruminantes ainda apresenta potencial de expansao, uma
vez que, mesmo com todo o crescimento apontado pelo IBGE, o fornecimento interno
de carne ovina ainda esta aquém da real demanda, e o pais importa grande parte da
carne consumida do Uruguai e da Nova Zelandia. Na espécie caprina, a atividade
leiteira é uma grande promessa, uma vez que o produto obtido tem alto valor agregado.
Além disso, a atividade atua como importante instrumento em acgdes de
desenvolvimento social, sobretudo por essas espécies se adaptarem a diversos ambientes
e a sua grande importancia como fonte de alimentacdo as populacdes carentes,
principalmente no norte e nordeste do pais.

Nos sistemas de producdo em escala, a produtividade dos rebanhos, a precocidade
do animal ao abate, a qualidade do produto final e a eficiéncia reprodutiva séo entraves
no Brasil para uma maior rentabilidade e conseqlientemente um crescimento ainda
maior deste segmento do agronegécio. Nesse contexto, a intensificacdo do manejo
reprodutivo e 0 melhoramento genético constituem etapas fundamentais para a expansao
da atividade de forma competitiva, sendo os programas de reproducdo assistida e 0 uso
de biotecnologias ferramentas otimizadoras do processo (Bicudo et al.,, 2003). O
objetivo desta revisao é abordar, de maneira sucinta, as principais técnicas utilizadas na

reproducéo assistida de pequenos ruminantes.



Inseminacéao Artificial

Dentre as biotecnologias da reproducdo, a inseminacao artificial (IA) é a mais
simples e difundida e, certamente, a de maior impacto para 0s programas de
melhoramento animal, permitindo rapida difusdo do material genético de reprodutores
superiores. No entanto, a inseminacgdo artificial em pequenos ruminantes ainda néo é
utilizada na mesma proporcdo que em bovinos, e isto provavelmente se deve a
peculiaridade anatémica da cérvix, que dificulta sua transposi¢édo e requer mao-de-obra
treinada para executé-la de forma segura, principalmente na espécie ovina.

Em cabras, a inseminacgdo geralmente € realizada pela técnica transcervical (intra-
uterina). Nesta, com o auxilio de um especulo, o dsteo cervical caudal é localizado e
com um aplicador os aneéis cervicais podem ser ultrapassados para que 0 sémen seja
depositado diretamente no corpo do Utero. J& nas ovelhas, a transposicdo cervical é
particularmente dificil, devido a sinuosidade dos anéis cervicais e a diversidade de
formas anatdmicas que os mesmos podem apresentar (Halbert et al., 1990; Kershaw et
al., 2005; Anel et al., 2006). Em ovelhas da raca Santa Inés, por exemplo, foi relatada a
ocorréncia de 100% de formacGes de fundo de saco nos dois primeiros anéis cervicais, 0
que acaba por funcionar como uma barreira adicional a transposicdo da mesma (Cruz
Jr., 2006).

A tracdo do primeiro anel cervical, com o auxilio de uma pinca cirdrgica, até
exteriorizacdo de seu Osteo, é uma pratica amplamente adotada. Porém, o sucesso de
transposicdo ainda é inconsistente e, quando a IA é realizada com sémen fresco, 0s
resultados de fertilidade com deposicdo de sémen intra-uterina ndo diferem daqueles
obtidos com a deposicdo do sémen pelo método tradicional no ésteo cervical caudal
(Silva et al, 2005), ndo sendo, portanto, justificAvel o seu uso com sémen fresco.
Adicionalmente, a tracdo, quando ndo realizada de forma correta, pode gerar pequenas
lesbes e até sangramentos da mucosa cervical, levando a reacdo inflamatdria local,
aumentando a possibilidade de queda de fertilidade.

Por outro lado, espermatozoOides criopreservados tém menor habilidade de
penetrar no muco cervical e por isso, quando do seu uso, as taxas de prenhes apos 1A
com deposicédo vaginal profunda ou cervical superficial ndo sdo boas, estando em torno
de 25% (Mortimer e Maxwell, 2004). Portanto, a deposi¢do dos espermatozoides no
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limen uterino passa a ser uma necessidade para obtencdo de indices aceitaveis de
fertilidade.

