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Resumo - A Multipla Ovulacdo e Transferéncia de Embries (MOTE) é uma biotécnica da reproducdo de
aplicacdo imediata em animais de fazenda e é uma importante ferramenta de melhoramento genético. Este
trabalho foi elaborado para abordar alguns aspectos significativos para o sucesso da MOTE na espécie ovina.
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Abstract - The Multiple Ovulation and Embryo Transfer (MOET) is a reproductive biotechnique that it is
immediately applied in farm animals and it is an important tool of genetic improvement. This paper was
prepared in order to comment some significant aspects that lead to success of MOET in ovine species.
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INTRODUCAO

O Nordeste do Brasil conta com a producdo de
diversas racas ovinas deslanadas, dentre elas, as
racas Morada Nova e Santa Inés, que merecem
destaque por serem animais adaptados ao clima
tropical da regido devido a sua alta rusticidade.

Os animais da raca Morada Nova apresentam boa
aptiddo para carne e pele. S&o animais de pequeno
porte, ndo apresentam chifres, possuem torax
profundo, coxas musculosas e os pelos rasos, finos
e asperos. Sdo considerados como uma importante
fonte de proteina na alimentagdo de pequenos
ovinocultores no semiarido nordestino (Laiza,
2012).

A raca Santa Inés é uma das mais utilizadas, seja
em sistema extensivo seja semi-intensivo. Esta raga
é nativa do Nordeste brasileiro, sendo proveniente
de cruzamentos alternados com ragas mais antigas,
tais como a Morada Nova, Bergamacia e Crioula. A
sua difusdo em grande parte do Nordeste brasileiro
¢ devida a sua rusticidade, produtividade e
habilidade materna em qualquer clima do Brasil.
Outro fator que contribuiu para sua disseminacao é
a caracteristica de duplo proposito, produzindo
tanto carne quanto pele (Silva et al., 2004). Os
ovinos desta raca apresentam grande porte, sendo
que os machos adultos apresentam massa corpérea
de 80 a 100 kg, enquanto as fémeas, 60 a 80 kg,
com excelente qualidade de carne e baixo teor de
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gordura. Além disso, apresentam, frequentemente,
partos duplos, e excelente capacidade leiteira
(Oliveira, 2001).

A exploragdo de ovinos deslanados na regido
Nordeste é realizada, desde criadores de
subsisténcia, até criadores de animais de alta
genética, o que demonstra a importdncia desses
animais para a regiao.

PRODUCAO IN VIVO DE EMBRIOES

A introducdo de novas técnicas de colheita e
transferéncia de embrides constitui uma ferramenta
atil para o melhoramento genético, principalmente
com a maximizagdo da taxa de ovulacdo e
quantidade de embries produzidos. Portanto,
aprimorar e maximizar os resultados, bem como
diminuir custos sao desafios a serem alcancados.

A produgdo in vivo de embriBes consiste em
promover uma estimulagdo hormonal ovariana, para
induzir o desenvolvimento e a maturagdo de varios
foliculos simultaneamente.

O emprego desta biotécnica é capaz de promover
uma rapida expansdo genética em nicleos de
fémeas pré-selecionadas e, consequentemente, um
aumento na intensidade de selecdo das mesmas;
transportar material genético com reduzido risco de
transmissdo de doengas; realizar estudos sobre a
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interacdo materno-fetal; permitir a conservacdo de
racas em perigo de extingéo.

Porém, para o sucesso da mesma, deve-se levar em
consideracdo alguns aspectos, a exemplo do estado
nutricional e fisiolégico da doadora, qualidade dos
hormdnios e adequacdo dos protocolos hormonais a
serem utilizados e qualidade do sémen.

Para a realizagdo desta biotécnica, trés etapas sdo
fundamentais:  sincronizagcdo do  estro e
superovulacdo; fecundacdo das doadoras; e colheita
de embrides.

SINCRONIZAGAO DO ESTRO E DA
OVULACAO

Para que todas as fémeas entrem em estro e ovulem
no mesmo momento, quando se realizard a
fecundacéo, seja por monta natural ou inseminacéo
artificial, faz-se necessaria a sincronizacdo do estro
e da ovulagdo, a qual constitui uma importante
ferramenta para obter o maior nimero possivel de

embrides, com o mesmo estadio de
desenvolvimento, em todas as ovelhas que
passaram pelo tratamento, bem como para

equiparar cronologicamente os estados fisiol6gicos
de receptoras e doadoras (Baril et al., 1995). A
sincronizacdo do estro tambeém é responséavel por
diminuir o anestro pds-parto, acelerar a sele¢do de
animais geneticamente superiores, diminuir 0
intervalo entre geracdes e concentrar as pari¢cdes no
momento mais desejavel para o produtor, sendo de
fundamental importancia para um bom programa de
manejo reprodutivo em ovinos (Paula, 2008).

