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APRESENTACAO

Em todas as areas de conhecimento a pesquisa € uma das formas de se alcancar
respostas e dar origem a teorias. Para se criar uma teoria n&o é suficiente a afirmacéo
de uma suposicao, deve-se seguir algumas fases do que é chamado de investigacao
cientifica, que através de procedimento l6gico, produz conhecimento cientifico testado,
comprovado e seguro. As fases que que devem ser seguidas sdo a observacéo, as
hipoteses, 0 método de pesquisa e a conclusao.

Desta forma os estudos cientificos (pratico) tém a intencdo de aumentar os
horizontes destas teorias, servindo para contrapor ou melhora-las, podendo acrescentar
informagodes, integrar dados, corrigir resultados ou ainda expandir os grupos de estudo.

Neste segundo volume, a Atena Editora traz Investigacdes e técnicas cientificas
na area de Medicina Veterinaria e Zootecnia, abrangendo diversas culturas (apicultura
avicultura, bovinocultura, caprinocultura, cinocultura, ovinocultura e piscicultura)
e a investigacdo cientifica dentro da clinica médica veterinaria, onde vocé podera
aprofundar seus conhecimentos na area e conhecer as técnicas utilizadas para o
estudo cientifico.

Boa leitura!
Valeska Regina Reque Ruiz
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RESUMO: Objetivou-se avaliar a taxa de
prenhez em cabras inovuladas com embrides

Investigacéo Cientifica e Técnica em Ciéncia Animal 2

CAPRINOS TRANSFERIDOS

17 doadoras
sincronizadas com um dispositivo intravaginal

bisseccionados.  Utilizou-se
durante 11 dias e superovuladas com 250Ul de
FSH-LH, a partir do dia nove, em seis doses
decrescentes. No ultimo dia de aplicagao,
administrou-se 100ug de cloprostenol. A
deteccdo do estro teve inicio logo apds o
tratamento hormonal, com auxilio de rufides.
Caracterizada a manifestacdo do estro, as
doadoras receptoras

tiveram o ciclo estral sincronizado através de

foram cobertas. As

esponjas intravaginais, mantidas por 11 dias.
No nono dia administrou-se 300 Ul de eCG e
75ug de cloprostenol. A deteccédo do estro foi
realizada por rufides cada 12 horas. A colheita
dos embrides foi realizada por lavagem uterina
utilizando 200ml de Solucéo Salina Fosfatada
Tamponada, por doadora, via transcervical,
sete dias ap0s a cobertura. Recuperou-se 92
estruturas, porém apenas 48 embrides foi
utilizado (Grau 1 e 2). De cada trés embrides
obtidos, um foi bisseccionado e as metades
inovuladas na mesma receptora. Embrides
inteiros foram inovulados aos pares. Das 16
receptoras
inteiros, nove (56,25%) apresentaram prenhez,
sendo trés com gestacdo dupla (37,50% dos
embrides transferidos). Das 16 que receberam

inovuladas com dois embrides

dois hemi-embrides, quatro (25,00%) tiveram
gestacbes simples e uma (6,25%) gestacao
dupla (37,50%). Embrides bisseccionados em
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estagio de mérula, independente do grau de qualidade, n&o resultaram em gestacéo,
ja os blastocistos de qualidade 1 o indice obtido foi 100,00%. Conclui-se que o0 a
inovulacédo com dois hemi-embrides ndo resultou na melhoria da taxa de prenhez em
cabras.

