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Resumo

Visando ao aumento do plantel de ovinos da raga Black Belly na estagdo experimental do Institut
Scientifique de Recherche Agronomique (INRA) de Bourges, Franca, foram utilizadas 32 ovelhas da raga Black
Belly superovuladas com FSH suino nos ultimos trés dias de tratamento progestageno de 14 dias. Apos coleta
cirargica, obtiveram-se 264 embrides transferiveis (8,2 + 6,0/doadoras), sendo transferidos 232 a 88 receptoras
da raga Romane pluriparas e 23 da raca Suffolk nuliparas. As taxas de pari¢do e de sobrevivéncia embrionaria
foram 83,6 e 63%, respectivamente, sendo os melhores resultados observados em receptoras da raga Romane
pluriparas do que nas nuliparas da raga Suffolk. O numero de ovulagdes, de embrides transferidos e o estadio de
desenvolvimento embrionario causaram efeito sobre a taxa de sobrevivéncia embrionaria. As melhores taxas de
paric@o ¢ de sobrevivéncia embrionaria foram obtidas de receptoras com mais de duas ovulagdes que receberam
dois embrides no estadio de blastocisto.

Palavras-chave: nuliparas e multiparas, ovinos, sobrevivéncia embrionaria, transferéncia de embrides.
Abstract

With the purpose of increase the breeding of Black Belly sheep breed at the experimental station of the
Institut Scientifique de Recherche Agronomique (INRA), Bourges, France, thirty-two Black Belly sheep were
super ovulated with swine FSH on the last three days of a progesterone treatment. After surgical collect 264
embryos transferable were recovered (8.2 £ 6.0/ donor) and 232 were transferred to 88 multiparous Romane
sheep receptors and 23 nulliparous Suffolk sheep. Birth rate and survival rate were 83.6 and 63% respectively,
though the results form multiparous Romane sheep receptors were better than from nulliparous Suffolk sheep.
The ovulations number, transferred embryos and development stage had an effect on embryo survival rate. The
best birth and embryo survival rates were from receptors that had more than two ovulations and had two
embryos implanted at the stage of blastocyst.

Keywords: embryo survival, embryo transfer, nulliparous and multiparous, ovine.
Introducao

Na espécie ovina, a transferéncia de embrides é geralmente aplicada com fins de ordem genética,
sanitaria, comercial ou para conservacdo da biodiversidade. Este método de reprodugdo assistida pode ser
aplicado para multiplicar rapidamente um rebanho ou um genotipo formado por poucos individuos.

Alguns fatores podem influenciar nas taxas de sobrevivéncia embrionaria e de pari¢do. Os relacionados
aos embrides transferidos sdo o estadio de desenvolvimento (morula, blastocisto e blastocisto expandido), onde
se observam melhores resultados na transféncia de blastocistos em relagdo a moérulas, o uso de frescos em
relacdo a vitrificados ou criopreservados ¢ o nimero de transferidos (Széll e Hudson, 1991; McMillan e Hall,
1994; Papadopoulos et al., 2002; Bari et al., 2003). As receptoras ovinas influenciarfo de acordo com niimero de
ovulagdes apresentado no momento da transferéncia (Sz¢ll e Hudson, 1991; Bari et al., 2003) idade, parigdes
(Bari et al., 2003) e raca, onde as de alta prolificidade como a raga Romane (INRA 401), que € uma raga sintética
desenvolvida pelo L’institut National de Recherche Agronomique da Franca, originaria do cruzamento da raga
Romanov com a raca Berrichon du Cher, poderdo apresentar melhores indices (Ricordeau et al., 1992). Sao
relatados, ainda, a época do ano de realizagdo do protocolo de sincronizacdo e o tratamento hormonal (FSH x
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eCQ) utilizado (Chagas e Silva et al., 2003), entre outros.

Atualmente ¢ desenvolvido na Franca, com a raca Black Belly, originaria de Barbados, no Caribe, um
programa de estudo da infeccdo do virus da febre catarral maligna ovina sorotipo 8 (Bluetongue), denominado
BTV-infect. Nao sera possivel a realizagdo deste estudo sem a formagdo de rebanho de ovinos da raga com
grande diversidade genética e quantidade suficiente de individuos. A fim de multiplicar o nimero de individuos
e a variabilidade genética necessaria a realizagdo do estudo, foi realizado um programa de transferéncia de
embrides, cujos resultados aqui s@o descritos, a partir de fémeas pertencentes ao unico rebanho francés da raga
Black Belly instalado no centro INRA da cidade de Bourges.