Nos ovinos, o desenvolvimento folicular ocorre em
um padrdo continuo de ondas, onde aquela mais
proeminente ocorre durante o estro, pois, nessa fase
do ciclo estral, h4 o aumento na concentracdo de
FSH, estimulando o surgimento de um crescimento
sincronico de pequenos foliculos. Dependendo de
fatores intrinsecos ou extrinsecos, um ou mais
foliculos com didmetro acima de 5 mm, adquire
dominancia, ovulando pouco depois. Os foliculos
menores (subordinados) entram em processo de
atresia, podendo ser capazes de responder a
estimulos de gonadotrofina exdgena e retomar o
crescimento (Amiridis e Cseh, 2012).

O protocolo de sincronizagdo mais comumente
utilizado em ovinos é baseado no tratamento com
progestdgeno ou progesterona na forma de
dispositivos intravaginais (esponja e CIDR)
(Abecia et al., 2012). As esponjas vaginais de
liberacdo lenta, impregnadas com 60 mg de acetato
de medroxiprogesterona (MAP), sdo muito
utilizadas. O CIDR®, que contém 0,33 g de
progesterona natural, tem custo mais elevado, mas
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apresenta também maior eficiéncia (Castilho et al.,
2013).

Existem diferentes protocolos hormonais, dentre
eles o de curto prazo, que, segundo Vilarifio et al.
(2013), tem sido desenvolvido para controlar o
desenvolvimento folicular e ovariano e a funcdo
IUtea em ovinos. Este tratamento reduz a exposicao
ao progestageno de 14 dias para 5-7 dias, reduzindo
a possibilidade de foliculos persistentes, embora
protocolos de 14 dias estabelecam maior sincronia
da ovulag&o.

O protocolo a ser utilizado deve levar em
consideracdo a fase em que o animal se encontra.
Segundo Castilho et al. (2013), para realizar a
sincronizacdo do estro durante o anestro estacional,
€ necessario que 0 progestageno seja acompanhado
de eCG, o qual atua induzindo o desenvolvimento
de foliculos durante os periodos de inatividade
hipotalamica — hipofisaria.

A sincronizacéo do estro também pode ser realizada
apenas com PGF,,, ou associada a progestagenos ou
progesterona. O uso da PGF,, leva a sincronizacao
do estro através da lutedlise e esse horménio ou
seus analogos sintéticos vém sendo administrados
em um programa de duas inje¢Bes intramusculares,
intervaladas por 11 dias, em fémeas que estejam
ciclando (Deligiannis et al., 2005).

No que consiste em aumentar a resposta ovariana, a
eCG atua no eixo hipotalamico-hipofisario-
ovariano, regulando mecanismos intra ovarianos e,
por possuir uma meia-vida longa e mimetizar os
efeitos dos horménios FSH e LH, é, geralmente, o
hormdnio de eleicdo para induzir a ovulagdo.
Apenas uma aplicagdo de eCG, apds tratamento
com progestidgenos, eleva a resposta ovariana, a
taxa de concep¢do e o percentual de nascimentos
maltiplos (Barrett et al., 2004). Contudo, seu uso
prolongado desencadeia respostas fisioldgicas
indesejaveis, dentre as quais se destacam a resposta
imunolégica anti-eCG, a dificuldade de locomocéo
dos espermatozoides no trato genital feminino e a
formacdo de cistos ovarianos (Martemucci e
D’Alessandro, 2010).

Na tentativa de evitar os efeitos adversos da eCG,
as pesquisas atuais introduzem, cada vez mais,
protocolos que utilizam o GnRH para a realiza¢do
da sincronizagdo, o qual, de acordo com
Cunningham (2008), é responsavel por desencadear
a liberacdo do FSH e LH, os quais séo
indispensaveis para que ocorra a maturacdo
oocitaria e ovulagdo. Segundo Martemucci e
D’Alessandro (2010), protocolos com GnRH estido
conferindo bons resultados de prolificidade ap6s
estro induzido, algo em torno de 175%. E, em
associacdo ao GnRH, se pode-se utilizar o efeito
macho, que consiste em deixar o reprodutor fora do
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rebanho por um periodo de 20 dias e, ao
reintroduzi-lo, as fémeas comegam apresentar estro.
Porém, o efeito macho é considerado uma
ferramenta auxiliar para maximizar os resultados do
GnRH, ja que, para Fonseca (2005), este sozinho
pode ou ndo homogeneizar o aparecimento do estro
e ovulacéo.

TRATAMENTOS HORMONAIS DE
SUPEROVULAGAO

O tratamento superovulatério € um caminho viavel
para otimizar a producdo in vivo de embriGes em
fémeas que tem alto valor genético ou de uma raca
ameacada ou que estejam no final de suas vidas
reprodutivas.