PALAVRAS-CHAVE: bisseccao, transferéncia de embrido, caprino

RATE OF GESTATION OF TRANSFERRED GOAT’S HEMI-EMBRYOS

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the pregnancy rate in goats
that had been inoculated with bisected embryos. We used 17 donors synchronized with
an intravaginal device for 11 days and superovulated with 250Ul of FSH-LH, starting on
day nine, in six decreasing doses. On the last day of application, 100 g of cloprostenol
was administered. Detection of oestrus began soon after hormonal treatment, with the
help of ruffians. Characterized the manifestation of estrus, the donors were covered. The
recipients had the estrous cycle synchronized through intravaginal sponges, maintained
for 11 days. On the ninth day 300 IU eCG and 75 ug cloprostenol were administered.
Detection of estrus was performed by ruffians every 12 hours. Embryo collection
was performed by uterine lavage using 200 ml of buffered phosphate buffered saline
solution per donor, via transcervical, seven days after the coverage. 92 structures were
recovered, but only 48 embryos were used (Grade 1 and 2). Of each three embryos
obtained, one was bisected and the innovated halves in the same recipient. Whole
embryos were innovated in pairs. Of the 16 embryo recipients with two whole embryos,
nine (56.25%) presented pregnancy, three of them with double gestation (37.50% of
embryos transferred). Of the 16 who received two hemi-embryos, four (25.00%) had
single gestations and one (6.25%) double gestation (37.50%). Embryos bisected at a
morula stage, regardless of quality, did not result in gestation; however, blastocysts
of quality 1 obtained 100.00%. It was concluded that the innovation with two hemi-
embryos did not result in the improvement of the pregnancy rate in goats.
KEYWORDS: bisection, embryo transfer, goat.

11 INTRODUGCAO

A incorporacéo da tecnologia de micromanipulagédo embrionéria, especialmente
a bisseccao de embrides, tem permitido aumentar as taxas de gestacao de produtos
de doadoras. Através da bisseccdo, pode haver uma propagacdo de animais
zootecnicamente superiores, propiciando um elevado progresso nos programas de
transferéncia de embrides (GRAY et al., 1991).

A bisseccdo € uma biotécnica reprodutiva através da qual, um embrido em
estagio inicial de desenvolvimento é mecanicamente dividido, preferencialmente em
duas partes iguais. Para execucédo desta técnica, € necessaria uma selecdo morfologica
dos embrides visando identificar aqueles com potencial de sobrevivéncia durante o
processo da bisseccao e de transferéncia imediata das metades embrionarias para as
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receptoras (REICHENBACH et al., 2002).

O sucesso na bisseccdo de embrides € maior quando se utiliza blastocisto,
em relacdo a morula. Isto provavelmente ocorra, devido ao fato de existir maior
quantidade de células neste estagio, o que facilitaria 0 desenvolvimento do embriao
e o estabelecimento da gestacdo. O sucesso, naturalmente, esta também ligado a
qualidade do embrido (WOOD e TROUNSON, 2000).

A incorporacdo da bisseccdo em programas comerciais de transferéncia de
embrides reflete um grande entusiasmo nestes procedimentos que podem melhorar
a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos. Na utilizacdo comercial da bissec¢ao é
importante avaliar a relagao custo/beneficio, pela necessidade equipamento especial
(micromanipulador) e de técncicos especializado. A sofisticacdo da tecnologia de
bisseccdo embrionaria tem permitido, juntamente com o congelamento, a manutencéo
da metade da massa celular de um embri&o para futuras avaliagdes de genotipo, além
de outras utilidades (GRAY et al., 1991).

De acordo com Yang e Anderson (1992), a combinacao da bisseccéo de embrides
com a biépsia para a sexagem e criopreservacao de embrides favorecerao a utilidade
comercial desses procedimentos.

A informacdo sobre este tema tem gerado expectativa que justificam a
necessidade de continuidade as pesquisas nessa area de conhecimento. Neste
trabalho, objetivou-se avaliar a capacidade de aumentar o numero de produtos a partir
de embrido original na espécie caprina, através da utilizagdo da técnica de bisseccao
de embrides colhidos e transferéncia imediatamente dos mesmos para as fémeas
receptoras.

2| MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Fazenda Santo Anténio, localizada no municipio
de Campo Maior, Regidao Norte do Estado do Piaui, com latitude 04°49’40”S e longitude
42°10’°07”W, pluviometria média anual da ordem de 1305mm e temperatura variando
entre 28 a 35°C (CEPRO, 1990).

Foram utilizadas dezessete fémeas, com idades variando de um a trés anos,
como doadoras de embrides, sendo doze da raga Boer e cinco da raga Anglonubiana.
Como receptoras foram utilizadas 48 fémeas (Anglonubiana x Boer, Anglonubiana x
Toggenburg), de um total de 113 sincronizadas. Dois machos da raca Boer e dois da
raca Anglonubiana, de fertilidade comprovada, foram utilizados como reprodutores,
em monta natural.

