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OLIVEIRA, T.M. Parametros quali-quantitativos na selecdo de receptoras
em programas de transferéncia de embrides ovinos. Botucatu, 2009.
Dissertagédo (Mestrado) — 69p - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista — UNESP.

Resumo

Objetivou-se avaliar parametros quali-quantitativos relacionados a receptora e
ao embrido inovulado e a relacdo destes com as taxas de sobrevivéncia
embrionaria ovina. Os parametros utilizados foram idade, peso, indice de
massa corporea, escore de condicdo corporal, nimero de corpos liteos no
momento da inovulacdo, aspecto dos corpos luteos, concentracdo de
progesterona plasmatica, intervalo entre o fim do tratamento hormonal e inicio
dos sinais de estro e a duracdo do estro das receptoras. Os embrides foram
avaliados quanto ao estadio de desenvolvimento, qualidade, nimero de
embribes inovulados e estado, congelado ou fresco. Foram utilizados 90
embrides das racas Santa Inés e Dorper, inovulados em receptoras
sincronizadas com esponja impregnada com 60 mg acetato de
medroxiprogesterona por 14 dias, somado a administracdo 400 Ul de
gonadotrofina coribnica equina (eCG) no momento da retirada da esponja.
Receptoras com maior indice de condi¢cdo corporal e maior concentracdo de
progesterona plasmatica apresentaram melhor taxa de sobrevivéncia
embrionaria e entre esses dois fatores ha uma correlagéo positiva. As demais
variaveis relacionadas as receptoras nao influenciaram de maneira significativa
a taxa de sobrevivéncia embrionaria. O estadio de desenvolvimento
embrionario exerceu influéncia sobre a taxa de sobrevivéncia embrionaria, a
taxa de prenhez das receptoras nao diferiu em relacdo a qualidade dos
embrides (graus 1 e 2) e aqueles transferidos a fresco resultaram em taxas de
sobrevivéncia superiores quando comparados aos transferidos apos serem

congelados-descongelados.

Palavras-chaves: transferéncia de embrido, ovinos, receptoras



OLIVEIRA, T.M. Qualitative and Quantitative parameters in recipient
selecting of ewe embryos transfers programs. Botucatu, 2009. Thesis
(Master) - 69p -Faculty of Veterinary Medicine and Animal Sciences, Campus of
Botucatu, University of Sdo Paulo State — UNESP.

Abstract

The objective was to evaluate qualitative and quantitative parameters related to
recipient and ovulated embryo and their relationship with the rates of embryo
survival. The parameters used were: age, weight, body mass index, body
condition score, number of corpus luteum at the time of embryo transfer, an
aspect of corpus luteum, plasma progesterone concentration, interval between
the end of the treatment and early signs of estrus and estrus length of the
recipient. The embryos were evaluated for stage of development, quality,
number of embryos ovulated and state, frozen or fresh. Were used 90 embryos
of Santa Inés and Dorper, ovulated on recipeint synchronized with sponge
impregnated with 60 mg medroxyprogesterone acetate for 14 days, added to an
administration of 400 IU of equine chorionic gonadotropin (eCG) at the time of
sponge removal. Recipient with higher level of body condition score and higher
plasma progesterone concentration showed better embryo survival rate and
between these two factors is a positive correlation. The other variables related
to the recipient did not influence significantly the embryo survival rate. The
stage of embryonic development influence upon the embryo survival rate,
however, embryos of grades 1 and 2 did not differ in these rates. The fresh

embryos had higher survival rates when compared to frozen-thawed embryos.

Key-words: embryo transfer, ewe, recipients.



1. Introducéo

Em 2007, segundo dados do IBGE, o rebanho de ovinos no Brasil
correspondia a 16.239.455 cabecas, ocupando posicdo entre os dez maiores

rebanhos do mundo.

Os programas de transferéncia de embrides, uma associacdo de
diversas biotécnicas da reproducdo, através da maximizacdo do
aproveitamento reprodutivo da fémea, tém se consolidado em nosso pais por
possibilitar a disseminacdo acelerada de animais geneticamente superiores,
além de permitir a reducdo do intervalo entre geragbes. Contudo, o pleno
aproveitamento deste potencial depende da maximizagdo do numero de
progénies nascidas de fémeas de alto mérito (BARI et al., 2003). A reducéo dos
custos em qualquer estadio da producdo dos embrides, possibilitaria um
aumento no uso da técnica e do ganho genético (BARIL et al., 2001) uma vez

gue a questao econdmica € um fator limitante ao seu emprego.

Segundo Sreenan e Diskin (1987) a taxa de sobrevivéncia embrionéaria
ap6s a transferéncia de embrides pode ser influenciada por fatores como
anormalidades cromossomicas, efeito da doadora, idade e qualidade dos
embrides transferidos, método e local da transferéncia, sincronia doadora -
receptora, estado nutricional e concentracdes séricas de progesterona na

receptora no momento da inovulacéo.

Na vaca, ovelha e cabra fatores especificos tanto aos embrides quanto
as receptoras tém sido sugeridos, por influenciarem a sobrevivéncia dos
embrides transferidos. Entre eles, tém sido relatados: estadio de
desenvolvimento embrionario, qualidade do embrido, nimero de corpos luteos
e idade e numero de paricdes das receptoras (HASLER et al., 1987; LOONEY
et al., 1984; ALABART et al, 1995; ARMSTRONG e EVANS, 1983,
ARMSTRONG et al., 1983).

Evidéncias sugerem que o correto preparo sanitério, nutricional e o
manejo pré e pds-inovulacdes das receptoras podem ser responsaveis por até
50% do sucesso na sobrevivéncia embrionaria. Em caprinos e ovinos a taxa de

ovulacao das receptoras foi um fator determinante no desempenho reprodutivo,



gque é altamente dependente da condicdo corporal, consequentemente, do
aporte nutricional (GONZALEZ et al., 2003).

A maior sobrevivéncia embrionaria esta diretamente relacionada a
guantidade e qualidade dos corpos lateos produzidos por doadoras e
receptoras (ARMSTRONG et al., 1983). Além destes fatores, para que o
programa tenha sucesso, € fundamental que os embrides, de boa qualidade,
sejam transferidos a receptoras que se encontrem absolutamente
sincrénizadas com as doadoras, quanto ao dia e momento de manifestacdo do
estro (VIEIRA et al., 2002; TRALDI, 2006).

Fator determinante para utilizacdo das receptoras, com seu ciclo
sincronizado com o das doadoras, foi a presenca do corpo luteo (CL), sendo
este indicativo de ovulagao anterior (VIEIRA et al., 2002). A progesterona (P4)
produzida pelo CL, tem um papel vital no desenvolvimento embrionario inicial,
implantacdo e manutencdo da gestacdo. Suas concentracdes plasmaticas nas
estdo relacionadas ao numero de ovula¢des ou CL(s) na ovelha (ASHWORTH
et al., 1989).

Estas concentracfes plasméaticas de P4 podem ser afetadas por um
distarbio conhecido como regressdo prematura do CL, caracterizado pela
diminuicdo da longevidade deste. Foi demonstrado que em ovelhas, altos
niveis de estradiol afetam diretamente as concentracdes de receptores de
ocitocina no endométrio e consequentemente liberacdo de PGF,, em resposta
a ocitocina (BEARD et al., 1994).

2. Revisao de Literatura

2.1 Caracteristicas Morfométricas e Peso Corporal

O peso corporal em ovinos € visto como uma medida indireta e pouco
eficaz para avaliar-se o estado nutricional, devido as diferentes racas com
presenca ou ndo de |4, aos tipos de gestacbes e ao estado do animal
(BOUCINHAS et al., 2006). Com isso alguns trabalhos tém utilizado a avaliagédo

da condicao corporal (CC) como um meétodo eficaz e simples para se obter o



estado nutricional do rebanho (GUNN et al. 1984, THOMPSON & MEYER,
2009).

A aplicacdo do indice de massa corporal (IMC) através do uso da
equacdo: IMC=peso.[(AC.100™)(CEI.100%)]?, sendo AC a altura da cernelha e
CEl o comprimento do esterno a tuberosidade isquiatica, foi uma alternativa
mais objetiva e ndo menos efetiva de representacédo do estado corporal animal
(RIBEIRO et al., 2007).

Segundo Boucinhas et al. (2006) a condicao corporal influenciou a taxa
de ovulagéao e de acordo com McNeilly et al. (1987) isto ocorre pela alteragcéo
da concentracdo plasmatica de hormonio foliculo estimulante (FSH), que
acabou afetando o numero de foliculos potencialmente ovulatorios crescendo
além dos 4mm. De acordo com esta idéia, Kleemann et al. (2006) descreveram
uma correlagao positiva entre a taxa de ovulagéo e o peso vivo da ovelha e sua
condicdo corporal, relatando que a manipulacdo destes dois parametros pela
nutricdo pode aperfeicoar os ganhos com a eficiéncia reprodutiva. Para West et
al. (1991) e Abecia et al. (1997), isto traduz-se no fato do sucesso embrionario

também depender da condicao corporal da fémea na época da cobertura.

Na mesma linha de raciocinio, Adams e Ritar (1986) observaram que ha
relacdo entre caracteristicas corpéreas e a concentracdo de receptores de
estrégeno na hipofise de ovelhas, e que isto pode influenciar no mecanismo

pelo qual o peso vivo e a taxa de ovulagéo se interelacionam.

Para o desenvolvimento pubere normal e a continuidade da capacidade
reprodutiva na vida adulta, adequado estoque de energia foi pré-requisito
essencial (BURCELIN et al.,, 2003). O estado metabdlico dependeu da
guantidade de alimento consumido, da quantia de reservas corpoOreas e da taxa
de consumo de energia. Mudancas em qualquer destes trés componentes
podem influenciar na capacidade reprodutiva (ZANGH et al., 2005).

Além disso, a baixa condicdo corporal materna pode levar a um
crescimento fetal assimétrico no terco médio da gestacédo e a uma alteracdo no
peso fetal, produzindo potencialmente implicacdes na saude da vida pos-natal
destes cordeiros (OSGERBY et al. 2002). Segundo Nancarrow (1994),



embrides de ovelhas com condicdo corporal baixa no momento da fecundacéo
e no decorrer da gestacdo estdo mais sujeitos a mortalidade embrionaria

precoce.

As correlacdes genéticas e fenotipicas entre peso corporal e outras
medidas corporais lineares foram elevadas e positivas, significando que os
genes semelhantes estdo controlando todos eles e, assim, a selecdo de um
levaria a efeitos positivos e correlacionados do outro (ABDULLAH e
OLUTOGUN, 2006).

