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ABSTRACT

The use of ACP® as a means of maintenance in the stages of multiple ovulation and embryo transfer, has not yet
been reported in the literature, although ACP® is a plant fluid rich in nutrients. Thus, the objective was to compare
the efficiency of ACP® as a substitute for embryo maintenance medium during MOTE biotechnology in goats and
sheep. For this, three donor goats, Anglo-Nubian breed and three donor sheep, Dorper breed were used. Fifteen
recipient females of each species were used. The donors were submitted to the superovulation protocol and
inseminated, and later the embryos were collected. After harvesting, the embryos were submitted to the control
maintenance medium, TQC Holding® or ACP® maintenance medium. The recipients were synchronized
simultaneously with the donors, and after 30 days the pregnancy diagnosis was made. It was obtained 10% of
pregnant in goats and 75% of pregnant in sheep, whose embryos were submitted to the ACP® maintenance medium
before the innovation. It is concluded that the means of maintenance of ACP® embryos did not negatively influence
the embryonic quality and the development of pregnancy in small ruminants.
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INTRODUCAO

Dentre as biotécnicas reprodutivas em pequenos ruminantes, a multipla ovulacdo e
transferéncia de embrides (MOTE) reune um conjunto de atividades necessarias para induzir o
crescimento e ovulacdo de maultiplos foliculos, a fecundagdao de odcitos e a retirada dos
embrides de um tutero de fémea doadora para uma posterior inovulagdo do embrido em uma
fémea receptora, com finalidade de completar o periodo gestacional (OLIVEIRA et al., 2013).
Esta biotécnica vem contribuindo para a multiplicacdo dos pequenos ruminantes em todo o
mundo (MENCHACA et al., 2010). A utilizacdo dessa ferramenta reprodutiva permite a
maximiza¢do da disseminacdo do material genético de fémeas doadoras de embrides, dessa
forma, a MOTE ¢ uma técnica considerada tdo importante para as fémeas quanto a inseminagao
artificial é para os machos (FONSECA et al., 2010).

Em virtude dos inimeros beneficios relacionados a implantacdo dos programas de
MOTE, tem se observado um cenario amplo de crescimento com acelerada multiplicagdao do
rebanho. Nos pequenos ruminantes ¢ uma realidade, visto a grande demanda pela intensificagao
dos programas de melhoramento genético e sistemas produtivos nessas espécies (OLIVEIRA
etal., 2013).

No que diz respeito as inovacgdes biotecnolégicas, a 4gua de coco em p6 (ACP®) tem
sido utilizada em varias biotécnicas relacionadas a reproducdo animal. Excelentes resultados
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tém sido obtidos com o uso da dgua de coco em p6 em estudos de preservacdo seminal em
animais domésticos como caprinos, ovinos, bovinos, bubalinos, suinos, caninos, equinos,
coelhos, galos, felideos, peixes de agua doce como tambaqui, carpa, pirapitinga, além de
animais silvestres como o macaco-prego, bem como em estudos recentes na preservagao da
viabilidade de o6citos ovinos e caprinos, chegando a ter resultados semelhantes aos observados
nos meios comerciais (SALGUEIRO et al., 2012).

Nesse contexto, objetivou-se comparar a eficiéncia de uma nova formula¢do da ACP®
como substituto ao meio convencional de manutencdo de embrides, durante a biotecnologia de
multipla ovulacdo e transferéncia de embrides em pequenos ruminantes.

MATERIAL E METODOS

Animais e local de realizacdo da pesquisa

Esse trabalho foi realizado em uma fazenda parceira, localizada na regiao Sudeste do
estado do Piaui. Foram utilizadas trés Doadoras da espécie caprina da raga Anglo Nubiana e
trés doadoras ovinas da raca Dorper. E como receptoras, 26 cabras sem padrao racial definido
e 15 Fémeas ovinas sem padrdo racial definido de cada espécie. As fémeas doadoras
apresentavam caracteristicas fenotipicas e genotipicas as quais sdo de interesse nos animais do
rebanho. As receptoras sem padrdo racial definido foram escolhidas de acordo com a idade,
sanidade e estado de condi¢@o corporal. Os animais passaram por avaliagdo ginecolégica bem
como pela avaliagdo complementar ultrassonografica transretal com auxilio de aparelho
ultrassonografico (Sonoscape A5 Vet®, China) equipado com transdutor linear
multifrequencial. Os animais ficaram alojados em piquetes com capim (Cynodon spp.) tendo
acesso a dgua e sal mineral ad libitum. A pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), sob o protocolo de n° 637/20.