Material e Métodos

O programa de coleta e transferéncia de embrides foi realizado ao término da estagdo sexual ovina na
Francga, final de janeiro de 2009. Foram utilizadas como doadoras de embrides 32 ovelhas pluriparas da raca
Black Belly, pesando de 40 a 45 quilos. O rebanho de receptoras foi formado por 115 ovelhas, sendo 91
pluriparas da raca Romane e 24 nuliparas da raga Suffolk. Todas as fémeas pluriparas selecionadas haviam
parido a menos de um ano e a mais de trés meses antes da coleta e transferéncia de embrides.

A sincroniza¢do do estro das doadoras de embrides foi obtida com implantes vaginais de esponjas
impregnadas com 20 mg de acetato de fluorogestona (Chronogest®, Intervet, Angers, Franca) durante 14 dias. O
tratamento superovulatorio foi realizado como descrito por Cognié et al. (1986), utilizando-se 20 mg de FSH
suino (Universidade de Liége, Bélgica), divididos em seis aplica¢des intramusculares decrescentes (5-5-3-3-2-2
mg), em intervalos de 12 horas nos ultimos trés dias do tratamento progestageno. Foram adicionadas as duas
ultimas aplicagdes de FSH suino, 67 ¢ 90 pg de LH sun o (Universidade de Liége, Bélgica), respectivamente. A
inseminagdo intrauterina foi realizada por laparoscopia 54 a 56 horas apds a retirada da esponja vaginal, com
sémen congelado (200 x 10° espermatozoides/doadora) proveniente de sete reprodutores da raga Black Belly que
inseminaram de trés a cinco fémeas cada um. As fémeas doadoras de embrides ndo receberam tratamento
luteolitico apos a coleta, com o objetivo de se maximizar o nimero de nascimentos.

As receptoras receberam o mesmo tratamento progestageno realizado nas doadoras, e a superovulagdo
foi realizada mediante uma aplica¢do de eCG (Chronogest®, Intervet, Angers, Fran¢a) no momento da retirada
da esponja. A dose aplicada foi de 350 Ul para as fémeas Romane e 500 UI para as da raca Suffolk.

A coleta de embrides foi realizada por laparotomia segundo Baril et al. (1993), seis dias apos
inseminagdo intrauterina. As doadoras foram anestesiadas com 1 g de tiopental a cada 50 kg de peso vivo intra-
venoso e, em seguida, entubadas com isoflurano a 5%. Apods a coleta, os embrides foram selecionados
morfologicamente e mantidos em meio de conservagdo embrionaria (Embryo Holding Medium®, IMV
Technologies, L’Aigle, Franga) até o momento da transferéncia ou da criopreservagdo por vitrificacdo em
palhetas segundo Guignot et al. (2006). A transferéncia de embrides foi realizada por laparoscopia, no
maximo, 30 minutos apos a coleta, com as receptoras sedadas, utilizando-se 0,11 mg/Kg de xilazina a 2%,
seguido de 5,5 mg/kg de ketamina, ambos intra-venoso. Foram transferidos dois (n = 97) e, em alguns casos, um
(n = 2) ou trés (n = 12), embrides por receptora ao estadio de modrula a blastocisto expandido no corno uterino
ipsilateral ao ovario que apresentou a0 menos um corpo luteo funcional.

Resultados

Todas as doadoras apresentaram resposta ao tratamento superovulatorio, com uma variabilidade de
quatro a 21 ovulagdes e média de 13,9 + 4,9. A taxa de ovos coletados (odcitos e embrides) ¢ a de clivados
(embrides) foram, respectivamente, de 75,1% (335/446) e 80,9% (271/335). A taxa de clivagem em fungdo
do reprodutor utilizado no momento da inseminagdo intrauterina variou significativamente de 58,7 a 100%
(P <0,001).

Obteve-se média de embrides transferiveis de 8,2 = 6,0 (264) por doadora; 232 foram transferidos
imediatamente apos a coleta, sendo que 46 em 23 receptoras Suffolk e 186 em 88 receptoras Romana; 24 foram
vitrificados; e oito ndo foram utilizados.