Visando minimizar esta restri¢do, técnicas de inseminacéo por laparoscopia, com
deposicdo intrauterina do sémen, tém sido amplamente estudadas e aprimoradas (Anel
et al., 2006). Esta requer equipamentos caros e mao-de-obra especializada.
Consequentemente, sua implementacdo em um rebanho dependera do sistema de
producdo adotado e da relacdo custo-beneficio proporcionada. As taxas de fertilidade
com sémen congelado com deposicdo intra-uterina pela via laparoscépica estdo em
torno de 40% a 70% (Maxwell et al., 1999; Anel et al., 2006).

Na tentativa de relaxar a cérvix e facilitar a transposi¢do da mesma, tratamentos
hormonais foram testados. A relaxina, a ocitocina e as prostaglandinas foram utilizadas
com o fim ja citado, mas também visando aumentar a contratilidade uterina, o que
facilitaria o transporte espermatico pelo trato reprodutivo (Salamon e Maxwell, 2000).

Porém, os resultados obtidos ainda deixam a desejar.

Criopreservacao espermatica

Além de facilitar o uso da inseminacdo artificial, o congelamento de sémen
permite ainda 0 armazenamento e intercambio deste material entre propriedades, bem
como permite utilizar os reprodutores em um nimero muito maior de fémeas do que
aquele que seria obtido em regime de monta natural. A inseminacdo artificial com
sémen congelado pode também evitar a disseminacdo de doencas infecciosas, uma vez
que, quando utilizados de forma adequada, os antibi6ticos adicionados aos meios
diluidores proporcionam controle microbiolégico eficiente (Xavier et al, 2009).

O congelamento de sémen permite ainda o armazenamento de material para
programas de inseminacao fora da estacdo reprodutiva fisiologica, uma vez que diversas
racas de ovinos e caprinos sao estacionais e o volume e a qualidade do sémen tendem a
diminuir fora da estacdo (Thimonier, 1981). A composi¢do do plasma seminal de ovinos
e caprinos também sofre influéncia das estagdes do ano, levando a diminuicdo da
congelabilidade espermaética fora da estacdo reprodutiva (Aisen, 2008).

Apesar dessas vantagens, ainda existem limitacbes quanto ao uso do sémen
criopreservado, pois além das dificuldades de transposicao cervical o poder fecundante
dos espermatozoides congelados é menor se comparado ao obtido com sémen fresco

(Salamon e Maxwell, 1995; Salamon e Maxwell, 2000; Anel et al., 2006). Isto porque
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durante o processo de congelamento ocorrem lesBes a estrutura espermatica,
principalmente desestabilizacdo das membranas celulares. Tais danos s&o muitas vezes
irreversiveis, diminuindo a viabilidade dos gametas (Holt, 2000). Em func¢&o disto, a
expansdo da inseminacao artificial utilizando sémen congelado fica comprometida para

as duas espécies, particularmente quando a via de deposicédo é no ostio cervical caudal.

Sexagem espermatica

A pré-selecdo do sexo dos animais é uma estratégia atrativa para diversos
produtores. Ja na década de 80, pesquisadores relataram a utilizagdo da técnica com
sémen de suinos, bovinos e ovinos (Johnson e Clarcke, 1988). A sexagem é realizada
por citometria de fluxo, uma técnica que permite separar 0s espermatozéides X e Y pelo
seu contetdo de DNA. Um fluorocromo com afinidade por DNA ¢ utilizado e a
fluorescéncia emitida, que é proporcional ao conteudo de DNA, é captada por um
sistema computadorizado que separa as células com 80 a 90% de eficacia (Johnson,
1995). No entanto, por si s6 0 processo de sexagem reduz a longevidade e a viabilidade
espermatica (Hollinshead, et al. 2003). Dessa forma, o0 momento da inseminacdo tem
papel ainda mais crucial para a obtencdo de resultados de prenhes aceitaveis. Para
ovinos, a combinacdo da IA com protocolos de sincronizagdo de estro reduz este
problema, aumentando as taxas de prenhez. Em estudos recentes, utilizando-se sémen
criopreservado, os resultados de fertilidade estiveram em torno de 45 a 50% (Beilby et
al, 2009). A dose minima recomendada é de 1 x 10° de espermatozdides moveis, e a
inseminacdo deve ser por laparoscopia. O uso de sémen sexado permite obter até mais
de 93% de animais com o sexo pré-determinado (Beilby et al, 2009). O uso da técnica
de sexagem em caprinos foi descrita apenas em 2004 (Parila et al., 2004) e até hoje
existem poucos relatos de seu uso, constituindo-se, portanto, uma area interessante de

pesquisa nesta espécie.