Os hormonios que sdo empregados nos protocolos
de superovulacdo, quando em razédo da aplicacdo de
gonadotrofinas exdgenas, agem através de trés
mecanismos: (1) quando um determinado ndmero
de foliculos estd em est4gio inicial de atresia, estes
sdo "resgatados”, em razdo da estimulagdo
hormonal que tende a induzir a reativacdo dos
mecanismos normais, culminando na
esteroidogénese normal e também em elevado
indice de mitose; (2) pequenos foliculos, as vezes
de classificagdes morfologicas e funcionais
distintas, poderiam ser estimulados em conjunto,
num ritmo de desenvolvimento superior ao normal,
passando a atingir, concomitantemente, um mesmo
estadgio de desenvolvimento num menor espaco de
tempo; (3) O processo de atresia folicular seria
reduzido (Fernandes, 2003).

A variabilidade imprevisivel na  resposta
superovulatdria € uma das etapas mais criticas em
programas de producdo de embrides ovinos. Isto
ocorre em razdo de fatores enddgenos, a exemplo
da genética, estado nutricional e estado folicular; e
exodgenos, como tratamento de superovulagdo, o
tipo de gonadotrofina e estacdo do ano (Amiridis e
Cseh, 2012).

As gonadotrofinas que tém sido usadas para
superovulacdo incluem gonadotrofina menopausica
humana (hMG), eCG e FSH, sendo este Gltimo de
origens suina ou ovina.

A hMG tem sido pouco utilizada, devido a sua
desvantagem de induzir regressao lUtea prematura.

Quanto a eCG, o principal problema do seu uso, se
da apbs seu uso repetido, 0 que promove uma
resposta humoral a esta gonadotrofina e
consequente inducdo da producdo de anticorpos
anti-eCG, o que pode afetar a fertilidade (Forcada
et al., 2011). Essa gonadotrofina tem sido utilizada
para superovulacdo em ovelhas, sozinha ou em
combinacdo com FSH. Estudos anteriores tém
demonstrado que a resposta superovulatoria,
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utilizando eCG, é menor em comparagdo com a
FSH, enquanto o tempo de ovulagdo ndo estd bem
sincronizado (Amiridis e Cseh, 2012).

O FSH pode ser administrado em seis a oito doses
decrescentes, intervaladas por 12 horas, durante trés
a quatro dias, iniciadas dois a trés dias antes da
remocdo do progestageno, geralmente em doses de
240 a 250 Ul quando a via de administragdo €
intramuscular. Segundo Loiola Filho (2013), essa
dose pode ser reduzida para 128 Ul, a fim de evitar
o hiperestrogenismo e reduzir custos. O FSH tem
mostrado superioridade a eCG em termos de taxas
de ovulacdo e fecundacdo e na produgdo de
embrides de boa qualidade.

Alguns fatores contribuem para a reducdo das
recuperacdes embrionarias ap0s superovulacdo,
como a regressdo lGtea precoce antes da época
normal para a colheita embrionaria, que pode ser
decorrente do uso de anélogos sintéticos de
prostaglandinas, elevando a concentragdo de LH e
estradiol. Além disso, a populacdo folicular
presente no ovario no momento do inicio do
tratamento com FSH tem grande influéncia na
resposta ao protocolo. Com a utilizagdo dos
protocolos convencionais, a populagdo folicular
existente no inicio do tratamento com
gonadotrofina é desconhecida. Por esta razdo, o
resultado para um mesmo tratamento pode variar
entre 0 e 30 embrides transferiveis (Varago et al.,
2008).

A elevada variabilidade na resposta
superovulatéria, notada, principalmente, em
ovelhas, tende a prejudicar o processo de

fecundacdo (Hawk et al., 1987). Diante dos
diversos tratamentos superovulatdrios, a falha na
fecundacéo ocorre, particularmente, em ovelhas que
mostram uma elevada resposta ovulatoria. Isto esta
vinculado com os elevados niveis de estradiol
produzidos pelos foliculos, que, consequentemente,
dificultam a locomoc¢do dos espermatozoides no
trato genital feminino, diminuindo,
significativamente, as taxas de fertilidade
(Martemucci e D’Alessandro, 2010).

METODOS DE FECUNDAGCAO DAS
DOADORAS DE EMBRIOES

Para que as fémeas doadoras de embriGes sejam
fecundadas com sucesso € fundamental que haja um
nimero viavel de espermatozoides méveis dentro
do trato genital da fémea, no momento apropriado
(Baril et al., 1995). Outro fator importante é a
simultaneidade  entre  0s  momentos  das
inseminacbes e ovulagBes. A monta natural e a
inseminacdo artificial sdo técnicas que tém sido
empregadas utilmente para a obtencdo da
fecundacdo das fémeas. Contudo, torna-se
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necessaria a utilizacdo de machos de fertilidade
comprovada.

