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RESUMO

A fim de avaliar o efeito de diferentes niveis de inclusdo de farinha de residuo de uva
sobre a producéo in vivo de embrides em ovelhas exploradas no Submédio Sé&o
Francisco, foram selecionadas 20 ovelhas deslanadas, as quais foram igualmente
distribuidas em quatro grupos. As ovelhas foram alimentadas a uma propor¢édo de
60:40 de volumoso:concentrado, onde a base do concentrado era farelo de milho e
de soja (75% e 25%, respectivamente) e os grupos se diferenciaram pela quantidade
de residuo de uva que era incluido em substituicdo ao concentrado. No primeiro
(Controle), as ovelhas receberam suplementacdo a base de farelo de milho e de
soja; os animais dos grupos UVA10, UVA20 e UVA30, receberam 10, 20 e 30% de
residuo de uva em substituicdo parcial do concentrado. Os estros das ovelhas foram
sincronizados com CIDR, por 12 dias e as fémeas foram superovuladas com 128 mg
de pFSH, com inicio 48 horas antes do final do tratamento com progesterona,
divididas em seis doses decrescentes (32/32; 16/16; 16/16 mg), em intervalos de 12
horas. Os animais foram submetidos a colheita de embrides por laparotomia. Os
resultados foram expressos como média + erro padrao e submetidos a Analise de
Variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Duncan e os dados expressos
em porcentagem foram submetidos ao Teste de Qui-quadrado. Nao houve diferenca
significativa (P>0,05) entre os grupos Controle, UVA10, UVA20 e UVA30 para 0s
parametros: intervalo entre a retirada do CIDR e o inicio do estro; nUmero de corpos
luteos (taxa de ovulacdo); niumero de estruturas recuperadas; taxa de recuperacao;
taxa de fecundacdo; qualidade e retracdo de massa embrionaria. A proporcédo de
embrides homogéneos, com relacdo a cor, foi maior no Grupo UVA30 (P<0,05) que
no Grupo UVA10, mas foi semelhante aos Grupos Controle e UVA20. O Grupo
UVA30 apresentou uma maior proporcdo de embribes sem extrusdo e maior
guantidade de embrides homogéneos, com relagcdo ao tamanho dos blastdmeros, do
gue os demais grupos (P<0,05). O residuo da uva ndo é capaz de promover
melhorias quantitativas e qualitativas na resposta ovariana e producao embriondaria,
mas mostrou-se capaz de melhorar caracteristicas morfolégicas dos embriées. Além
disso, nédo traz efeitos negativos aos parametros reprodutivos de modo geral.
Portanto, o residuo de uva pode ser utilizado, como fonte alimentar alternativa, para
ovelhas submetidas a producdo in vivo de embrides, elevando a qualidade dos
mesmos.

Palavras-chave: qualidade embrionaria, ovino, subproduto de fruta, superovulacéo



ABSTRACT

In order to evaluate the effect of different levels of inclusion of grape residue on the in
vivo production of embryos in sheep Submédio exploited in San Francisco flour, 20
wooless sheep, which were equally divided into four groups were selected. The
sheep were fed a 60:40 forage to concentrate where the concentrate base was
ground corn and soy (75 % and 25 %, respectively) and the groups differentiated by
the amount of grape residue which was included replacing the concentrate. In the
first (control), the sheep were supplemented based on ground corn and soy, the
animals in groups UVA10 , UVA20 and UVA30 , received 10 , 20 and 30 % residual
grape in partial replacement of concentrate. The oestrus ewes were synchronized
with CIDR for 12 days and females were superovulated with 128 mg of pFSH,
beginning 48 hours before the end of treatment with progesterone divided into six
decreasing doses (32/ 32, 16/16, 1 /16 mg) every 12 hours. The animals underwent
laparotomy for embryo collection. Results were expressed as mean + SEM and
subjected to ANOVA. Means were compared by Duncan test and the data expressed
as percentages were subjected to Chi-square test. There was no significant
difference (P>0.05 ) between the control, UVA10, UVA20 and UVA30 groups for the
parameters : interval from CIDR removal and the onset of estrus, number of corpora
lutea (ovulation rate), number of structures recovered, recovery rate, fertilization rate,
embryo quality and reduction of dough. The proportion of embryos homogeneous
with respect to color, was higher in UVA30 group (P<0.05) than in Group UVA10 , but
was similar to control groups and UVA20 . The UVA30 group had a higher proportion
of embryos without extrusion and greater amount of homogeneous embryos, relative
to the size of blastomeres, than the other groups (P<0.05). The residue of the grape
is not able to make quantitative and qualitative improvements in ovarian response
and embryo production but proved capable of improving morphological
characteristics of embryos. Furthermore, no negative brings the reproductive
parameters general purposes. Therefore, the residue of grape can be used as an
alternative food source for sheep subjected to in vivo production of embryos,
increasing their quality .

Keywords : embryo quality , sheep , fruit byproduct of superovulation
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1. INTRODUCAO

O rebanho ovino apresenta acentuado desenvolvimento em toda regido
Nordeste, principalmente nas cidades de Petrolina-PE e Juazeiro-BA, as quais
comportam cerca de 200 mil ovinos dos 9,56 milhdes criados no nordeste brasileiro
(IBGE, 2010). Isto é reflexo da excelente rusticidade e adaptabilidade das racas
ovinas deslanadas nativas do Brasil. Além disso, o0 mercado consumidor desperta
cada vez mais interesse por carnes de melhor qualidade, as quais sdo encontradas
a partir de animais que vao para o abate precocemente.

No semiarido nordestino, ha predominancia da exploragdo de animais
deslanados, devido a sua capacidade em adaptar-se ao clima pouco favoravel e a
diferentes sistemas de criacdo e pastagens. Somado a isto, as ovelhas da regiao
possuem boa conformacdo de carcaca, bem como excelentes fertilidade,
prolificidade e precocidade, desde que exploradas em condi¢cdes adequadas (SILVA
et al., 2004).

Contudo, visando acelerar o melhoramento genético, faz-se necessario 0 uso
das biotécnicas da reproducdo, como ferramenta para maximizar os indices
produtivos e reprodutivos. Dentre elas, tem-se lancado mé&o da Inseminacgao Artificial
(IA) e da Multipla Ovulagéo e Transferéncia de Embrides (MOTE). Esta ultima é uma
técnica que permite efichcia na selecdo dos animais geneticamente superiores,
devido ao fato de reduzir o intervalo entre geracbes, aumentando, assim, a
multiplicacéo destes individuos (SALLES, SANTOS e SIMPLICIO, 2000). Porém, os
tratamentos hormonais sdo de suma importancia para induzir a superovulagao nas
doadoras, as quais deverdo produzir o maximo possivel de embrides e estes
deveréo ser classificados quanto a qualidade e estadio embrionario.

No entanto, para que as biotécnicas da reproducéao, inclusive a MOTE, sejam
eficazes no seu objetivo, destaca-se, dentre outros fatores, a adequada nutricdo dos
animais, a qual possui ligacdo direta com a fertilidade, devido ao aporte de
nutrientes, o que € essencial para desenvolvimento folicular, maturagdo e
fecundacao oocitaria, desenvolvimento embrionario, manutencédo das concentracdes
séricas de hormoénios e outros metabolitos, que, por sua vez, sdo necessarios para
manter a gestagédo dos ruminantes (McEVOY et al., 2001). Dentre estes hormonios
ligados a reproducéo, temos os hormdnios proteicos, Hormonio Foliculo Estimulante
(FSH) e Horménio Luteinizante (LH), e também os esteroides, 0s quais sdo
produzidos a base de colesterol (SCARAMUZZI et al., 2006).
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Os animais criados na regido Nordeste, principalmente no Submédio S&o
Francisco, apresentam sérios problemas nutricionais, pois as chuvas séo irregulares
e concentradas em alguns meses do ano, levando a escassez de alimento por
longos periodos. Contudo, devido a producdao irrigada da fruticultura local manter-se
constante, o subproduto das frutas produzidas na regidao tem sido uma alternativa
para a alimentacdo animal, com destaque para o residuo. Existem vérias frutas que
produzem residuo durante sua industrializacdo. Dentre elas, temos a manga, o
abacaxi, 0 meldo, a goiaba, a acerola e o coco. Devido ao acentuado crescimento do
plantio e da producdo na regido, a uva ganha destaque por produzir grande
quantidade de residuo, o qual apresenta niveis protéicos razoavelmente elevados.
Além disso, apresenta altas concentracdes de tanino, encontrado principalmente na
semente (ROTAVA, 2007). E, de acordo com Liu et al. (2011), o tanino condensado
tem acdo antioxidante, reduzindo peroxidacao lipidica. Além disso, o fornecimento
de alimento com alto teor de tanino condensado promove aumento do escore de
condic&o corporal e reducédo de perdas embrionarias (RAMIREZ et al., 2005).

Pesquisas ainda sdo escassas com relacdo ao efeito do residuo das frutas,
principalmente da uva, sobre parametros reprodutivos de fémeas ovinas. Assim,
sabendo da falta de alimentacdo durante longo periodo do ano e da grande oferta de
residuo oriundo da fruticultura local, torna-se necessario realizar estudos sobre a
composicao e os efeitos desse subproduto na alimentacédo animal. Isto pode reduzir
0s custos com alimentacéo e elevar os indices reprodutivos devido a presenca de

alguns compostos destes residuos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracterizacao dos ovinos deslanados do Nordeste brasileiro

O Nordeste do Brasil conta com a producdo de diversas racas ovinas
deslanadas (Figura 1), 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.

Figura 1. Ragas ovinas exploradas na regido Nordeste do Brasil: (A) Morada Nova,
(B) Santa Inés; (C) Bergamacia; (D) Crioula; (E) Dorper; (F) Somalis; (G) Rabo

Largo (Fonte: www.caprileite.pib.com.br)

Os animais da raca Morada Nova apresentam boa aptiddo para carne e pele.