Sincronizacao e inducdo de estro e ovulacéo

As ovelhas e cabras sdo poliéstricas podendo ser estacionais ou ndo dependendo
da raca e da latitude em que se encontram, sendo consideradas, quando sazonais,
especies de fotoperiodo negativo (dias curtos), com maior concentracdo de estros no
outono e inverno. Para atenuar essa caracteristica, programas sincronizacgao e indugéo
de estros acabam sendo adotados por inumeros produtores. Estes programas permitem a
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concentracdo das inseminacfes (ou cobricdes), dos partos e das lactacdes na época
desejada ou até durante o ano inteiro. O produtor pode assim planejar a oferta de leite e
de crias ao mercado, bem como usufruir da maior facilidade de manejo geral do
rebanho. Protocolos hormonais, manipulacdo do fotoperiodo e efeito macho sao
ferramentas que podem ser utilizadas isoladamente ou em combinacGes, permitindo a
melhoria dos resultados obtidos.

O ciclo estral pode ser manipulado por diversos farmacos, horménios naturais ou
sintéticos. Comumente sdo utilizados pressarios intra-vaginais impregnados com
progestagenos, como 0 norgestomet e o acetato de medroxiprogesterona, que
permanecem por 6 a 14 dias em contato com a mucosa, elevando a concentragao
plasmaética de progesterona. Apos a retirada do dispositivo, os animais manifestam estro
e ovulam em até quatro dias. Com o objetivo de melhorar a sincronizacdo do estro e
obter melhores indices melhores ap6s a inseminacdo, alguns protocolos associam a
utilizacdo de gonadotrofinas, ex. 300 Ul de eCG (gonadotrof na coridnica eqlina) 24 a
48h antes da retirada do dispositivo vaginal, podendo também ser utilizado o hCG
(gonadotrofina coriénica humana) (Fonseca, 2005; Fonseca et al., 2004). Agentes
luteoliticos também podem ser utilizados durante a estacdo resprodutiva, desde que o
animal apresente corpo luteo funcional (do 5° a 11° dia do ciclo estral em ovinos e do
5° ao 15° em caprinos ; estro = dia 0). Nestas condigdes, quando administrada a
prostaglandina-F,.,, 60 a 70% das fémeas apresentam estro dentro de 3 a 4 dias
(Rubianes, 2000).

Fatores ambientais, como o fotoperiodo, nutricdo e presenca do macho também
influenciam a manifestacdo de estro e a ocorréncia de ovulacdo dos pequenos
ruminantes. Quando esses fatores sdo manipulados artificialmente, o processo é
chamado de bioestimulacdo. O efeito macho € uma das formas de bioestimulacdo, na
qual um macho é introduzido em um rebanho de fémeas previamente isoladas por no
minimo 60 dias (Granados e Dias, 2000). A manifestacdo de estro inicia-se quatro dias
apos o contato com 0 macho. No entanto, os cios manifestados nos primeiros sete dias
apos introducdo do macho tendem a ser menos férteis, sendo recomendada a
inseminacao apds o oitavo dia ou no cio subseqiente (Andrioli et al., 2006).

A manipulacdo do fotoperiodo € outra técnica de reproducdo assistida que pode
ser utilizada para induzir o estro e a ovulacdo fora da estacdo reprodutiva. As fémeas

sdo submetidas a 16h de luz seguidas de 8h de obscuridade por um periodo minimo de
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60 dias. Terminado o tratamento com luz, os animais ficam expostos a luz natural,
sendo que a manifestacdo dos estros tem inicio 60 dias ap6s a reintroducdo da
iluminacdo natural. Para sincronizar o aparecimento dos estros, a administracdo de
PGF2a pode ser realizada ao final dos 60 dias apos a reintroducdo da luminosidade

natural (Simplicio et al., 2007).

