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RESUMO - A pecudria corresponde hoje a mais da metade da producdo agricola em paises desenvolvidos e
mais de um quarto em paises em desenvolvimento. Os caprinos tém grande importancia econdmica pela sua
contribui¢do na producdo de carne, leite e pele em diversos paises. Este crescimento tem requerido novos
conhecimentos técnicos e cientificos, especialmente relacionados ao aumento da eficiéncia produtiva e
reprodutiva dos rebanhos, o que levou ao desenvolvimento de vdrias biotécnicas ligadas a reprodugdo. Estas
biotecnologias t€m um papel direto na obtengdo de maior nimero de animais de elevada qualidade. Entretanto
algumas delas ainda ndo possuem aplicabilidade direta, permanecendo restritas aos centros de pesquisa, tais
como a transgénese, clonagem e MOIFOPA. No futuro poderdo ter aplicagdes na producdo de produtos
farmacolégicos, na producdo de modelos para estudos de doencas animais ou humanas, na melhoria de
caracteristicas de producdo animais, no estudo da regulagdo e a expressdo génica, entre muitas outras, estando
direta ou indiretamente relacionadas ao bem-estar do homem. Assim, o objetivo do presente trabalho foi realizar
uma breve revisdo sobre algumas biotécnicas aplicadas a reproducdo da espécie caprina.

Palavras- Chave: eficiéncia reprodutiva, biotecnologia, reprodugao assistida.

ABSTRACT - The animal business corresponds to more than a half of the agricultural production in developed
countries and to more than a quart in developing ones. Goats have a huge economic importance because of its
contribution on meat, milk and skin production in many countries. This growth requires new technical and
scientific acknowledgments, especially those related to improvement of productive and reproductive efficiency of
cattles, that lead the development of some biotechniques related to reproduction. These biotechnologies have a
directly role on the gain of a larger number of animals with high quality. However some of them still don’t have
directly application, they are still restricted at research centers such as transgenesis, clone and MOIFOPA. On the
future it could contributes for medicine production, for models to animals and human disease studies, on the
study of genetics regulation and expression, being directly or indirectly related to human well being. On this
way, the objective of the present work was to perform a brief review of some biotechniques applied to goat
reproduction.

Keywords: reproductive efficiency, biotechnology, assisted reproduction.

INTRODUCAO principalmente, o aumento de sua eficiéncia
(Milazzotto et al., 2008).
A pecudria corresponde hoje a mais da metade da

produgdo agricola em paises desenvolvidos e mais Este  crescimento  tem  requerido  novos
de um quarto em paises em desenvolvimento. Os conhecimentos técnicos e cientificos, nos quais as
caprinos sdo uma espécie de elevada importancia institui¢des publicas e privadas vém desempenhando
econdmica pela sua contribuicio na producdo de um papel de fundamental importincia. Avancos
carne, leite e pele em diversos paises (Paula et al., tecnoldgicos dirigidos aos diversos segmentos
2008). O aumento na producdo visa ndo sé a repercutem no aumento da produg@o animal, sendo
expansdo do ndmero de animais, mas, que as biotecnologias reprodutivas t€ém uma atuagdo
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direta na obtencdo de maior nimero de animais de
elevada qualidade (Paula et al., 2008).

Algumas dessas técnicas aumentam a seleg@o
diferencial, como a inseminagdo artificial e a
transferéncia de embrides, enquanto outras aceleram
o progresso encurtando, o intervalo entre geragdes,
como a producdo in vitro de embrides a partir de
animais pré-piberes (Baldassarre e Karatzas, 2004).
Estas biotecnologias permitem uma maior produgdo
no nimero de descendentes daqueles animais de
elevado mérito genético do que seria possivel pela
reproducdo natural (Corteel et al., 1988).

Entretanto algumas das biotécnicas ligadas a
reproducdo ainda permanecem mais restritas a
centros de pesquisa como a transgenia, a clonagem e
a MOIFOPA (Milazzotto et al., 2008).