Sao animais de pequeno porte, ndo apresentam chifres, possuem térax profundo,
coxas musculosas e os pelos rasos, finos e asperos (Figura 1A). Sdo considerados
como uma importante fonte de proteina na alimentacdo de pequenos ovinocultores
no semiarido nordestino (LAIZA, 2012).
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A raca Santa Inés é uma das mais utilizadas, seja em sistema extensivo seja
semi-intensivo. E nativa do Nordeste brasileiro, sendo proveniente de cruzamentos
alternados com racas 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 disseminacdo é a caracteristica de duplo propésito,
produzindo tanto carne quanto pele (SILVA et al., 2004). Os ovinos desta raca
apresentam grande porte, sendo que 0s machos adultos apresentam massa
corpdrea de 80 a 100 kg, enquanto as fémeas, 60 a 80 kg, com excelente qualidade
de carne e baixo teor de gordura (Figura 1B). Além disso, apresentam,
frequentemente, partos duplos, e excelente capacidade leiteira (OLIVEIRA, 2001).

A exploracdo de ovinos deslanados na regido Nordeste é realizada, desde
criadores de subsisténcia até criadores de animais de alta genética, sendo
considerada a maior fonte de proteina e uma grande fonte de renda para a

populacao local, o que demonstra a importancia desses animais para a regiao.

2.2. Fisiologia da reproducéo de fémeas ovinas

A atividade reprodutiva € a manifestacdo fisiolégica de um conjunto de
mecanismos e fendbmenos complexos que obedecem ao controle endégeno de um
sistema hierarquizado de érgdos que se inter-relacionam, utilizando uma linguagem
bioquimica (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2008).

As fémeas ovinas sao poliéstricas estacionais de dias curtos. Sendo que a
expressdo dos fendmenos reprodutivos € influenciada pelo fotoperiodo negativo,
ocorrendo, portanto, a intensificacdo da atividade reprodutiva no outono, quando os
dias sdo mais curtos (FONSECA, 2005). A medida que se aproxima da linha do
equador, a ovelha é capaz de ciclar durante todo o ano, desde que esteja em boas
condicbes zootécnicas. Sendo assim, a nutricdo, por sua vez, compreende um
importante fator para modular a resposta reprodutiva de ovelhas (SALLES, SANTOS
e SIMPLICIO, 2000).

O ciclo estral € a funcionalidade ativa dos 6rgaos reprodutivos femininos que se
estabelece apds o advento da puberdade. Compreendem modificagdes ciclicas na
fisiologia e morfologia dos 6rgdos genitais e igualmente no perfil dos horménios
relacionados (ANTONIOLLI, 2002).
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O ciclo estral da ovelha compreende o intervalo entre dois estros, onde
ocorrem profundas transformacdes tanto em nivel hormonal e anatdmico quanto no
comportamento da fémea.

A duracao deste periodo, em ovelhas, perdura por 17,0 = 2,0 dias, podendo ser
dividido em duas fases distintas: fase folicular e luteal. A fase folicular é
caracterizada pelo desenvolvimento do foliculo (estrutura no ovario que contém o
o0cito) e culmina com a ovulacdo. Nesta fase, encontram-se presentes o proestro e
estro. A fase luteal, por sua vez, € caracterizada pelo desenvolvimento do corpo
lateo (CL), que é formado apds a ruptura do foliculo e liberacdo do odcito. E
produzida a progesterona (P4), que € o horménio responsavel pela manutencédo da
gestacdo. Nesta fase, encontram-se incluidos o metaestro e diestro (HAFEZ et al.,
2004).

A sintese e secrecao de P4, durante esta fase, inibe a pulsatilidade de GnRH e,
consequentemente, regula o pico de LH, o crescimento folicular e inibe a secrecao
de prostaglandina Fyq (PGF24) nos primeiros dia desta fase. Porém, ao seu final, as
concentracbes de P, caem, o que € induzido pelo aumento da secrecao de PGFyq.
Isto leva a regresséo do corpo Iiteo e a elevagdo nos niveis de estradiol, induzida
pela pulsatilidade do Horménio Liberador de Gonadotrofina (GnRH) e de LH. Em
contrapartida, o FSH declina por acéo da inibina e estradiol, oriundos do foliculo pré-
ovulatorio (RUBIANES, 2000). Aproximadamente um dia apos o pico de LH e a
consequente ovulacdo, ocorre um aumento de FSH e também de estradiol
proveniente de um novo “pool” de foliculos. A ovulagdo na ovelha ocorre
espontaneamente, préximo ao fim do estro, sendo que, no seu decorrer, podem
acontecer mais de uma ovulacao.

Os odcitos podem ser fecundados de 10 a 25 horas apos a ovulacéo, enquanto
os embrides recém-formados adentram o Utero a partir do quinto dia, também
tomando como referencial a ovulagéo. A ovelha possui gestagdo com duracdo média
de 150 dias, sendo que, por ser placenta dependente, a partir do 50° ao 70° dia, a
placenta passa a ser fonte primaria de P,. Outra fase reprodutiva importante na
ovelha € o puerpério, no qual ocorre involugdo uterina, sinal este que se completa,
27 dias apos o parto (JAINUDEEN et al., 2004).

O complexo fenbmeno da dinamica folicular ovariana em ovelhas também
merece destaque. Segundo Evans et al. (2000), o crescimento folicular na ovelha, se

da em padréo de ondas, tanto na estagcdo de monta quanto no anestro. Para tanto, é
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necessario que ocorra uma interacdo entre o0s esterbides ovarianos e as
gonadotrofinas responsaveis pela dinamica folicular, sendo que a emergéncia de
cada onda dura de 4 a 6 dias (RUBIANES, 2000).

De acordo com Rubianes e Menchaca (2003), as ondas foliculares possuem,
no minimo, um foliculo com didmetro = 5 mm, por onda; o crescimento do maior
foliculo se da de 5-7 dias, com crescimento diario de 1 mm. A medida que a fase
luteal avanca, as concentracdes de P, elevam-se, promovendo assim, a
emergéncia de novos foliculos. Na maioria dos ciclos com duas ovulagbes, os
foliculos sdo oriundos da mesma onda ovulatoria. Contudo, segundo Barrett et al.
(2004), existem casos nos quais estes foliculos originaram-se de ondas distintas.

2.3. Producdo in vivo de embrides

A producdo in vivo de embrides consiste em promover uma estimulacéo
hormonal ovariana, para induzir o desenvolvimento e a maturacéo de varios foliculos
simultaneamente.

O emprego desta biotécnica é capaz de promover uma rapida expansao
genética em nudcleos de fémeas pré-selecionadas e, consequentemente, um
aumento na intensidade de selecdo das mesmas; transportar material genético com
reduzido risco de transmissdo de doencas; realizar estudos sobre a interagao
materno-fetal; permitir a conservacéao de racas em perigo de extingcao.

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

Para a realizacdo desta biotécnica, trés etapas sao fundamentais:
sincronizacdo do estro e superovulacéo; fecundacdo das doadoras; e colheita de

embrides.

2.3.1. Sincronizacgao do estro e da ovulacao

Para que todas as fémeas entrem em estro e ovulem no mesmo momento, faz-
se necessaria a sincronizacdo do estro e da ovulacdo e posterior fecundacéo, seja
por monta natural ou inseminacéo artificial, a qual constitui uma importante
ferramenta para obter o maior numero possivel de embribes, com o0 mesmo estadio

de desenvolvimento, em todas as ovelhas que passaram pelo tratamento, bem como
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para equiparar cronologicamente os estados fisiolégicos de receptoras e doadoras
(BARIL, BREBION e CHESNE, 1995).

A sincronizacdo do estro também é responsavel por diminuir 0 anestro pos-
parto, acelerar a selecdo de animais geneticamente superiores, diminuir o intervalo
entre geracdes e concentrar as paricdes 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, hd& o aumento na concentracdo de FSH, estimulando o surgimento de
um crescimento sincrénico de pequenos foliculos. Dependendo de fatores
intrinsecos ou extrinsecos, um ou mais foliculos com diametro 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 sincronizacdo mais comumente utilizado em ovinos € baseado
no tratamento com progestdgeno ou progesterona na forma de dispositivos
intravaginais (esponja e CIDR) (ABECIA, FORCADA, GONZALES-BULNES, 2012).
As esponjas vaginais de liberagdo 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 apresenta também maior
eficiéncia (CASTILHO et al., 2013).

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

O protocolo a ser utilizado deve levar em consideracao 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 o0 progestageno seja acompanhado
de eCG, o qual atua induzindo o desenvolvimento de foliculos durante os periodos

de inatividade hipotalamica — hipofisaria.



25

A sincronizacdo do estro também pode ser realizada apenas com PGF,, ou
associada a progestagenos ou progesterona. O uso da PGF,, leva a sincronizacéo
do estro através da lutedlise e esse horménio ou seus analogos sintéticos vém
sendo administrados em um programa de duas inje¢cbes 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 hormoénios FSH e LH, é,
geralmente, o horménio de eleicdo para induzir a ovulacdo. Apenas uma aplicacao
de eCG, ap0s tratamento com progestagenos, eleva a resposta ovariana, a taxa de
concepcdo e o percentual de nascimentos multiplos (BARRETT et al., 2004).
Contudo, seu uso prolongado desencadeia respostas fisioldégicas indesejaveis,
dentre as quais se destacam a resposta imunolégica anti-eCG, a dificuldade de
locomocdo 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 realizacdo da
sincronizacdo, o qual, de acordo com Cunningham (2008), € responsavel por
desencadear a liberacdo do FSH e LH, os quais séo indispensaveis para que ocorra
a maturacdo oocitaria e ovulacdo. Segundo Martemucci e D’Alessandro (2010),
protocolos com GnRH estdo conferindo bons resultados de prolificidade apo6s 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 rebanho por um periodo
de 20 dias e, ao reintroduzi-lo, as fémeas comecam 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 ovulagéo.