Transferéncia de embrides

A transferéncia de embribes (TE) € um método de reproducéo artificial que tem
como principal objetivo a maximizacdo reprodutiva da fémea através da disseminagédo
de animais geneticamente superiores e a reducdo do intervalo entre geracOes. Ela
também possibilita uma garantia sanitéria, ou seja, 0 seu uso é um método eficaz para
evitar a introducdo ou transmissdo de agentes infecciosos, bacterianos e virais entre
animais e propriedades. Esta possibilidade depende da presenca e da integridade da
zona peldcida, a qual isola o embrido dos agentes infecciosos presentes no ambiente
uterino (Shisong & Wrathall, 1989).

Doadoras

A escolha das doadoras deve levar em conta o seu valor genético bem como os
seus antecedentes produtivos. Devem ser selecionados animais que tém demonstrado
uma producao de carne, leite ou &, significativamente superior a média da populacdo da
qual provém. No entanto, na maioria das vezes, 0 técnico que executa a transferéncia de
embrides ndo tem nenhuma influéncia na escolha das matrizes, prevalecendo a vontade
do criador. Independente do critério de selecdo, boas condi¢Bes gerais e um bom estado

reprodutivo, sanitario e nutricional sdo imprescindiveis as doadoras (Baldassare, 2008).

Superovulacéo

As doadoras devem passar por um tratamento hormonal especifico com o objetivo
de induzir a ovulacdo multipla, geralmente pela aplicacdo de FSH exdgeno em doses
decrescentes. Segundo Armstrong e Evans (1983), a resposta ao protocolo de
superovulacdo esta sujeita tanto a fatores intrinsecos (raga, idade, variacdo individual,
estddio da lactacdo) quanto extrinsecos (nutricdo, saude, época do ano e protocolo

utilizado), o que acarreta uma grande variabilidade de resposta entre 0s animais.



Além disso, a populacao folicular presente no ovario no momento do inicio do
tratamento com FSH tem grande influéncia na resposta ao protocolo. Com a utilizagéo
dos protocolos convencionais (tabela 1), a populagdo folicular existente no inicio do
tratamento com gonadotrofina é desconhecida. Por esta razdo, o resultado para um
mesmo tratamento pode variar entre 0 e 30 embrides transferiveis (Baldassare, 2008).
Com o intuito de melhorar a resposta ao tratamento superovulatério em pequenos
ruminantes, protocolos que possibilitem conhecer a fase do ciclo estral em que se
encontra a fémea, tém sido desenvolvidos. Estes protocolos permitem iniciar o
tratamento superovulatorio no “Dia 0” e fundamentam-se na aplicacdo da primeira dose
de FSH paralelamente a ocorréncia de ovulacdo e emergéncia da primeira onda
folicular. Com a utilizagdo deste tipo de protocolo pode-se reduzir a duragdo da
permanéncia do dispositivo intravaginal de progesterona, minimizando os riscos de
perdas e reduzindo também a incidéncia de vaginites (Rubianes e Menchaca, 2006;
Fonseca, 2007).