Em quatro das 115 fémeas receptoras, ndo foi possivel a realizacdo da transferéncia de embrides, pois
duas ndo ovularam e as demais apresentaram aderéncia de cornos uterinos observada no momento da
laparoscopia.

O numero de ovulagdes de receptoras pluriparas da raga Romane (2,25 + 0,69) foi significativamente
mais elevado que o observado nas receptoras nuliparas da raga Suffolk (1,26 £ 0,45), P < 0,001. O resultado da
transferéncia embrionaria em uma das receptoras da raga Romane ndo é conhecido, pois ela veio a 6bito durante
a gestagao.

Dentre as 110 receptoras, 92 pariram, produzindo 145 cordeiros (80 fémeas e 65 machos), ou seja, uma
taxa de pari¢do (receptoras que pariram/receptoras transferidas x 100) de 83,6% e taxa de sobrevivéncia
embriondria (cordeiros nascidos/embrides transferidos x 100) de 63%. A taxa de paricdo foi significativamente

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.36, n.1, p.62-65, jan./mar. 2012. Disponivel em www.cbra.org.br 63



Z l) Rizzo et al. Transferéncia de embrides como ferramenta para formagdo de rebanho experimental ovino e analise
dos fatores que podem maximizar a multiplicagdo do plantel.

superior nas receptoras pluriparas Romane (88,5%) que nas nuliparas Suffolk (65,2%), P = 0,007. Uma
tendéncia similar foi observada na taxa de sobrevivéncia embrionaria, com valores de 65,8 e 52,2% para Romane
e Suffolk, respectivamente (P = 0,088; Tab. 1).

Tabela 1. Taxas de pari¢do e sobrevivéncia embrionaria de acordo com numero de ovulagdes, raga e numero de
partos da receptora.

Romane pluriparas Suffolk nuliparas Total
Numero Taxa Sobrevivéncia Taxa Sobrevivéncia Taxa Sobrevivéncia
ovulagdes Parigdo embriondria parigdo embriondria parigdo embriondria
>2 100%" (26) 76,4%" (55) - - 100%" (26) 76,4%" (55)
=2 84,9%"(53)  61,6%"(112) 83,3%" (6) 58,3%"(12) 84,7%" (59) 61,3%" (124)
=1 75%" (8) 58,8%" (17) 58,8%" (17) 50%" (34) 64%" (25) 52,9%"° (51)
Total 88,5% (87) 65,8% (184) 65,2% (23) 51,2% (46)  83,6% (110)  63% (145/230)

() Numero de receptoras ou de embrides.

A média de cordeiros produzidos foi de 4,67 + 3,7 cordeiros/doadora Black Belly, sendo que 145 paridos
por receptoras e quatro por doadoras de embrides. Os 149 cordeiros foram obtidos de 28/32 doadoras superovuladas e
dos sete carneiros utilizados na inseminagdo artificial. O peso médio ao nascer foi de 3,3 + 0,7 kg. Ele foi
significativamente mais elevado nos animais paridos por receptoras pluriparas da raca Romana (3,5 + 0,5 kg) do
que nos paridos por receptoras nuliparas da raca Suffolk (2,3 + 0,6 kg; P < 0,001).

As taxas de paricdo e de sobrevivéncia embrionaria aumentaram de acordo com o numero de ovulagdes
apresentado pela receptora, independente da raga ¢ do nimero de parto, no momento da transferéncia (Tab. 1).
As analises dos resultados do presente experimento demonstraram que as taxas de paricdo e de sobrevivéncia
embriondria foram significativamente (P < 0,05) mais elevadas nas receptoras que apresentaram mais de duas
ovulagdes (n = 26; taxa de paricdo 100% e sobrevivéncia embrionaria 76,4%) do que nas fémeas que
apresentaram duas ovulagdes (n = 59; taxa de parigdo 84,7% e sobrevivéncia embrionaria 61,3%) e nas fémeas
com uma ovulagdo (n = 25; taxa de paricdo 64% e sobrevivéncia embrionaria 52,9%). Este efeito foi observado
tanto nas receptoras pluriparas da ragca Romane quanto nas receptoras nuliparas da raga Suffolk.

As fémeas que receberam dois embrides (n = 96) apresentaram taxa de sobrevivéncia embrionaria
significativamente superior as fémeas que receberam trés embrides (n = 12), respectivamente, 66,1 e 47,2%
(P <0,05) e taxa de paricdo sem diferenca estatistica de 83,3 (80/96) e 91,7% (11/12).