Experimento realizado por Santana et. al. (2001) com 28 ovinos da raca
Santa Inés, os coeficientes de correla¢cdes encontrados entre peso corporal e
as medidas de perimetro toracico e comprimento corporal indicaram que as
mesmas estdo altamente correlacionadas. Ja para os coeficientes entre a
altura da cernelha e da garupa mostraram correlacdes mais baixas que as
encontradas em relacdo aos pesos corporais, perimetro toracico e
comprimento corporal. Ojedapo et. al. (2007) também encontraram em fémeas
caprinas de diferentes idades, correlagdo entre mensuracdes corporais e peso

vivo dos animais.

Nos resultados encontrados por Dantas et. al. (2008) houve correlagcao
entre as variaveis pesquisadas, demonstrando a intima ligacdo entre
circunferéncia toracica e peso corporal. Os resultados indicaram que a

circunferéncia toracica explica 70% do peso corporal dos bodes.

Dai a necessidade de estudar os parametros quali-quantitativos como
idade, peso e escore corporal, indice de massa corpérea, tempo de duracdo do
estro, intervalo entre o fim do tratamento hormonal e o inicio do estro, nimero
de corpos lateos e caracteristicas do Utero e ovarios das receptoras, além de
caracteristicas inerentes ao embrido, na selegéo de receptoras em programas

de transferéncia de embrides ovinos.



2.2Exame ultrassonografico

A ultrassonografia tem se mostrado uma ferramenta util no estudo dos
eventos reprodutivos, bem como no monitoramento da dinamica folicular,
gestacdo e alteracbes uterinas nos pequenos ruminantes (LOPES JUNIOR,
2004; ALI et al., 2006; ROMANO e CHRISTIANS, 2008). Entretanto a técnica
ainda tem uso restrito em nosso pais, principalmente no que diz respeito as

alteracoes uterinas e seu diagnostico.

A probe linear de 5,0 ou 7,5 MHz é indicada para o exame transretal
(BICUDO, 2009). Tem sido utilizada com muita eficiéncia na avaliacdo da
dindmica folicular (DUGGAVATHI et al., 2003; RUBIANES e MENCHACA,
2003; ALI et al.,, 2006), no diagnéstico precoce de gestacdo, permitindo a
identificacdo de evidéncias de gestacao entre 16 e 20 dias ap0s a cobertura
(ROMANO e CHRISTIANS, 2008; BICUDO, 2009), na sexagem fetal (SANTOS
et al., 2007; SANTOS et al., 2008), no diagnostico de alteracdes uterinas
(HESSELINK, 1993; LOPES n JUNIOR, 2004) e no acompanhamento da
involugdo uterina (ABABNEH e DEGEFA, 2005; HAYDER e ALI, 2008) nos

pequenos ruminantes.

As caracteristicas da involugdo uterina tém sido extensivamente
estudadas com o uso da ultrassonografia em outras espécies, como hos
equinos (GRIFFIN e GINTHER, 1992), assim como na vaca (OKANO e
TOMIZUKA, 1987) e em cadelas (YEAGER e CONCANNON, 1990). Nos
pequenos ruminantes, a ultrassonografia é rotineiramente utilizada no
diagnostico de gestacdo, porém, também forneceu uma alternativa né&o
invasiva de imagens diretas, “in vivo”, dos érgaos reprodutivos internos e
caracterizacao de eventos reprodutivos de importancia econémica (GRIFFIN e
GINTHER, 1992). Experimento realizado por Ababneh e Degefa (2005)
examinou a acuracia da ultrassonografia na avaliacdo da involugéo uterina pela
unido dos resultados da mensuragdo ultrassonografica “in vivo” com o0s
achados macroscépicos do mesmo trato genital apés o abate. A estreita
associacao entre as imagens do ultrassom e as mensuracoes fisicas indicou a

utiidade da técnica em questdo para o estudo da involucdo uterina. A
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utilizacdo desta técnica para avaliar a regressdo uterina ainda é pouco

empregada.

Assim como os distarbios na involugdo uterina, existem alteracdes
reprodutivas, como a hidrometra e a piometra, que também podem prejudicar a

performance reprodutiva das fémeas caprinas e ovinas.

O diagnostico pode ser baseado nos sinais clinicos (dilatacdo abdominal
e auséncia de estro) e confirmado com seguranca por ultrassonografia
(BATISTA, 2001; HESSELINK et al., 1995; LOPES JUNIOR et al., 2004).
Devido a semelhanca da imagem ultrassonografica entre a hidrometra, em
processo inicial, e um utero gravidico, a recomendacédo é de que o0 exame seja
realizado apos 40 dias de gestacdo, quando a presenca de placentomas e do
feto serd o diferencial entre os dois casos (HESSELINK, 1993; HESSELINK et
al., 1995; PIETERSE e TAVERNE,1986). Estes mesmos autores recomendam,
ainda, a repeticdo do exame, ja que mesmo apoOs tratamento o liquido

intrauterino pode continuar a ser observado.

2.3 Intervalo entre o final do tratamento hormonal e inicio do estro e

duracéo do estro

O estro varia de 20 a 36 horas, com média de 26 horas (PINEDA, 1989;
LINDSAY, 1991; JAINUDEEN e HAFEZ, 1993). A ovulacdo € espontanea e
ocorre no final do estro, cerca de 24-27 horas apdés o inicio. Ovulacdes duplas
e triplas sdo comuns, e estas ocorrem dentro de duas horas apés a primeira

ovulacao (Lindsay, 1991).

A sincronizacdo do estro € extensivamente aplicada no manejo
reprodutivo da ovelha nos rebanhos pelo mundo. Tratamentos com pessarios
intravaginais impregnados com progesterona, acetato de medroxiprogesterona
(MAP) ou acetato de fluorogestona (FGA), ou implantes contendo norgestomet,
por um periodo de 10-16 dias tem sido usados com sucesso para
sincronizagao do estro nas ovelhas, durante a estacéo reprodutiva ou fora dela
(ROBERTS e HAFEZ, 1969; AINSWORTH e WOLYNETZ, 1982; JABBAR et
al., 1994; STELLFLUG et al., 1994; HAYATU et al. 2009).
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Boscos et al. (2002) obtiveram, em ovelhas sincronizadas no inicio da
estacdo reprodutiva com MAP por 12 dias mais 400 Ul de gonadotrofina
coridnica equina (eCG) na retirada da esponja, 33% dos animais em cio entre
2-4 dias apds a retirada do implante. Em ovelhas submetidas ao mesmo
tratamento no meio da estacao reprodutiva o resultado foi de 92,5% de fémeas

em estro no periodo de 2-4 dias apoés a retirada da esponja.

Fonseca et al. (2005) encontraram em cabras leiteiras um intervalo
médio de 48.0 £ 9.4 h entre a administracdo da eCG, feita 24h antes da
retirada da esponja impregnada com acetato de medroxiprogesterona (MAP), e
0 inicio do estro, resultado similar aos encontrados por Baril et al. (1996) e
Ahmed et al. (1998).

Segundo Baril et al. (1996) e Rubianes et al. (1998), em cabras, a
fertiidade foi menor quando o intervalo entre a retirada do pesséario e a
ovulacéo foi superior a 30 horas. Esses autores relataram que a reducao esta

possivelmente relacionada a presenca de anticorpos anti-eCG.

Para Cline et al. (2001), que trabalharam com implantes de norgestomet
em ovelhas durante 10 dias com uma aplicacdo de eCG no momento da
retirada do implante, o inicio do estro ocorreu em média apds 36h da retirada.
Também foi relatado por Kridli e Al-Khetib (2006) que ovelhas sincronizadas
com pessarios impregnados com FGA durante 10 dias e com uma unica dose
de eCG no momento da retirada das esponjas, apresentaram estro cerca de 34
+ 8h apbs o término do tratamento. De acordo com Dias et al. (2001),
sincronizando o estro de 86 ovelhas deslanadas através de esponjas vaginais
impregnadas com FGA durante 12 dias somada a uma aplicagdo de 200Ul ou
400Ul na retirada da esponja, os intervalos entre o final do tratamento e o inicio

do estro foram de 45,9 + 7,8 e 40,4 = 10,3, respectivamente.

Em um experimento realizado com ovelhas Suffolk, tratadas com
esponjas impregnadas com 750 mg de progesterona durante 14 dias e eCG
(500UI) dois dias antes da retirada da esponja, divididas em trés grupos em
estacOes diferentes do ano, a média do intervalo entre o final do tratamento e o

inicio do estro foi de 25,5 + 4,1 h na primavera, 23,6 = 4,0 h no verdo e 22,3 £
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6,4 no outono e a duracédo do estro foide 19,3+ 4,4 h, 23,6 28 he 27,6 £8,3
h respectivamente (KUSAKARI et al., 1995).

No trabalho executado por Cline et al. (2001), usando implantes de
norgestomet as ovelhas ovularam em média 75,6h apdés a remocgdo do

implante.

Segundo Souza et al. (1994) o pico de LH em ovelhas ocorreu dentro de
4-8h do inicio do estro. O pico de LH apdés o tratamento com P4 e eCG

aconteceu em 45 * 0,9h e a ovulagéo 66,0 + 0,7 h apés a retirada da esponja.

2.4 Atividade Luteal

O estabelecimento da gestacdo envolve complexa integracdo entre o
embrido, ambiente uterino e o corpo luteo (SREENAN e DISKIN, 1987; MANN
et al.,, 1999). A progesterona provoca modificacdbes no ambiente uterino,
influenciando o crescimento e desenvolvimento do concepto (GEISERT et al.,
1992)

A progesterona € importante no controle do mecanismo de lutedlise, por
inibir o desenvolvimento de receptores endometriais para a ocitocina (VALLET
e LAMMING, 1991; LAU et al., 1992). Em fémeas com baixa concentracédo de
progesterona, esta inibicdo é menos efetiva (LAMMING e MANN, 1993) e o
mecanismo luteolitico desenvolve-se antecipadamente, proporcionando menor

tempo para o embrido tornar-se capaz de bloquear a lutedlise.

O diestro ou fase latea é a dominante no ciclo estral, e dura 12 a 14 dias
na ovelha. Embrifes viaveis devem estar presentes no Utero até o dia 13 do
diestro para fornecer sinal luteotropico (PINEDA, 1989). Se ndo ha embrides
vidveis presentes, o corpo luteo regride rapidamente sob a influéncia da PGFyq,
e a ovelha inicia outro ciclo (ZARCO et al., 1988). Este processo repete-se
durante subsequentes ciclos até o final da estacdo reprodutiva, se a ovelha néo
se tornar prenhe (SASA et al., 2002).

De acordo com Minton et al. (1990), valores plasméaticos de

progesterona inferiores a 1 ng/mL podem caracterizar as fases de estro ou de
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anestro, enquanto valores superiores a 3 ng/mL caracterizam a fase de diestro
(luteal) ou gestacdo. A fase de anestro diferencia-se da fase de estro quando
as concentracbes de progesterona permanecem baixas por um periodo
superior a 10 dias (SASA et al., 2002).