Tabela 1. Protocolo convencional de superovulacdo em caprinos e ovinos

Ovelha

Cabra

Dia 0 — Colocagdo implante ou esponja de
progesterona

Dia 12 — manhé — 1° injegdo de FSH

Dia 12 — tarde— 2° injecdo de FSH

Dia 13 — manh& — 3° injecdo de FSH

Dia 13 — tarde— 4° injecdo de FSH

Dia 14 — manhd — 5° injecdo de FSH + retirada da
esponja

Dia 14 — tarde— 6° injecdo de FSH + 0,5ml de
PGF2a

Dia 15 — Observagdo de estro e monta natural ou
1A

Dia 16 — Observagdo de estro e monta natural ou
1A

Dia 21 ou 22- coleta dos embribes

Dia 0 — Colocagdo implante ou esponja de
progesterona

Dia 8 — manha — 1° injecdo de FSH

Dia 8 — tarde — 2° inje¢do de FSH

Dia 9 — manha — 3° injecdo de FSH

Dia 9 — tarde — 4° inje¢do de FSH

Dia 10 — manhd — 5° injecdo de FSH + retirada da
esponja

Dia 10 — tarde — 6° injecdo de FSH + 0,5ml de
PGF2a

Dia 11 — Observagéo de estro e monta natural ou
1A

Dia 12 — Observacdo de estro e monta natural ou
1A

Dia 17 ou 18- coleta dos embribes

Fertilizacdo das doadoras

A fertilizacdo das doadoras pode ser realizada através da monta natural ou
inseminacado artificial com sémen fresco ou congelado (transcervical). A inseminacao
deve ser realizada 12 horas ap0s a deteccao do estro e repetida 8 horas ap6s. Quando da
utilizacdo da monta natural, os carneiros devem ser mantidos com as doadoras por 72

horas apds a retirada do dispositivo de progesterona (Baldassare, 2008). No entanto,



apos a superovulacdo recomenda-se 0 emprego da deposicao seminal por laparoscopia,
realizando-se uma ou duas inseminagdes com intervalo de 12 horas. Esta técnica tem a
vantagem de possibilitar a deposi¢do do sémen nos cornos uterinos proximo ao local da
fertilizacdo. O uso desta técnica permite aumentar as taxas de fertilizacdo e possibilita o
uso de sémen congelado com maior eficiéncia. Quando da utilizacdo de inseminagéo
Unica com sémen fresco, esta deve ser realizada 36 horas apos a retirada do dispositivo
de progesterona tanto para ovinos quanto para caprinos (Gusméo, 2006)

Coleta de embrides

A coleta dos embrifes deve ser realizada entre 0 sexto e o sétimo dia do ciclo
estral. Nesta fase os embrides coletados estdo no estddio de morula a blastocisto. O
método de colheita mais utilizado em pequenos ruminantes ainda é a laparotomia (Loi
et al., 1998) Contudo, existe a necessidade de se desenvolver técnicas menos invasivas
para colheita e transferéncia de embrides, uma vez que repetidas colheitas cirdrgicas, no
mesmo animal, contribuem para a reducdo da taxa de fecundacdo e recuperacdo de
embribes em decorréncia do desenvolvimento de aderéncias do sistema genital. Em
menor escala, a coleta também tem sido feita pela técnica de laparoscopia, que por ser
uma técnica menos traumatica, diminui o nimero de aderéncias e permite uma maior
utilizacdo da mesma doadora. No entanto, o custo do equipamento ainda ¢ elevado e sua
utilizacdo requer treinamento. Além disso, a taxa de recuperacao € muito variavel uma
vez que com esta técnica Uteros muito sinuosos apresentam taxa de recuperacdo muito
baixa. Assim sendo, na grande maioria das vezes, quando se dispde de um laparoscopio,
recomenda-se a utilizacdo da técnica mista, ou hemi-laparoscopica. Com o lapardscopio
é possivel visualizar o sistema genital feminino, o que permite uma incisdao bem menor
para retirada do utero, além de permitir a avaliacdo da resposta superovulatéria
previamente, evitando assim a realizacdo de uma laparotomia em uma doadora que nao
respondeu de forma satisfatoria. Todas as técnicas com o uso de laparoscopio devem ser
feitas sob anestesia geral e ap6s jejum alimentar e hidrico de 24 horas. A coleta pela via
transcervical tem sido utilizada mais na espécie caprina, uma vez que os resultados na

espécie ovina ainda séo inconsistentes.

Inovulagdo



A transferéncia dos embriGes pode ser realizada pelas técnicas de laparotomia,
laparoscopia, hemi-laparoscopia ou transcervical, sendo que a laparoscopia tem sido
amplamente utilizada, permitindo a transferéncia dos embriGes proximo a jungéo Utero-
tubarica e minimizando a possivel ocorréncia de aderéncias. A técnica de inovulacéo

transcervical tem sido utilizada apenas na espécie caprina.