As doadoras foram mantidas piquetes com predominancia de capim
andropdgon, capim mimoso e “unha-de-gato”. E recebia, no cocho, volumoso de
feno de tiffton, além de agua e sal mineral a vontade. Como suplementacéo diaria,
receberdo 400g de racdo composta de 40% de milho, 30% de soja, 20% de feno
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de tiffton e 10% de farelo de trigo para cada doadora. As receptoras permaneceram
em pastagem nativa durante o dia, recebendo como suplemento, 300g de rac&o por
receptora, de composicdo semelhante a racédo das doadoras, além de sal mineral e
agua a vontade.

As doadoras foram sincronizadas com um dispositivo intravaginal contendo
0,33g de progesterona natural (CIDR®-Pharmacia, Brasil) durante 11 dias e
superovuladas com 250Ul FSH-LH (Pluset®- Calier S.A.,Espanha), administradas via
intramuscular a partir do dia nove, em seis doses decrescentes, em intervalos de 12
horas, por um periodo de trés dias. No ultimo dia de aplicagdo, administrou-se 100ug
de cloprostenol (Ciosin®-Shering-Coopers, Brasil) via intramuscular. A deteccado do
estro teve inicio logo apés o término do tratamento hormonal, com auxilio de rufides
vasectomizados, em intervalos de seis horas.

Caracterizada a manifestacdo do estro, as doadoras foram cobertas, com
repeticdo 8 e 16 horas ap6s o inicio do estro. Doze horas apOs cobertura, foi
reintroduzido outro dispositivo intravaginal de progesterona, para prevenir a ocorréncia
de regressédo prematura de corpos luteos. Os dispositivos foram removidos no dia
anterior a colheita.

As receptoras tiveram o ciclo estral sincronizado através de esponjas intravaginais
impregnadas com 60mg de acetato de medroxiprogesterona (Progespon® — Syntex
S.A. , Argentina ), mantidas por 11 dias. No nono dia administrou-se 300 Ul de
gonadotrofina coriénica eqlina (Folligon® — Intervet, Brasil) e 75ug de cloprostenol
(Ciosin®-Shering-Coopers, Brasil), via intramuscular. A deteccéo do estro foi realizada
por rufides cada 12 horas.

A colheita dos embrides foi realizada por lavagem uterina utilizando 200ml de
Solucédo Salina Fosfatada Tamponada (D-PBS - Dulbecco Modificado- Cultilab Mat
Cult Cel LTDA, Brasil) por doadora, via transcervical, sete dias apds a manifestacéo
de estro. Os animais foram submetidos a jejum hidrico e sélido por 14 horas antes
da colheita. Apés o animal foi colocado em maca de contencdo e, com auxilio de
uma pinc¢a de Pozzi (24cm), a cérvix foi fixada e tracionada e um cateter de via Unica,
desprovido de baldo (Rusch, numero 10 ou 12), guiado por um mandril de ago, foi
introduzido no utero. Apds introduzido o cateter, o mandril foi retirado e iniciou-se a
lavagem uterina, utilizando cerca de 40 ml por secédo. Com o objetivo de facilitar o
retorno do meio de lavagem, o cateter foi levemente movimentado para frente e para
tras e o lavado uterino recolhido em filtro coletor.

Ao término da lavagem, o filtro foi levado ao laboratorio, 0 meio transferido para
placa de Petri e observado em esteriomicroscopio com a finalidade de identificar e
capturar as estruturas. Ao serem identificados, foram transferidos, com auxilio de um
“tom cat” acoplado a uma seringa de 1ml, para uma nova placa submetidos a trés
banhos consecutivos com D-PBS e transferidos para outra placa contendo meio de
manutencao (Holding 0,4% BSA — Cultilab Mat Cult Cel LTDA, Brasil). Em seguida, as
estruturas foram avaliadas e classificadas de acordo com a Sociedade Internacional
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de Transferéncia de Embrides (IETS, 1999).

Foram utilizados embrides em estagio de moérula compacta e blastocisto, de
graus de qualidade 1 e 2, segundo a IETS.

No processo de bisseccdo, utilizou-se um micromanipulador de embrides,
modelo “microtorno”, composto por dois bragos apoiados sobre uma base adaptada
a uma lupa estereomicroscopica. Na extremidade de um dos bracos, foi acoplada
uma micropipeta de succéo e na extremidade do outro braco foi acoplada uma lamina
apropriada para realizar o corte dos embrides.