A concentracdo de progesterona plasmatica nas receptoras foi
relacionada ao numero de ovulacfes ou corpos lateos em ovelhas (Ashworth et
al., 1989). A sobrevivéncia embrionaria tem sido relatada por aumentar com a
concentragdo de progesterona plasmatica em vacas (Hasler et al., 1980,
Remsen et al., 1982) e o numero de corpos luteos em cabras (Armstrong et al.,
1983), e ha evidéncias de uma variacdo consideravel na secrecdo de
progesterona durante sucessivas gestacbes em ovelhas (Ashworth et al.,
1989), o que indica que € possivel que idade e paricdo da ovelha receptora

também podem afetar a sobrevivéncia embrionaria.

Segundo Vasconcelos (2000; 2001) e Baruselli (2000), em fémeas
bovinas, corpos lateos (CLs) maiores irdo secretar mais progesterona (P4) e
isto consequentemente tera um efeito positivo no reconhecimento da gestacao
tanto na inseminacao artificial quando nos programas de transferéncia de
embrides. Contudo, Spell et al. (2001) ndo observaram diferencas no tamanho
do corpo Iuteo (CL) ou concentracdo de P4 plasmatica entre receptoras que

ficaram ou ndo prenhes apoés a transferéncia de embrido.

Durante todo o periodo estudado por Sasa et al. (2002), em regido
localizada na latitude 21°59' Sul e longitude 47°26' oeste, as borregas da raca
Santa Inés (SI) encontravam-se em atividade ciclica reprodutiva apresentando
valores de progesterona que variaram de 0,08 a 7,36 ng/mL ao longo do ciclo
estral. As fémeas das racas Romney Marsh (RM) e Suffolk (SU) encontravam-
se em atividade reprodutiva somente no periodo de abril a julho com valores
plasmaticos que variaram de 0,13 a 7,05 ng/mL e de 0,15 a 7,30 ng/mL,
respectivamente. No periodo de agosto a novembro, os valores oscilaram de
0,06 a 0,43 ng/mL para RM e 0,10 a 0,47 ng/mL para SU caracterizando que as

fémeas de ambas as racas encontravam-se em anestro.
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2.5 Fatores relacionados ao embriao

O efeito do estadio de desenvolvimento embrionario na subsequente
sobrevivéncia do embrido tem sido investigada em vacas e ovelhas. Enquanto
alguns desses estudos indicaram alta taxa de sobrevivéncia para blastocistos
comparados a morula (ARMSTRONG e EVANS, 1983; LOONEY et al., 1984;
DONALDSON, 1985; HASLER et al., 1987), outros falharam em demonstrar
qualquer diferenca (SHEA, 1981; LINDNER e WRIGHT Jr, 1983; MARKETTE
et al., 1985; THOMPSON et al., 1995).

A taxa de prenhez em vacas tem sido relatada por aumentar conforme a
melhoria da qualidade do embrido (DONALDSON, 1985, BREUEL et al., 1991).
Entretanto, esta ndo parece ser uma associacdo especialmente precisa desde
gue em outro estudo nao houve diferenca significativa na taxa de sobrevivéncia
dos embrides de Graus 1 e 2, ou de embrides de Graus 3 e 4 (SREENAN e
DISKIN, 1987). Similarmente, em ovelhas ndo houve diferenca na taxa de
sobrevivéncia entre embrides classificados como “‘bom” e “excelente” no
momento da transferéncia (ALABART et al., 1995).

Para Hasler (2001) na transferéncia de embrides tanto frescos quanto
descongelados houve diferenca significativa nos indices de prenhez para
embrides de graus diferentes de qualidade na espécie bovina. Quando
embribes de mesmo estadio de desenvolvimento e qualidade foram

comparados, os indices de prenhez nao diferiram de maneira significativa.

3. Objetivos
Objetivo Geral:

- Avaliar parametros qualitativos e quantitativos empregados na selecéo
de receptoras de embribes ovinos visando relaciona-los a performance de

sobrevivéncia embrionaria pds-inovulacéo.
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Objetivos Especificos:
- Relacionar os indices de prenhez com idade do animal,

- Avaliar a possivel correlagcdo da condi¢cdo corporal com indices de

prenhez das receptoras de embrido

- Avaliar as caracteristicas de Utero e ovarios de ovelhas receptoras de

embrides;

- Mensurar o tempo decorrido entre a retirada da esponja/aplicacdo do

eCG e o inicio do estro e sua duracgao;

- Avaliar o numero de corpos luteos (CLs) e a qualidade destes no ato da

inovulacao;
- Quantificar a concentracdo de progesterona P4 plasmatica;

- Avaliar a taxa de concepcao/prenhez e correlaciona-la com os

parametros estudados.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

4.1.1 Local de realizagcdo do experimento

O experimento foi realizado em diversas propriedades rurais, no estado
de Séo Paulo, situadas nos municipios de Tieté (23°06' de latitude sul e a
47°42' de longitude oeste), Botucatu (22° 53" de latitude sul e a 48° 26' de
longitude oeste), Avai (22° 08' de latitude sul e 49° 19' de longitude oeste) e
Colina (20° 42' de latitude sul e 48° 32' de longitude oeste). O periodo de
realizacdo do experimento se estendeu de Janeiro de 2008 a Fevereiro de
20009.
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4.1.2 Animais

Foram utilizadas 13 ovelhas nuliparas e pluriparas com idade entre 2 e 5
anos das racas Santa Inés e Dorper como doadoras e outras 90 com idade
entre 12 e 48 meses, em sua grande maioria Santa Inés ou ¥ sangue Santa

Inés e uma pequena parcela de fémeas da raga Lacaune, como receptoras.
4.1.3 Avaliacéao ultrassonogréfica

Para os exames ultrassonograficos foi utilizado equipamento SSD

(Aloka®) com transdutor prostético linear de 7,5 MHz (Aloka®).

Antes do inicio do tratamento hormonal e continuidade do trabalho, todas as
receptoras foram avaliadas por meio de ultrassonografia transretal com o intuito
de detectar normalidade do genital e exclusédo de possivel gestacao. Apenas as
receptoras que ndo apresentaram alteracdes detectaveis do genital ao exame

ultrassonogréfico foram inseridas no experimento.

A constatacdo da prenhez das receptoras apds a inovulacao foi feita por
ultrassonografia. O diagnéstico de gestacdo das receptoras foi realizado em
torno dos 30 dias e repetido aos 60 dias apds a inseminacao artificial (1A) das
doadoras.

4.1.4 Avaliacdo morfométrica, de escore, peso corporal e idade do

animal

Antes do inicio do tratamento hormonal foram realizadas as avaliacdes
biométricas dos animais. As afericbes foram realizadas com a fémea em
posicdo quadrupedal, por meio do uso de um paquimetro, verificando-se as
medidas de altura de cernelha (AC) e comprimento esterno isquiatico (CEI) em

centimetros (cm).

Foi aferido o peso corporal do animal, em quilogramas (kg), para que o

indice de Massa Corpérea (IMC) pudesse ser calculado pela da formula:
IMC = Peso x [(AC x 100 ") x (CEI x 100 %] !

sendo o peso expresso em kg e AC e CEIl expressos em cm (Adaptado de
BICUDO et al., 1995).
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A avaliacdo da condicao corporal foi realizada de acordo com o método

proposto por Thompson e Meyer (2009) utilizando-se uma escala de 1 a 5.

Como algumas propriedades utilizadas no experimento ndo dispunham
de escrituragcdo do controle reprodutivo quanto a data de nascimento das
receptoras, a idade, foi estimada por meio da avaliacdo da denticdo destas. A
classificacdo foi realizada de acordo com o numero de pares de dentes
permanentes que 0S animais apresentavam no momento da avaliacdo, de
acordo com o método proposto por Yami et al. (2009), onde sugere-se que um
animal sem nenhum par de dentes permanentes possui idade inferior a 12
meses; com um par de dentes permanentes apresentava idade entre 12 e 18
meses; com dois pares a idade equivalente de 18 a 24 meses, trés pares a
idade entre 30 e 36 meses e com quatro pares de dentes permanentes idade

superior a trés anos.

4.1.5 Protocolos hormonais

O protocolo de superovulacdo das doadoras se constituiu na colocagao
(dia 0) de dispositivo intravaginal com progesterona (CIDR® Pfizer Satde
Animal), que foi trocado por outro dispositivo igual apds sete dias, e neste
momento foi aplicada uma dose de 100 pg de cloprostenol (Ciosin® Schering-
Plough Coopers). No dia 12 do tratamento, deu-se inicio ao tratamento
superovulatério com horménio foliculo estimulante (FSH) (Folltropin® Bioniche
Animal Health) que se estendeu por 4 dias. No dia 14 o dispositivo intravaginal
foi removido e 200 Ul de gonadotrofina coriénica equina (eCG) (NOVORMON
5000® Syntex S.A) foram administradas.
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| D7 - Troca CIDR ® D12 - Inicio D14 - retirada CIDR ®
+ Folitropin & +
| DO - CIDR® 0,5 mL Ciosin @ ImL Novarmon 5000 &

| | | |

| - 1
I Doses decrescentes |
4 dias

Folltropin @&
Figura 1. Protocolo de Sincronizacéo do estro e Superovulacao das doadoras*

Todas as receptoras foram submetidas ao tratamento hormonal para
sincronizagao do cio, iniciado no mesmo dia em que se iniciou o tratamento nas
doadoras. O tratamento nas receptoras constituiu-se na insercdo de esponja
impregnada com 60 mg acetato de medroxiprogesterona (PROGESPON®
Syntex S.A.) por 14 dias, somado a uma aplicacdo de 400 Ul de gonadotrofina
coriénica equina (eCG) (NOVORMON 5000® Syntex S.A) no momento da na

retirada da esponja.

D14 Retirada
Frogaspon®
+
2ml Novormon 5000 &

Progespon®

| |

Figura 2. Protocolo de Sincronizagdo do estro das receptoras

‘ Do

4.1.6 Deteccéo do estro

Tanto nas doadoras quanto nas receptoras o estro foi detectado com a
utiizacdo de reprodutores utilizando um avental no abddémen que
impossibilitava a cobertura ou entdo com rufides vasectomizados quando

disponiveis na propriedade.

A verificacdo do estro nas receptoras iniciou-se 24h apos a retirada das
esponjas e teve duracao de aproximadamente 3 dias.