Receptoras

As receptoras de embrides sdo tdo importantes no sucesso do programa de
transferéncia quanto as doadoras, por esta razdo, o0 mesmo cuidado deve ser dado a
selecdo das receptoras. Tendo este critério estabelecido, é importante que as receptoras
tenham boa salde reprodutiva, boa condicdo corporal e habilidade materna conhecida.
A sincronizacdo da ovulacdo entre doadoras e receptoras também é de fundamental
importancia para obtencdo de bons indices de prenhes apds a transferéncia. Receptoras
apresentando estro natural também podem ser utilizadas desde que este esteja em
sincronia com o estro da doadora (Simplicio et al., 2007, Fonseca, 2007)

Criopreservacao embrides

A criopreservagdo de embrides permite a utilizagdo maximizada da transferéncia
bem como a comercializacdo dos embrides entre diferentes paises. A criopreservagao
pode ser realizada pelo método lento (convencional) ou pela técnica de vitrificacdo
(ultra-rapida). Para ambas as técnicas o resultado obtido depende do meio utilizado, da
qualidade do embrido e também da habilidade do técnico, sendo que este Gltimo ponto é
especialmente importante quando se utiliza a vitrificagdo. Para 0s pequenos ruminantes
0 método lento, em maquinas de congelamento, tem sido mais utilizado adotando-se
como crioprotetor o etilenoglicol ou o glicerol, resultando em taxas de gestacdo que
variam entre 30 e 70% (Dattena, 2000, Simplicio et al., 2007). A vitrificacdo por se
tratar de uma técnica de custo mais acessivel e de realizacdo mais répida, se constitui
em uma alternativa de grande interesse tanto para a pesquisa como para sua aplicacdo a
campo. Por hora, o nimero de avaliagdes da eficacia da inovulacdo apds a vitrificagao
ainda sdo limitados em pequenos ruminantes. Usando essa técnica Bari et al. (2001)

obtiveram 53% de gestacdo para a espécie ovina.



Producao in vitro de embrides

Dentre as biotécnicas da reproducdo mais recentemente desenvolvidas, a producéo
in vitro (PIV) de embriGes em ovinos e caprinos apresenta-se como uma alternativa
capaz de gerar maior quantidade de filhos oriundos de fémeas geneticamente superiores
quando comparado a superovulacdo e a transferéncia de embriGes convencional. A
producdo in vitro de embrifes através da puncdo ovariana por laparoscopia em
pequenos ruminantes evita obstaculos encontrados na transferéncia de embrides
convencional tais como: variacbes na resposta superovulatoria, baixa taxa de
fecundacéo, regressdo prematura do corpo liteo, variacdes na taxa de recuperacdo dos
embrides e problemas de aderéncia (Cox e Alfaro, 2007).

Sdo quatro as etapas da producdo in vitro de embrides: obtencdo, maturacdo e
fecundacdo dos odcitos e cultivo dos zigotos até o estadio de morula ou blastocisto. O

detalhamento de cada etapa sera abordado a seguir.

Origem e obtenc¢do dos odcitos

Os odcitos utilizados para PIV de embrides ovinos e caprinos podem ser obtidos
de fémeas adultas ou de fémeas pré-puberes (submetidas ou ndo a inducdo hormonal de
crescimento folicular). Em condi¢des experimentais, 0s ovarios podem ser obtidos ap6s
o0 abate das fémeas, sem estimula¢do hormonal prévia. Nesse caso, 0s ovarios devem ser
transportados, do abatedouro até o laboratério, em solucdo salina tamponada fosfatada
(PBS) ou em solucdo cloreto de sodio (NaCl) a 0,9% entre 35 e 37°C, na presenca de
antimicrobianos.

A obtencdo dos odcitos utilizando-se a laparoscopia, comumente chamada de
LOPU (laparoscopic ovum pick-up) tem sido amplamente utilizada na espécie ovina e
caprina. O procedimento de aspiracdo € simples e rapido, porém necessita de técnico
treinado para sua realizacdo. O numero de odcitos obtidos tem grande variacao entre 0s
animais, mas encontra-se entre 3 a 14/animal (Baldassare et al., 1994; Bernardi, 2005).
A laparoscopia possui a vantagem de ndo ser traumatica como a laparotomia, e nao
deixa seqlelas ou efeitos negativos na fertilidade futura das fémeas doadoras, mesmo
apos 8 a 20 aspiracOes repetidas (Stangl et al., 1999).

