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Resumo. Para se alcancar maiores indices reprodutivos em cabras, o fotoperiodo artificial tem sido usado
apenas na sincronizacao de estro. Além disso, esta espécie animal tem importancia na producdo de animais
transgénicos produzidos por FIV. O objetivo deste estudo foi produzir e comparar embrides caprinos (Capra
hircus-Linnaeus-1758) provenientes de cabras Alpinas submetidas ao fotoperiodo natural (estacéo e anestro)
e artificial (120 luxes/45 dias/20 h). Foram utilizadas 31 cabras Alpinas, distribuidas em cinco grupos,
avaliando o fotoperiodo natural e artificial, utilizando sémen fresco e congelado e heparina (200pug mL™) na
capacitacdo espermatica. Foram obtidos 720 odcitos e sete blastocistos (cinco do G3- fotoperiodo natural e
dois no G2 —fotoperiodo artificial, ambos durante o anestro estacional). Estes foram congelados por um ano.
Ao término do estudo concluiu-se que nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Apds a descongelacao
e transferéncia de sete embrides, obteve-se o primeiro produto FIV caprino do Brasil proveniente de embrido
congelado produzido em fotoperiodo artificial.

Palavras-chave. Cabras, fertilizacao, fotoperiodo, o6citos, superovulacao

Abstract. To achieve greater reproductive indices in goats, the artificial photoperiod has only been used in
estrus synchronization. In addition, this animal species is important in the production of transgenic animals
produced pro IVF. The aim of this study was to produce and compare embryos goats (Capra hircus-
Linnaeus-1758) from Alpine goats subjected to natural photoperiod (season and anestrus) and artificial (120
luxes/45 dias/20 h). 31 Alpine goats were used, divided into five groups, evaluating the natural and artificial
photoperiod, using fresh and frozen semen and heparin (200ug/ mL™) in sperm capacitation. 720 oocytes
were obtained and seven blastocysts (five natural photoperiod-G3 and G2-two in artificial photoperiod, both
during seasonal anoestrus). These were frozen for a year. At the end of the study concluded that there was no
statistical difference between groups. After thawing and seven embryo transfer, was obtained the first goat
IVF of Brazil from the frozen embryo produced by artificial photoperiod.

Keywords. Goats, fertilization, photoperiod, oocytes, superovulation

Introducéo

Segundo dados da FAO (2012) o Brasil
ocupa a décima sétima posicdo mundial em
populacdo caprina, sendo o Nordeste a regido que
abriga 91% deste contingente (IBGE, 2012). Mesmo
assim, a producdo brasileira de carne, leite e
derivados dessa espécie € baixa, merecendo uma
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politica de atencdo para as pequenas propriedades
rurais.

Essencialmente, a reproducdo bem assistida
e com qualidade favorece a expanséo do setor, sendo
a biotecnologia uma ferramenta de auxilio a essa
atividade. Uma das técnicas utilizadas e a
fertilizacdo in vitro, que consiste na unido dos
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gametas masculino e feminino em laboratério
visando aumentar a producdo de embrides com
maior valor genético e com menor custo. A
producdo in vitro oferece grandes vantagens como:
minima quantidade de hormonio necesséria,
possibilidade de realizacdo da técnica em qualquer
época do ano, fecundacdo da doadora com diferentes
reprodutores e frequéncia mensal de aspiracdo das
fémeas doadoras (Lina & Santos, 2010). Além disso,
serve como modelo para estudo de doencas em
humanos (Baldassarre, 2012).

A obtengcdo do primeiro produto caprino
pela fertilizag&o in vitro foi conquistada por Hanada
(1985), utilizando odcitos ovulados. J& Crozet et al.
(1993), com a presenca da maturagdo “in vitro”,
obtiveram o primeiro produto caprino totalmente
produzido em laboratério.

Outra ferramenta utilizada para otimizar a
producdo é o fotoperiodo artificial. Esse aumenta a
taxa reprodutiva por levar a indugéo ao estro fora da
estacdo reprodutiva. Entretanto, sdo poucos 0s
estudos que o relacionam com o desenvolvimento e
caracteristicas dos odcitos e embrides. Bari et al.
(2011) observaram que, em cabras da raga Black
Bengal, a taxa de desenvolvimento folicular foi
significativamente menor no verdo, entretanto esta
diferenca foi relacionada ao estresse causado pelo
calor, sem se saber ao certo a possivel relacdo com o
maior periodo de incidéncia solar dado nesta época
do ano. Chaves et al. (2013) também relataram a
influéncia ambiental no desenvolvimento de odcitos
e producdo in vitro de embrides caprinos, analisando
o efeito das estacOes seca e chuvosa. Ao término do
estudo concluiram que as fases iniciais do
desenvolvimento embrionario sofrem maior impacto
negativo durante a estacdo seca, em protocolos de
Producéo In Vitro (PIV), sendo que os embrides
produzidos neste periodo apresentaram maior
incidéncia de apoptose sem ainda causa conclusiva.
Uma idéia inovadora é a partenogénese, uma técnica
bem diferente da FIV, sendo uma alternativa viavel
na producdo de fémeas idénticas.