* Comunicacdo pessoal de Leandro Rodello e Sony Dimas Bicudo, em 10 de Janeiro de 2008.
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4.1.7 Inseminacao artificial e colheita dos embrides

A inseminacéo artificial (IA) nas doadoras foi realizada por laparoscopia
no dia 16 apods o inicio do protocolo, sendo efetuados dois procedimentos no
mesmo dia, um pela manh& e outro no periodo da tarde. De acordo com a
conveniéncia da propriedade, algumas doadoras foram inseminadas com
sémen congelado e outras com sémen fresco, avaliados quanto sua qualidade
antes da IA. Os embrides foram colhidos cirurgicamente no dia seis (06) apos a
IA, conforme citado por Bari et al. (2003), como o mais utilizado em trabalhos

publicados sobre o0 assunto, bem como na pratica comercial.
4.1.8 Inovulagéo das receptoras

Os embrides colhidos foram avaliados quanto ao estadio de
desenvolvimento e grau de qualidade segundo a IETS (1998). Quando
congelados, os embrides foram descongelados pelo método classico lento em
meio contendo sucrose 0,5M (Encare ICP®, Nova Zelandia) acrescido de
etilenoglicol a 0,75M (Encare ICP®, Nova Zelandia), durante 5 minutos, sendo
depois transferidos para o meio de manutencéo constituido por albumina sérica
bovina (BSA) a 4% (Holding Encare ICP®, Nova Zelandia).

Apoés a avaliacao foram inovulados pela técnica da semi-laparoscopia nas
receptoras que haviam apresentado estro. O corno uterino escolhido, por
laparoscopia, foi o ipsilateral ao ovario com a maior quantidade e/ou melhor
qualidade dos corpos luteos (CLs). O parametro decisivo para inovulagcéao era o
aspecto dos corpos luteos visualizados por laparoscopia previamente a
inovulacéo. Foi estipulado, de maneira subjetiva, uma classificacdo com trés
escores para esta variavel, sendo escore 3 para um corpo liteo com 6timo
aspecto macroscopico de coloracédo (avermelhada, indicando vascularizacdo) e
tamanho, 2 para um corpo Iiteo de bom aspecto (coloragdo ainda
avermelhada) e escore 1 para aqueles que  apresentavam coloracao
amarelada, palida e tamanho reduzido, sinalizando uma possivel regressao da

estrutura, sendo que, nesses casos, a inovulagédo nao foi realizada.
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4.1.9 Quantificacdo da progesterona plasmaéatica P4

Para realizacdo desta etapa foram realizadas, no dia da inovulacdo dos
embrides, colheitas de sangue das receptoras por meio da venopuncéo jugular,
em tubos heparinizados, mantidos sob refrigeracdo até o momento de
centrifugagéo a 1200 g por dez minutos. O plasma foi armazenado a -20°C

para posterior quantificacdo hormonal.

As quantificagOes de progesterona foram realizadas por radioimunoensaio
em fase sodlida utilizando-se kits comerciais (DPC® — Diagnostic Products
Corporations) seguindo-se as recomendacdes do fabricante, sendo a leitura
efetivada em um sistema automatizado de medida gamma (Gamma Count
mod.5500, Beckman- USA).

4.2 Analise Estatistica

Para o estudo da comparacéo dos grupos de diagndstico foi utilizado o teste
ndo paramétrico de Mann Withney quando a variavel apresentou auséncia da
caracteristica de normalidade e o teste t de Student para amostras
independentes quando a varidvel resposta mostrou-se com aderéncia a
distribuicdo normal de probabilidades (ZARR, 1999).

Para estudo das associacdes entre as variaveis “nominais” e a taxa de
concepcao foi utilizado o Teste de Associacdo de Goodman para contrastes

entre e dentro de populagbes multinominais (Goodman, 1964 e 1965).

Para a associacdo entre variaveis quantitativas utilizou-se o coeficiente de
correlacdo dos postos de Spearman onde indicou-se o valor da associacao

com o respectivo nivel descritivo do teste (ZARR, 1999).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise dos resultados obtidos ndo houve diferenca (P>0,05) de idade
nos grupos de receptoras que mantiveram ou nao ou ndo a gestacdo até o

momento do diagndstico realizado aos 60 dias pés-inovulagao.
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Da mesma forma constata-se que as medidas das demais variaveis
apontadas na Tabela 1, submetidas ao Teste de Mann-Whitney, também né&o
diferiram (P>0,05) quando se compara os dois agrupamentos de receptoras
(prenhes e ndo prenhes) sessenta dias apos as inovulacdes.

Tabela 1: Mediana (valores minimos e maximos) das variaveis segundo
diagndstico de gestacao (sobrevivéncia embrionaria) realizado aos 30 e 60 dias

em freceptoras de embrides ovinos.

Diagndstico de gestacao

VARIAVEL
N&o Prenhe Prenhe
(n=62) (n=28)
5,0 4,0
Idade (ano) (1,0-8,0) (1,0-8,0)
| o 42,0 36,0
Intervalo retirada esponja-cio (h) (18,0-66,0) (18,0-54,0)
~ , 36,0 36,0
Duracéao do cio (h) (12,0-60,0) (24,0-48,0)
, 1,0 1,0
Ndamero de CL E (0,0-3,0) (0,0-4,0)
, 1,0 1,0
Numero CL D (0,0-3,0) (0,0-2,0)
Qualidade CL E (1 a 3) a %120) (1§120)
Qualidade CL D (1 a 3) a g:go) (13120)

Teste Mann-Whitney P > 0,05 ; CL E= corpo luteo ovario esquerdo, CL D= corpo liteo ovéario esquerdo

Bari et al. (2003), compararam, em seu experimento, a taxa de
sobrevivéncia embrionaria em receptoras de mesma racga e foi significativa a
diferenca quando embrides de Grau 1 foram inovulados em receptoras com um
corpo lateo (71,6%) ou em receptoras com dois corpos luteos (78,7%).
Comparando os embribes de Grau 3, houve também diferenca significativa na
taxa de sobrevivéncia entre aqueles inovulados em receptoras com dois corpos
luteos (50,9%) e embrides inovulados em receptoras com tres ou mais corpos
luteos (82,3%). Os proprios autores relataram que estes efeitos ndo foram
consistentes ja que quando comparados os resultados na totalidade dos

embrides inovulados, de varios graus de qualidade, as taxas de sobrevivéncia
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embrionaria ndo apresentaram diferenca estatistica em receptoras que
apresentaram 1, 2, 3 ou mais corpos Iiteos no momento da inovulacdo. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos no presente trabalho, onde o
namero de corpos luteos nas receptoras, assim como a qualidade destes, ndo

influenciaram significativamente a taxa de sobrevivéncia dos embrides.

Resultados obtidos por Armstrong et al. (1983), em cabras, relatam que
taxas significantemente altas na sobrevivéncia embrionaria foram observadas
em receptoras com dois, trés ou mais corpos liteos comparados com aquelas
com apenas um corpo luteo. A diferenca existente entre espécies ndo é muito
clara, entretanto, pode indicar que, no presente estudo, a concentracdo de
progesterona sustentada por apenas um corpo lateo foi suficiente para o
crescimento, desenvolvimento e implantacdo embrionaria, conforme apontado
por Bari et al. (2003). Estas dados sdo consistentes com o relatado também
para vacas, para as quais um nivel plasmatico minimo de progesterona (5-8
ng/mL) € requerido para a sobrevivéncia embrionéria em receptoras (NIEMANN
et al., 1985; NORTHEY et al., 1985; REMSEN et al., 1982).

Bari et al. (2003) encontraram taxa de sobrevivéncia embrionaria de
77,1%, 695% e 785% em ovelhas receptoras de 1, 4 e 6 anos,
respectivamente. Para Alabart et al. (2003), que trabalhou com receptoras com
idade entre 2 e 5 anos, o fato de receptoras mais jovens terem fertilidade mais
alta, poderia ser explicado pelo fato de que ovelhas jovens provavelmente
sofreram menos problemas de saude. Similarmente, o uso de vacas jovens
como receptoras tem sido aconselhado (BROADBENT, 1992). Um declinio da
fertiidade com o aumento da idade tem sido relatado em ovelhas (COLAS et
al., 1973; GABINA e FOLCH, 1987) assim como em vacas receptoras (YANG
et al., 1993). No presente, a variacdo da idade das receptoras, entre 12 e 48

meses, nao apresentou diferenca significativa nas taxas de prenhez.

Para Alabart et al. (1995) o intervalo do ultimo parto e a prolificidade das
receptoras, em um programa de transferéncia de embrides ovinos, sédo
melhores preditores do desempenho reprodutivo destas do que as variaveis
peso e condicdo corporal, que nao influenciarem significativamente seus

resultados.
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Na Tabela 2 aponta-se o numero de embrides transferidos de acordo
com seu estadio de desenvolvimento, 0 niumero e a porcentagem de embrides
que sobreviveram e a porcentagem minima e maxima de embrides transferidos
gue probabilisticamente podem sobreviver segundo 0 seu estadio de

desenvolvimento.

Dos 59 embrides transferidos no estadio de morula somente 15
sobreviveram, avaliando-se pelo intervalo de confianca (95%) estabelecido, a
probabilidade minima de sobrevivéncia de embrides transferidos nesse estadio

de desenvolvimento € de 14,3% e a probabilidade maxima de 36,53%.

Quanto aos 22 embribes transferidos no estadio de blastocisto, dez
sobreviveram e nesse caso a porcentagem minima de sobrevivéncia sobe para
24,65% e a maxima para 66,27%.

Ja dos seis embrides transferidos no estadio de blastocisto expandido,
trés sobreviveram, sendo que a porcentagem minima de sobrevivéncia
embrionaria passa a ser de 10% enquanto a probabilidade maxima de
sobrevivéncia dos embrides transferidos nesse estagio € de 90%, diferindo

significativamente dos demais estadios de desenvolvimento embrionario.

ApoOs a avaliacdo dos dados encontrados, pode-se sugerir que o estadio
de desenvolvimento embrionario influencia na taxa de sobrevivéncia
embrionéria, sendo que, nas nossas condicbes experimentais, o estadio de
blastocisto expandido obteve melhores resultados frente aos demais (intervalo

de confianca de 95%).
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Tabela 2: Porcentagens e limites de confianca da taxa de sobrevivéncia
embrionaria 60 dias pés-inovulacdo de embrides em diferentes estadios de
desenvolvimento em receptoras de embrides ovinos.

ESTADIO Sobrevivéncia IC%
sobreviventes/transferidos (%) (sobrevivéncia)
Morula 15/59 (25,4) 14,3 a 36,5
Blastocisto inicial 0/3 (0,0) 0
Blastocisto 10/22 (45,5) 24,7 a 66,3
Blastocisto expandido 3/6 (50,0) 10,0 a 90,0
Total 28/90 (31,1)

IC: intervalo de 95% de confianga para a proporcdo de embrides sobreviventes segundo o estadio de desenvolvimento.