Cada embrido destinado a bisseccao foi colocado em uma placa de Petri,
contendo D-PBS, fixado e posicionado pela micropipeta de sucgao através de pressao
negativa, enquanto a lamina era disposta central e dorsalmente ao embrido para
proceder ao corte em um unico movimento para baixo até seu encontro com o fundo
da placa. Em seguida, leves movimentos para frente e para tras foram realizados com
a finalidade de separar os hemi-embrides. No momento do corte, a pressao exercida
pela micropipeta era retirada, evitando-se que os hemi-embrides fossem sugados.
Concretizada a separacéo das duas metades, era adicionado meio de manutencéo
para que os hemi-embrides nao ficassem aderidos na placa de Petri, micropipeta ou
lamina.

Os hemi-embrides foram envasados em “tom cat” contendo meio de manutencao,
entre pequena coluna de ar, pequena quantidade do meio contendo uma das metades,
nova coluna de ar, nova coluna de meio contendo a outra metade, outra coluna de ar
e a ultima coluna de meio, para serem inovulados.

Para inovulacdo de embrides inteiros foram utilizadas receptoras cuja sincronia
com a doadora correspondente era < a 24 horas. Para inovulagdo de hemi-embrides
utilizou-se receptoras que manifestaram estro entre -12 a +36 horas apds o inicio do
estrodas doadoras. As receptoras foram submetidas a jejum hidrico e s6lido por 24 horas
antes das transferéncias. Estas, realizadas por semi-laparoscopia. Apds contencéao,
tricotomia e higienizagcdo da regido abdominal as receptoras foram anestesiadas
com uma associa¢ao de 250mg de cloridrato de Quetamina a 5% (Ketamina 5% - F.
A. Cristalia, Brasil) e de 20mg de cloridrato de xilazina a 2% adicionado a 19ml de
solucéo fisiologica. Foi aplicado 1ml da solug&o para cada 10Kg de peso vivo, por via
endovenosa e em seguida, os animais foram colocados na maca de contengao para
inovulacgao.

Depois procedeu-se antissepsia com alcool iodado a 10% e, para facilitar a
passagem dos trocateres, que permitiram a entrada da pin¢ca de manipulacao e da
Otica do laparoscépio, realizou-se anestesia local com lidocaina a 2% e uma pequena
incisdo de 2cm, apods a visualizagao do utero e identificagcdo dos ovarios, estes foram
avaliados, onde, com ovario portador de um corpo luteo funcional foram utilizadas.
Para inovular os embrides, o corno uterino ipsilateral ao ovario portador do corpo luteo
foi exteriorizado e um pequeno orificio foi feito, para introduzir a ponta do “tom cat” e

injetar o meio contendo os embrides.
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De cada trés embrides obtidos em estagio de moérula ou blastocisto, grau 1 ou
2, de uma doadora, um foi bisseccionado e as metades inovuladas em uma mesma
receptora, cuja sincronia com relacéo ao estro da doadora correspondente foi de -12 a
+36 horas. Os embrides inteiros foram inovulados em namero de dois em receptoras
gue apresentaram inicio do estro em intervalos de — 12 a + 24 horas.

Apés as inovulagbes, as receptoras utilizadas foram identificadas
e permaneceram no sistema de manejo das doadoras até a realizagcdo da
ultrassonografia. Os animais diagnosticados positivos, foram mantidos neste sistema
até as paricoes.

O diagnéstico de gestacao foi realizado através de ultra-sonografia (Scaner
100 Piemedical) munido de um transdutor endoparietal de 5 MHz 30 dias apés as
inovulagoes.

A analise estatistica dos resultados deste trabalho foi realizada através do teste
do Qui-quadrado (x?).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 17 doadoras submetidas ao programa de sincronizagao e superovulacao,
duas ndo manifestaram estro, trés apresentaram estro prolongado e em uma que
manifestou estro e teve o Utero lavado, ndo houve recuperacdo de estruturas. As
demais, 11 doadoras, permitiram a recuperag¢ao de 92 estruturas, uma média de 8,36
estruturas por doadora.