2.3.2. Tratamentos hormonais de superovulagéo
O tratamento superovulatorio € um caminho viavel para otimizar a produgéo in
vivo de embrides em fémeas que tem alto valor genético ou de uma raca ameacada

ou que estejam no final de suas vidas reprodutivas.
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Os hormoénios que sdo empregados nos protocolos de superovulagao, quando
em razdo da aplicagdo de gonadotrofinas exdgenas, agem através de trés
mecanismos: (1) quando um determinado nimero de foliculos esta em estagio inicial
de atresia, estes sdo "resgatados”, em razdo da estimulacdo 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
classificagbes morfologicas e funcionais distintas, poderiam ser estimulados em
conjunto, num ritmo de desenvolvimento superior ao normal, passando a atingir,
concomitantemente, um mesmo estagio de desenvolvimento num menor espago de
tempo; (3) O processo de atresia folicular seria reduzido (FERNANDES, 2003).

A variabilidade imprevisivel na resposta superovulatoria € uma das etapas mais
criticas em programas de producdo de embries ovinos. Isto ocorre em razao de
fatores enddgenos, a exemplo da genética, estado nutricional e estado folicular; e
exdgenos, como tratamento de superovulacao, o tipo de gonadotrofina e estacéo do
ano (AMIRIDIS e CSEH, 2012).

As gonadotrofinas que tém sido usadas para superovulacdo incluem
gonadotrofina menopausica humana (hMG), eCG e FSH, sendo este ultimo 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 apds seu uso repetido, o
gue promove uma resposta humoral a esta gonadotrofina e consequente inducéo 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. Estudo anterior demonstrou que a resposta
superovulatéria, utilizando eCG, € menor em comparacdo com a FSH, enquanto o
tempo de ovulagdo ndo esta 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 remocao
do progestageno, geralmente em doses de 240 a 250 Ul quando a via de
administracdo € 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 fecundacao e

na producdo de embrides de boa qualidade.
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Alguns fatores contribuem para a reducéo das recuperagdes embriondrias apos
superovulacdo, como a regressao lutea precoce antes da época normal para a
colheita embrionaria, que pode ser decorrente do uso de analogos sintéticos de
prostaglandinas, elevando a concentracdo de LH e estradiol. Além disso, a
populacéo 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 populacdo folicular existente no inicio do tratamento com
gonadotrofina é desconhecida. Por esta razdo, o resultado para um mesmo
tratamento pode variar de 0 a 30 embrides transferiveis (VARAGO, MENDONCA e
LAGARES, 2008).

A elevada variabilidade na resposta superovulatéria, notada, principalmente,
em ovelhas, tende a prejudicar o processo de fecundacdo (HAWK, COOPER e
CONLEY, 1987). Diante dos diversos tratamentos superovulatérios, a falha na
fecundacao 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 locomocao dos espermatozoides no
trato genital feminino, diminuindo, significativamente, as taxas de fertilidade
(MARTEMUCCI e D’ALESSANDRO, 2010).

2.3.3. Métodos de fecundacao das doadoras de embrides

A monta natural e a inseminacao artificial sdo técnicas que tém sido
empregadas para a obtencdo da fecundacdo das fémeas. Contudo, torna-se
necessaria a utilizacdo de machos de fertilidade comprovada.

Na monta natural, machos e fémeas tendem a ficar juntos, na proporcao de um
macho para trés a quatro fémeas (BARIL, BREBION e CHESNE, 1995), devendo os
machos selecionados apresentarem tanto condi¢des fisicas quanto aptiddo sexual
satisfatorias, para alcancar o numero desejado de montas. Essa técnica torna-se
limitada, uma vez que os melhores reprodutores estdo concentrados nos grandes
centros de inseminacao 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 apés o inicio do estro.
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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 que um unico ejaculado pode vir a resultar na
fecundacdo de varias fémeas. Nesta técnica, caracteristicas singulares séo
estimadas como: a aptidao 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 impecam 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.

Durante o processo de fecundacado, ocorrem falhas que sdo, na maioria das
vezes, mais evidentes em ovelhas, sendo estas, naturalmente ou artificialmente,
inseminadas, como resultado do processo de transporte espermatico através da
cérvice. Este problema pode ser contornado com a deposicdo de sémen no lumen
uterino através de métodos cirdrgicos (TROUSON e MOORE, 1974) ou por

inseminacao laparoscopica em ovelhas superovuladas (EHLINGH et al., 2003).

2.3.4. Métodos de colheita de embrides
A colheita embrionéria consiste em submeter a luz uterina ou tubéaria a um
processo de lavagem, objetivando a recuperacdo dos embrides produzidos, podendo
ser alcancada, quer seja pelo método Cirdrgico (Laparotomia), Semi-cirargico
(Laparoscopia) ou, ainda, Nao Cirurgico (Transcervical) (SELVARAJU et al., 2003).
A colheita Transcervical, largamente utilizada e com éxito em vacas, é uma
opcao para os métodos Cirargico e Semi-cirurgico utilizados em ovelhas. Para tanto,
a cérvice é tracionada com o auxilio de pincas 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 Solucao
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 o uso desta técnica na ovelha € a
disposicéo irregular dos anéis cervicais, encurtando a passagem do cateter. Visando
solucionar este problema, vém sendo testadas aplicagbes prévias de farmacos que

promovam a dilatacdo cervical, horas antes da colheita (PEREIRA, SOHNREY e
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HOLTZ, 1998). As taxas de recuperacdo obtidas pelo método Cirargico ainda sédo
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 a colheita de embrides por Laparoscopia, esta é feita em maca de
imobilizac@o especifica. Logo apoés, é estabelecido um pneumoperitbneo para inicio
do procedimento de colheita, para o qual sdo efetuadas trés puncdes abdominais,
sendo uma para o endoscopio, outra para uma sonda de trés vias e uma ultima para
a pinga de manipulagéo. Contudo, a exposi¢cao do animal a riscos de aderéncias, o
alto custo do aparelho de Laparoscopia e a necessidade de uma equipe
especializada séo limitacdes que restringem a utilizacdo desta técnica (FREITAS e
SIMPLICIO, 2001).

A técnica de Laparotomia € 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 (0,11 mg/kg PV) e ketamina (5,5 mg/kg PV), dez minutos
depois, sendo ambas as aplicagdes por via intramuscular. Deve-se realizar uma
aplicacao local e subcutanea de cloridrato de lidocaina (0,1 g/animal) na linha alba,
onde sera realizada uma incisdo de 15 a 20 cm de comprimento, cranialmente a
base do Ubere (ISHWAR e MEMON, 1996). O processo de exteriorizacdo 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 0s ovarios, é feita a contagem dos corpos luteos, tornando
possivel avaliar a eficacia do tratamento superovulatorio através da contagem de
corpos luteos, e do método cirurgico de colheita de embrides através da obtencéo
da taxa de recuperacdo embrionaria. A lavagem para recuperagdo embrionaria é
realizada com PBS, a 37°C. A colheita tubaria deve ser realizada dois a quatro dias
ap6s o inicio do estro (BARIL, BREBION e CHESNE, 1995), sendo as tubas
uterinas cateterizadas através do infundibulo com um cateter plastico. Em seguida,

apos a insercdo de uma agulha 25 g acoplada a uma seringa de 20 mL na juncao
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Utero-tubérica, o meio de lavagem é injetado em direcéo ao infundibulo (ISHWAR e
MEMON, 1996).

A colheita uterina deve ser realizada cinco a seis dias ap6s o inicio do estro.
Para tanto, uma puncédo 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 pinca atrauméatica. Entdo, uma seringa de 50 mL, acoplada a
uma agulha de 18 g é inserida na luz uterina, proximo a juncdo utero-tubarica e 30
mL a 40 mL de meio de lavagem a 37°C séo injetados no interior de cada corno
uterino e recuperado por outra via do cateter de Foley. Os lavados sao vertidos em
placas de Petri, plasticas, para avaliacdo imediata e contagem em
estereomicroscopio 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 recuperacdo, 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 sobre a taxa de recuperacdo embrionaria. Todavia, podem-se reduzir
esses efeitos através da aspersdo do Utero e dos ovarios com soro fisioldgico
heparinizado (50 Ul de heparina sdédica/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).

2.3.5. Avaliacéo e classificacdo dos embrides

Os embrides sdo avaliados quanto as suas caracteristicas morfologicas e, a
partir disso, € possivel determinar o seu estadio de desenvolvimento. Essa
classificacdo leva em consideracao a presenca e a intensidade de imperfeicdes, tais
como presenca de blastomeros de tamanhos irregulares, em extrusdo, morte ou
fragmentacdo, alteragcbes de cor ou tamanho da massa celular, auséncia de
compactacdo e danos na zona pellcida. A avaliagdo dos embrides é feita em funcao
do percentual da massa celular intacta, livre de alteragdes.

A classificacdo mundialmente utilizada foi proposta pela Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS), a qual dividiu, morfologicamente,

em nove categorias (Tabela 1 e Figura 2).
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Tabela 1 — Estadios embrionarios e suas respectivas caracteristicas morfologicas
(Adaptado de Robertson e Nelson, 2010).

Estadio

Embrionéario

Caracteristicas

1 célula

2-16 células

Morula inicial (Mi)

Mérula compacta

(Mc)

Blastocisto inicial (Bi)

Blastocisto (Bl)

Blastocisto

expandido (Bx)

Blastocisto

em eclosao (Bn)

Zigoto recém-formado, com apenas uma célula
circundada pela zona pellcida e apresentando o 2°.

corpusculo polar no espaco perivitelinico (EPV).