Na Tabela 3 demonstra-se que dos 90 embrides transferidos, 59 eram
de grau 1, sendo que destes somente 18 sobreviveram (diagndstico de
gestacédo realizado aos 30 e 60 dias pods-IA das doadoras), a porcentagem
minima de sobrevivéncia foi de 18,76% e a probabilidade maxima foi de
42,26% de embrides desta qualidade sobreviverem apds serem inovulados nas
receptoras. Os outros 31 embrides transferidos eram de grau 2 e somente nove
sobreviveram, sendo a probabilidade minima de sobrevivéncia de 13,05% e a
maxima de 45,01%. Nesse caso, ndo houve influéncia do grau do embrido

inovulado sobre a taxa de sobrevivéncia embrionéaria pos-inovulacao (P>0,05).

Tabela 3: Porcentagens e limites de confianca da taxa de sobrevivéncia
embrionaria segundo o grau de qualidade dos embribes transferidos a
receptoras de embribes ovinos.

QUALIDADE DO Sobrevivéncia IC%
EMBRIAO sobreviventes/transferidos (%) (sobrevivéncia)
Grau 1 18/59 (30,5) 18,8a42,3
Grau 2 9/31 (29,0) 13,1a45,0
Total 28/90 (31,1)

IC: intervalo de 95% de confianga para a propor¢éo de embrides sobreviventes segundo a qualidade.

No que diz respeito ao estadio de desenvolvimento embrionario os
resultados do presente estudo sdo semelhantes aos descritos por Bari et al.
(2003), onde as taxas de sobrevivéncia embrionaria pés-inovulacdo de mérulas
foi menor que de blastocistos, colhidos no dia 06. Os mesmo autores relatam,

ainda, que nédo houve nenhuma diferenca (P<0,05) na taxa de sobrevivéncia



25

entre os embrides de Grau 1 (75,6%) e 2 (73,8%), 0 que esta de acordo com o0s

resultados encontrados no presente estudo.

Em experimento realizado por Bari et al. (2003) a taxa de sobrevivéncia
dos embrides, colhidos aos 5 ou 6 dias, transferidos nos estadios de morula e
blastocistos, quando agrupados por dia de colheita, ndo foi diferente. Estes
resultados obtidos estdo de acordo com aqueles de alguns estudos em vacas,
ovelhas e porcas (POPE et al., 1986; COLEMAN et al., 1987; BREUEL et al.,
1991). Contudo, estes dados contrastam com aqueles que indicam uma alta
taxa de sobrevivéncia dos blastocistos comparados as das morulas
(ARMSTRONG e EVANS, 1983; DONALDSON, 1985; HASLER et al., 1987).

Bari et al. (2003), relatam que embrides de grau 3 e 4 toleram melhor a
assincronia, do estro entre doadora e receptora, do que os embrides de grau 1
e 2, e que as morulas iniciais toleram melhor esta assincronia do que os outros

estadios.

Para Donaldson (1985) as taxas de prenhez diminuiram 23,6% entre os
graus de qualidade 1 e 4, onde embrides de melhor qualidade de todos os
estadios apresentaram as maiores taxas de sobrevivéncia. O autor concluiu
gue a correspondéncia de certas fases do embrido com a sincronia do estro

entre doadoras e receptoras embora vantajosa, nem sempre € possivel.

No trabalho de Bari et al. (2003) ndo houve diferenca na taxa de
sobrevivéncia entre embribes de Graus 1 e 2 (756% e 73,8%,
respectivamente). Entretanto, conforme a qualidade do embrido declinou as
diferencas se tornaram mais notaveis. Embrides de Grau 3 tiveram uma menor
taxa de sobrevivéncia (61,4%) que os embrides de Graus 1 e 2, com uma
reducdo mais notavel na taxa de sobrevivéncia dos embrides de Grau 4
(37,5%), embora deva-se notar que o numero de embrides de Grau 4
transferidos foi relativamente menor. Segundo os autores, devido a todos os
embrides terem sido transferidos para receptoras com grau semelhante de
sincronizagdo de estro com as ovelhas doadoras, a melhor taxa de
sobrevivéncia dos embrides de alto grau deve ser devida a sua melhor
habilidade em ajustar ou alterar o ambiente uterino ao seu favor. Os autores

concluiram que, de maneira geral, os resultados sugerem que todos o0s
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embrides coletados em um programa de TE em ovelhas tem chances
suficientemente altas para justificar suas transferéncias. Esses resultados sao
consistentes com aqueles obtidos em alguns estudos com vacas, onde a alta
taxa de prenhez é observada com a melhor qualidade dos embrides
(DONALDSON, 1985; BREUEL et al., 1991). Todos estes dados confrontam
com os encontrados no presente estudo. Corroborando os resultados aqui
obtidos existem outros estudos com vacas que néo indicam relacionamento
entre a qualidade do embrido e a sobrevivéncia subseqguente (LOONEY et al.,
1984; MARKETTE et al., 1985).

Na Tabela 4 apresenta-se as variaveis peso (kg), IMC (indice de massa
corpoérea), ECC (escore de condi¢cao corporal) e concentracdo plasmatica de
P4 agrupados de acordo com os resultados do diagnéstico de gestacdo. Nao
houve diferenca significativa (p>0,05) para as variaveis peso (kg) e IMC para
as condicdes das receptoras prenhas ou nao prenhas. O peso médio *+ desvio
padrdo das ovelhas que néo ficaram prenhas foi de 48,8 +6,6 kg, enquanto a
média e desvio padrdo das ovelhas que toranram-se prenhas foi 51 +8,0. O
IMC médio foi de 98,0 e desvio padrdo de +10,8 para ovelhas que né&o ficaram

prenhas e média de 102,5 e desvio padrdo de £11,8 para as prenhas.

No entanto, ainda na Tabela 4, quando avaliou-se o ECC, a média
3,0+0,6 das ovelhas que mantiveram a gestacao foi significativamente maior
guando comparada a média (2,7+0,7) das ovelhas que nado ficaram prenhas
(P<0,05). O mesmo foi observado para a concentracdo plasmatica de P4,
avaliada no dia da inovulacdo, que a média foi significativamente maior nas
ovelhas que ficaram prenhas (8,6+5,0) quando comparada a média (7,8+4,6)

daquelas ovelhas receptoras que ndo mantiveram a gestacao (P<0,05).
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Tabela 4: Média e desvio padrdo do peso, ECC, IMC e P4 de receptoras de
embribes ovinos segundo diagnostico de gestacao realizado aos 30 e 60 dias.
Diagnostico de gestacéo

VARIAVEL _
N&o Prenhe Prenhe
(n=62) (n=28)
Peso (kg) 48,816,6 51,448,0
ECC* 2,7+0,7 3,04+0,6
IMC 98,0+10,8 102,5+11,8
Progesterona plasmatica (ng/mL)* 7,814,6 8,6%5,0

* P<0,05 Teste t de Student

Para Ashworth et al. (1989), em ovelhas, a probabilidade de um embrido
sobreviver esta associada com a concentragcdo de progesterona no dia em
torno da ovulacdo, com o momento do aumento da concentracdo deste
hormonio desde o periovulatério aos valores luteais, e com a taxa em que as
concentracfes de progesterona aumentaram. Em trabalho realizado na espécie
bovina, Hasler et al. (1980) também relatam que a concentracdo sérica de
progesterona nas receptoras que mantiveram a gestacéo foi significativamente
superior a concentragdo nas receptoras nao gestantes. Também em bovinos,
outros autores relatam que concentracbes mais elevadas de P4 estdo
associadas a maiores taxas de concepcdo em receptoras de embrido (MANN
et al., 1999; MARQUES et al., 2002). Todos estes dados corroboram com 0s
obtidos neste trabalho, onde as receptoras com maiores taxas de sobrevivéncia
embrionaria apresentaram também maiores concentracdes de P4 plasmatica

gue as ovelhas nédo gestantes.

Outro fator que pode influenciar no indice de prenhez, no momento da
inovulacao de receptoras, € a sua condi¢do corporal (FUCK et al., 2002). Foi
constatado que receptoras com condicdo corporal de entre 5 e 7 pontos
reduziram o indice de descarte. Resultados assim foram obtidos por Elsden
(1985) e Spitzer (1986), que observaram que as receptoras com condi¢ao
corporal entre 5 e 7 apresentaram maior indice de manifestacdo de cio e,
também, melhor resposta nos programas de sincronizacdo, quando
comparadas com animais entre 2 e 4 pontos de condi¢do corporal. De acordo

com esses autores, houve também um aumento no indice de prenhez.
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Fuck et al. (2002) relatam que, em seu trabalho com receptoras bovinas,
obtiveram-se indices altos de aproveitamento das receptoras (acima de 80%),
possivelmente pela boa condicdo corporal, pois 83% dos animais foram
classificados na condicao corporal com 6 pontos, 7% com 5 pontos e 10% com
7 pontos. Todos estes dados estdo de acordo com os encontrados no presente
estudo, onde a média do ECC das ovelhas que mantiveram a gestacéao (3,03 +

0,6) foi superior a média encontrada nas fémeas que nao o fizeram (2,7 £ 0,7).

Os resultados do diagnostico de gestacdo quanto ao tipo de embrido
inovulado, fresco ou congelado, estdo na Tabela 5. Neste caso, ndo houve
diferenca significativa entre ovelhas prenhas e ndo prenhas avaliadas dentro de
uma mesma condicdo (embrido fresco ou congelado). No entanto, quando
avaliada a porcentagem de ovelhas inovuladas com embrido fresco que
emprenharam (82,1%) com as que emprenharam com embrido congelado
(17,9%), a chance das ovelhas tornarem-se prenhes recebendo embribes
frescos predominou sobre aquelas que receberam o0s embrides

criopreservados (P<0,05).

Tabela 5: Distribuicdo do tipo de embrido inovulado (fresco ou
congelado) segundo diagnéstico de gestacdo (sobrevivéncia
embrionaria) realizado aos 30 e 60 dias em receptoras de embribes

ovinos.
DIAGNOSTICO DE TIPO DE EMBRIAO
GESTACAO Fresco Congelado
n=74 n=16
N&o Prenhe 51/62 (82,3)* 11/62 (17,7)°
n=62 (%)
Prenhe 23/28 (82,1)* 5/28 (17,9)°
n=28 (%)

Proporcdes com diferentes letras sobrescritas nas linhas, diferem (P<0,05) pelo Teste de Goodman
As proporgdes nas colunas nao diferem (P>0,05) pelo Teste de Goodman

Em trabalho executado por Garcia-Garcia et al. (2006) com embrides
ovinos congelados em seis diferentes estadios de desenvolvimento, a
viabilidade dos embrides frescos (92,5%) esteve muito préoxima da viabilidade
apresentada para os embrides congelados (83,7%) no estadio de moérula. Estes

dados contrastam com os encontrados no presente trabalho, embora o nimero
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de embrides descongelados (16) tenha sido bem inferior ao numero de

embrides frescos (74) transferidos.