Tratamento de Superovulacio e Inseminac¢io Artificial por Laparoscopia

Ap6s a avaliacdo ginecologica, as fémeas doadoras foram submetidas a um protocolo
de tratamento para estimular a superovulagdo. No dia 0 (DO0) ou dia inicial do tratamento, os
animais receberam esponja impregnada com 60mg de Acetato de medroxiprogesterona
(Progespon®, Zoetis, Sao Paulo, Brasil). O tratamento gonadotrdfico com 200mg de pFSH
(Folltropin®, Vetoquinol, Kikland, Canad4) em doses decrescentes em intervalos de 12 horas
(20%, 20%, 15%, 15%, 10%, 10%, 5% e 5% do pFSH), foi iniciado no dia 8 (D8) apds a
introdugio das esponjas com administragio de 2mL de pFSH mais 2mL de PGF2, (Ciosin®,
MSD Satde Animal, Sdo Paulo, Brasil) em cada animal pela manha, e pela tarde 2mL de pFSH.
No dia 9 (D9), os animais receberam 1,5mL de pFSH pela manha e 1,5mL de pFSH pela tarde.
No dia 10 (D10), as esponjas foram retiradas dos animais, e administrado ImL de pFSH durante
a manha e a mesma dose de 1 mL de pFSH no periodo da tarde. No dia 11 (D11) foi aplicado
0,5mL de pFSH pela manha e 0,5mL de pFSH + 2mL de Gnrh (Gestan plus®, Tecnopec, Sao
Paulo, Brasil), no turno da tarde.

As fémeas doadoras foram submetidas a laparoscopia, visando a deposi¢cao do sémen
no interior do utero, no dia 12 (D12). Estas foram previamente contidas na posi¢ao de decubito
em céfalodeclive (posicdo de Trendelenburg). Vale ressaltar que as fémeas estavam em jejum
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alimentar e hidrico a 24h e 12h, respectivamente. Receberam sedacdo com 0,5mg/Kg de
Xilazina (Anasedan®, Ceva, Sdo Paulo, Brasil) e indugiio e manutengio anestésica inalatoria
com isoflurano (Isoforine®, Cristalia, Itapira, Sio Paulo, Brasil). E em seguida, procedeu-se a
laparoscopia.

Tratamento de Sincronizacio de Estro e Ovulaciao

No DO as fémeas receptoras foram submetidas ao processo de sincronizacao de estro,
sendo no DO introduzida a esponja intravaginal contendo 60mg de Acetato de
medroxiprogesterona (MAP) (Progespon®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e removidas a tarde
no D9 e administrados 500UI de eCG (Novormon®, Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e 2,0mL de
PGF2, (Ciosin®, MSD MSD Satide Animal, Sdo Paulo, Brasil). No D11 foi administrado ImL
de GnRH (Gestan plus®, Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil). No D17 inicio-se pela manhi o jejum
alimentar, e durante a tarde o jejum hidrico. A Inovulagdo ocorreu no 18° dia do protocolo, no
turno da tarde.

Colheita e Classificacao Embrionaria

As fémeas doadoras foram submetidas a lavagem uterina, o anestésico foi semelhante
ao da inseminagdo laparoscépica. A colheita dos embrides ocorreu no dia 18 (D18), por meio
de laparotomia mediana ventral e exposicdo dos cornos uterinos. Os cornos uterinos foram
lavados com 40mL de meio PBS (DMPBS® Nutricell - Nutrients Celulares, Campinas, S3o
Paulo, Brasil), pré-aquecido a 37 °C, divididas em 2 lavagens de 20mL de PBS, bem como a
mesma medida para a lavagem do outro corno uterino.

A solugdo resultante da lavagem uterina foi depositada em uma placa de Petri pré-
aquecida a 37 °C e analisada com auxilio de estereomicroscopio, a fim de identificar os
embrides, aqueles classificados em grau I e II foram selecionados para inovulagdo e mantidos
em meio de manutenc¢io (Holding Plus®, Biodux, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) formando ou
em meio ACP® especifico para manutencio de embrides.