Estadio onde ocorrem as clivagens iniciais, sendo

possivel contabilizar o nimero de blastémeros.

Massa de células com separacdo nitida entre os

blastdbmeros ocupando quase a totalidade do EPV.

Blastdbmeros 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 botdo 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 peldcida diminui em 1/3 a sua espessura; é
evidente a pressdo do liquido da blastocele, que

empurra o trofoblasto contra a zona peltcida.

O embrido esta iniciando o processo de saida da zona

peldcida.




Blastocisto
eclodido (Be)

O embrido esta completamente livre da zona pellcida;

ainda é nitida a presenca da blastocele.

Figura 2. Codigos numeéricos de estadio de desenvolvimento embrionario. 1
embrido ndo fecundado ou embrido de 1 célula; 2 = embrides com 2 a 16 células;
= morula inicial; 4 = morula compacta; 5 = blastocisto inicial; 6 = blastocisto; 7

blastocisto expandido; 8 =

blastocisto em eclosdo; blastocisto eclodido; 9

blastocisto eclodido em expanséo (Adaptado de Robertson e Nelson, 2010).

O

7. Blastocisto expandido
( dia 8-9)

(dia 7)

8.Blastocisto eclodido
(dia 9)

N
&

1. 1-célula 2. 2-células 2. 4-células
(dia 1) (dia 2) ( dia 3)
@ A?Q'D
) 259
S )
2. 8-células 2. 16-células 3. Mérula inicial
(dia 4) (dia 5) ( dia 5-6)

6 Blastocisto
( dia 7-8)

9. Blastocisto eclodido em expansao
( dia 9-10)
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De acordo com Oliveira (2009), o estadio do desenvolvimento embrionario é de

fundamental importancia para a classificagdo dos embrides, pois esta diretamente
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relacionado com sua posterior sobrevivéncia. Relata também que as taxas de

sobrevivéncia embrionaria de morulas € menor que a de blastocistos (Tabela 2).

Tabela 2 — Sobrevivéncia embrionaria de acordo com o estadio de desenvolvimento dos

embrides ovinos da raga Santa Inés transferidos (Adaptado de Oliveira, 2009).

Estadio embrionario Sobrevivéncia embrionaria (%)
Mérula 15/59* (25,4)°
Blastocisto inicial 0/3* (0,0) ¢
Blastocisto 10/22* (45,5) @
Blastocisto expandido 3/6* (50,0) @

Total 28/90* (31,1)

N° de crias / *N° de embrides transferidos

Os embrides ainda sdo avaliados quanto as caracteristicas morfologicas
individualizadas, como: padrao de cor, tamanho, forma, integridade da zona
pelicida, homogeneidade do citoplasma e presenca de células no espaco
perivitelinico, sendo esses caracteres responsaveis pela definicho quanto a sua

qgualidade (Tabela 3 e Figura 3).

Tabela 3 — Qualidade embrionaria e suas respectivas caracteristicas (Adaptado de
Robertson e Nelson, 2010).

Qualidade Caracteristicas

embrionéria

Grau 1: Massa embrionaria simétrica e esférica com blastdbmeros

Excelente ou Bom  (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
embrionaria viavel intacta. A zona pellcida deve ser lisa e nédo
ter superficies cbncavas ou planas.

Grau 2: Regular 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
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uma massa embriondria viavel, intacta.

Grau 3: Pobre Irregularidades maiores na forma da massa embrionéria ou no
tamanho, cor e densidade das células individuais. Ao menos
25% do material celular devem formar uma massa
embrionaria viavel, intacta.

Grau 4: Morto Embrides em degeneracdo, oocitos ou embrides de uma

ou degenerado célula: nao viaveis.

Figura 3 — Graus de qualidade embrionaria: (A) Grau 1 — Excelente; (B) Grau 2 —
Regular: (C) Grau 3 — Pobre 3; (D) Grau 4 — morto ou degenerado (Fonte: Arquivo

Pessoal).

Bari et al. (2003) relataram que embrides de Graus 3 e 4 toleram melhor a
assincronia do estro entre doadora e receptora, do que os embrides de Graus 1 e 2,
e que as morulas iniciais toleram melhor esta assincronia do que embrides em
outros estadios. Os autores relatam também que ndo houve diferenca 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 embrifes 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 embridées de Grau 4 (37,5%), embora deva-se notar
gue o numero 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 sincronizacdo 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.
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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.

Tabela 4 — Sobrevivéncia embrionaria de acordo com a qualidade dos embrides

ovinos da raca Santa Inés transferidos (Adaptado de Oliveira, 2009).

Qualidade embrionéria Sobrevivéncia embrionéria(%)
Grau 1 18/59* (30,5)%
Grau 2 9/31* (29,0)°
Total 28/90* (31,1)

N° de crias / *N° de embrides transferidos

Ainda com relacdo a morfologia embrionaria, Monte (2013) propdés uma
classificagdo para melhor determinar os graus de qualidade, estabelecendo as
categorias: Proporcéo de extrusdo embrionéria (Baixa — 0 a 5%, Média — 6 a 15% e
Alta - >15%); Proporcdo de cada nivel de homogeneidade da massa embrionaria
(Homogénea, Levemente Heterogénea e Heterogénea); Percentual de embribes
com cada grau de retracdo (Sem retracdo; Levemente retraida; Com retracdo).
Nesse mesmo trabalho, avaliando embribes antes e apdés o
congelamento/descongelamento a autora afirmou que parametros, tais como
extrusdo 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 € dado a célula, a exemplo da adicdo e remoc¢ao de

crioprotetores.

2.3.6. Fatores que influenciam a producéo in vivo de embrides

S&o 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 sinalizagc&o

entre 0 concepto e a mae, o0 que pode proporcionar um desenvolvimento
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assincrénico ou um retardo no crescimento embrionario, bem como a falha na
producéo de Interferon T (SPENCER et al., 2004). Outro fator que pode estar
vinculado a morte embrionaria é a sintese inadequada de hormdnios e fatores de
crescimento oriundos do embrido (RILEY e MOLEY, 2006).

Com relacdo as perdas embrionarias que possuem como origem, fatores
intrinsecos ao ambiente uterino e outras situacdes ligadas a mae, observa-se
inimeras causas. Dentre elas, o estado sanitario, conforto térmico, manejo e
nutricdo adequada. Em meio a estes fatores, possui maior relevancia, o
fornecimento de nutrientes, os quais s&o indispensaveis ao desenvolvimento
folicular, maturacdo dos odcitos, fertilidade e desenvolvimento embrionério, além da
préopria. manutencdo da gestacdo, pois atuam nas concentracfes séricas de
horménios e outros metabdlitos, influenciados por nutrientes ou oriundos dos
mesmos (McEVOY et al., 2001).

Principalmente na fase que antecede a implantagcdo, os embrides sofrem muito
a influéncia do ambiente onde estdo se desenvolvendo, especificamente em relacao
aos nutrientes que sao oferecidos a doadora. A dieta fornecida a matriz € de
extrema importancia sobre o embrido durante o periodo de pré-implantacédo e por
todo o seu desenvolvimento (ASHWORTH, 1995).

As substancias nutritivas presentes no utero de ovelhas prenhes sao
provenientes da alimentacdo. Desta forma, a mae precisa estar bem nutrida, ja que,
de modo geral, os ruminantes apresentam uma implantacéo nao invasiva.

Segundo McEvoy et al. (2001), alimentos contendo altos niveis proteicos para
ovelhas influenciam, negativamente, o desenvolvimento embrionario, por resultar em
crias, acima do porte padréo para a raca. Em contraste, Edwards e McMillen (2002)
afirmam que o déficit proteico no periodo de pré-implantacdo de embrides pode
promover problemas no desenvolvimento. Somado a isso, ressalta-se a quantidade
especifica dos componentes da racdo, bem como a quantidade de alimento
fornecido as matrizes. Estes precisam atender as exigéncias das matrizes para nao
afetar a producdo de embrides, pois, a depender da quantidade de alimento, havera
um maior ou menor fornecimento de componentes. Ashworth (1995) em experimento
utilizando ovelhas superalimentadas durante o inicio da gestacdo, relatou um
decréscimo na propor¢cdo de embrides produzidos, o que complementa os achados
por Williams e Cumming (1982 apud Squires, 1993. p. 308). Imagina-se que esta

reducdo resulte do aumento do metabolismo da P, pelo figado. Assim, a
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progesterona plasmatica serd metabolizada quase que totalmente em uma Unica
passagem pelo figado, provocando o declinio de suas concentracdes periféricas,
assim, a prenhez pode ser interrompida, porque em resposta a baixa concentracao
de P4, 0s niveis de PGF,, aumentam, promovendo contracdo uterina (ASHWORTH,
1995).

Em contradicdo, Dunne et al. (1997) comprovaram que a diminuicdo da
alimentacdo, por um curto periodo de tempo, aumentaram a taxa de gestacdo em
bovinos.

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

O semiarido nordestino, especialmente a microrregido do Submédio Sé&o
Francisco, apresenta sérios problemas no ambito alimentar, pois hd 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 sado 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
regiao.

Assim, sabendo desta escassez de alimento, a expansdo da fruticultura no
semiarido nordestino desponta como uma importante saida para a pecuéria desta
regido, jA que é caracterizada pela producéo de toneladas de residuos de abacaxi,
mel&o, 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
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7

(2007), afirmam que o subproduto da uva é capaz de fornecer niveis protéicos
razoavelmente elevados, 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
acidos oléico (19,07%) e linoleico (67,73%), os quais sao elementos essenciais para
pequenos ruminantes; 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 6ocitos e embrides de danos
oxidativos a nivel de membrana e nucleo celulares (PASA, 2010).