Corroborando com este estudo Niemann (1991), Riha et al. (1998) e
Ambrose et al. (1999), encontraram, em seus trabalhos, taxa de prenhez
superior para receptoras de embrides bovinos frescos quando comparados a

receptoras inovuladas com embrides congelados-descongelados.

A Tabela 6 apresenta as taxas de sobrevivéncia embrionarias
distribuidas quanto ao niumero de embriées inovulados por receptora, um ou
dois. Houve diferenca significativa (P<0,05) nas ovelhas ndo prenhas que
foram inovuladas com um (74,2%) ou dois embrides (25,8%). Houve também
diferenca significativa na prenhez (P<0,05), onde ovelhas que foram inovuladas
com um embrido apresentaram a porcentagem de sobrevivéncia embrionéaria
maior (82,1%) que as ovelhas que foram inovuladas com dois embribes
(17,9%).

Tabela 6: Distribuicdo do numero de embriées inovulados segundo

diagnostico de gestacéo (sobrevivéncia embrionaria) realizado aos 30
e 60 dias em receptoras de embrides ovinos.

DIAGNOSTICO DE NUMERO DE EMBRIOES INOVULADOS
GESTACAO Um Dois
(n=69) (n=21)
Néch]ZGPZr&?he 46/62 (74,2) 16/62 (25,8)°
Prenhe 23/28 (82,1)? 5/28 (17,9)°
n=28 (%)

Proporcdes com diferentes letras sobrescritas nas linhas, diferem (P<0,05) pelo Teste de Goodman
As proporgdes nas colunas nao diferem (P>0,05) pelo Teste de Goodman

Em trabalho realizado na espécie bovina, Franco et al. (2006)
encontraram nas novilhas, uma tendéncia de melhores taxas de prenhez nas
receptoras inovuladas com um embrido quando comparadas com aquelas que
receberam dois embrides (20%). Esta diferenca nao foi significativa nas vacas
gue receberam um (57%) ou dois embrides (50%). O resultado apresentado
nas fémeas mais jovens deste experimento esta de acordo com o obtido por

nossa equipe no presente estudo, onde as fémeas inovuladas com um embrido
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tiveram taxas superiores (P<0,05) de prenhez (82,1%) que aquelas inovuladas

com dois embrides (17,9%).

Tabela 7: Medidas de associacdo dos postos (Spearman) entre as

variaveis estudadas em receptoras de embrides ovinos.

ASSOCIAGAO de correlagao

Idade vs ECC - 0,303**
Idade vs Intervalo de retirada da esponja (h) 0,323*

Idade vs P4 Plasmatica - 0,353**
Peso vs ECC 0,614**
Peso vs IMC 0,819**
Peso vs P4 Plasmatica 0,220*

ECCvs IMC 0,530**
ECC vs Intervalo de retirada da esponja e cio (h) -0,271*
ECC vs Duracéao do cio (h) -0,218*
ECC vs P4 Plasmatica 0,356**
Intervalo de retirada da esponja (h) e cio vs Duracéo do cio (h) -0,273*
Intervalo de retirada da esponja e cio (h) vs P4 Plasmatica - 0,434**

*p < 0,05; *p < 0,01

O teste de correlagdo de Spearman foi aplicado e estabeleceu-se a
correlacdo de cada um dos parametros determinados durante a avaliacdo das

receptoras de embrido entre si.

Houve correlacdo significativa negativa (r = - 0,303 / P<0,01) entre a
associacdo dos parametros idade e escore de condi¢do corporal (ECC) em
que, nesse estudo, foi verificado que, quanto maior a idade das receptoras de
embrido, menor o seu escore de condi¢do corporal e assim como seu inverso,

ou seja, quanto menor a idade maior 0 escore de condi¢do corporal.

Para a associacdo idade e intervalo de retirada da esponja para a
manifestacdo do cio (h) a correlagéo foi significativa e positiva (r = + 0,323

/P<0,05); logo quanto maior a idade da receptora maior o intervalo em horas, o
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mesmo se aplicando ao inverso, ou seja, quanto menor era a idade da ovelha

receptora menor era o tempo entre a retirada da esponja e os sinais do estro.

Na associacdo idade e concentracdo plasmatica de progesterona a
correlacao foi negativa (r = -0,353 /P<0,01), nesse caso quanto maior a idade
da ovelha receptora menor era a concentracdo plasmatica de progesterona
desta, assim como quanto menor a idade, maior a concentracdo sérica de

progesterona encontrada.

Quando avaliadas as variaveis peso e escore de condicao corporal
(ECC) a correlacéo encontrada foi positiva (r = 0,614 /P < 0,01), quanto maior o
peso da receptora, maior era seu escore de condi¢cdo corporal, assim como
gquanto menor o peso da receptora, menor era 0 seu escore de condicao
corporal. A mesma interpretacdo pode ser extrapolada na andlise da
associacdo peso e indice de massa corporea (IMC) e escore de condi¢do
corporal (ECC) e indice de massa corporal (IMC), onde a correlacdo
encontrada também foi significativa e positiva (r = 0,819 / P<0,01) e (r = 0,530/

P<0,01), respectivamente.

A associacdo peso e concentracdo plasmatica de progesterona
apresentou coeficiente de correlagédo (r) de 0,220 e P < 0,05, nesse caso
guanto maior o peso corpdéreo da receptora, maior era a concentracao
plasmatica de progesterona encontrada; o inverso também pode ser
encontrado, ou seja, quanto menor o peso das receptoras, menor a
concentragdo plasmatica de progesterona. A mesma interpretacdo pode ser
aplicada a associacdo escore de condicdo corporal e concentracao serica de
progesterona, em que a correlacdo também foi significativa e positiva (r = 0,356
/ P<0,01).

A correlacdo foi significativa, porém negativa (r = -0,273 /P< 0,05)
quando foi associado o intervalo de retirada da esponja e a manifestacéo do
estro (h) e a duracéo do cio da receptora, hesse caso quanto maior o intervalo
da retirada da esponja e os sinais do estro, a duracao do cio (h) era maior. E
vice-versa, quanto menor o intervalo maior era a duragdo do cio. A mesma
interpretacdo se enquadra na associacao intervalo de retirada da esponja e o

estro e concentracdo plasmatica de progesterona.
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CONCLUSOES

- Receptoras com maiores indices de escore de condi¢cdo corporal
(escore 3) e maiores concentracdes de progesterona plasmatica (8,6 n/mL)

apresentam melhores taxas de sobrevivéncia embrionarias;

- Receptoras inovuladas com um embrido apresentam resultados

superiores em relagdo as inovuladas com dois embrides;

- Receptoras mais jovens tendem a oferecer melhores condi¢cbes para a
manutencdo da gestacao ja que estas apresentam melhores indices de escore
corporal, maiores concentracoes plasmaticas de progesterona e melhor

sincronia do estro com as doadoras;

- As variaveis: idade das receptoras, intervalo entre a retirada da esponja
e o0 estro, duracao do estro, nimero de corpos luteos nos ovarios, e qualidade
do corpo Iateo ndo influenciam de maneira significativa a taxa de sobrevivéncia

embrionaria;

- O estadio de desenvolvimento embrionario influencia na sua taxa de
sobrevivéncia, contudo embrides de graus 1 e 2 nao diferem na taxa de

sobrevivéncia embrionaria;

- Embrides frescos apresentam taxas superiores de sobrevivéncia

guando comparados a embrides congelados-descongelados;

- Estes resultados sugerem que mais trabalhos devem ser realizados
para estudos destes fatores, visto que sobre as correlagbes entre o0s

parametros de avaliacao da receptora, pouco se encontra na literatura.
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1.0 Resumo

A transferéncia de embribes (TE) é uma das biotécnicas utilizadas para aumentar
0 rebanho ovino geneticamente superior. Entretanto, o sucesso da TE requer maxima
taxa de sobrevivéncia dos embribes transferidos em ovelhas receptoras. Diante de tal
obstaculo, o presente estudo foi desenvolvido para avaliar a correlacdo de fatores
inerentes tanto a receptora quanto ao embrido e a taxa de sobrevivéncia embrionaria. Os
resultados obtidos demonstraram que ndo houve variacdo significativa entre a idade,
intervalo de retirada do pessario impregnado com MAP e o estro, nimero de corpos
luteos nos ovarios esquerdo e direito, assim como a qualidade destes, peso corporal,
indice de massa corporal e grau de desenvolvimento do embrido com a taxa de
sobrevivéncia embrionaria (p>0,05). A taxa de sobrevivéncia de embrides frescos
diferiu significativamente dos congelados, assim como o estagio de desenvolvimento e
0 numero de embrides inovulados (p<0,05). O escore de condicdo corporal e a
concentracdo plasmatica de progesterona apresentaram variacao significativa quanto a
sobrevivéncia embrionaria (p<0,05). Os fatores inerentes a receptora correlacionados

entre si apresentaram correlacdo significativa positiva ou negativa entre si
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(p<0,01)/p<0,05). Tais resultados confirmam que tanto os fatores inerentes aos
embrides quanto as receptoras desempenham um papel fundamental para que se atinja

sucesso nos programas de transferéncia de embrides.
Palavras-chave: embrido, transferéncia, receptoras, ovinos
Abstract

The embryo transfer (ET) is one of the biotechniques used on accelerated
dissemination of superior genetic ewe. However, the ET success requires the major
survival rate of the embryos transfered to the recipient sheep. In face of these obstacle,
this study was developed to evaluate the inherent factors correlation of the recipient and
the ewe and the embryo survival rate. The results obtained show that there were no
significant variation between age, withdrawal range of the sponge impregnated with
MAP/estrus, number of corpus luteum in the right and left ovary such as its quality,
weight, body mass index, development degree of the unovulated embryo with the
embryo survival rate (P<0.05). The fresh embryo survival rate differed meaningly from
the frozen one, as well as the development and the number of unovulated embryos. The
body condition score and the plasmatic progesterone concentration showed significative
variation as the embryonic survival (P<0.05). The recipient inherent factors correlated
with themselves showed significative correlation. Such results confirm that both the
embryo and the recipient inherents factors play a fundamental role to achieve success in

the embryo transfer program.
Key words: embryo transfer, ewe, recipients.
2.0 Introducao

A pecuéria brasileira tem tido uma demanda crescente de animais de elevado
mérito genético, o que tem impulsionado o uso de biotécnicas avancadas, notadamente
aquelas associadas a reproducdo animal, tal como a superovulacdo (SOV) e
transferéncia de embriGes (TE). A transferéncia de embrides possibilita uma
disseminacdo acelerada de animais geneticamente superiores, além da reducdo no
intervalo entre geragBes. Entretanto, o sucesso da TE requer méxima taxa de
sobrevivéncia dos embrides de alto mérito transferidos para ovelhas receptoras (Bari et
al., 2003). A qualidade e o estadio de desenvolvimento do embrido transferido, o escore

de condigdo corporal, a concentracdo de progesterona plasmatica, a idade e 0 numero de
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corpos luteos da receptora sdo alguns dos fatores especificos inerentes a receptora e ao
embrido relatados por interferirem significativamente no sucesso da TE em bovinos
caprinos e ovinos (Armstrong e Evans, 1983; Loney et al., 1984; Sreenan e Diskin,
1987; Hasler et al., 1987; Alabart et al., 1995).