O desenvolvimento destas novas técnicas resulta em
indmeras aplicacdes na biomedicina, na biologia
molecular e na agropecudria (Bressan et al., 2008).
Tendo perspectivas de aplicagdes na producdo de
produtos farmacolégicos, na producdo de modelos
para estudos de doencas animais ou humanas, na
melhoria de caracteristicas de produ¢do animais, no
estudo da regulacdo e a expressdo génica, entre
muitas outras, estando direta ou indiretamente
relacionadas ao bem-estar do homem (Jaenisch,
1988; Houdebine, 2005).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi realizar
uma breve revisdo de literatura sobre as principais
biotécnicas ligadas a reproducdo da espécie caprina
— Transgénese, Clonagem e MOIFOPA.

MOIFOPA

O foliculo ¢ a unidade morfolégica e funcional do
ovdrio dos mamiferos, a qual mantém o crescimento
e a maturagdo do odcito (Durrant et al., 1998). E
constituido por um odcito circundado por células
somdticas (células da granulosa e tecais) e
desempenha duas fungdes principais, que sdo
interdependentes: uma enddcrina (produgdo e
liberacdo de hormodnios esterdides e outros
peptideos) e a outra exdcrina ou gametogénica.
Nesta ultima fung@o, o foliculo é um elemento
essencial para a manutencdo da viabilidade oocitdria,
para assegurar o crescimento e a maturacdo de
odcitos primdrios ou imaturos e, finalmente, para
liberar um odcito maturado no processo de ovulagdo
(Figueiredo et al., 2002).
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A populagdo folicular do ovdrio é bastante
heterogénea e localiza-se no cortex ovariano. De
acordo com o grau de evolugdo, os foliculos podem
ser divididos em pré-antrais ou ndo cavitdrios e
antrais ou cavitdrios (Figueiredo et al, 2008). De
acordo com o estidio de desenvolvimento os
foliculos podem ser classificados como primordiais,
primdrios, secunddrios (Hulshof et al., 1994),
tercidrios e maduros.

Ao nascimento o ovdrio dos mamiferos € constituido
por milhares de foliculos primordiais, os quais sdo
considerados o pool de reserva dos foliculos
ovarianos. Entretanto, mais de 99,9% destes
foliculos nunca atingem a ovulacdo, visto que a
maioria morre por um processo fisioldgico
designado atresia folicular (Marstrom et al., 2002).
Evidéncias morfolégicas indicam que existem dois
tipos de atresia: A e B. Na atresia do tipo A, as
alteracdes degenerativas ocorrem primariamente no
odcito, sendo predominante em foliculos pré-antrais.
A atresia do tipo B € tipica de foliculos antrais, na
qual as primeiras alteragdes ocorrem nas células da
granulosa (Spanel-Borowski, 1981).

A atresia é um processo fisiolégico, de duragdo
desconhecida, que pode ocorrer por via degenerativa
e/ou apoptética (Figueiredo et al., 2008). A isquemia
€ uma das principais causas do desencadeamento da
morte celular por degeneracdo (Farber, 1982). A
progressdo da apoptose em foliculos ovarianos é
dependente de uma regulacdo cooperativa de
diferentes  fatores enddcrinos, pardcrinos e
autdcrinos, e € possivel que nenhum desses fatores,
isoladamente, seja essencial para o controle do
crescimento folicular ou atresia. E mais provavel que
o balanco entre os fatores que promovem a
sobrevivéncia e aqueles que induzem a apoptose
estabeleca se um determinado foliculo continuard o
seu desenvolvimento ou sofrerd atresia (Hsu &
Hsueh, 2000).

Considerando a quantidade minima de foliculos que
se desenvolve até o estigio de foliculo pré
ovulatdrio, tem sido desenvolvida a biotécnica de
Manipulagdo de Odcitos Inclusos em Foliculos
Ovarianos Pré Antrais - MOIFOPA, a qual objetiva
recuperar os odcitos inclusos nesses foliculos e
cultivd-los in vitro até sua completa maturagdo
(Eppig & O’brien, 1996). Esta biotécnica consiste no
isolamento ou resgate de foliculos pré-antrais a partir
de ovirios, sua conservagdo visando a estocagem por
um curto (resfriamento) ou longo (congelacdo)
periodo e no cultivo folicular que tem como
finalidade promover o crescimento, maturacdo e
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fecundac@o in vitro dos odcitos previamente inclusos
nestes.