Maggioni et al. (2008) afirmaram, ainda, que o fornecimento de alimento com
moderado teor de tanino consensado € capaz de promover ganho de peso, aumento
do escore de condicdo corporal e, principalmente, a reducdo de perdas
embrionarias, ja que o tanino induz a diminuicdo da catélise de proteinas da qual
resultariam metabdlitos tdéxicos como uréia e amobnia, que Sao responsaveis por
alterar o gradiente de pH que existe entre as células apicais e basais da parede
uterina, o qual é regulado pela P4. Na presenca desses metabdlitos, a progesterona
torna-se incapaz de manter o meio, levando a um aumento de PGF,4, a qual afeta,
negativamente, o desenvolvimento embrionario, assim como sua sobrevivéncia.

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

Sendo assim, este trabalho se propbs a estabelecer uma dieta estratégica, a
partir de alimento alternativo, a fim de reduzir as perdas reprodutivas em periodos de
escassez de alimento, reduzindo, consequentemente, os custos de producédo na
ovinocultura local e sugerir uma alternativa a eliminacdo e/ou ao estoque

inadequado do residuo de uva.
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3. JUSTIFICATIVA

As biotecnologias da reproducédo tém sido amplamente aplicadas em ovinos na
regido Nordeste do Brasil, na tentativa de melhorar quantitativa e qualitativamente a
producdo desses animais, cuja criacdo é considerada fonte de renda de muitas
familias. Dentre as biotécnicas utilizadas, cita-se a producéo in vivo de embrides,
gue se baseia na superovulacdo de fémeas geneticamente superiores, para que se
obtenha uma maior quantidade de embrides produzidos, os quais serdo transferidos
as receptoras, que dardo continuidade a gestacdo. Esta biotécnica tem ganhado
espaco na regidao Nordeste, por ser a forma mais eficaz para acelerar o
melhoramento genético e explorar a0 maximo o potencial de matrizes e
reprodutores.

Apesar disso, a producao in vivo de embrides se depara com alguns fatores
que séo capazes de reduzir a sua eficiéncia. Na regido Nordeste, os principais
entraves estdo relacionados a nutricdo, devido a escassez de chuvas que gera uma
inconstancia na quantidade e na qualidade dos alimentos que séo fornecidos,
principalmente, as doadoras de embrifes, as quais apresentam uma alta exigéncia
proteica e energética, para que a producdo de embrides seja satisfatdria, tanto com
relacdo a sua quantidade quanto a qualidade.

Devido a isso, alguns produtores tém langado méo da utilizagéo de alternativas
alimentares, como € o caso dos residuos de fruta, encontrados abundantemente em
algumas microrregides, como é o caso do Submédio Sao Francisco, onde a
fruticultura irrigada, principalmente o cultivo de uva, mantém sua produtividade
constante durante todo o ano, gerando também, uma grande quantidade de residuo,
gue é superior a demanda pelos mesmos. Isso acaba promovendo poluicdo do solo,
do ar e das aguas. H& relatos de que o residuo da uva tem sido utilizado na
alimentacdo de ovinos, porém de forma indiscriminada, sem levar em consideragéo
possiveis efeitos negativos ou, quem sabe, positivos tanto produtiva quanto
reprodutivamente.

Tomando como base a importancia da reproducédo para manter a produtividade
do rebanho, faz-se necessario conhecer os reais efeitos dessa suplementacéo sobre
parametros reprodutivos das ovelhas, bem como o nivel seguro de inclusdo desse
residuo na alimentacdo desses animais, a fim de garantir um “status” nutricional que

assegure a realizacédo da producéo in vivo de embrides em qualquer periodo do ano.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

> Avaliar o efeito da inclusdo de diferentes niveis de farinha de residuo seco de

uva (Vitis vinifera) sobre a producdo in vivo de embrides de ovelhas

exploradas no semiarido do Submédio S&ao Francisco.

4.2. Objetivos Especificos

> Avaliar o efeito de diferentes niveis de inclusdo de farinha de residuo de uva

no concentrado fornecido a ovelhas deslanadas, sobre:

Percentual de doadoras de embries em estro;
Intervalo (h) entre a retirada do CIDR e inicio do estro;
Percentual de ovelhas ovulando;

Percentual de doadoras de embrides superovulando;
NuUmero de corpos lluteos;

Taxa de recuperacdo embrionaria;

Taxa de fecundacéo;

Qualidade embrionaria;

Parametros morfolégicos embrionarios.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Etica animal

O experimento foi realizado ap0s a aprovacao institucional da Universidade
Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF), sendo todo o protocolo experimental
conduzido conforme os principios éticos de experimentacdo animal adotado pela

Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA).

5.2. Local de execucéo

O experimento foi realizado na Universidade Federal do Vale do S&o Francisco
(UNIVASF), localizada em Petrolina-Pe, a 9° 23' 34" de latitude Sul e 40° 30' 28" de
longitude Oeste, numa altitude de 376 m e com temperatura média anual de 26°C.
Apresenta ainda, pluviosidade média anual 535,5 mm?, a qual é distribuida no
periodo de fevereiro a abril (EMBRAPA SEMIARIDO, 2009).

5.3. Animais experimentais

Foram utilizadas 20 ovelhas deslanadas como doadoras de embrides, que
ainda ndo haviam sido submetidas a tratamentos hormonais, as quais foram
submetidas a exame ultrassonografico para garantir que animais prenhes ou
portadores de alguma patologia reprodutiva ndo fossem utilizados para o
experimento. Foram ainda, utilizados trés carneiros deslanados com fertilidade
comprovada, como reprodutores. Os animais foram submetidos a um regime
intensivo de manejo e alojadas individualmente, em baias de 2 m? (2 x 1 m),
separadas por tela campestre de 1,20 m de altura, com cocho externo para ragéo e
outro interno para agua. As fémeas eram liberadas das baias individuais apenas
para limpeza das mesmas. Foram alimentadas com capim Pennisetum purpureum
(capim elefante) picado, além de concentrado, que tinha sua composi¢cao variada a
depender do grupo experimental, e era fornecido a vontade, as 9:00 e as 15:00
horas, sendo que a dieta foi formulada a fim de atender a exigéncia nutricional para
fémeas ovinas em pré cobertura. Os animais tiveram, ainda, livre acesso a agua e
uma suplementacdo mineral para ovinos durante todo o experimento. Os
reprodutores permaneceram, durante o dia e a noite, em aprisco coberto recebendo
dieta de capim elefante a vontade e uma mistura de alimentos concentrados (80%

de farelo de milho, 20% de farelo de soja), na quantidade de 1,5 kg/animal/dia, em


http://toolserver.org/~geohack/geohack.php?language=pt&pagename=Petrolina&params=9_23_34_S_40_30_28_W_type:city_region:BR_scale:75000
http://toolserver.org/~geohack/geohack.php?language=pt&pagename=Petrolina&params=9_23_34_S_40_30_28_W_type:city_region:BR_scale:75000
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duas refeicBes, além de agua e sal mineral a vontade. O manejo sanitario foi
baseado no controle de endo e ectoparasitas de todos os animais, uma semana
antes do inicio dos protocolos experimentais, utilizando-se o produto a base de
lvermectina & 1% (Absolut®, VALLEE, Brasil), na dosagem de 1 mL para cada 50 kg
de peso, aplicada por via sub cutanea.

5.4. Delineamento experimental e tratamentos alimentares

O delineamento foi inteiramente casualizado. As ovelhas foram distribuidas
homogeneamente em quatro grupos, alimentados com uma proporgcao
volumoso:concentrado de 60:40. Os tratamentos alimentares diferiram quanto a
composicdo do concentrado que era composto por 25% de farelo de soja e 75% de
farelo de milho, o qual era substituido em diferentes proporcbes por farinha de
residuo de uva. Os animais do Grupo 1 (Controle) foram alimentados com racao
formulada utilizando apenas farelo de milho e farelo de soja (ingredientes ja
comercialmente utilizados); no Grupo 2 (UVA10), alimentados substituindo 10% da
racao concentrada por farinha de residuo de uva; no Grupo 3 (UVA20), alimentados
substituindo 20% da ragdo concentrada por farinha de residuo de uva; e no Grupo 4
(UVA30), alimentados substituindo 30% da rag&o concentrada por farinha de residuo
de uva (Tabela 5).

Tabela 5 — Alimentos utilizados na formulacdo das racfes para cada grupo

experimental e suas respectivas propor¢oes.

Grupos

Alimento Controle UVA 10 UVA 20 UVA 30
Capim elefante (%) 60,0 60,0 60,0 60,0
Residuo de uva (%) 0,0 10,0 20,0 30,0
Farelo de soja (%) 10,0 7,4 5,0 2,3
Farelo de milho (%) 30,0 22,5 14,8 7,3
Uréia (%) 0,0 0,1 0,2 0,4
Total 100,0 100,0 100,0 100,0

A racgéo foi balanceada de modo a suprir as necessidades nutricionais de um

animal, no periodo pré-cobertura e primeiras semanas de gestacdo (NRC, 2007) e
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de modo que apresentassem niveis semelhantes de proteina, energia, fibra e
matéria seca, como mostra a Tabela 6, sendo fornecida por 26 dias (20 dias antes e
6 dias depois da cobertura). Todos os animais foram previamente submetidos a um
periodo de 10 dias de adaptacdo ao tratamento alimentar correspondente ao seu

grupo experimental.

Tabela 6 — Composicdo bromatologica da racdo nos diferentes grupos

experimentais.