Considerando-se o estadio de desenvolvimento dos embrides transferidos, observa-se que as
fémeas que receberam unicamente blastocisto (n = 35) apresentaram sobrevivéncia embrionaria
significativamente mais elevada que as fémeas que receberam unicamente moérula (n = 36), 76,8 contra
52,1%, respectivamente (P <0,01; Tab.2).

Tabela 2. Média de ovulagdes, embrides transferidos, taxa de parigdo e sobrevivéncia embrionaria em relagdo ao
estadio fisiologico dos embrides transferidos em 110 receptoras que receberam de 1 a 3 embrides.

Estadios fisiologico Média de M¢dia de embrides Taxa Sobrevivéncia
dos embrides ovulagdes transferidos paricao embrionaria
Blastocisto 1,73+ 0,70 1,97 £0,17 91,4% (35) 76,8% (69)
Ao menos 1 1,96 £ 0,76 2,12+0,37 90,5% (74) 68,2% (157)
Blastocisto
Mobrula 2,25+0,73 2,03 +£0,29 69,4% (36) 52,1% (73)

() Numero de cordeiros paridos ou de embrides transferidos.

Os melhores resultados foram obtidos em receptoras que apresentaram ao menos duas ovulagdes e que
receberam somente dois embrides no estadio de blastocisto (n = 21), a taxa de pari¢ao foi de 100% e a taxa de
sobrevivéncia embrionaria foi de 83,3%.

Discussao

Os resultados obtidos neste experimento sdo semelhantes aos ja descritos por outros autores em ovinos
(Armstrong e Evans, 1983; Brebion et al., 1992; Bari et al., 2003). Nao foi possivel distinguir qual fator exerceu
maior influéncia no resultado final, raga e/ou niimero de partos.

Os efeitos observados do nimero e do estadio de desenvolvimento dos embrides transferidos, sdo
coerentes com resultados reportados anteriormente em outros trabalhos (McMillan e Hall, 1994; Bari et al.,
2003). O efeito no numero de ovulagdes apresentado pela receptora é reportado no caso de transferéncia de dois
embrides por fémea (Széll e Hudson, 1991; Alabart et al., 1995). No entanto, no caso de transferéncia de apenas
um embrido, ¢ relatado que a taxa de sobrevivéncia embriondria é elevada e ndo ha variagdo dela em relagdo ao
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numero de ovulagdes apresentado pela receptora (Sz¢€ll e Hudson, 1991; Bari et al., 2003).

Considerando-se essas observagdes, € provavel que entre as receptoras nuliparas deste estudo, no qual a
maioria apresentou uma unica ovulacdo (17/23), a taxa de sobrevivéncia embriondria teria sido maior se apenas
um embrido fosse transferido por fémea. Foi relatado que a taxa de sobrevivéncia embrionaria obtida em
receptoras nuliparas é mais elevada do que entre receptoras pluriparas quando apenas um embrido ¢ transferido
por receptora (Bari et al., 2003).

Além disso, o baixo peso ao nascer dos cordeiros paridos pelas receptoras nuliparas € outro argumento a
favor da transferéncia de um unico embrido em nuliparas, pois 28% dos cordeiros nascidos de partos gemelares e
paridos por fémeas nuliparas apresentaram baixo peso ao nascer (<2,0 kg) contra apenas 1% dos cordeiros
nascidos de partos gemelares e paridos por receptoras pluriparas (P <0,01).

No caso de receptoras nuliparas e transferéncia de um unico embrido por fémea, faz-se necessario
preparar um maior numero de receptoras comparado a utilizacdo de pluriparas e de transferéncia de dois
embrides. Além disso, ao se considerarem os excelentes resultados obtidos nas fémeas que apresentaram ao
menos duas ovulagdes (taxa de paricao 89% e sobrevivéncia embrionaria 66%, n = 85), a utilizacdo de receptoras
de raga prolifica, como a raca Romane (INRA 401), de prolificidade de 2,08, ¢ recomendada (Ricordeau et al.,
1992).

Os resultados obtidos neste experimento foram satisfatorios, e sua analise mostra que ¢ importante
considerar todos os fatores de variacdo que podem afetar o resultado final, para, com isso, maximizar a eficiéncia
da transferéncia de embrides, que ¢ uma ferramenta eficaz para a rapida multiplicacdo de gendtipos de plantéis
reduzidos.
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