A MOIFOPA ¢ uma biotécnica de grande
importincia tanto para a pesquisa fundamental ou
bédsica, quanto para a reprodugdo animal. Com
relacdo a pesquisa fundamental, essa biotécnica
contribui para a elucidagdo dos mecanismos
implicados na foliculogénese na fase pré-antral. No
tocante 4 reproducdo animal, o isolamento de
milhares de foliculos pré-antrais a partir de um tnico
ovario e posterior cultivo in vitro dos odcitos neles
inclusos até o estdgio de maturacio podera contribuir
para a multiplicagdo de animais de alto valor
zootécnico ou em vias de extingdo. Esse objetivo
serd alcancado por meio do fornecimento de grande
nimero de odcitos oriundos de um unico animal, que
seriam crescidos e maturados in vitro e utilizados
posteriormente nas biotécnicas de fertilizacdo in
vitro e clonagem. O fornecimento de uma populagdo
homogénea de odcitos oriundos de um mesmo
animal proporcionado pela MOIFOPA contribuird
também para a padronizacdo de técnicas como
clonagem, fertilizacdio in vitro e transgenia
(Figueiredo et al., 2002).

Ela apresenta ainda inimeras outras vantagens, como
aumento da eficiéncia reprodutiva de animais de alto
valor zootécnico ou perigo de extingdo, redugdo do
intervalo entre geragdes, recuperacdo de animais
eliminados por problemas sanitarios, uso de animais
que ndo respondem a tratamentos de superovulagdo,
obtencdo de descendentes de um animal mesmo apés
sua morte, otimizacdo e padronizagdo de outras
biotécnicas como a fertilizagdo in vitro, tecnologia
de embrides, clonagem e transgenia (Figueiredo et
al., 2008).

No que diz respeito aos estudos em foliculos antrais,
seu desenvolvimento tem sido amplamente descrito,
entretanto as informagdes acerca da fisiologia dos
foliculos pré-antrais sdo escassas. Através da
realizacdo de estudos histoldgicos, sabe-se que os
foliculos primordiais sdo ativados e transformam-se,
sucessivamente, em  foliculos intermediarios,
primdrios e secunddrios. Entretanto, ndo sdo
conhecidos com exatiddo os fatores que promovem
ou inibem a ativacdo dos foliculos primordiais, bem
como aqueles implicados no controle do crescimento
de foliculos primdrios e secunddrios (Figueiredo et
al., 2007).

Nesse contexto, a biotécnica de MOIFOPA tem
contribuido de forma decisiva para a compreensao
destes fatores. Varios estudos com cultivo in vitro de
FOPA demonstraram hormdnios, fatores de
crescimento e peptideos que estdo envolvidos no

S38

controle do desenvolvimento, dentre os quais
destacam-se: o0 hormdnio foliculo estimulante (FSH),
o fator de crescimento e diferenciagio 9 (GDF-9),
fatores de crescimento semelhantes a insulina 1 e 2
(IGFs 1 e 2), kit ligand (KL), fator de crescimento
epidermal (EGF), proteinas morfogenéticas dsseas 4,
7 e 15 (BMPs 4, 7 e 15), fator de crescimento
fibroblastico (FGF), fator de crescimento endotélio
vascular (VEGF), fator de crescimento de
queratinécitos (KGF), ativina e peptideo intestinal
vasoativo (VIP) (Martins et al., 2008).

Além da contribui¢do na pesquisa fundamental esta
biotécnica tem grande importancia para a produgdo
de embrides em larga escala, uma vez que permite a
recuperacdo de vdrios foliculos a partir de um tnico
ovdrio, dos quais sdo isolados odcitos que podem ser
destinados para a produg@o in vitro de embrides
(Figueiredo et al., 2007).