Na monta natural, machos e fémeas tendem a ficar
juntos, na propor¢do de um macho para trés a
quatro fémeas (Baril et al., 1995), devendo os
machos selecionados apresentarem tanto condicdes
fisicas quanto aptiddo sexual satisfatorias, para
alcangar o nimero desejado de montas. Essa técnica
torna-se limitada, uma vez que os melhores
reprodutores estdo concentrados nos grandes
centros de inseminagdo artificial. Segundo Murray
et al. (1994), na técnica de monta controlada, os
machos ficam com as fémeas em periodos
determinados de cobertura, pelo menos, duas vezes
durante o periodo de estro, com intervalo de 12
horas. As montas, consideradas mais eficazes, sdo
aquelas realizadas em intervalos entre 12 e 24 horas
ap6s o inicio do estro. Durante o processo de
fecundacéo, ocorrem falhas que sdo, na maioria das
vezes, mais evidentes em ovelhas, sendo estas,
naturalmente ou artificialmente, inseminadas, como
resultado do processo de transporte espermético
através da cérvice. Este problema pode vir a ser
sanado com a deposicao de sémen no IUmen uterino
através de métodos cirdrgicos (Trouson e Moore,
1974) ou por inseminacdo laparoscopica em
ovelhas superovuladas (Ehlingh et al., 2003).

A 1A é uma biotécnica largamente difundida,
sendo caracterizada como um método eficaz, uma
vez que permite disseminar num reduzido espaco
de tempo, o material genético do macho, uma vez
gue um Unico ejaculado pode vir a resultar na
fecundacdo de varias fémeas. Nesta técnica,
caracteristicas singulares sdo estimadas como: a
aptiddo do macho para ejacular em vagina artificial
e a qualidade do sémen produzido. Além disso, a
técnica ainda permite aproveitar o material genético
de animais que ja ndo sdo capazes de acasalar,
COmo em casos em que estes sejam portadores de
patologias que impegam a monta, ou até em casos
de morte de reprodutores de elevado potencial
genético, onde seu sémen, possivelmente, sera
colhido e armazenado para uma futura aplicagéo.

METODOS DE COLHEITA DE EMBRIOES

A colheita embrionéria consiste em submeter a luz
uterina ou tubaria a um processo de lavagem,
objetivando a  recuperacdo dos  embrides
produzidos, podendo ser alcancada, quer seja pelo
método Cirlrgico (Laparotomia), Semi-cirdrgico
(Laparoscopia) ou, ainda, N&o Cirlrgico
(Transcervical) (Selvaraju et al., 2003).

A colheita Transcervical, largamente utilizada e
com éxito em vacas, € uma opg¢do para 0s métodos
Cirtrgico e Semi-cirurgico utilizados em ovelhas.
Para tanto, a cérvice é tracionada com o auxilio de
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pingas de Allys e, com um cateter de trés vias,
ultrapassa-se a cérvice, chegando ao Utero, quando,
através de uma das vias, é injetado ar para inflar o
baldo do cateter de trés vias no limen de cada corno
uterino, obstruindo o mesmo. Entdo, por outra via,
ocorre a injecdo de Solucdo Salina Fosfato-
Tamponada (PBS), carreando os embrides para a
terceira via, a qual desembocara num tubo plastico,
recuperando meio PBS e, possivelmente, embrides.
Porém, um dos problemas que restringe 0 uso desta
técnica na ovelha é a disposicao irregular dos anéis
cervicais, encurtando a passagem do cateter.
Visando solucionar este problema, vém sendo
testadas aplicacbes prévias de farmacos que
promovam a dilatacdo cervical, horas antes da
colheita (Pereira et al.,, 1998). As taxas de
recuperacdo obtidas pelo método Cirlrgico ainda
sdo superiores, variando de 70% a 90% (Forcada et
al., 2011), quando comparadas as taxas conseguidas
pelo método Transcervical em caprinos, que giram
em torno de 60% (Lima-Verde et al., 2003).

No tocante & colheita de embrides por
Laparoscopia, esta é feita em maca de imobilizagao
especifica. Logo apo6s, é estabelecido um
pneumoperitdbneo para inicio do procedimento de
colheita, para o qual sdo efetuadas trés punces
abdominais, sendo uma para o endoscdpio, outra
para uma sonda de trés vias e uma Ultima para a
pinga de manipulacdo. Contudo, a exposi¢cdo do
animal a riscos de aderéncias, o alto custo do
aparelho de Laparoscopia e a necessidade de uma
equipe especializada séo limitagdes que restringem
a utilizacdo desta técnica (Freitas & Simplicio,
2001).