O tratamento hormonal, visando estimular o crescimento folicular e obtengéo de
um maior numero de odcitos por ovario, € indicado principalmente para fémeas preé-
puUberes, fémeas em anestro estacional ou para fémeas geneticamente superiores e segue
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0 mesmo protocolo dos tratamentos superovulatorios descritos para transferéncia
convencional de embrides. Em geral, em fémeas previamente estimuladas com
hormonios, 0 niumero de odcitos obtidos € maior do que aquele obtido de fémeas néo

estimuladas, independentemente do método utilizado (Baldassare et al., 1994).

Maturacao dos odcitos

O meio mais empregado para a maturagdo dos oocitos € o0 TCM 199, acrescido de
10% de Soro Fetal Bovino (SFB). A maturacdo é geralmente efetuada na presenca dos
horménios FSH (0,1 a 10 mg/mL), LH (0,02 a 10 mg/mL) e 17b-estradiol (1 mg/mL),
durante 22 a 24 horas, a 38,5-39°C, em atmosfera de 5% de CO, em ar. A presenca de
estradiol no meio de maturagdo possui efeito positivo nas taxas de clivagem e de
formacéo de blastocistos, mas pode ser substituido por liquido folicular. A presenca de
gonadotrofinas parece ser indispensavel para a maturacdo de odcitos oriundos de fémeas
imaturas (Bernardi, 2005),

Fecundacéo dos oocitos

A fertilizacdo in vitro (FIV) pode ser realizada com sémen fresco ou congelado.
Porém, devido a praticidade e ao sucesso da utilizacdo de sémen congelado, 0 mesmo
foi incluido na maioria dos protocolos de fertilizacdo em pequenos ruminantes. Segundo
Maxwell et al., (1996), o numero de odcitos fecundados é semelhante quando é usado o
sémen fresco ou congelado. Contudo, os zigotos fecundados com sémen congelado sédo
mais avangados no desenvolvimento do que os fecundados com sémen fresco.

A selecdo dos espermatozdides € preferencialmente feita em gradiente de Percoll
(45%/90%), no qual os gametas sdo centrifugados durante 20 minutos a 500-700g. A
capacitacdo dos espermatozoides é geralmente realizada em meio SOF (Synthetic
Oviduct Fluid) acrescido de 10% de soro de ovelha em estro. Na espécie ovina, ndo é
habitual o uso de heparina no processo de capacitacdo. A fertilizacdo se processa a 38,5-
39°C, em atmosfera contendo 5% de CO,, com tempo de co-incubacdo de
aproximadamente 20 horas. A dose inseminante mais comumente utilizada é de 1x10°
espermatozéides/mL. A adigdo de cafeina ao meio de FIV em ovinos pode melhorar as
taxas de fertilizacdo uma vez que ha reducdo da polispermia e maior capacidade de
desenvolvimento até o estadio de blastocisto (Campbell et al., 2009).
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Cultivo dos embrides

Embora alguns progressos ja tenham sido obtidos, o cultivo in vitro ainda é uma
das etapas limitantes na producéo in vitro de embrides em pequenos ruminantes. Dentre
0s meios comumente utilizados encontra-se o SOF ou SOFaaci (acrescido de
aminoéacidos) suplementados com soro fetal bovino ou soro humano e 0 TCM-199 com
piruvato de sodio e soro fetal bovino. Usualmente, cerca de 50% do meio de cultivo é
reposto a cada dois dias e a adicéo de soro fetal bovino ao meio contendo os embrides é
realizada ap0s 24 horas do inicio do cultivo. O cultivo deve ser realizado em atmosfera
de 5% de CO, ou em mistura de gases: 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N, a 38,5-39°C

por 6 ou 7 dias.

Clonagem e Transgenia

Em animais de producdo, a clonagem foi feita pela primeira vez em ovinos
usando-se a técnica de transferéncia de ndcleos embrionarios para odcitos enucleados,
porém essa técnica € limitada devido ao pequeno numero de nucleos disponiveis
(Willadsen, 1986). A clonagem do primeiro mamifero a partir de uma célula somatica
retirada de um animal adulto foi uma grande conquista da pesquisa e esta tecnologia
teve uma rapida expansdo sendo utilizada para diversas espécies. Apesar disto a taxa de
sucesso na clonagem de animais, é na maioria das vezes ndo superior a 1% (Carneiro,
2007).