Pathak et al. (2013) utilizando odcitos
maturados in  vitro, comparando diferentes
tratamentos concluiram que a ativacdo de odcitos
maturados in vitro com 7% de etanol por 5 minutos
seguidos por tratamento com 2mM DMPA nd 10 pg
mL™ de CHX por 4h em KSOM é o mais favoréavel a
producdo de embrides caprinos partenogenéticos, o
gue pode ser alternativa para a melhora da conquista
de animais pela biotecnologia.
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O objetivo do presente experimento foi
produzir e comparar embries caprinos provenientes
de cabras alpinas submetidas ao fotoperiodo
artificial e natural e promover a inovulagdo dos
mesmos.

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Setor de
Caprinocultura e no Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrérias Veterinaria/Unesp-
Jaboticabal  (latitude  21°15°22”’S,  longitude
48°18°58”’ ¢ altitude de 595m). Foram utilizadas 31
cabras da raca Alpina, nuliparas e multiparas,
durante o estro e anestro estacional (fevereiro-
outubro/2002) e 15 cabras mesticas Anglonubianas
como receptoras. As fémeas foram previamente
examinadas quanto ao estado clinico geral, e
consideradas aptas quanto ao estado sanitario e
reprodutivo. Os animais utilizados foram submetidos
a um periodo pré-experimental de um més, para
adaptacdo a alimentacdo e a estabulacdo, sendo
pesados e distribuidos nos grupos experimentais por
sorteio. A alimentacdo consistiu de racdo (14% de
proteina bruta e 5,05% de fibra bruta) e feno de
Cynodon dactylon (“Coast Cross”) (4,98% de
proteina bruta e 35,88% de fibra bruta, na matéria
seca). Os animais receberam 0,5 kg cabeca™ dia™ de
racdo concentrada e 2 kg cabeca™ dia™ de feno, com
disponibilidade ad libitum de mistura mineral e
agua.

Os animais foram ordenados em cinco
grupos experimentais e estudados durante 0s
seguintes periodos:

Periodo de Anestro Estacional

¢ (G2) Grupo com emprego do fotoperiodo
artificial, n=5

¢ (G3) Grupo com fotoperiodo natural, n=5

Periodo da Estacdo Reprodutiva

¢(Gl) Grupo Controle com fotoperiodo
natural, n=7.

¢ (G4) Grupo com fotoperiodo natural, n=7.
Heparina (200pug mL™) na capacitagio espermatica.

¢ (G5) Grupo com fotoperiodo natural, n=7.
Sémen fresco na fertilizacéo.

Os animais foram mantidos em boxes de trés
m?, sob luminosidade natural até o inicio do
fotoperiodo artificial para o G2.

Para aumentar a disponibilidade de foliculos
na aspiragdo (> 3 mm) 0S cinco grupos
experimentais foram submetidos & impregnacgdo
prévia de progesterona exdgena (CIDR-G-0,3g
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Intervet® - Nova Zelandia) por 12 dias (retirados
previamente a cirurgia), superestimulagdo ovariana
com FSH-ov (Ovagen® ICP-Bio Immuno-Chemical
Products Ltd-Nova Zelandia- partida 2182) (10 mg),
em doses decrescentes nos dias 0, 10 e 11, divididos
em intervalos de 12 h em volumes de (3, 2; 2,1; 1; 1
mL), respectivamente. No dia 10 foi aplicado 125 g
de cloprostenol (Cooper do Brasil — partida 005/00),
na estacdo reprodutiva.

As 15 receptoras foram sincronizadas
durante nove dias com CIDR e cloprostenol e
rufiadas com bodes apds a retirada do dispositivo e
inovuladas sete dias ap6s. No dia da inovulacéo,
foram escolhidas aleatoriamente as fémeas que
apresentaram melhores corpos luteos, em tamanho
(superiores a grao de feijado-seis mm, visualizados
por laparoscopia) e coloracdo (vermelho intenso)
para melhorar a implantacdo dos embrides.