Das 92 estruturas recuperadas, 48 embrides em estagio de mérula e blastocisto,
graus 1 ou 2 foram utilizados. As demais estruturas néo foram contabilizadas e nem
utilizadas no trabalho. Dos 48 embrides utilizados, 32 foram inovulados inteiros, aos
pares, em 16 receptoras. Os demais foram seccionados em duas metades, sendo
inovuladas juntas as metades correspondentes a um embrido em um mesmo animal,
totalizando, também, 16 receptoras.

A tabela 1 mostra que ndo houve diferenca estatistica significativa quando
comparados os grupos de embrides inteiros e bisseccionados no que diz respeito a
ocorréncia de gestagao.

Embrides Gestacéo

Inteiros 9/16 (56,25%)a
Bisseccionados 5/16 (31,25%)a
Total 14/32 (43,75%)

Tabela 1 —Ocorréncia de gestacédo em receptoras inovuladas com embrides inteiros e
bisseccionados.

Percentuais seguidos da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste x? a 5% de
probabilidade (P>0,05).

A ocorréncia de 56,25% (9/16) de gestacao em embrides inteiros e 31,25% (5/16)
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em embrides bisseccionados sdo semelhantes aos relatados por Leibo e Rall (1987),
que também nao encontraram diferenca estatistica significativa na taxa de gestacéao
entre os dois grupos. Por outro lado, diferem dos resultados obtidos por Maurer (1988),
onde as taxas de sobrevivéncia de embrides inteiros e hemi-embrides foram de 86,4%
de gestacao (44/51) para o primeiro e 41,8% (67/160) para o segundo grupo.

Diversos fatores podem afetar a sobrevivéncia de embrides transferidos. Para
minimizar a influéncia desses fatores, foram utilizadas apenas receptoras de bom
escore corporal (3 ou 4), cujos ovarios apresentavam um ou mais corpos luteos
funcionais e transferidos apenas embrides classificados de grau de qualidade 1 ou 2,
sempre aos pares, no corno uterino de maior numero de corpos luteo.

Apesar de nao ter sido evidenciado diferencas estatisticas significativas entre as
gestacbes de receptoras inovuladas com embrides inteiros ou bisseccionados, uma
aparente diferenca em valores percentuais foi observada, que pode estar associada
negativamente ao processo de bisseccao. Williams et al. (1984) afirmaram que a taxa
de gestacéo em embrides bisseccionados é dependente do estagio de desenvolvimento
embriogénico. Para Bredback (1995), no método de transferéncia dos hemi-embrides,
as perdas celulares ocorridas com a divisdo embrionaria e o estagio de sincronia com
a receptora podem afetar a viabilidade embrionéaria apds a bisseccéo.

Beckett et al. (1999), relataram que a sobrevivéncia de embrides caprinos
bisseccionados em receptoras € mais baixa que a de embrides inteiros, e que esta
reducao pode ser atribuida a perda da viabilidade celular ap6s a bissec¢ao, falha na
capacidade de hemi-embrides emitirem sinais necessarios a manuteng¢ao da gestacgao,
ou a combinacgao destes fatores.

Para que os possiveis fatores que afetam a sobrevivéncia embrionaria pudessem
ser melhor explicados, a tabela 1 foi desmembrada nas tabelas que se seguem.

A ocorréncia de gestacado quando comparados embrides em estagio de morula
inteiros e bisseccionados esta apresentada na tabela 2, sendo observado diferencas
estatisticas significativas.

Embrides Gestacao

Moérulas inteiros 4/7 (57,14%)a
Morulas bisseccionados 0/7 (00,00%) b
Total 4/14 (28,57%)

Tabela 2 — Ocorréncia de gestagcdo em receptoras inovuladas com embrides em estagio de
morula, inteiros ou bisseccionados.

Percentuais seguidos de letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente entre si pelo teste x? a 5% de
probabilidade (P<0,05).

Pode ser observado que em 57,14% das fémeas que receberam embrides
em estagio de mobrula, inteiros, ocorreu gestacéo, ja nas receptoras inovuladas
com embrides bisseccionados, neste mesmo estagio de desenvolvimento, ndo foi
diagnosticado prenhez. Estes resultados sao semelhantes aos obtidos por Tsunoda
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et al. (1985), que dividiram 22 embrides caprinos em estagio de moérula, mas nao
obtiveram gestacdo. O mesmo foi constatado por Maurer (1988), ao observar que
embrides colhidos e bisseccionados no dia cinco n&o sobreviviam apds a inovulagéo.