Em animais de laboratério os resultados sdo bastante
satisfatérios, nos quais se obteve o nascimento de um
camundongo a partir de foliculos primordiais
crescidos, maturados e fecundados in vitro (Eppig &
O’Brien, 1996). Mais recentemente, esta mesma
equipe aperfeicoando o protocolo utilizado
anteriormente, relatou a producdo de embrides e o
nascimento de 59 camundongos sauddveis a partir de
foliculos pré-antrais cultivados, maturados e
fecundados in vitro (O’Brien et al., 2003).

Nas espécies domésticas Hirao et al. (1994)
obtiveram a ovulacdo in vitro a partir de foliculos
pré antrais isolados que cresceram e maturaram in
vitro. Foi ainda obtido a formacéo de antro a partir
de foliculos secundarios isolados e cultivados in
vitro em bovinos, caprinos e ovinos (Gutierrez et al.,
2000; Cecconi et al., 1999; Huamin & Yong, 2000).
Em sufnos chegou-se até o estddio de blastocisto
apos cultivo de foliculos secunddrios, maturacio e
fecundagdo in vitro (Wu et al., 2001). Em caprinos
obteve-se O primeiro embrido "in vitro" obtido a
partir de ovdrio artificial caprino, produzido pelo
pesquisador José Ricardo de Figueiredo e sua
equipe, na Faculdade de Veterinaria, da
Universidade Estadual do Ceara (Favet-Uece) em
2009 (Diario do Nordeste, 2009).

CLONAGEM

Clonagem € o processo de reproducdo assexuada que
resulta na obtencdo de cdpias geneticamente
idénticas de um mesmo organismo, seja ele animal
ou vegetal. A clonagem animal passou a ser mais
conhecida em 1997, quando pesquisadores do
Instituto Roslin, da Escécia, anunciaram a clonagem
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do primeiro mamifero, a partir de células mamadrias
de uma ovelha. O nascimento de Dolly, como foi
chamada a ovelhinha, marcou o inicio de uma
corrida pelo aperfeicoamento da técnica que cria
expectativas que ainda ndo podem ser satisfeitas
(Bento et al., 2005).

Clones podem atualmente ser produzidos gracas a
evolugdo da tecnologia de transferéncia nuclear ou
reconstru¢do  embriondria e por  Dbiparti¢do
embriondria (Bento et al.,, 2005). Esta tecnologia
teve uma rdpida expansdo sendo utilizada em
diversos laboratdrios para as mais diversas espécies.
No entanto, taxa de sucesso na clonagem de animais,
¢ na maioria das vezes ndo superior a 1% (Solter,
2000). A baixa viabilidade dos embrides clonados é
principalmente expressa pela reducdo na taxa de
implantacdo, pelo aumento na taxa de mortalidade
fetal e perinatal, e pelas diversas anomalias
observadas nos animais nascidos. Em contraste com
as diversas espécies clonadas, na espécie caprina nao
foram observados problemas relacionados com
placentacdo, peso ao nascer, distirbios cardio-
respiratérios, nem de mortalidade peri-natal, o que
faz dessa espécie um 6timo modelo para a produgdo
de animais transgénicos assim como para tentarmos
entender o mecanismo destas sindromes nas demais
espécies clonadas (Bordignon, 2003).

A clonagem de animais representa um grande avango
tecnolégico, mas ainda € uma técnica em
experimento que necessita de aperfeigoamento para
que possa realmente ser difundida no meio
agropecudrio e social. A alta taxa de mortalidade em
experimentos com animais causa alarme e torna essa
técnica cercada de muitas polémicas. As possiveis
formas de clonar animais e seus reflexos nestes
experimentos, assim como seus resultados, abrem
ampla margem para discussdo sobre o assunto
(Bento et al., 2005).