O tratamento luminoso  (fotoperiodo
artificial) foi empregado apenas no G2, durante 45
dias, no periodo de anestro estacional, entre 15 de
junho/2002 até 30 de julho/2002. Os animais
ficaram em galpdo apropriado no setor de
caprinocultura da FCAV (Faculdade de Ciéncias
Agréarias e Veterinaria)- Unesp - Jaboticabal, em
baias conjuntas com 3,0 m? animal™. No galpdo, as
cinco cabras Alpinas receberam suplementagédo
luminosa média de 120 luxes, composta de quatro
lampadas fluorescentes de 40W, dispostas entre elas
de 1,5 m com dois metros de altura. O grupo G2
(fotoperiodo artificial) recebeu o tratamento

luminoso distante 600 metros dos outros grupos (G1,
G3, G4 e G5). O periodo luminoso (claro) foi de 20
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h diarias (natural- 11,26 h + artificial- 8,74 h),
perfazendo as 20 h, de acordo com a técnica de
Wilkinson & Stark (1987).

Os oocitos foram colhidos por laparotomia
em duas épocas do ano. Em fevereiro/2002 as cabras
do grupo G1, G4 e G5, em estro estacional, foram
superovuladas e foram colhidos os odcitos. Em
setembro/2002  foram  colhidos o0s  odcitos
provenientes do grupo G2 (fotoperiodo artificial
realizado anteriormente entre junho e julho/2002) e
G3, cabras em anestro com fotoperiodo natural. Os
odlcitos das cabras foram colhidos no Hospital
Veterinario da FCAV. Para isso, 0s animais foram
submetidos ao jejum solido e hidrico de 24 he 12 h
respectivamente. Ap6s este jejum, foram pré-
anestesiadas com sulfato de atropina (Ariston® Ind.
Quimica e Farmacéutica Ltda-Brasil Lote 5693-
partida 03/02 - 0,02mg por kg de peso corporal IM),
e anestesiadas 15 minutos ap0s por puncdo da veia
jugular com Cloridrato de Xilazina (Bayer do Brasil-
partida 004/01 - 0,2mg por kg de peso corporal) e
Cloridrato de Quetamina (Holliday® Ind. Argentina,
Scott S/A, Argentina - 2-3mg por kg de peso
corporal) na mesma seringa. O mesmo procedimento
pré - anestésico foi utilizado para as receptoras.

Apbs tricotomia da regido abdominal foi
efetuada antissepsia com iodo e abertura do
abdémen, cinco centimetros cranialmente a glandula
mamaria. Apds exposicdo dos ovarios, iniciou-se a
aspiragdo folicular com scalp 19 G (Figura 1),
acoplados a seringa de 20 mL contendo 5 mL de
PBS suplementado com 10 unidades de heparina por
mL.

Figura 1. Ovério exposto para o procedimento de aspiracéo folicular, Jaboticabal, 2002.

A incisdo cirlrgica foi suturada com fio
categute n® 2 (peritbnio e musculatura) e na pele
sutura simples com nylon e fez-se antibioticoterapia
(Oxitetraciclina - Pfizer do Brasil Ltda, partida
009/01 - 1mL kg™ de peso corporal por trés dias
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alternados). O monitoramento para a recuperagdo
dos animais foi efetuado durante todo o processo
cirlrgico e apos, até o restabelecimento dos mesmos.
Logo apds, os oocitos foram transferidos ao
Laboratorio de FIV para o processo de avaliacdo e
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selecdo, maturacdo, fecundagdo e desenvolvimento
embrionario.

Os odcitos foram lavados por trés vezes em
TCM-199, suplementado com 20 mM de hepes, 5
mM de NaHCO; e 10% de soro de cabra no estro. O
cultivo para maturagéo foi realizado por 27 horas a
38,5°C em atmosfera de 5% de CO, em ar no TCM-
199 (Sigma), suplementado com 10% de soro de
cabra em estro, 1ug mL™ de estradiol, 10 pg mL™ de
FSH e 10 pg mL™ de LH. A extrusdo do primeiro
corpusculo polar foi examinada por microscopia de
contraste de fase em microscépio invertido para
avaliagdo da taxa da maturacao.

Para a determinacdo da capacitagdo
espermatica, submeteu-se o contelido de uma palheta
média de sémen congelado a um gradiente de
Percoll (90/45) a uma forca de 700 g durante 30
minutos, para separacdo dos espermatozoides
vidveis.

O sedimento espermatico foi ressuspenso em
meio de fecundacéo suplementado com 20% de soro
de ovelha no estro segundo Bavister (1989). A
capacitacgdo  espermatica  foi de  1x10°
espermatozoides mL™ em microgotas de 100 pL,
sob Oleo mineral durante 90 a 120 minutos a
temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% de CO,
em ar de estufa especifica da marca REVCO® para
cultivo celular. Para o sémen fresco foi utilizada a
mesma metodologia, excetuando uma primeira
lavagem por 10 minutos com TL-sémen apds a
colheita e deste retirado 0,5 mL referente ao volume
da palheta de sémen congelado. Para o G4, 200ug
mL™ de heparina na capacitacdo espermatica foi
adicionado no lugar de 20% de soro de ovelha em
estro.