A técnica de Laparotomia é considerada a mais
empregada e mais eficaz em pequenos ruminantes
(Selvaraju et al., 2003). Neste método, os embrides
podem ser colhidos com éxito tanto da tuba uterina
quanto do Utero. Para tanto, as fémeas doadoras de
embriBes devem ser, anteriormente, submetidas a
jejum hidrico e alimentar, por 12 e 24 horas,
respectivamente, para, em seguida, serem
submetidas aos procedimentos de anestesia geral.
As fémeas sdo sedadas com cloridrato de xilazina,
na proporcdo de 0,11 mg/kg PV, recebendo
ketamina, na razdo de 5,5 mg/kg PV, dez minutos
depois, sendo ambas as aplicagbes por via
intramuscular. Deve-se realizar uma aplicacdo local
e subcutdnea de cloridrato de lidocaina (0,1
g/animal) na linha alba, onde sera realizada uma
incisdio de 15 a 20 cm de comprimento,
cranialmente a base do Ubere (Ishwar & Memon,
1996). O processo de exteriorizagdo dos cornos
uterinos, tubas uterinas e dos ovarios deve ser
realizado com a fémea em decubito dorsal, em
maca apropriada, com inclinacdo antero-posterior
de 30° a 45° Uma vez exteriorizados os ovérios, é
feita a contagem dos corpos luteos, tornando
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possivel avaliar a eficacia do tratamento
superovulatério através da contagem de corpos
luteos, e do método cirdrgico de colheita de
embrides através da obtencdo da taxa de
recuperacdo embriondria. A lavagem para
recuperacdo embrionaria é realizada com PBS, a
37°C. A colheita tubaria deve ser realizada dois a
quatro dias apds o inicio do estro (BARIL et al.,
1995), sendo as tubas uterinas cateterizadas através
do infundibulo com um cateter plastico. Em
seguida, apo6s a insercdo de uma agulha 25 ¢
acoplada a uma seringa de 20 mL na jungdo Utero-
tubarica, o meio de lavagem é injetado em dire¢do
ao infundibulo (Ishwar e Memon, 1996).

A colheita uterina deve ser realizada cinco a seis
dias apds o inicio do estro. Para tanto, uma puncéo
na base do corno uterino é realizada para introduzir
um cateter de colheita na luz uterina, a qual deve
ser obstruida através de compressao digital ou pelo
uso de pinga atraumatica. Entdo, uma seringa de 50
mL, acoplada a uma agulha de 18 g é inserida na
luz uterina, préximo a juncdo Utero-tubérica e 30
mL a 40 mL de meio de lavagem a 37°C sdo
injetados no interior de cada corno uterino e
recuperado por outra via do cateter de Foley. Os
lavados sdo vertidos em placas de Petri, plasticas,
para avaliacdo imediata e contagem em
estereomicroscépio em um aumento de 40 a 70
Vezes.

A colheita cirdrgica ¢ o método de recuperacdo
utilizado em pequenos ruminantes, mais eficiente
quanto as taxas de recuperagdo, mostrando-se
superior aos demais, variando de 70% a 90%
(Forcada et al., 2011). Contudo, essa técnica,
quando realizada continuamente na mesma fémea
doadora, influencia, negativamente, a taxa de
recuperacdo embriondria. Todavia, podem-se
reduzir esses efeitos através da aspersdo do Utero e
dos ovarios com soro fisiolégico heparinizado (50
Ul de heparina sodica/mL) ou com solucdo de
Dextran 70 g a 6,0%. A sutura pode ser feita com
um padrdo simples interrompido com fio de
poliglactina 2-0 (Ishwar e Memon, 1996).

AVALIACAO E CLASSIFICACAO DOS
EMBRIOES

Os embries sdo avaliados quanto as suas
caracteristicas morfologicas e, a partir disso, é
possivel  determinar 0 seu estadio de
desenvolvimento. Essa classificacdo leva em
consideracdo a presenca e a intensidade de
imperfeices, tais como presenca de blastdmeros de
tamanhos irregulares, em extrusdo, morte ou
fragmentacdo, alteracBes de cor ou tamanho da
massa celular, auséncia de compactacao e danos na
zona pelucida. A avaliagdo dos embriGes é feita em
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fungdo do percentual da massa celular intacta, livre
de alteragoes.

A classificagdo mundialmente utilizada foi proposta
pela Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (IETS), a qual dividiu,
morfologicamente, em nove categorias (Tabela 1).

De acordo com Oliveira (2009), o estadio do
desenvolvimento embrionario é de fundamental
importéancia para a classificacdo dos embrides, pois
esta diretamente relacionado com sua posterior
sobrevivéncia. Relata também que as taxas de
sobrevivéncia embrionaria de mérulas é menor que
a de blastocistos (Tabela 2). Os achados do
mencionado autor, quanto a correlagdo entre a
sobrevivéncia embrionaria e o estddio dos embrides
corroboram com os resultados encontrados por Bari
et al. (2003), os quais compararam morulas e
blastocistos.