Grupos
Alimento Controle UVA 10 UVA 20 UVA 30
MS (%) 49,5 49,7 50,0 50,2
MO (%) 93,6 93,0 92,4 91,9
PB (%) 11,5 11,1 10,9 10,8
FDN (%) 54,2 55,7 56,2 57,8
FDA (%) 31,3 32,7 33,2 34,5
EE (%) 2,2 2,2 2,2 2,3
NDT (%) 64,6 62,1 61,6 59,1

NDT = Obtido através da soma da estimativa desse valor para todos os ingredientes. Disponivel em:
CQBAL 3.0

Além da composicdo supracitada dos alimentos, foi possivel obter 4% de

tanino no subproduto da uva.

5.5. Tipo, obtencao e processamento do subproduto da uva

Para a realizacdo do experimento, foi utilizada a uva de mesa (Vitis vinifera), da
variedade Benitaka. Essa variedade foi originada de mutacdo somatica na variedade
Italia.

O residuo era proveniente do Nucleo de Irrigacdo Senador Nilo Coelho 5 (N5).
Apébs obtencgdo, o material era prensado para eliminar parte da umidade e facilitar a
secagem, a qual era feita ao Sol e em area cimentada, sendo espalhados em
camadas de, aproximadamente, 5 cm de espessura e revolvidos a cada trés dias,
até a secagem, que acontecia em, no maximo, 12 dias, a depender da condi¢éo

climatica. O subproduto era composto por pelicula, semente e engaco.
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5.6. Producéo in vivo de embrides

5.6.1. Tratamentos hormonais

Todas as doadoras de embrides foram submetidas ao mesmo tratamento
hormonal. Receberam, por via intravaginal, um dispositivo liberador de progesterona
(EASI-BREED CIDR®, Pfizer, Brasil), por um periodo de 12 dias, a partir do décimo
dia de tratamento alimentar, contados apds o final do periodo de adaptacdo. O
tratamento superovulatério com pFSH (Folltropin-V®, Vetrepharm, Canada) foi
iniciado, 48 horas antes do final do tratamento com progesterona, quando as
doadoras receberam, por via intramuscular, 128 mg de pFSH, divididas em seis
doses decrescentes (32/32; 16/16; 16/16 mg), em intervalos de 12 horas.
Concomitante com a primeira aplicacdo de pFSH, também foram administradas, por
via intramuscular, 75 pg de um andlogo da PGFy,, (d-Cloprostenol) (Prolise®,

Tecnopec, Brasil).

Figura 4. Esquema do protocolo hormonal para sincronizacdo de estro e

superovulacao.

128 Ul
FSH

A

[
DO D10 D}z
| ]
| |
CIDR 75 ug
D-Cloprostenol -

5.6.2. Deteccéo de estro e fecundacéo

Ap6s 12 horas da retirada do CIDR, iniciou-se a deteccdo do estro das
doadoras de embribes. Para isto, foram utilizados trés carneiros deslanados, os
quais ficaram expostos as fémeas por 30 minutos, a cada quatro horas. As ovelhas
foram consideradas em estro, quando se mantiveram imoveis diante da tentativa de
monta feita pelo macho (MAULEON e DAUZIER, 1965). Concomitante a
determinacdo do inicio do estro, as fémeas foram submetidas & monta natural, a

gual era repetida 24 horas depois da primeira. Os carneiros utilizados para a monta
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foram os mesmos utilizados para a deteccdo de estro, 0s quais tiveram sua

fertilidade previamente confirmada.

5.6.3. Avaliacdo da resposta ovulatoria

Previamente a colheita de embrides, as ovelhas foram submetidas a um jejum
hidrico e alimentar de 12 e 24 horas, respectivamente, no quinto dia apds a primeira
monta. No dia seguinte, imediatamente antes da colheita de embrides, as mesmas
foram submetidas a uma laparoscopia a fim de verificar a resposta ovulatéria,
conforme descrito por Oldham e Lindsay (1980). Este método foi realizado através
da insercdo de um trocater na cavidade abdominal, para criar passagem para o
endoscopio que € utilizado para a visualizacdo do trato reprodutivo, sem que 0s
mesmos precisassem ser exteriorizados. Em seguida foi realizada mais uma puncéo
por onde foi introduzida a pinca de manipulacdo dos 6rgaos do trato reprodutivo,
para a melhor observacdo dos mesmo. Os animais foram previamente submetidos a
plano anestésico, com a administracdo de Lidocaina (2%) administrado em

pequenas doses, por via subcutanea, nos pontos de inciséo.

5.6.4. Colheita de embrides

A colheita de embrides foi realizada por Laparotomia, conforme descrito por
Loiola Filho (2013). Momentos antes da colheita, foi realizado um protocolo
anestésico constituido de Sulfato de Atropina a 1% (Atrovene®, Vila Real Salde
Animal, Brasil), como pré-anestésico (0,044 mg/kg) aplicado por via subcutanea,
seguida pela aplicacdo de Cloridrato de Xilazina a 1% (Kensol®, Laboratérios Konig,
Argentina) (0,22 a 0,30 mg/kg) e, apo6s 10 minutos, foi realizada a aplicacdo de
Cloridrato de Lidocaina a 2% (Anestésico Bravet®, Bravet, Brasil), por via epidural
alta (4,4 a 10 mg/kg). Em seguida, foi aplicado 4 mL de Cloridrato de Lidocaina a 2%
na linha Alba, perfazendo uma linha de incisédo de 7 a 15 cm. O trato reprodutivo foi,
entdo, exteriorizado e, utilizando uma sonda de Foley n° 10 (Solidor®, Lamedid,
Brasil), foi feita uma via de recuperacéo de liquido, préximo a juncao intercornual, na
base de cada corno uterino, bem como outra, agora de injecéo de liquido, com um
cateter Gelco 18G (Catéter intravenoso®, Medcare PVT, india), na juncdo Utero-
tubarica, também de cada corno uterino. Com isso, foi realizada a inje¢cdo de 40 mL
de DMPBS (DMPBS®, Vitrocell, Brasil), em cada corno uterino, e o liquido,

possivelmente, contendo os embrides, foi recuperado pela sonda de Foley, em um
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tubo de 50 mL (Tubo de centrifugacdo®, TPP, Suica). Ao término da lavagem, foi
aspergido soro fisioldgico heparinizado (50 Ul de heparina sodica/mL) sobre o trato
reprodutivo, com o intuito de evitar a formacédo de aderéncias pés-operatorias. A
sutura das diversas camadas foi efetuada através de ponto simples separado,
seguindo um protocolo padrao em trés planos, utilizando fio de sutura absorvivel n°
0 (Categute®, Technofio, Brasil) nas camadas muscular e subcutanea, além de fio de

sutura ndo absorvivel n° 0 (Nylon®, Technofio, Brasil) na pele.

5.6.5. Avaliacdo de embrides

Realizada a colheita, o lavado uterino foi vertido em placa plastica de Petri de
100 mm (Placa de Petri 100®, Nutricell, Brasil), a qual foi levada para um
estereomicroscopio (SMZ 645®, Nikon, Jap&o) de luz fria, com aumento de 40 a 70x,
onde as estruturas foram procuradas e, quando encontradas, avaliadas. Os
embrides localizados foram colocados em placas plasticas de Petri de 35 mm (Placa
de Petri 35%, Nutricell, Brasil) contendo gotas de 50 pL de uma solucédo de DMPBS
com 0,4% de albumina sérica bovina (DMPBS/BSA 0,4%®, Nutricell, Brasil). Em
seguida, os embrides foram avaliados quanto ao seu estadio e quanto o seu grau de
qualidade, segundo os critérios de avaliagdo da Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (ROBERTSON e NELSON, 2010). Com relacdo ao
estadio, os embrides foram classificados em: embrido retardado (1 a 8 células),
morula inicial, moérula compacta, blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto
expandido, blastocisto em eclosédo e blastocisto eclodido. Quanto a qualidade dos
embrides, foram considerados embrides de Grau 1 (excelente ou bom), Grau 2
(regular), Grau 3 (pobre) e Grau 4 (morto ou degenerado). Foram considerados para
a avaliacdo morfolégica apenas os embrides de Graus 1, 2 e 3.

Além disso, foi avaliada homogeneidade da massa quanto a cor e tamanho dos
blastbmeros, sendo classificados em embribes homogéneos, levemente
heterogéneos ou heterogéneos (Figura 5); quanto ao nivel de extrusdo (Figuras 6),
sendo considerado baixo quando o percentual de extrusdo foi de 0 a 5%, médio
guando o percentual de extruséo foi entre 6 a 15% e alto quando o nivel de extrusao
ultrapassou os 15%; presenca ou auséncia de retracdo da massa embrionaria,

classificada em: sem retracdo, levemente retraida, com retragéo (Figura 7).
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Figura 5 — Classificacdo morfolégica embrionaria, quanto a homogeneidade da
massa celular interna: (A) Homogénea, (B) Levemente Heterogénea, (C)

Heterogénea (Fonte: Arquivo Pessoal).

Figura 6 — Classificacdo morfolégica embrionaria, quanto a extrusdo da massa
celular interna: (A) Baixa — 0 a 5%, (B) Média — 6 a 15%, (C) Alta — >15%, (Fonte:
Arquivo Pessoal).

Figura 7 — Classificacdo morfolégica embrionaria, quanto a retracdo da massa

celular interna: (A) Sem retracdo, (B) Levemente retraido, (C) Com retracdo, (Fonte:

Arquivo Pessoal).
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5.7. Parametros avaliados
Foram avaliados:
e Porcentagem de fémeas em estro;
e Periodo entre o final do tratamento de sincronizacdo e inicio do estro
(h);
e Numero de ovulacdes;
e Numero de fémeas superovulando (fémeas cujo somatério de corpos

liteos em ambos os ovérios, fosse maior ou igual a 5);

e Taxa de recuperacgio = N° estruturas recuperadas % 100
N° de corpos luteos
e Taxa de fecundagéo = N° embriGes X 100
N° de estrururas recuperadas

¢ Quantidade e qualidade dos embrides produzidos;
e Morfologia embrionaria;
¢ Homogeneidade da massa quanto ao tamanho e cor dos blastdmeros;

Retracdo da massa celular interna, Porcentagem de extruséo.