Para a fertilizagdo “in vitro” 0s 00citos
maturados em laboratério foram adicionados aos
espermatozoides capacitados nas gotas de meio
imersos em 6leo mineral. Incubou-se 0s odcitos em
100pL de meio de fecundagdo contendo 100x 10° de
espermatozoéides, por 17 h a 38,5 °C, em estufa com
5% CO,em ar.

Apos fecundacdo os provaveis zigotos foram
transferidos para microgotas de 100 pl de meio SOF
modificado, suplementado com 5 pg de BSA, 2,5%
de soro fetal bovino e cultivado por sete dias a
temperatura de 38,5°C, na atmosfera de 5% de CO,
em ar. O meio foi parcialmente (50% a 70%)
renovado a cada 48h. Os embrides foram avaliados
com 30 e 144h para avaliagdo da clivagem e
desenvolvimento embrionario conforme Martino et
al (19944, 1994b). Apds esse prazo, as células foram
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submetidas ao cultivo e coloracdo por 10 minutos
com 10 pg mL™ de Hoeschst 33342 em meio de
lavagem (TCM-199-Sigma). Observaram-se 0S
o6citos corados em microscdpio de epifluorescéncia
para avaliacdo da dindmica nuclear. Os fecundados
apresentaram dois pro-nucleos e os ndo fecundados
permaneceram em metafase II.

Os embrides obtidos foram classificados de
acordo com a Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS, 1988), e depois
congelados em fase de blastocistos e eclodidos. A
adicdo do crioprotetor ocorreu em temperatura
ambiente, durante 10 minutos para todos os
embrides, em meio PBS (solucdo salina fosfato
tamponada) + 04 % BSA (Albumina Sérica
Bovina), compostos por etileno glicol em 1,5M. Os
embrides foram envasados em palhetas de 0,25 mL e
devidamente lacrados, foram levados a cuba
contendo metanol, pois 0 equipamento de
congelacéo foi 0 BIO COOL (FTS SYSTEMS), em
temperatura de -6°C. Eles permaneceram por dois
minutos para equilibrar com a temperatura da cuba,
realizando o inicio da cristalizacdo. Aguardou-se um
minuto a mais para equilibrar a temperatura apos a
cristalizacdo e assim iniciou-se 0 processo de
resfriamento controlado (0,6°C minuto™), até atingir
a temperatura de -35°C, quando as palhetas(duas,
uma com dois embrifes e outra com cinco) de
0,25mL foram mergulhadas em nitrogénio liquido e
colocadas nas raques identificadas. Os embrides
ficaram criopreservados por um ano.

Para a transferéncia dos embrides,
inicialmente retirou-se os sete embrides (cinco em
fase de expansdo e dois eclodidos) das palhetas de
0,25 mL do nitrogénio liquido e agitando-a por 10 a
15 segundos, com posterior mergulho em banho
maria a 30°C por 10 a 15 segundos. Retiraram-se 0s
embriGes em uma placa de petri para localiza-los e
transferi-los para uma solucdo de glicerol a 10 % e
1,0 M de sucrose por cinco minutos. Em seguida
todos os embrides (sete) foram transferidos para uma
solugéo de glicerol a 5% e 1,0 M de sucrose por
mais cinco minutos. ApoGs esse procedimento, estes
foram levados para 0 meio de manutencdo Holding
plus, Cultilab® por trés minutos e transferidos
imediatamente para as trés receptoras pela técnica de
semi-laparoscopia no dia 21/03/2004. Uma fémea
(n°15) recebeu um embrido eclodido e um
expandido em lado direito com corpo luteo grau I, a
fémea n°71 recebeu trés embrides (dois expandidos
e um expandido), no lado direito com corpo ldteo
grau | e a terceira, n°190, recebeu dois embrides
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expandidos, do lado esquerdo e corpo lateo grau I.
As receptoras foram anestesiadas da mesma forma
gue as doadoras, identificada a qualidade do corpo
lUteo e exposicdo do Utero com deposicdo dos
embrides ipsilateral da presenca do corpo luteo.

Por fim, foi realizada analise estatistica para
caracterizar os dados dos grupos em cada momento,
utilizando médias e desvios padrdo (X+s) e mediana
(Md). Para as comparagdes entre grupos em cada
momento, dependendo da varidvel, foram utilizados
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis ou Andlise
de variancia. Para as comparagdes entre momentos
dentro de cada grupo foi utilizado teste ndo-
paramétrico de Friedman. Em todas as anélises

efetuadas foram consideradas diferencas
significativas quando p<0,05. Nos casos em que
0,05<p<0,10 foi referida tendéncia & significancia.

Resultados

Foram puncionados todos os foliculos
superiores a 3,0 mm, o que possibilitou a
obtencdo de 720 odcitos, em cinco grupos (31
animais). O numero de odcitos obtidos
separadamente por grupos foi 175; 139; 156; 126
e 124 para o G1; G2; G3; G4 e G5, respectivamente
(Tabela 1).