Em bovinos, Williams et al. (1984) obtiveram 16 e 60% de gestacao utilizando
a bisseccdo de embrides em estagio de moérula e blastocisto, respectivamente. Os
autores mencionaram que a ruptura da zona peldcida de embrides em estagio de
moérula foi o fator principal para os baixos indices gestacionais encontrados.

Udy (1987) afirmou que a forca de coeséao intercelular de embrides caprinos, em
estagio de mérula, é inferior quando comparado o mesmo estagio em outras espécies,
causando maior perda celular no momento da bissec¢ao, tendo como consequéncia
menor quantidade de células para dar continuidade ao desenvolvimento embrionario
e menor emiss&o dos sinais necessarios ao reconhecimento materno da gestagao.

Ao comparar a ocorréncia de gestagcao em receptoras inovuladas com embrides
em estagio de blastocisto, inteiros e bisseccionados, ndo foi evidenciada diferenca
estatistica significativa conforme dados apresentados na tabela 3.

Embrides Gestacao
Blastocistos inteiros 5/9 (55,55%)a
Blastocistos bisseccionados 5/9 (55,55%)a
Total 10/18 (55,55%)

Tabela 3 — Ocorréncia de gestagcdo em receptoras inovuladas com embrides em estagio de
blastocisto, inteiros e bisseccionados.

Percentuais seguidos da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste x2 a 5% de
probabilidade (P>0,05).

A ocorréncia de igual nUmero de gestagbes quando inovulados embrides em
estagio de blastocisto, inteiros e bisseccionados, sugere que neste estagio, hemi-
embrides tém a mesma capacidade de se desenvolver que embrides inteiros.

Deve ser mencionado que a gestacao em receptoras inovuladas tanto com
blastocistos inteiros quanto bissecconados s6 ocorreu para embrides grau 1. De um
total de seis receptoras inovuladas com blastocistos bisseccionados grau 1, cinco
apresentaram gestacéo (83,33% das receptoras), sendo uma dupla, o que totaliza
o desenvolvimento de 100% do numero de embrides originais para este estagio e
grau de qualidade, evidenciando que aqueles com melhor qualidade morfoldgica tém
maior capacidade de desenvolvimento. Estes resultados foram superiores aos obtidos
por Széll e Hudson (1991), cujo percentual de receptoras gestantes, sob condi¢des
similares, foi de 50% (58/115).

Armas et al. (1992) avaliaram o efeito da qualidade do embrido em estagio de
blastocisto na viabilidade de hemi-embrides produzidos por bissec¢cdo e obtiveram
maior taxa de gestacdo quando blastocistos de excelente qualidade (grau 1) foram
utilizados (91,6% de gestacédo) quando comparados a blastocistos grau 2 (79,0% de
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gestacao).

Das sete receptoras inovuladas com blastocistos inteiros, grau 1, cinco
apresentaram gestacéao (71,42% das receptoras), sendo uma dupla. Este achado esta
de acordo com Freitas e Simplicio (2002), que ressaltam que a qualidade dos embrides
no momento da inovulagao afeta os indices de gestacao, com taxa de sobrevivéncia
superior inerente aqueles que ndo possuem alteracbes em sua morfologia.

O estagio de blastocisto apresenta uma maior quantidade de massa celular em
comparacdo com o estagio de morula. Quando consideradas as perdas ocorridas
devido a bisseccéo, aproximadamente 14% (SKRZYSZOWSKA e SMORAG, 1989),
terdo maiores chances de desenvolvimento e se tiver excelente qualidade morfologica,
0 maior numero de células viaveis favorecerao a implantacdo de uma gestacao.

41 CONCLUSOES

Conclui-se que o a inovulagédo com dois hemi-embrides néo resultou na melhoria
da taxa de prenhez em cabras. E que embrides caprinos, em estagio de blastocisto
apresentam melhor taxa de desenvolvimento embrionéario ap6s a bisseccéo.
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