TRANSGENESE

O termo transgenia € definido como a introdugdo,
alterac@o ou inativacdo de uma sequéncia génica no
genoma de organismos pluricelulares, sendo estas
mudangas capazes de serem transmitidas a progénie
da espécie manipulada (Rulicke et al., 2007). A
geracdo de transgénicos visa a obtencdo de
organismos com caracteristicas novas ou melhoradas

relativamente ao organismo original (Freitas, 2002).

Em relagdo a transgenia em animais o camundongo
pode ser considerado o grande marco, com o0s
primeiros a serem modificados geneticamente em
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meados da década de 70 (Jaenisch et al., 1975). Até
hoje os camundongos sdo os principais modelos de
estudo genético em mamiferos, sendo que seu
genoma ja se encontra inteiramente seqiienciado
(Waterston et al., 2002). A partir dos avangos com
camundongos foram surgindo relatos sobre
modificacdes genéticas em animais de produgdo
como bovinos, suinos, ovinos e caprinos (Rumpf &
Melo, 2005).

Na década de 80, foram demonstradas as primeiras
tentativas de geracdo de animais transgénicos,
incluindo camundongos, ovelhas, coelhos e porcos
com potencial de expressdo protéica exdgena
(Gordon et al., 1980; Gordon & Ruddle, 1981;
Hammer et al., 1985; Palmiter et al., 1982). Desde
entdo, a producdo de diversas proteinas
recombinantes de interesse farmacéutico tem sido
descrita em animais transgénicos gerados por
ferramentas da biologia molecular em conjunto com
biotécnicas reprodutivas avancadas (Collares et al.,
2007).

A transgénese inclui fundamentalmente dois
diferentes tipos de experimento: adicdo de genes e
troca de genes por recombinagdo homdloga. No
primeiro caso uma informagdo genética adicional é
introduzida de uma maneira estivel dentro do
genoma do animal. O gene “estranho” geralmente
codificam para uma proteina a qual pertence a
mesma espécie ou outra espécie animal. O gene
adicional pode ter sido transferido para inibir a
expressdo de um gene endégeno. No segundo caso, o
DNA “estranho” pode ser um gene inativo. O gene
enddégeno assim torna-se eliminado (knocked out). O
DNA “estranho” pode ser modificado mas a versdo
ativa do gene enddgeno ou um gene bastante
diferente (Freitas et al.,2007a).

As aplicagdes, como a produgdo de produtos
farmacolégicos, a producdo de modelos para estudos
de doengas animais ou humanas, a melhoria de
caracteristicas de produg¢do animal, o estudo da
regulacdo e a expressdo gé€nica, entre muitas outras,
sdo direta ou indiretamente relacionadas ao bem-
estar do homem (Jaenisch, 1988; Houdebine, 2005).

Embora muitas proteinas terapéuticas humanas
sejam, atualmente, produzidas em fermentadores
microbioldgicos, usando técnicas de DNA
recombinante, o processamento microbiano ndo se
mostra adequado para um grande nimero de
proteinas bioativas, isso porque as bactérias ndo sao
capazes de realizar reacdes de modificagdes pds-
sintéticas, as quais sdo requeridas para a atividade
bioldgica plena (Collares et al., 2007).
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O cultivo de células de mamiferos foi uma
alternativa interessante para resolver os problemas
dos padrdes diferenciados na execucdo das
modificacdes pos-traducionais. Entretanto, quando
esse sistema ¢ transportado a propdsitos de produgdo
em larga escala, torna o custo extremamente alto,
inviabilizando a  producdo de  proteinas
recombinantes neste sistema (Niemann et al., 2005).

Uma alternativa em potencial, apesar de ainda ter de
cruzar muitas barreiras reguladoras é a produgdo de
animais transgénicos como modelos de biorreatores
de proteinas com elevado valor bioldgico. Este
processo possui um elevado custo, mas a relagdo
custo - beneficio mostra-se favordvel, uma vez que
apds o animal ser produzido, pode reproduzir-se e
propagar o gene de interesse a sua progénie (Wall et
al., 2000).