Tabela 1.NUumero total de oécitos, o6citos maturados, oocitos fertilizados, o6citos clivados e blastocistos em
cabras submetidas ou ndo ao fotoperiodo artificial, durante a estacdo e anestro estacional. Jaboticabal, 2002.

Grupos Animais Odcitos Maturados Fertilizados Clivados Blastocistos

Observacdes

Gl 7 175 175 6 6 0 8 corpos lateos
G2 5 139 139 9 9 2 Sem corpos luteos
G3 5 156 156 18 18 5 Sem corpos luteos
G4 7 126 126 0 0 0 2 corpos lateos
G5 7 124 124 8 8 0 2 corpos lateos
Total 31 720 720 41 41 7 12 corpos luteos
Todos os o6citos colhidos foram reprodutiva, no periodo de anestro estacional, no
submetidos ao processo de maturacdo, G2 e G3 ndo foi observado nenhum corpo luteo.

encontrando-se seis; nove; dezoito; zero e oito
estruturas fertilizadas para o G1; G2; G3; G4 e G5.
Todos os o6citos colhidos dos grupos
apresentaram clivagem celular, sendo que a
maior porcentagem foi verificada no G3, cujos
animais encontravam-se em anestro estacional
com fotoperiodo natural. 0 numero de
blastocistos produzidos foi zero; dois; cinco; zero
e zero, respectivamente, para os grupos G1, G2,
G3, G4 e G5 (p>0,05).

Todos os odcitos obtidos foram
provenientes da aspiracdo por laparotomia,
conseguindo estruturas com e sem Cumulus
Oophorus (Figura 2).

A producdo média de odécitos por animal,
em ordem crescente, foi 17,7; 18,0; 25,0; 27,8 e
31,2, para o G5; G4; G1; G2 e G3, respectivamente,
enquanto a porcentagem de clivagem foi zero;
3,42; 6,45; 6,47 e 11,5%, respectivamente para
G4; G1; G5; G2 e G3. A producao de blastocisto foi
zero para G1, G4 e G5; dois (1,4%) no G2 e cinco
(3,2%) no G3. Foram encontrados oito corpos
luteos no G1, dois no G4 e G5, durante a estacao
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Figura 2. Figura demonstrativa dos complexos
cumulus o6citos (COCS) obtidos por aspiracdo dos
foliculos de cabras submetidas a laparotomia,
tratamento com fotoperiodo artificial e
estimulcdo com FSH. GI: COCS de melhor
qualidade. GII: COCS de qualidade média. GIII:
COCS de qualidade baixa. DESNUDO: sem
revestimento de células do cumulus, Jaboticabal,
2002
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Houve diferenca estatistica (p<0,05) para a

varidvel clivado (Tabela 2), sendo que

(G1=G4=G5)<G3 com G2 intermediario. Nas outras
variaveis, ndo houve diferenca estatistica (p>0,10).

Tabela 2. Numero total de o6citos, odcitos maturados, odcitos clivados e blastocistos. Média, desvio padréo
(X£s) e mediana (Md) em cada grupo. Estatistica para a comparagao entre grupos e comentarios, Jaboticabal,

2002.
m Gl G2 G3 G4 G5 Estatistica
i p>0,10
Odcitos 18+10,64 27,8+10,38 31,245,64 25+9,18 20,7+6,45 grupos nio diferem
Odcitos 18+10,64 27,8+10,38 31,2564 254918 207+6,45 p>0,10
Maturados grupos nao diferem
Oaocitos P<0,05
Clivados 0,86%0,83 1,8+0,75 3,6+1,02 0+0 1,3+0,94 (G1=G4=G5)< G3
G2 intermediario
Blastocistos 0+0 0,4+0,49 1+1,26 0+0 0+0 p>0,05

grupos nado diferem

Os blastocistos foram obtidos nos G3 (5) e
G2 (2) e foram congelados nessa fase (Figura 3 C).

Figura 3. Figura demonstrativa dos odcitos e
zigotos de cabras depois de serem submetidos a
fecundacdo “in vitro” por 12 horas. A: oo6cito
apresentando espermatozoOides (SPTZ) aderidos a
zona pelicida. B: Zigoto apresentando o segundo
corpusculo polar (2°CP). C: odcito ou zigoto
apresentando vacuolizacdo (VACUOLO). D: odcito
apresentando metafase 11 (MIl), primeiro corpusculo
polar (1°CP) e espermatozdide (SPTZ) aderido a
Zona Pellcida, Jaboticabal, 2002.

Iniciou-se o0 processo de maturagdo para
todos os oo6citos e apdés a maturacdo, todos
apresentaram uma expansdo celular e extrusdo do
corpusculo polar apds completar o processo (27h)
(Figura 4 C) e assim foram colocados para
fertilizacdo.