Os embrides ainda sdo avaliados quanto as
caracteristicas ~ morfolégicas  individualizadas,
como: padrdo de cor, tamanho, forma, integridade
da zona pelicida, homogeneidade do citoplasma e
presenca de células no espaco perivitelinico, sendo
esses caracteres responsaveis pela definicdo quanto
a sua qualidade (Tabela 3).

Bari et al. (2003) relataram que embrides de Graus
3 e 4 toleram melhor a assincronia do estro entre
doadora e receptora, do que 0s embribes de Graus 1
e 2, e que as mdrulas iniciais toleram melhor esta
assincronia do que embriGes em outros estadios.

Os autores relatam também que ndo houve
diferenga na taxa de sobrevivéncia entre embrides
de Graus 1 e 2 (75,6% e 73,8%, respectivamente).
Entretanto, conforme a qualidade do embrido
declinou, as diferencas se tornaram mais notaveis.
Os embrides de Grau 3 tiveram uma menor taxa de
sobrevivéncia (61,4%), comparado aos embrides de
Graus 1 e 2, com uma redugdo mais notavel na taxa
de sobrevivéncia dos embribes de Grau 4 (37,5%),
embora deva-se notar que o nimero de embrides de
Grau 4 transferidos foi, relativamente, menor.
Ainda segundo eles, devido ao fato de todos os
embrides terem sido transferidos para receptoras
com perfil 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
0 ambiente uterino ao seu favor.

Oliveira (2009) observou que os embrides de Grau
1 obtiveram melhores percentuais de sorevivéncia
quando comparados aos de Grau 2, como
demostrado na Tabela 4.
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Tabela 1. Estadios embrionarios e suas respectivas caracteristicas morfoldgicas (Adaptado de Robertson e

Nelson, 2010).

Estadio Embrionario

Caracteristicas

1 célula

2-16 células

Moérula inicial (Mi)

Mérula compacta (Mc)

Blastocisto inicial (Bi)

Blastocisto (BI)

Blastocisto
expandido (Bx)

Blastocisto
em ecloséo (Bn)

Blastocisto
eclodido (Be)

Zigoto recém-formado, com apenas uma célula circundada pela zona pelucida e
apresentando o 2°. corpUsculo polar no espaco perivitelinico (EPV).

Estadio onde ocorrem as clivagens iniciais, sendo possivel contabilizar o
ntmero de blastdmeros.

Massa de células com separacdo nitida entre os blastdbmeros ocupando quase a
totalidade do EPV.

Blastdmeros agregados entre si formando uma massa compacta, ocupando 60%
a 70% do EPV.

Inicio da formacéo da blastocele e diferenciacdo entre o trofoblasto e o botéo
embrionario; o embrido ocupando 70% a 80% do EPV.

Evidente diferenciacdo entre as células do trofoblasto e do botdo embrionario;
as células do botdo embrionario estdo compactadas, a blastocele é
predominante.

O embrido aumenta 1,2 a 1,5 vezes o seu diametro e a zona pellcida diminui
em 1/3 a sua espessura; é evidente a pressdo do liquido da blastocele, que
empurra o trofoblasto contra a zona peldcida.

O embrido esta iniciando o processo de saida da z

O embrido est4 iniciando o processo de saida da zona peldcida.

O embrido esta completamente livre da zona pellcida; ainda € nitida a presenca
da blastocele.

Tabela 2. Sobrevivéncia embrionaria de acordo com o estadio de desenvolvimento dos embrides ovinos da raca
Santa Inés transferidos (Adaptado de Oliveira, 2009).

Estadio embrionario

Sobrevivéncia embrionéria (%0)

Moérula

Blastocisto inicial
Blastocisto
Blastocisto expandido

15/59* (25,4)
0/3* (0,0)
10/22* (45,5)
3/6* (50,0)

Total

28/90* (31,1)

N° de crias / *N° de embrides transferido.

Ainda com relagdo a morfologia embrionaria,
Monte (2013) propds uma classificacdo para
melhor determinar o0s graus de qualidade,
estabelecendo as categorias: Proporcdo de extrusdo
embrionaria (Baixa — 0 a 5%, Média — 6 a 15% e
Alta - >15%); Propor¢do de cada nivel de
homogeneidade da massa embrionéria
(Homogénea, Levemente Heterogénea e
Heterogénea); Percentual de embriGes com cada
grau de retracdo (Sem retracdo; Levemente retraida;
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Com retracdo). Nesse mesmo trabalho, avaliando
embrides antes e apos 0
congelamento/descongelamento a autora afirmou
que parametros, tais como extrusdéo e
homogeneidade da massa celular interna podem
afetar a posterior qualidade e, consequentemente,
sobrevivéncia embrionaria, mas isso pode variar de
acordo com o tratamento que é dado a célula, a
exemplo da adicéo e remoc&o de crioprotetores.
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Tabela 3. Qualidade embrionaria e suas respectivas caracteristicas (Adaptado de Robertson e Nelson, 2010).