Inovulacao de Embrides

Em seguida, os embrides foram aleatoriamente divididos em 2 grupos. Os embrides
do grupo I foram manipulados e mantidos em meio de manutencao convencional (TQC Holding
Plus®, Biodux, Campinas, S3o Paulo, Brasil), e os embrides do Grupo II foram manipulados e
mantidos em meio ACP® a 37° C. Imediatamente as fémeas receptoras foram submetidas a
sedacdo com 0,03mg/kg de Xilazina (Anasedan®, Ceva, Sdo Paulo, Brasil), seguida de indugio
e manutengio por anestesia inalatoria com Isoflurano (Isoforine®, Cristélia, Itapira, Sdo Paulo,
Brasil), entdo foi realizada a laparotomia com exposi¢do do corno uterino, bem como
observacdo dos ovarios para avaliar a presenca de corpo luteo, em seguida os embrides foram
inovulados no corno ipsilateral ao ovario com corpo luteo.

Diagnostico de Gestacao

O diagnéstico de gestagdo foi feito com auxilio de aparelho de ultrassonografia
(Sonoscape A5 Vet®, China) no 30° dia apos a inovulagdo, utilizando um transdutor transretal
de SmHz.
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Analise Estatistica
Os resultados obtidos foram avaliados por um teste ndo paramétrico Qui-Quadrado
(X?) a um nivel de significancia 5% (0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram recuperados 20 embrides caprinos € 15 embrides ovinos, 0os quais
foram distribuidos em partes iguais nos dois tratamentos. Os embrides foram depositados em
dois meios de manutencdo, Grupo TQC Holding® ou Grupo ACP® manutengdo, como
apresentado na Tab. 01.

Tabela 01: Total de embrides recuperados nas fémeas doadoras das espécies caprina e ovina,
seus respectivos tratamentos (ACP® ou TQC Holding®) e a taxa de gestacio de cada grupo apds
o diagnostico de gestagdo realizado aos 30 dias.

Embrides Caprinos | Taxa de gestacdo | Ovinos | Taxa de gestagio
ACP® 10 1/10(10%)* 8 6/8 (75%)*
TQC Holding® 10 0/10 (0%)° 7 5/7 (711%)*
Total 20 5% 15 73%

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa ao teste X2.

A taxa de prenhes dos ovinos (73%) foi maior que dos caprinos (5%), razdo esta que
pode estar relacionada a varios fatores que podem influenciar a sobrevivéncia dos embrides
apds um programa de TE. Entre eles, destacam-se a fase de desenvolvimento embrionario, a
qualidade do embrido, o nimero de corpos luteos a idade da receptora e condi¢do nutricional.

Uma baixa sincronia das ovulagdes ap6s a retirada da esponja em fémeas tratadas com
FSH ¢ uma possivel causa de falha na sincronizacdo de fémeas receptoras para programas de
TE. Nas ovelhas, hd uma boa sincronia nos surtos de LH e no momento em que as ovelhas
comegaram a superovular, com tempo médio da primeira a ultima ovulacao de 6h. Em cabras
superovuladas, dois fatores contribuem para a disseminagao no tempo da ovulagao (média=DP
= 63+9h). Em primeiro lugar, surtos de LH sdo observados entre 24 ¢ 64 h apds a remocgao da
esponja e, em segundo lugar, o tempo médio da primeira & Gltima ovulagio ¢ de 12 h (COGNIE
et al.,2003).

Ap6s as transferéncias dos embrides ovinos e realizagcdo do exame ultrassonografico
aos 30 dias, foi realizada analise estatistica constatando que ndo houve diferenga significativa
(p<0,05) entre os grupos tratados com ACP® (75%) ou TQC Holding® (71%).

CONCLUSOES

Conclui-se com os resultados obtidos que o meio ACP® (dgua de coco em po),
desenvolvido para utilizagdo como meio de manuten¢do nos programas de transferéncia de
embrides de pequenos ruminantes, ¢ eficaz e pode ser um meio alternativo de escolha nos
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protocolos de TE. Além disso, se faz necessdrio novos estudos para a consolidagdo desse
bioproduto, visando sua ampla utilizagao.
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