Alguns o06citos aspirados apresentaram-se
desnudos (Figura 2), porém a maioria apresentou
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“Cumulus Oophorus”. A clivagem aconteceu apds
27 h de maturagdo, 17 h de fertilizacdo e 48 h de
desenvolvimento (Figura 3 A e B), chegando a
morula e blastocistos do G2 e G3 (Figura 3 C),
visualizados sete dias apds a fertilizagdo. Além
disso, foram considerados fertilizados apenas o0s
clivados, pois todos foram corados e nédo
apresentaram penetracdo do espermatozéide. O G4
(heparina 200pg mL™) e G5 (sémen fresco do
mesmo animal) ndo atingiram blastocistos, porém o
G5 apresentou 8 células clivadas em até 4 divisdes
(Figura 5). O diagnostico de gestagdo foi realizado
pelo exame de ultrassonografia, trés meses apés a
transferéncia dos embribes, sendo positivo apenas 0
animal de nimero 15 (figura 6).

‘ £ LSk
Figura 4. Figuras demonstrativas dos oocitos de
cabras depois de cultivados para maturacdo durante
27 horas. A: odcito Gll apresentando expansdo do
cumulus. B: odcito Gl apresentando expansdo do
cumulus. C: o6cito maturado apresentando o
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primeiro  corplsculo polar (1°CP).D: odcito
maturado e corado com Hoechst 33342,
apresentando o primeiro corplsculo polar (1°CP) e
metafase Il (MII), Jaboticabal, 2002.

= -

- AT

c— 29
Figura 5. Figura demonstrativa dos embrifes de
cabras produzidos “in vitro” durante o cultivo nos
diferentes estadios do desenvolvimento. A: embrido
de cabra apresentando duas células. B: embrido de
cabra apresentando 4 células. C: embrido de cabra

no estadio de Blastocisto expandido (BXx)
apresentando a Blastocele e Massa celular interna
(MCI). D: embrido de cabra no estddio de
Blastocisto eclodido (Be), Jaboticabal, 2002.

PROF. MHHGOS-CHRLNOUE 2004

Figura 6. Ultrassom realizado em 10/06/2004 para o
diagnostico de gestacdo, Bahia, 2004.

Discusséo

A dificuldade em trabalhar-se com FIV em
caprinos para a regido sudeste, onde se concentra o
maior nimero de laboratorios do Brasil nessa area,
estd justamente na dificuldade de obtencdo de
ovarios de matadouros de pequenos ruminantes. Ja
para a regido nordeste, apesar de possuir 0 maior
rebanho caprino nacional (IBGE, 2012), opde-se
pelo restrito nimero de laboratérios. Frente a essas
dificuldades e limitacGes e estando na regido sudeste
a experimentacdo cientifica ora exposta, optou-se
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pela aspiracdo folicular por laparotomia, mantendo
0s animais vivos e aptos a reproducdo posterior,
pensando em producdo animal viavel e realizavel.
Apesar de Martino et al. (1994b) reconhecerem que
a disseccdo € mais vantajosa, acredita-se que a
aspiracao ndo apresente qualquer complicacéo. Para
as condicdes brasileiras, a FIV pode, sem duvida, ser
empregada pela técnica de laparotomia e com FSH-
ov, permitindo duas colheitas por animal em
intervalo de seis meses. Porém a utilizacdo de
laparoscopia para a colheita de odcitos evita futuras
aderéncias, bem como a possibilidade de se
reutilizar fémeas, principalmente em locais distantes
de abatedouros que seriam fontes de ovarios.

Younis et al. (1992) ndo obtiveram sucesso
com a obtencédo de filhotes vivos pelo método FIV,
pois estes ndo chegaram a termo, morrendo antes do
nascimento. J& os resultados para maturacdo e
fertilizagdo ap6s emprego de heparina, foram
satisfatorios. Concluiram que se chega a 50% de
odcitos inseminados e 56% de clivados, 0 que ndo
foi obtido no presente estudo mesmo tendo utilizado
heparina (200ug mL™) no G4. Entretanto Younis et
al. (1992) utilizaram 20% de soro de cabra em estro,
enguanto neste experimento, utilizando-se apenas
10% de soro atingiram valores préximos a 100% na
maturacdo dos odcitos. Neste experimento, dos sete
embrides congelados e inovulados, nasceu um
animal, fémea, normal ao exame clinico, mestica
saanen/alpina, 3,8Kg, no dia 06/08/2004 na Bahia.