Qualidade embrionaria

Caracteristicas

Grau 1:
Excelente ou Bom

Grau 2: Regular

Grau 3: Pobre

Massa embrionaria simétrica e esférica com blastdmeros (células) individuais, que
sdo uniformes em tamanho, cor e densidade. Irregularidades devem ser
relativamente menores e ao menos 85% do material celular devem ser de massa
embriondria vidvel intacta. A zona pellcida deve ser lisa e ndo ter superficies
cbncavas ou planas.

Irregularidades moderadas na forma geral da massa embrionaria ou no tamanho,
cor e densidade das células individuais. Ao menos 50% do material celular devem
compor uma massa embriondria viavel, intacta.

Irregularidades maiores na forma da massa embriondria ou no tamanho, cor e
densidade das células individuais. Ao menos 25% do material celular devem
formar uma massa embriondria viavel, intacta.

EmbriGes em degeneracdo, o6citos ou embrides de uma célula: nao viaveis.

Grau 4: Morto
ou degenerado

Tabela 4. Sobrevivéncia embrionéria de acordo com a qualidade dos embrides ovinos da raca Santa Inés

transferidos (Adaptado de Oliveira, 2009).

Qualidade embrionaria

Sobrevivéncia embrionaria(%)

Grau 1 18/59* (30,5)
Grau 2 9/31* (29,0)
Total 28/90* (31,1)

N° de crias / *N° de embrides transferidos.

FATORES QUE INFLUENCIAM A
PRODUCAO IN VIVO DE EMBRIOES

Séo varios os fatores capazes de promover a morte
embrionaria, necessitando, ainda, ser melhor
caracterizados. Esses fatores podem estar
vinculados ao préprio embrido ou ao ambiente
uterino.

Estima-se que a principal causa seja decorrente de
problemas de sinalizacdo entre o concepto e a mae,
0 que pode proporcionar um desenvolvimento
assincrébnico ou um retardo no crescimento
embrionério, bem como a falha na produgdo de
Interferon T (Spencer et al., 2004). Outro fator que
pode estar vinculado a morte embrionaria é a
sintese inadequada de horménios e fatores de
crescimento oriundos do embrido (Riley & Moley,
2006).

Com relacdo as perdas embrionérias que possuem
como origem, fatores intrinsecos ao ambiente
uterino e outras situacfes ligadas a mae, observa-se
indmeras causas. Dentre elas, o estado sanitério,
conforto térmico, manejo e nutricdo adequada. Em
meio a estes fatores, possui maior relevancia, o
fornecimento de nutrientes, 0s quais sdo
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indispensaveis ao desenvolvimento folicular,
maturagdo dos odcitos, fertilidade e
desenvolvimento embrionéario, além da propria
manutengdo da gestagdo, pois atuam nas
concentragdes séricas de hormdnios e outros
metabdlitos, influenciados por nutrientes ou
oriundos dos mesmos (McEvoy et al., 2001).

Principalmente na fase que antecede a implantacéo,
os embribes sofrem muito a influéncia do ambiente
onde estdo se desenvolvendo, especificamente em
relacdo aos nutrientes que sdo oferecidos a doadora.
A dieta fornecida a matriz é de extrema importancia
sobre o embrido durante o periodo de pré-
implantacdo e por todo o seu desenvolvimento
(Ashworth, 1995).

As substancias nutritivas presentes no Utero de
ovelhas prenhes sdo provenientes da alimentag&o.
Desta forma, a mée precisa estar bem nutrida, ja
que, de modo geral, 0s ruminantes apresentam uma
implantacéo ndo invasiva.

Segundo McEvoy et al. (2001), alimentos contendo
altos niveis proteicos para ovelhas influenciam,
negativamente, o desenvolvimento embrionario,
por resultar em crias, excessivamente, grandes. Em
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contraste, Edwards e McMillen (2002) afirmam que
o0 déficit proteico no periodo de pré-implantacao de
embrides pode promover problemas no
desenvolvimento. Somado a isso, ressalta-se a
quantidade especifica dos componentes da racéo,
bem como a quantidade de alimento fornecido as
matrizes. [Estes precisam ser respeitados e
analisados para nao afetar a producéo de embrides,
pois, a depender da quantidade de alimento, havera
um maior ou menor fornecimento de componentes.
Em experimento com ovelhas superalimentadas
durante o inicio da gestagdo, Ashworth (1995)
relatou um decréscimo na proporcdo de embrides
produzidos, o que complementa os achados por
Williams & Cumming (1982 apud Squires, 1993. p.
308). Imagina-se que esta reducdo resulte do
aumento do metabolismo da P, pelo figado. Assim,
a progesterona plasmatica serd metabolizada quase
gue totalmente em uma Unica passagem pelo
figado, provocando o declinio de suas
concentragdes periféricas.