O efeito do estadio de desenvolvimento do embrido em sua sobrevivéncia apds a
transferéncia tem sido investigado nos ruminantes. Estudos apontam uma maior taxa de
sobrevivéncia dos embrides transferidos no estadio de blastocisto quando comparados
com os de morula (Armstrong e Evans, 1983; Looney et al., 1984; Donaldson, 1985;
Hasler et al., 1987). A qualidade do embrido influenciou na taxa de prenhez de vacas
(Breuel et al., 1991; Donaldson, 1985), no entanto, Sreenan e Diskin (1987) néo
encontraram associacao significativa em embrides transferidos nos graus 1, 2, 3ou4 e a
taxa de sobrevivéncia embrionéria. Resultados similares foram encontrados em ovelhas,
onde ndo houve diferenca na taxa de sobrevivéncia entre embrides classificados como

de Graus 1 e 2 no momento da transferéncia (Alabart et al., 1995).

A maior taxa de sobrevivéncia embrionaria esteve diretamente relacionada a
quantidade e qualidade dos corpos luteos produzidos (Armstrong et al., 1983). A
concentracdo de progesterona plasmética nas receptoras foi relacionada ao nimero de
ovulacdes ou corpos luteos em ovelhas (Ashworth et al., 1989). A sobrevivéncia
embrionaria tem sido relatada por aumentar com 0 aumento na concentracdo de
progesterona plasmatica em vacas (Hasler et al., 1980; Remsen et al., 1982) e 0 nUmero
de corpos lateos em cabras (Armstrong et al., 1983) e ovelhas Bari et al., 2003).

O escore de condigdo corporal das receptoras pode influenciar na taxa de
ovulagdo (Boucinhas et al., 2006); isto ocorre por meio da alteracdo na concentragdo
plasmatica de FSH, que consequentemente afeta o nimero de foliculos potencialmente
ovulatorios crescendo além dos 4mm de didametro (McNeilly et al., 1987). Além disso,
West et al. (1991) e Abecia et al. (1997) também associaram o sucesso da sobrevivéncia
embrionaria com a manipulacdo da condicdo corporal no periodo de cobertura desses

animais.

Diante dos obstaculos enfrentados para obtengdo de sucesso em um programa de
TE em ovinos, o presente estudo foi desenvolvido para avaliar a correlacdo da idade, do
peso, do escore de condi¢do corporal, do indice de massa corporea, do intervalo entre o

final do tratamento hormonal e o inicio do estro e a duracdo deste estro, a taxa de



48

ovulacdo e qualidade dos corpos llteos e a concentracdo plasmatica de progesterona da
receptora, além de caracteristicas do embrido tais como qualidade, estadio de
desenvolvimento, numero de embrifes inovulados e tipo, congelado ou fresco, e a taxa

de sobrevivéncia embrionaria.
3.0 Material e métodos
3.1 Selecéo e avaliagéo dos animais

O estudo envolveu 13 doadoras de embrido das ragcas Dorper e Santa Inés e 90
ovelhas receptoras de embrido, Santa Inés, meio sangue Santa Inés e um pequeno
numero de fémeas Lacaune, distribuidas em quatro propriedades rurais do estado de Sao
Paulo, Brasil. Na selecdo prévia, todos os animais foram submetidos ao exame
ultrassonografico transretal (transdutor linear 7,5MHz) para descarte de possivel
gestacdo e problemas reprodutivos, assim como passaram por avaliacdo da idade pela
denticdo do animal (Adaptado de Yami et al., 2009), peso corporal, escore de condi¢do
corporal (Thompson e Meyer, 2009) e avaliagdo morfométrica do indice de massa

corporea (IMC), utilizando a formula:
IMC = Peso x [(AC x 100 ") x (CEI x 100 1] *
Onde tem-se: IMC = indice de massa corpérea
Peso = peso corporal (kg)
AC = altura da cernelha (cm)
CEI = comprimento do esterno a tuberosidade isquiatica

(Adaptado de Bicudo et al., 1995).
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3.2 Sincronizacéao do estro

A inducdo do estro e superovulacdo nas doadoras foi realizada de acordo com o

protocolo ilustrado na figura 1.

| D7 - Troca CIDR ® D12 - Inicio D14 - retirada CIDR ®
+ Folitropin & +
| DO - CIDR® | 0,5 mL Ciosin @ ImL Novarmon 5000 &

| | J_

| - 1
I Doses decrescentes |
4 dias

Folltropin @&
Figura 1. Protocolo de Sincronizacdo do estro e Superovulacao das doadoras

O protocolo utilizado na sincronizacdo do estro nas receptoras estd descrito na

figura 2.
D14 Retirada
Frogaspon®
+

‘ bo 2ml Novormon 5000 &

Progespon®

| |

A inducdo do estro nas receptoras teve inicio no mesmo dia das doadoras, com
insercdo de esponja impregnada com medroxiprogesterona e aplicacdo de 400 Ul de

ECG, 14 dias ap6s, na retirada da esponja.

3.3 Inseminacéo artificial e colheita dos embrides

A inseminacdo artificial (IA) nas doadoras foi realizada por laparoscopia com
deposicao intrauterina do sémen no dia 16 apds o inicio do protocolo, sendo realizados
dois procedimentos no mesmo dia, um pela manh& e outro no periodo da tarde. De
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acordo com a disponibilidade da propriedade, Algumas foram inseminadas com sémen
congelado e outras com sémen fresco, todos avaliados quanto a sua qualidade antes da

IA. Os embrides foram colhidos cirurgicamente no dia 6 apds a IA.
3.4 Inovulacéo das receptoras

Apds avaliacdo, os embrides foram inovulados pela técnica da semi-laparoscopia
em receptoras que haviam apresentado estro. O corno uterino escolhido foi o ipsilateral
ao ovario com a maior quantidade e/ou melhor qualidade dos corpos lateos (CLs). O
parametro decisivo para inovulagdo ou ndo era o aspecto dos corpos luteos visualizados
por laparoscopia previamente a inovulacdo. Foi estipulada uma classificacdo composta
de trés escores para esta variavel, sendo escore 3 para um corpo liteo com Gtimo
aspecto macroscépico de coloracdo (avermelhada, indicando boa vascularizacdo) e
tamanho, 2 para um corpo liteo de bom aspecto e escore 1 para aqueles que
apresentavam coloracdo amarelada, palida e tamanho reduzido, sinalizando uma

possivel regressdo da estrutura, sendo que, nesses casos, a inovulacdo ndo era realizada.
3.5 Quantificacdo da progesterona plasmatica (P4)

No dia da inovulacdo das receptoras foi realizada uma colheita de sangue por
meio da venopuncdo jugular, em tubos heparinizados, para posterior dosagem da
concentracdo plasmatica de progesterona, por radioimunoensaio em fase sdlida

utilizando-se kits comerciais (DPC® — Diagnostic Products Corporations).
3.6 Analise estatistica

Foram utilizados os testes de Mann Withiney para variaveis que ndo
apresentaram caracteristicas de normalidade, t de Student para amostras independentes
que demonstraram aderéncia a distribuicdo normal de probabilidades (Zarr, 1999). Para
as variaveis nominais utilizou-se o teste de Goodman (Goodman, 1965) e, para as

quantitativas, a correlacdo de Spearman (Zarr, 1999), com nivel de significancia de 5%.
4.0 Resultados e Discussao

A anédlise dos resultados obtidos revela que ndo houve variagdo significativa
(P>0,05) entre a taxa de sobrevivéncia embrionaria e a idade das receptoras com idade
menor que um ano (dente de leite) e maior que trés anos (quatro dentes), que

mantiveram a gestacdo até o momento do diagndstico de gestacdo realizado aos 60 dias
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pos-inovulacdo (prenhas) (mediana = 4,00) e aquelas que ndo mantiveram a gestacao
(ndo prenhas) com a mesma variacdo de idade (mediana = 5,00). A mesma conclusao
foi obtida para as demais variaveis, em que se obteve, nas medianas encontradas, para o
intervalo entre a retirada da esponja com MAP e o cio (42,00 h — vazias e 36,00 h -
prenhas), duracdo do cio (36,00 h — vazias e 36,00 h - prenhas), nimero de corpos
liteos no ovario esquerdo (1,00- ndo prenhas e 1,00 — prenhas), numeros de corpos
luteos no ovario direito (1,00 — vazias e 1,00 — prenhes), qualidade do corpo lateo
esquerdo (2,00 — vazias e 3,00 — prenhes) e qualidade do corpo luteo direito (3,00 —
vazia e 2,00 — prenhe), ou seja, para todas as variaveis submetidas ao Teste de Mann-
Whitney P>0,05. Os resultados encontrados discordam com Armstrong et al. (1983) que
observaram maiores taxas de sobrevivéncia embrionaria em cabras receptoras com dois,
trés ou mais corpos luteos aquelas com apenas um corpo lateo. Tal resultado esta de
acordo com o que foi encontrado por Bari et al. (2003) em que a concentragdo de
progesterona sustentada por um corpo lGteo foi suficiente para o crescimento,
desenvolvimento e a implantacdo embrionaria. Bari et al. (2003) encontraram diferencas
significativas na taxa de sobrevivéncia embrionaria em ovelhas de diferentes idades,
sendo estas de 77,1%, 69,5% e 78,5% em ovelhas de 1, 4 e 6 anos, respectivamente.
Para Alabart et al. (2003), o fato de receptoras mais jovens (2-5 anos) terem fertilidade
mais alta, poderia ser explicado pelo fato de que ovelhas jovens provavelmente
sofreram menos problemas de salde. Similarmente, 0 uso de vacas jovens como
receptoras tem sido aconselhados (Broadbent, 1992). Um declinio da fertilidade com o
aumento da idade tem sido relatado em ovelhas (Colas et al., 1973; Gabifia e Folch,
1987), assim como em vacas receptoras (Yang et al., 1993). No entanto, os resultados
encontrados no presente estudo discordam com tais autores, pois a variagdo da idade das

receptoras ndo apresentou diferenca significativa nas taxas de prenhez (p>0,05).