Os resultados obtidos por De Smedt et al.
(1992) para odcitos provenientes de dissecgdo,
portanto imaturos, atingiram 85% de maturacdo e
60% de fertilizacdo. No presente experimento,
usando sémen congelado, obtiveram-se resultados
diferentes com a mesma técnica. A fertilizagdo “in
Vitro” nio alcangou os resultados de De Smedt et al.
(1992), entretanto para a maturacdo o0s resultados
foram semelhantes (100%) (Figura 4). De acordo
com Baldassarre (2012) o sucesso para obtencdo de
melhores taxas de fertilizacdo e menor taxa de
poliespermia na FIV estd relacionada com o
equilibrio entre a origem do sémen, do soro e uso de
substancias quimicas para capacitacao.

Martino et al. (1994b) observaram que, ao
optar pela técnica de dissec¢do, os oocitos embora
apresentem alta qualidade, sdo de baixo namero,
além de que a longa duracdo na colheita limita a
utilizacgdo desse processo. Resultados mais
satisfatorios seriam obtidos se houvesse condictes
de aspirar os foliculos inferiores a trés mm. No
processo aspirativo realizado, apesar da maior
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guantidade de od6citos e alteracdo de “Cumulus”
(células desnudas) (Figura 2), as células sofreram
menor indice de autélise provavelmente pelo rapido
tempo entre colheita e transporte ao laboratério para
maturacdo. A aspiracdo in vivo de foliculos tem
como vantagem evitar o descarte de fémeas com
altos valores genéticos que por qualquer motivo,
estejam impedidas da reproducdo natural (Lima &
Santos, 2010). A técnica de puncéo folicular guiada
por ultrassom em caprinos é pouco utilizada no
mundo, apesar de aumentar o aproveitamento dos
6vulos (Paula, 2008). A importancia do cumulus na
FIV foi colocada em prova por estudo realizado por
Souza et al. (2013). Em experimento, foram
analisados oé6citos desnudos no momento da coleta,
desnudos propositalmente e com complexo cumulus
intactos. Observou-se que a associacdo de odcitos
com células cumulus tanto separadas como em
intimo contato, durante a MIV e/ou FIV melhoraram
significativamemte a producdo in vitro em embrides
caprinos.

A melhora na matura¢do oocitica depende
do tempo, sendo 27h o que apresentou melhores
resultados nos testes efetuados, concordados com
Martino et al. (1994a). A maturacdo empregada
nesta experimentacdo, idéntica ao do autor citado
anteriormente, com 27h e os odcitos provenientes de
ovarios de cabras Alpinas jovens (nuliparas) e
adultas, sugerem que a semelhanga na quantidade e
qualidade dos odcitos provenientes das duas
categorias animais, que atingiram a metafase II,
podem ser desafiados a fertilizagdo, clivagem e
desenvolvimento.

A coincidéncia do emprego da técnica na
maturacdo e clivagem deste trabalho com o de
Keskintepe et al. (1994) para TCM-199, 27h, LH e
FSH, ndo favoreceram os mesmos resultados para o
meio LH + FSH (52%) de clivagem que o0s
pesquisadores atingiram. Foi adicionado a esse meio
soro de cabra em estro, 1ug mL™ de estradiol, o
mesmo utilizado por Crozet et al. (1995), porém
neste experimento empregou-se sémen congelado e
fresco. Entretanto ndo se obteve respostas
semelhantes as técnicas citadas. Shabankareh et al.
(2012) ressaltam a importancia da suplementacgdo do
meio com vitaminas e proteinas para aumentar a
habilidade de manutencdo dos embrifes durante a
pré-implantacdo e pré-fixacdo, além de verificar que
0 uso de uma Unica vitamina (pantotenato) mostra-se
mais eficiente do que o uso combinado destas. O uso
do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-
I1) no meio estimula o desenvolvimento folicular in

Monreal et al. (2014)- Dourados, v.7, n.23, p.107-117, 2014

vitro dos od6citos, e mantem a morfologia folicular
até o 6° dia de cultura (Duart et al., 2013). Araujo et
al. (2011) verificaram a influéncia de diferentes
protocolos de renovacdo em meios de cultura in
vitro de isolados de foliculos preantrais caprinos,
concluindo que a adicdo periddica de meio é
recomendada, por ser mais pratica, manter a
sobrevivéncia e promover o desenvolvimento de
foliculos preantrais caprinos cultivados in vitro.

Na tentativa de melhorar a fertilizacdo neste
experimento, 126 odcitos foram desafiados (G4) em
mesmo meio da metodologia de fertilizacéo
proposto por Palomo et al. (1995a), porém
aumentando-se de 100 para 200pg mL™ de heparina
segundo Palomo et al. (1995b), visto que com 100ug
mL™ os resultados ndo foram significativos na
referéncia  citada primeiramente, encontrando
55,47% e a 200ug mL™ 45,29%. De acordo com 0s
estudos de Souza et al. (2013) a presenca de
heparina na FIV contribui para o aumento da PIV
em embrides caprinos.