O uso da clonagem em caprinos e ovinos com fins reprodutivos esta praticamente
limitado a clonagem de animais transgénicos de alto valor, devido ao alto custo e a
ineficiéncia da tecnologia. Essa técnica, provavelmente, ndo devera ser muito difundida
para programas de melhoramento genético dos rebanhos de pequenos ruminantes,
devido ao baixo valor dos animais, principalmente se compararmos com espécies como
bovinos e equinos (Baldassare, 2007).

A transgenia é a modificacdo da informacéo genética de um organismo através de
técnicas de recombinacdo de DNA. Um animal transgénico é aquele que adquiriu uma
nova informacdo genética como resultado de manipulacdo do seu DNA (Carneiro,
2007).

A microinjecdo de DNA no pré-nucleo e a transferéncia nuclear de celulas
somaticas sdo os dois métodos mais utilizados para a producdo de caprinos e ovinos
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transgénicos. A microinjecdo pronuclear € um metodo muito confiavel, porém de baixa
eficiéncia, ja que menos de 10% das crias nascidas sdo transgénicas (Baldassare et al.,
2004). O DNA exogeno introduzido no prd-nucleo é altamente mitogénico. Isto induz a
morte de uma grande propor¢do de embrides (30% ou mais) e também rearranjos
desconhecidos do genoma. Para ser transgénico, um animal deve apresentar 0 DNA
exogeno em todas as suas células, incluindo os gametas, para permitir a transmissdo a
progénie. (Houdebine, 2005).

A transferéncia nuclear de células sométicas usa células transfectadas in vitro com
vetores para expressao de DNA. Assim 0 DNA ¢ incorporado ao genoma do animal. A
maioria das crias nascidas utilizando essa técnica é transgénica (Houdebine, 2005).

Os caprinos e ovinos apresentam caracteristicas favoraveis que os qualificam como
excelentes modelos para a transgénese, destacando-se um intervalo entre geragdes curto,
prolificidade elevada e um baixo custo para manutencdo. Nenhum efeito adverso do
transgenese foi observado sobre a sanidade e a reproducdo dos animais. (Simplicio et
al., 2007). O uso da tecnologia da transgenia em pequenos ruminantes atualmente esta
voltada somente para a producdo de proteinas recombinantes de interesse farmacologico
e na biomedicina (Baldassare et al., 2003). Podemos citar alguns exemplos de proteinas
recombinantes produzidas no leite de caprinos e ovinos como: Antitrombina Ill, que é
um anticoagulante; os Fatores VIII e IX, usados no tratamento da hemofilia; e a Alfa-1-

antitripsina, usada no tratamento da fibrose cistica e enfisema (Carneiro, 2007).

Considerac0es Finais

O uso das biotécnicas da reproducdo em pequenos ruminantes vem aumentando
com o passar dos anos, mas apenas algumas delas sdo de maior aplicabilidade aos
rebanhos brasileiros. A restricdo do uso de certas técnicas é devido ao alto custo e a
baixa eficiéncia das mesmas, e ao valor relativamente baixo das doadoras. As técnicas
de sincronizacdo do estro e inseminacdo artificial sdo as que apresentam maior
aplicabilidade aos rebanhos atuais, e a transferéncia de embrides e a producdo in vitro
de embrides tem tido seu uso restrito & multiplicagdo de alguns animais de alto valor
genético e comercial.

A producédo de animais transgénicos e clones tem sido usada até a presente data
para a producéo de proteinas de uso farmacologico. Estas técnicas ndo serdo uUteis para
melhoramento genético de rebanhos enquanto os seus custos forem muito altos e as suas
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eficiéncias baixas. Além disto, enquanto ndo houver o esclarecimento da populagédo
quanto & seguranga no consumo de produtos derivados deste tipo de animal e de sua

prole as mesmas encontrardo restricdes ao seu uso.
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