5.8. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. Para comparacao
dos diversos parametros, entre os tratamentos alimentares, utilizou-se a Analise de
Variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Duncan e
foram consideradas, estatisticamente, diferentes quando apresentaram nivel de
significAncia menor que 5%. Os dados expressos em porcentagem foram
submetidos ao Teste de Qui-quadrado. Foi utilizado o programa ASSISTAT Verséo
7.6 beta (2013).
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6. RESULTADOS

Dentre os vinte animais experimentais, apenas uma ovelha (Grupo UVA20) nao
apresentou sinais de estro e, posteriormente, foi possivel determinar que a mesma
apresentou ovulacao silenciosa, ja que respondeu ao tratamento superovulatério, o
que foi possivel observar através da Laparoscopia.

N&o houve diferenca (P>0,05) entre grupos quanto a porcentagem de animais
em estro. Nos Grupos Controle, UVA10 e UVA30, 100% dos animais apresentaram
estro, enquanto no UVA20, 80%.

No tocante ao percentual de ovelhas ovulando, os animais de todos 0s grupos
ovularam, porém, nem todos responderam ao tratamento superovulatorio, ndo
havendo também diferenca significativa (P>0,05) no percentual de animais
superovulando entre 0s grupos experimentais, sendo possivel obter 60, 80, 60 e
80% de animais superovulando nos Grupos Controle, UVA10, UVA20 e UVAS3O0,
respectivamente. A Tabela 7 apresenta a reposta ovariana e a produgcdo de
embrides apos a inclusdo do residuo de uva na alimentacdo. Para qualquer dos

parametros avaliados, ndo houve diferenca estatistica nos tratamentos.

Tabela 7 — Valores médios (+ e.p.) do intervalo entre a retirada do CIDR e inicio do
estro (RCIDR-IE; h), nimeros de corpos luteos (CL), de estruturas recuperadas
(embrides + oécitos), de embrides encontrados, bem como valores percentuais de
taxas de recuperacao e de fecundacao de ovelhas deslanadas suplementadas com
diferentes niveis de inclusdo de farinha de residuo de uva (Vitis vinifera) e

submetidas a producéo in vivo de embrides.

Grupos

Controle UVA10 UVA20 UVA30
Parametros (0%) (10%) (20%) (30%)
RCIDR-IE (h) 26,4 +3,1 26,4+31 288+3,0 256=+31
Numero de CL 50+£19 6,2+19 6,2+19 6,8+1,9
Nuamero de estruturas 53+1,6 43+1,4 35+1,4 56+1,6
Nuamero de embrides 43+15 36+1,2 40+2,0 56+1,2
Taxa de recuperagéo 63,7+ 13,7 69,0+6,6 83,3+16,7 100,0+0,0
Taxa de fecundagéo 85,7+14,3 91,7+8,3 83,3+16,7 100,0£0,0

P>0,05.



50

Com relagdo a qualidade embrionéria, de forma geral, a inclusdo da farinha de
uva na alimentacdo de doadoras de embrides ovinos exerceu um incremento na
qualidade dos embrides colhidos, sob alguns aspectos.

Dentro de cada grau de qualidade embrionaria (Tabela 8), ndo foi observada
diferenca estatistica entre niveis de inclusdo de uva na racdo (P>0,05). Porém, foi
comprovada a eficicia do protocolo, sem qualquer interferéncia negativa da inclusdo
de uva na racdo, pois, para todos os niveis de inclusdo, ocorreu o predominio

significativo de embrides Excelentes (Grau 1) (P<0,05).

Tabela 8 — Graus de qualidade de embrides de ovelhas deslanadas submetidas a
diferentes niveis de inclusdo de farinha de residuo de uva (Vitis vinifera).

Grupos
Qualidade Controle UVA10 UVA20 UVA30
Embrionaria (0%) (10%) (20%) (30%)
Grau 1 (n) 69,2% (9)*  73,3% (11)* 83,3% (10)*  82,3% (14)*
Grau 2 (n) 15,4% (2)® 20,0 (3)®  8,30% (1) ® 0,00% (0) ®
Grau 3 (n) 154% (2)®  6,70% (1)®  0,00% (0) ® 0,00% (0) ®
Grau 4 (n) 00,0% (0)®  0,00% (0)®  8,30% (1) ® 17,7% (3) B

~® vValores com letras mailisculas diferentes na mesma coluna sdo diferentes pelo teste de Qui-
quadrado (P<0,05).

Com relacéo as caracteristicas morfolégicas (Tabela 9), mais especificamente,
para o parametro retracdo de massa embrionéaria, ndo houve diferenca entre niveis
de incluséo, dentro de cada categoria de retracdo (P>0,05). Porém, foi comprovada,
mais uma vez, a eficacia do protocolo, sem qualquer interferéncia negativa da
inclusdo de uva na racdo, pois, para todos 0s niveis de inclusdo, ocorreu o
predominio significativo de auséncia de retracdo da massa embrionaria (P<0,05).

A porcentagem de embrides homogéneos, com relacdo ao tamanho dos
blastdmeros, foi superior no Grupo UVA30, quando comparado aos demais grupos
de tratamentos, como mostra a Tabela 10 (P<0,05). Foi observado, ainda, que,
dentro do Grupo Controle, ou seja, quando os animais n&o receberam uva na ragao,
houve o predominio significativo de embribes de tamanho dos blastdmeros

levemente heterogéneo (P<0,05).
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Tabela 9 — Percentual de retracdo da massa de embrides de ovelhas deslanadas

submetidas a diferentes niveis de inclusdo de farinha de residuo de uva (Vitis

vinifera).
Grupos
Grau de Retracao UVA UVA10 UVA20 UVA30
(0%) (10%) (20%) (30%)
Ausente (n) 92,3% (12)* 78,6% (11)* 100,0% (11)"* 85,7% (12)"
Leve (n) 77%1)® 143% (2)®  0,0% (0)® 0,0% (0)®
Com retracéo (n) 0,0% (0)® 7,1% (1) ® 0,0% (0)®  14,3% (2)°

A% Valores com letras mailisculas diferentes na mesma coluna sdo diferentes pelo teste de Qui-
quadrado (P<0,05).

Tabela 10 — Porcentagem de homogenidade da massa embrionaria com relacéo ao
tamanho dos blastomeros embrides de ovelhas deslanadas submetidas a diferentes

niveis de incluséo de farinha de residuo de uva (Vitis vinifera).

Grupos
Homogeneidade Controle UVA10 UVA20 UVA30
embrionéria (0%) (10%) (20%) (30%)
Homogeénea (n) 15,4% (2) °°  42,9% (6) ° 36,4% (4)° 85,7%(12)
Levemente
Heterogénea (n) 61,5% (8) ** 57,1%(8)% 63,6% (7)® 14,3% (2)*®
Heterogénea (n) 23,1% (3)®  0,0% (0) 0,0% (0) 0,0% (0)®

~® Valores com letras mailsculas diferentes na mesma coluna sdo diferentes pelo teste de Qui-
quadrado (P<0,05).
2% valores com letras minGsculas diferentes na mesma linha sdo diferentes pelo teste de Qui-
quadrado (P<0,05).

Com relacdo a homogeneidade pela cor, a proporcdo de embribes
homogéneos do Grupo UVA3O0 foi superior que a do Grupo UVA10 (P<0,05) (Tabela
11).
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Tabela 11 — Porcentagem de homogenidade da massa embrionaria com relacéo a
cor dos blastdbmeros embrides de ovelhas deslanadas submetidas a diferentes niveis
de inclusédo de farinha de residuo de uva (Vitis vinifera).

Grupos
Homogeneidade Controle UVA10 UVA20 UVA30
embrionéria (0%) (10%) (20%) (30%)
Homogeénea (n) 53,8% (7) ® 50,0% (7)° 54,5% (6) ®® 85,7%(12) **
Levemente
Heterogénea (n) 46,2% (6)® 50,0% (7)° 455% (5) 2 14,3% (2) %
Heterogénea (n) 0,0% (0) 0,0% (0) 0,0% (0) 0,0% (0)®

~® vValores com letras mailisculas diferentes na mesma coluna sdo diferentes pelo teste de Qui-
quadrado (P<0,05).* ® Valores com letras minGsculas diferentes na mesma linha sdo diferentes pelo
teste de Qui-quadrado (P<0,05).

Ja com relacéo a extrusao embrionaria, a proporcédo de embrides sem extrusao
foi superior (P<0,05) no grupo UVA30, quando comparado aos demais grupos

experimentais, como mostra a Tabela 12.

Tabela 12 — Propor¢cdo de embrides sem extrusdo de embrides de ovelhas
deslanadas submetidas diferentes niveis de inclusdo de farinha de residuo de uva

(Vitis vinifera).

Grupos
Extruséo (%) Controle UVA10 UVA20 UVA30
(0%) (10%) (20%) (30%)

0a5 (Baixo)  30,8% (4)™® 357% (5)° 545%(6)** 92,9 (13)*
6 a 15 (Médio) 53,8% (7)™ 42,9% (6)° 36,4% (4) *™®  7,1% (1) *®
> 15 (Alto) 15,4% (2) ®  21,4% (3) 9,1% (1) ® 0,0% (0) ®

A B valores com letras mailisculas diferentes na mesma coluna s&o diferentes pelo teste de Qui-
quadrado (P<0,05). * ® Valores com letras mintsculas diferentes na mesma linha s3o diferentes pelo
teste de Qui-quadrado (P<0,05).
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7. DISCUSSAO

Apesar de néo ter havido diferenga signficativa entre 0os grupos experimentais
no que diz respeito a resposta ovariana, foi possivel observar diferenca com relacéo
a alguns parametros morfolégicos dos embrifes, em que 0 grupo que recebeu maior
guantidade de uva, em substituicdo ao concentrado (UVA30), apresentou melhores
caracteristicas quanto & morfologia embrionaria.