Em contradi¢do, Dunne et al. (1997) comprovaram
que a diminuicdo da alimentacdo, por um curto
periodo de tempo, aumentaram a taxa de gestacdo
em bovinos. Mantovani (1993) também observou
uma relevante reducdo na producdo de embriGes
transferiveis em novilhas de corte que tiveram livre
acesso a concentrado, quando comparadas aquelas
que foram submetidas a restricdo energética.

Yaakub et al. (1996), trabalhando com novilhas de
corte, relataram que restricbes alimentares
melhoraram a taxa de  desenvolvimento
embrionério, aumentando o nimero de blastocistos
e 0 nimero de células totais dos blastocistos, o que
demonstra a evolugdo no seu desenvolvimento.

O semiarido nordestino, especialmente a
microrregido do Submédio Sdo Francisco,
apresenta sérios problemas no ambito alimentar,
pois ha escassez de alimento por longos periodos
do ano. Devido as condi¢des climaticas
desfavoraveis ao desenvolvimento vegetal, as
plantas perdem suas folhas e tém seu valor
nutricional reduzido. Sendo assim, solucionar esses
entraves para maximizar os resultados, bem como
diminuir custos sdo desafios a serem alcancados.
Neste contexto, o produtor necessita de uma
alternativa para suplementar seus animais na época
seca, ja que esta compreende um lapso muito
grande, sendo suficiente  para interferir
negativamente em todo o sistema reprodutivo das
fémeas criadas nesta regido.

Assim, sabendo destas deficiéncias alimentares, a
expansdo da fruticultura no semiarido nordestino
desponta como uma importante saida para a
pecudria desta regido, j& que € caracterizada pela
producdo de toneladas de residuos de abacaxi,
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meldo, manga, acerola e uva, no decorrer de todo
ano (CQBAL, 2012).

No que diz respeito a uva, dentre as fruteiras
cultivadas comercialmente no Submédio Sao
Francisco, aparece como a terceira mais importante
cultura local em termos de area plantada e atinge
uma producdo anual de 240.000 t (Valexport,
2002). Entre desbrotas, despontas, raleio e
desbastes dos cachos, além do manuseio
inadequado, as perdas do fruto, no que diz respeito
ao consumo humano, podem variar de 20 a 95%
(Choudhury e Costa, 2004).

Esse residuo surge entdo, como uma fonte potencial
para a alimentacdo animal, devido a sua grande
disponibilidade. Além disso, autores como Rotava
(2007), afirmam que o subproduto da uva é capaz
de fornecer niveis protéicos razoavelmente
elevados, girando em torno de 12,8% de proteina
bruta no bagaco e 10,3% na semente; que
apresentam, ainda, na composicdo da sua semente,
altos niveis de 4cidos oléico (19,07%) e linoleico
(67,73%), 0s quais sao elementos essenciais para 0s
animais; além de apresentar altos teores de Tanino,
considerado um antioxidante, sendo capaz, entdo,
de aumentar o tempo de vida dos espermatozoides
no trato feminino e proteger os éocitos e embrides
de danos oxidativos a nivel de membrana e ndcleo
celulares (PASA, 2010).

Maggioni et al. (2008) afirmam, ainda, que o
fornecimento de alimento com moderado teor de
tanino consensado é capaz de promover ganho de
peso, aumento do escore de condigdo corporal e,
principalmente, a reducéo de perdas embrionarias,
j& que o tanino induz a diminuicdo da catalise de
proteinas da qual resultariam metabolitos tdxicos
como uréia e amoénia, que sdo responsaveis por
alterar o gradiente de pH que existe entre as células
apicais e basais da parede uterina, o qual é regulado
pela P;. Na presenca desses metabolitos, a
progesterona torna-se incapaz de manter o meio,
levando a um aumento de PGF,, a qual afeta,
negativamente, o desenvolvimento embrionério,
assim como sua sobrevivéncia.

Porém, quando utilizado, o subproduto da uva tem
sido fornecido de maneira empirica, sem avaliar 0s
possiveis efeitos positivos e, principalmente,
negativos da sua utilizacéo.

CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho se prop0s a abordar diferentes
aspectos da producdo in vivo de embrides em
ovinos. Deiversos sdo o0s desafios a serem
enfrentados para otimizar o uso da MOTE em
ovinos, sobretudo criados no semiarido do Nordeste
do Brasil.
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