Os resultados apresentados por Keskintepe
et al. (1996), relacionados ao desenvolvimento “in
vitro” dos oo6citos maturados (41,6%), foram
inferiores aos obtidos nesta experimentacdo
(praticamente  100%), mesmo para 0S 00citos
desnudos. A dosagem de heparina (100pg mL™) e
auséncia de soro animal ndo melhorou a fertilizagdo
e maturacdo oocitica segundo os autores, todavia
acredita-se ser de real valia a utilizacdo de soro
animal na técnica de maturacdo, fertilizacdo e
clivagem para melhorar a resposta desses fatores.

Romaguera et al. (2011) descreveram a
capacidade de desenvolvimento de odcitos obtidos
em cabras de diferentes idades. Eles observaram que
houve diferenca significativa na producdo de
blastocistos de odcitos de fémeas pré-puberes
(5,45%) em fémeas adultas (20%) menores do que
trés mm. Entretanto, esta diferenca desaparece em
o6citos recuperados de foliculos grandes (18,07%).
Neste trabalho, tentou-se comparar os resultados
entre cabras adultas (multiparas e nuliparas de um
ano de idade) (G4 e G5), e percebeu-se que nédo
houve diferenca significativa para o nimero de
foliculos, odcitos e maturacdo, levando-se a pensar
gue essas idades provavelmente ndo interferiram na
resposta desses fatores mencionados.

Neste experimento, foram encontradas
varias dificuldades que também foram constatadas
por Amoah & Gelaye (1997), relacionadas a
fertilizacdo “in vitro”, capacitacdo e
desenvolvimento embrionério para o tipo de sémen
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empregado em FIV de caprinos. Mais estudos ainda
s80 necessarios para determinacdo dos tipos de meio
e também do sémen ideal para utilizagdo nestas
condigdes de fertilizag&o in vitro.

Apbds 27h de maturacdo in vitro, os
crioprotetores ndo melhoraram as respostas na FIV
de o6citos caprinos, apenas na MIV, possibilitando a
vitrificacdo dessas células diretamente (Sharma et
al.,, 2005). Utilizando metodologia semelhante,
resultados de MIV também se mostraram
satisfatérios no presente experimento.

Apesar da recomendagdo e bons resultados
para MIV em odcitos caprinos com o TCM-199 +
20% de soro de cabra em estro (Kharche et al.,
2006), com 10% do soro foi possivel maturar os 720
odcitos obtidos por aspiracdo folicular, o que pode
ser atribuido a técnica de obtencdo dos odcitos
utilizada.

Rocha et al. (2011) relataram em seu estudo
a presenca de receptores de melatonina encontrados
na superficie dos foliculos ovarianos, além de sua
capacidade antioxidante, relacionada com a
maturacdo e desenvolvimento do odcito. Dado este
fato, Rocha et al. (2013) analisaram os efeitos da
adicdo de melatonina e do FSH no desenvolvimento
in vitro de foliculos pré-antrais caprinos,
demonstrando um efeito dose-dependente positivo
desses horménios associados no crescimento
folicular e de odcitos. No presente estudo, o uso de
fotoperiodo artificial ndo promoveu melhora na
producdo dos odcitos.

O diametro do od6cito, bem como a proteina
p34“? e a respectiva atividade, podem estar
relacionados com o desenvolvimento e competéncia
embriondria  em embrides caprinos quando
produzidos por fertilizagdo in vitro. Romaguera et al.
(2010), ao comparar foliculos de cabras pré-puberes,
observou que h&d uma relacdo direta significativa
entre foliculo e didmetro do od6cito, e que 0s 00citos
de foliculos > trés mm apresentaram em seu estudo
porcentagem de rompimento de vesicula germinativa
significativamente maior. Entretanto, Chaves et al.
(2010) em seu estudo concluiram que o didmetro
folicular ndo influencia a qualidade do complexo
cumulus-odcito de fémeas ovinas e caprinas. No
presente estudo, foi selecionado foliculo superior a
trés mm, e obteve-se 100% de maturacdo dos
odcitos, porem os resultados foram inferiores na
fertilizacgdo com  Percoll® na  capacitagdo
espermatica.

Concluséao
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O fotoperiodo artificial ndo promoveu
melhora na producéo de odcitos caprinos, bem como
na competéncia e desenvolvimento embrionério sob
a latitude de 21°15°22°°S. Porém, produziu-se o
primeiro produto FIV caprino no Brasil proveniente
de embrido congelado produzido no fotoperiodo
artificial, fémea, mestica saanen/alpina, nascida em
06/08/2004 e ainda viva na Bahia. Mais estudos sdo
necessarios ainda para melhorar a fertilizagdo in
vitro de odcitos caprinos sob as condi¢des deste
trabalho, principalmente  para  capacitacdo
espermatica.
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