Com relacao a resposta estral, nos Grupos Controle, UVA10 e UVA30, 100%
dos animais apresentaram estro, ndo diferindo estatisticamente do grupo UVAZ20, o
qual apresentou 80% o que corrobora aos achados por Sonmez et al. (2009), que
obtiveram 100% de cabras em estro, ap6s serem submetidas a sincronizacao de
estro, recebendo uma fonte de antioxidante.

Esses dados foram semelhantes também, aos achados por Vilarifio et al.
(2013) e por Padilha et al. (2011), que, utilizando protocolo semelhante, obtiveram
100% de cabras e ovelhas em estro, respectivamente.

Com relacdo ao intervalo entre a retirada do CIDR e o inicio do estro, os
valores encontrados foram semelhantes aos achados por Carvalho (2009), que
obteve intervalo maximo de 30 horas. Esses resultados devem-se ao desbloqueio
mais eficiente do eixo hipotalamico-hipofisario ap6s o fim do tratamento de
sincronizacgao, utilizando progesterona natural.

N&o houve diferenca no percentual de animais superovulando entre os grupos
experimentais, nos quais ndo houve totalidade de animais, respondendo ao
tratamento superovulatério, também néo houve diferenca entre o nimero de corpos
luteos. Os valores encontrados para esses parametros foram considerados
satisfatorios e podem ser explicados pela correlagcdo entre o inicio do estro e o
namero de corpos luteos produzidos. Pois, quanto mais precoce for o inicio do estro,
maior a quantidade de corpos luteos produzidos, o que pode ser atribuido ao maior
nuamero de foliculos pré-ovulatorios produtores de estrogeno, ao final do tratamento
de sincronizagdo do estro, nos animais com maior numero de corpos luteos
(KATANYA, PAWEL e KING, 2009).

Além disso, a quantidade de ovulacdes e, consequentemente, de corpos Iuteos
produzidos foi considerada ideal porque atendeu o numero minimo para se
considerar que houve superovulagcdo e ao mesmo tempo néo foi tdo alta a ponto de
promover um quadro de hiperestrogenismo, que pode ocorrer em animais que

apresentem uma resposta ovariana excessiva a gonadotrofina e que acarreta, dentre
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outros efeitos, em alteracdo da contratilidade uterina e dificuldade no transporte
espermético, o que reduziria a fecundacdo dos odcitos produzidos (PALOMAR,
1997).

A fémea que ndo apresentou sinais de estro, bem como as demais que néo
responderam ao tratamento superovulatorio, eram todas nuliparas e tinham idade
de, aproximadamente, 18 meses. Eram as mais jovens, dentre 0s animais
experimentais. Assim sendo, a falta de resposta ao estimulo do tratamento
superovulatério pode ser explicada pelo fato de que em borregas, os ciclos estrais
sdo menos regulares e a incidéncia de estro silencioso é mais frequente,
principalmente naquelas que apresentam baixa taxa de crescimento. Além disso, a
taxa de ovulacdo € menor e a taxa de mortalidade embrionaria mais elevada em
borregas do que em ovelhas, 0 que esta relacionado com uma insuficiente producéo
de horménios relacionados a reproducéo (SA e SA, 2011).

A inexisténcia de efeito da suplementacdo com farelo do residuo da uva (Vitis
vinifera) sobre a taxa de ovulacdo nas ovelhas sugere que o aumento da mesma
pode depender do estado folicular no inicio do tratamento nutricional (VINOLES et
al., 2005).

Apesar de nédo ter havido diferenca significativa para os parametros ovulatérios,
houve uma tendéncia do Grupo UVA30 a apresentar melhores resultados, com
menor intervalo entre a retirada do CIDR e o inicio do estro, maior numero de
ovulacbes, maior numero de embribes e maiores taxas de recuperacdo e
fecundacdo. Isso pode ser decorrente da maior quantidade de uva e,
consequentemente, maior teor de tanino fornecido a esse Grupo UVA30. O tanino,
considerado um antioxidante da dieta, tem, como funcao, “sequestrar’” as Espécies
Reativas ao Oxigénio (EROs) oriundas do metabolismo celular que, por ventura,
sejam produzidas em excesso, impedindo que as mesmas atuem sobre lipidios e
aminoacidos, e, assim, evitando a ocorréncia de danos causados a membrana
celular e ao DNA (ANDRADE et al., 2010; AMIRIDIS e CSEH, 2012). Com isso, 0
tanino pode auxiliar na manutencédo da integridade de espermatozoides e odcitos,
fazendo com que desempenhem corretamente suas fungdes, além de ser capaz de
reduzir os empecilhos ao transporte espermatico e impedir a poliespermia
(PRATHER e DAY, 1998).

Para os parametros reprodutivos numero de corpos Iuteos, estruturas

recuperadas e numero de embrides, todos o0s grupos apresentaram valores
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estatisticamente semelhantes, o que corrobora com resultados encontrados por
Arruda et al. (2013), utilizando subproduto da mandioca e do caju, na suplementacéo
de ovelhas para avaliar o seu efeito na producgéo in vivo de embrides.

Segundo Rodrigues (2010), os ovinos apresentam taxa de ovulagdo sensivel
ao fornecimento nutricional em, aproximadamente, 10 dias antes da monta, tendo
efeito estimulatorio benéfico, coincidindo com o aparecimento da onda folicular.
Sendo assim, pode-se afirmar que, em nosso trabalho, o fornecimento da dieta
ocorreu em tempo habil para obter respostas. A inexisténcia de diferencas entre os
grupos tratados pode ser explicada tanto pelo numero reduzido de animais
utilizados, quanto pelo fato de que, apesar da utilizacado de diferentes ingredientes
para a composicao da racéo, todas eram isoproteicas e isoenergéticas, fornecendo o
mesmo aporte nutricional aos animais, os quais ndo sofreram influéncia dos
ingredientes, fornecidos em quantidades diferentes em cada grupo.

De forma geral, a inclusdo da farinha de uva na alimentagcdo de doadoras de
embrides ovinos exerceu um incremento na qualidade dos embrides colhidos sob os
diversos aspectos. Dentro de cada grau de qualidade embrionéaria (Tabela 8), ndo foi
observada diferenca estatistica entre niveis de inclusdo de uva na ragao. Porém, foi
comprovada a eficacia do protocolo, sem qualquer interferéncia negativa da inclusdo
de uva na racao, pois, para todos os niveis de inclusdo de uva, ocorreu o predominio
significativo de embrides Excelentes. Esses dados corroboram com os encontrados
por Arruda et al. (2013), os quais, trabalhando com cabras alimentadas com
coproduto de caju desidratado e a raspa de mandioca como substitutos parciais de
cereais, obtiveram uma boa produ¢cdo embrionaria e um maior numero de embrides
transferiveis, ou seja, o0 somatdrio dos embrides de Graus de Qualidade 1, 2 e 3. E
foram semelhantes também aos achados por Nascimento (2008), que, trabalhando
com cabras Saanen, adicionou na dieta alimentar, 25 mg de selénio, que, assim
como o tanino, também tem funcdo antioxidante, observou um maior nimero de
embrides viaveis. O autor atribui esse resultado a capacidade do selénio, em inativar
as EROs.

O aumento da quantidade de embrides homogéneos quanto ao tamanho dos
blastdbmeros e proporcdo de embrides sem extrusdo no grupo UVA30, podem ser
explicados devido a maior quantidade de uva e, consequentemente, maiores teores
de tanino fornecido ao grupo UVA30, uma vez que esse possui importante papel

antioxidante, neutralizando os EROs, reduzindo os danos das estruturas celulares.



56

Isso porque, apesar do fato de que as EROs serem formadas nas células durante o
seu metabolismo normal, quando a sua formacdo excede a capacidade do
organismo em elimina-los, essas espécies ficam livres e se ligam a moléculas
eletronicamente instaveis (ARAUJO, 2008). Esse é o caso da molécula de DNA,
gue possui carga negativa. Assim, a ligacdo de uma ERO ao DNA, o que ocorre
tanto in vivo quanto in vitro, causa danos ao mesmo (ANDRADE et al., 2010), o que,
provavelmente, tenha promovido um maior desenvolvimento assincrono dos
blastbmeros e uma maior porcentagem de extrusdo nos embrides oriundos de
ovelhas que receberam uma menor quantidade de farinha de uva, recebendo,
consequentemente, menos quantidade de tanino. Desse modo, podem ter ocorrido
alteracdes mitocondriais e bloqueio do desenvolvimento embrionario (WANG et al.,
2002), uma vez gue a ativacao oocitaria mediada pelo espermatozoide e a ativacao
do genoma embrionario, aumentam a producdo de EROs (LIVINGSTON et al.,
2009).
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8. CONCLUSOES

O residuo da uva ndo € capaz de promover melhorias quantitativas e
qualitativas na resposta ovariana e producdo embrionaria, mas em substituicdo a
30% do concentrado, mostrou-se capaz de melhorar a homogeneidade da massa
quanto ao tamanho dos blastdbmeros e reduzir a taxa de extrusdo. Além disso, ndo
traz efeitos negativos aos parametros reprodutivos de modo geral. Portanto, o
residuo de uva pode ser utilizado, como fonte alimentar alternativa, na alimentacéo

de ovelhas deslanadas submetidas a producao in vivo de embrides.
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