A Tabela 1 demonstra que, dos 59 embrides transferidos no estadio de morula
somente 15 sobreviveram, avaliando-se pelo intervalo de confianga (95%) estabelecido,
a probabilidade minima de sobrevivéncia de embrides transferidos nesse estadio de

desenvolvimento encontrada é de 14,3% e a probabilidade maxima de 36,53%.

Quanto aos 22 embrides transferidos no estagio de blastocisto, dez sobreviveram
e nesse caso a porcentagem minima de sobrevivéncia sobe para 24,65% e a maxima
para 66,27% de probabilidade.
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Ja dos seis embrides transferidos no estadio de blastocisto expandido, trés
sobreviveram, a porcentagem minima de sobrevivéncia embrionaria passa a ser de 10%
enquanto a probabilidade (%) méxima de sobrevivéncia dos embriGes transferidos nesse
estadio é de 90%, diferindo significativamente dos demais estadios de desenvolvimento

embrionario.

Quanto a qualidade do embrido, ndo houve diferenca significativa entre 0s

embrides transferidos no grau 1 ou 2.

Tabela 1: Porcentagens e limites de confianca da taxa de sobrevivéncia embrionaria
pos-inovulacdo de embrides ovinos em diferentes estadios de desenvolvimento

inovulados em receptoras de embrides.

Estagio de EmbriGes Embrides que IC%
desenvolvimento transferidos (n) sobreviveram (n) (sobrevivéncia)
embrionario
Mérula 59 15 (25,42%) (14,31% ; 36,53%)
Blastocisto Inicial 3 0 (0,00%) (0 ; 0%)
Blastocisto 22 10 (45,46%) (24,65%; 66,27%)
Blastocisto 6 3 (50,00%) (10,00%; 90,00%)
expandido
Total 90 28

IC: intervalo de 95% de confianca para a proporcdo (porcentagem) de embrides que

sobrevivem segundo o estagio de desenvolvimento.

Os resultados obtidos confirmam os encontrados por alguns autores onde, a taxa
de sobrevivéncia embrionaria também foi maior e mais significativa nos embribes
transferidos no estadio de blastocisto que morula (Armstrong e Evans, 1983;
Donaldson, 1985; Hasler et al., 1987). Por outro lado, discordam com estudos obtidos
em bovinos e ovinos em que ndo houve variacgao significativa nos estadios de mérula ou
blastocisto (Pope et al., 1986; Coleman et al., 1987; Breuel et al., 1991; Bari et al.,
2003). Bari et al. (2003) ndo encontraram variagdo significativa quanto a qualidade do

embrido (graus 1, 2, 3 ou 4), enquanto em bovinos houve melhor taxa de sobrevivéncia
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em embrides transferidos no grau 1 que no grau 4 (Donaldson, 1985; Breuel et al.,
1991).

A Tabela 2 apresenta as variaveis Peso (kg), IMC (indice de massa corporea),
ECC (escore de condicdo corporal) e concentracdo plasmatica de P4 e suas correlacdes
com as taxas de sobrevivéncia embrionaria. O ECC médio, 3,0+0,6, das ovelhas que
mantiveram a gestacdo foi significativamente maior quando comparado a media
(2,7£0,7) das ovelhas que ndo estavam prenhas (P<0,05). O mesmo foi observado para a
concentracdo plasmatica de P4 avaliada no dia da inovulagdo, em que a média foi
significativamente maior nas ovelhas prenhas (8,6+5,0) quando comparada a média

(7,8+4,6) daquelas ovelhas receptoras ndo prenhas (P<0,05).

Tabela 2: Média e desvio padrdo das variaveis segundo diagnéstico de gestacdo
(prenhas e néo prenhas) realizado aos 30 e 60 dias em receptoras de embriGes ovinos.
Diagnostico de gestacdo

VARIAVEL _
Nao Prenhe Prenhe
(n=62) (n=28)
Peso (kg) 48,816,6 51,448,0
ECC* 2,7+0,7 3,04+0,6
IMC 98,0+10,8 102,5+11,8
Progesterona plasmética P4(ng/mL)* 7,8+4,6 8,6+5,0

* P<0,05 Teste t de Student

O ECC € um fator que pode influenciar na taxa de prenhez no momento da
inovulacdo em receptoras (Fuck et al., 2002). Elsden (1985) e Spitzer (1986),
observaram que as receptoras bovinas com condicdo corporal entre 5 e 7 apresentavam
maior indice de manifestacdo de cio e também melhor resposta aos programas de
sincronizacdo, quando comparadas com animais entre 2 e 4 pontos de escore de
condicdo corporal. E consequentemente, as de melhores escores apresentavam um
aumento no indice de prenhez. Resultados semelhantes foram encontrados por Fuck et
al. (2002).

A concentracdo de progesterona proxima ao dia da ovulacdo contribui
positivamente para melhora nos indices de prenhez das ovelhas (Ashworth et al., 1989).
A mesma condicdo ja foi demonstrada por diversos autores em estudos com bovinos
(Marques et al., 2002; Mann et al., 1999; Hasler et al., 1980). Tais resultados confirmam

0s encontrados com o presente estudo.
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A Tabela 3 apresenta os parametros determinados durante a avaliacdo das
receptoras de embrido que apresentaram correlac6es significativas positivas e negativas

pelo teste de correlagéo de Spearman.

Tabela 3: Medidas de associacdo dos postos (Spearman) entre as variaveis analisadas
em receptoras de embrides ovinos.

Coeficiente de

ASSOCIACAO correlacdo
Idade vs ECC - 0,303**
Idade vs Intervalo de retirada da esponja (h) 0,323*
Idade vs P4 Plasmatica - 0,353**
Peso vs ECC 0,614**
Peso vs IMC 0,819**
Peso vs P4 Plasmética 0,220*
ECC vs IMC 0,530**
ECC vs Intervalo de retirada da esponja e cio (h) -0,271**
ECC vs Duracdo do cio (h) -0,218*
ECC vs P4 Plasmatica 0,356**
Intervalo de retirada da esponja (h) e cio vs Duragdo do cio (h) -0,273*
Intervalo de retirada da esponja e cio (h) vs P4 Plasmética - 0,434**

*p < 0,05; **p < 0,01

Houve correlacéo significativa negativa (r = - 0,303 / p<0,01) entre a associagdo
dos parametros idade e escore de condigdo corporal (ECC), em que nesse estudo
encontrou-se que quanto maior a idade das receptoras de embrido menor o seu escore de
condigdo corporal e assim como seu inverso, ou seja, quanto menor a idade, maior o

escore de condigéo corporal.

Para a associacdo idade e intervalo de retirada da esponja e aparecimento do
estro (h) a correlacdo foi significativa e positiva (r = + 0,323 /p<0,05), logo, quanto
maior a idade da receptora maior o intervalo desde a retirada da esponja até a
manifestacdo do estro em horas, 0 mesmo aplicando-se ao inverso, ou seja, quanto
menor era a idade da ovelha receptora menor o tempo entre a retirada da esponja e o

aparecimento do estro.

Na associacao idade e concentracdo plasmatica de progesterona a correlagdo foi
negativa (r = -0,353 /p<0,01), nesse caso quanto maior a idade da ovelha receptora



55

menor era a concentracdo plasmatica de progesterona desta, assim como quanto menor a

idade, maior a concentracdo plasmatica de progesterona encontrada.

Quando avaliadas as varidveis peso e escore de condi¢cdo corporal (ECC) a
correlagdo encontrada foi positiva (r = 0,614 /p < 0,01), quanto maior o peso da
receptora, maior era seu escore de condigdo corporal, assim como quanto menor 0 peso
da receptora, menor era o seu escore de condi¢cdo corporal. A mesma interpretacdo pode
ser extrapolada na anéalise da associacéo peso e indice de massa corpérea (IMC) e escore
de condicdo corporal (ECC) e indice de massa corporal (IMC), onde a correlagdo
encontrada também foi significativa e positiva (r = 0,819 / p<0,01) e (r = 0,530 /

p<0,01), respectivamente.

A associacdo peso e concentracdo plasmatica de progesterona apresentou
coeficiente de correlacdo (r) de 0,220 e p < 0,05; nesse caso quanto maior 0 peso
corpéreo da receptora, maior era a concentracdo plasmatica de progesterona encontrada
e 0 inverso também pode ser encontrado, ou seja, quanto menor 0 peso das receptoras,

menor a concentracdo de progesterona.

A mesma interpretacdo pode ser aplicada a associacdo escore de condicdo
corporal e concentracdo plasmatica de progesterona, em que a correlacdo também foi
significativa e positiva (r = 0,356 / p<0,01).

A correlacdo foi significativa, porém negativa (r = -0,273 /p< 0,05) quando
associado o intervalo de retirada da esponja e a manifestacdo do estro (h) e a duragéo do
estro da receptora, nesse caso quanto maior o intervalo entre a retirada da esponja
impregnada e o aparecimento dos sinais do estro, a duragdo do estro (h) era maior, e
vice-versa, quanto menor o intervalo de retirada da esponja maior era a duracdo do
estro. A mesma interpretacdo se enquadra na associacao intervalo de retirada da esponja

e concentracao plasmatica de progesterona.
5.0 Conclusédo

- Receptoras com maiores indices de escore de condicdo corporal (escore 3) e
maiores concentracdes de progesterona plasmatica (8,6 n/mL) apresentam melhores

taxas de sobrevivéncia embrionérias;
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- Receptoras inovuladas com um embrido apresentam resultados superiores em

relacdo as inovuladas com dois embrides;

- Receptoras mais jovens tendem a oferecer melhores condi¢cdes para a
manutengdo da gestacdo ja que estas apresentam melhores indices de escore corporal,
maiores concentracdes plasmaéticas de progesterona e melhor sincronia do estro com as

doadoras;

- As variaveis: idade das receptoras, intervalo entre a retirada da esponja e o
estro, duracdo do estro, nimero de corpos liteos nos ovarios, e qualidade do corpo liteo

n&o influenciam de maneira significativa a taxa de sobrevivéncia embrionaria;

- O estadio de desenvolvimento embrionario influencia na sua taxa de
sobrevivéncia, contudo embrides de graus 1 e 2 ndo diferem na taxa de sobrevivéncia

embrionaria;

- Embrides frescos apresentam taxas superiores de sobrevivéncia quando

comparados a embrides congelados-descongelados;

- Estes resultados sugerem que mais trabalhos devem ser realizados para estudos
destes fatores, visto que sobre algumas correlacfes entre os parametros de avaliacdo das

receptoras, pouco se encontra na literatura.
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