A possibilidade de animais transgénicos expressarem
proteinas em determinados Orgdos, utilizando-se
promotores tecido-especificos, torna-os vidveis
como biorreatores de proteinas de importancia
biomédica. Animais de producido podem servir como
biofabricas na producdo em larga escala de proteinas
expressas nos fluidos corporais. O isolamento de
proteinas expressas nos fluidos corporais apresenta

vantagens sobre os tecidos, pois estes sdo
constantemente produzidos e aquelas s@o facilmente
recuperadas, quando comparado aos tecidos

(Wheeler et al., 2003). Isto tem sido relatado para
uma série de protefnas, sejam em vacas, cabras,
ovelhas, porcas, coelhas ou camundongas
(Houdebine, 2002).

A producdio de proteinas terapéuticas de animais
biorreatores € bem estabelecida e os primeiros
produtos jd estdo na fase final de aprovacéo e prestes
a ganhar o mercado (Hunter et al., 2005; Collares et
al., 2007). Uma grande variedade de proteinas
humanas, totalizando um numero aproximado de
100, tem sido expressa no leite de diversas espécies
animais, como bovinos, caprinos, ovinos, suinos e
coelhos transgénicos (Dunn et al., 2005; Soler et al.,

2006).

Em 2006 foi aprovada pela Agéncia Européia de
Medicina a produgdo pioneira da antitrombina
humana  pela  empresa americana ~ GTC
Biotherapeutics, valendo-se de cabras transgénicas
como biorreatores. O novo medicamento se chama
Atryn® e serd comercializado na Gra-Bretanha e em
outros paifses europeus (Freitas et al., 2007b).
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Em 2000 foi iniciado um projeto entre a
Universidade Estadual do Ceard (UECE),
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e
Academia de Ciéncias da Russia para produgdo de
caprinos transgénicos como biorreatores. A idéia
geral deste projeto estd baseada na possibilidade de
introduzir no genoma de caprinos uma construgdo de
DNA capaz de promover a produgdo de qualquer
proteina humana de valor terapéutico pela glandula
mamaria dessa espécie. Em um primeiro passo foi
planejado obter caprinos transgé€nicos capazes de
produzir o “Fator Estimulante de Colonias de
Granuldcitos humano” (hG-CSF). Essa proteina foi
escolhida devido a sua importincia para satide
humana, pois 0 hG-CSF aplica-se extensivamente na
prevengdo do desenvolvimento da neutropenia, apds
quimio ou radioterapias intensivas, na estimulagdo
da hematopoiese ap0ds transplante de medula Gssea
ou ainda no tratamento de diversas doencas
relacionadas a imunodeficiéncia. O hG-CSF também
vem sendo utilizado como um fator que mobiliza
células tronco para regeneragdo das dreas de infarto
no miocardio, mostrando um novo e amplo campo
de aplicagdo desse farmaco (Freitas et al., 2007b).

Em 2006 foi realizado um experimento pela
referente equipe, na qual os embrides foram
microinjetados com uma construgdo de DNA,
contendo o gene do hG-CSF. Apds a microinjecao,
os embrides foram transferidos para as receptoras
que responderam ao tratamento, obtendo um macho
transgénico, chamado de “Carlos” sendo o primeiro
relato do nascimento de um caprino transgénico na
América Latina (Freitas et al., 2007b).

CONSIDERA COES FINAIS

Os avangos obtidos com relagdo as biotécnicas
ligadas a reproducdo animal tém acompanhado o
crescimento da caprinocultura mundial. Estas
técnicas apresentam grande importancia uma vez que
assumem o papel de ferramenta essencial para o
melhoramento genético dos rebanhos. Apesar de
algumas destas ainda estarem restritas aos centros de
pesquisa, como € o caso da MOIFOPA, transgénese
e clonagem, despontam como promissoras na
medicina veterindria e humana, contribuindo para a
elucidacdo de varios mecanismos envolvidos na
reprodugdo e em doengas, bem como na produgéo de
farmacos e substincias de importancia na biologia.
Sendo ainda necessdrias mais pesquisas para que
seja possivel a sua aplicabilidade.
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