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Apresentacao

Os pequenos ruminantes domeésticos apresentam potencial para contribuir,
efetivamente, com o desenvolvimento sécioeconémico do Pais, desde que
racionalmente explorados. = e b : g

Para que as exploracdes caprina e ovina sejam economicamente viaveis, €
necessario que a unidade produtiva, na sua esséncia, esteja organizada e gerida
com visdo empresarial e focalizada no respectivo agronegdcio. Para tanto, o uso da
biotecnologia se torna um componente indispensével para o sucesso da atividade.

A transferéncia de embrides em caprinos e ovinos é uma técnica moderna e
avancada de manejo reprodutivo, tendo como principal objetivo a maximizacéo
reprodutiva de fémeas de elite, explorando, assim, seu potencial biolégico e,
consequentemente, contribuindo para uma rapida multiplicacdo de animais
geneticamente superiores.

Portanto, o uso dessa pratica se faz extremamente necessaria nos programas de
melhoramento animal e na formacdo de rebanhos de elite, reduzindo,
acentuadamente, o tempo utilizado pelos métodos tradicionais de reproducéo. Ao
mesmo tempo em que favorece a manutencéo produtiva da atividade e a qualidade
genética dos individuos.

Em adicdo, esta técnica exige garantias de um manejo sanitario adequado para o
rebanho e que alguns cuidados devam ser observados por ocasido da colheita e do
processamento de embrices. Observa, também, que para o sucesso da técnicaem
questao, sua implantacdo devera ser atrelada a um nivel minimo de organizacéo e
gestao da propriedade e, sobretudo, do rebanho.

Este documento, portanto, traz orientacdes e recomendacoes vitais para técnicos,

estudantes, produtores, e profissionais de Medicina Veterinaria, numa linguagem
bastante acessivel, quanto aos procedimentos a serem adotados paraa obtencao
de melhores resultados no processo de transferéncia de embrides em caprinos e
ovinos.

Luiz da Silva Vieira
Chefe de P&D
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Introducao

Os pequenos ruminantes domésticos muito podem contribuir para o
desenvolvimento soécio-econdmico do Pais, desde que racionalmente
explorados. Entretanto, para a exploracdo econdmica desses animais no
Brasil, é necessario a organizacao e a gestao da atividade a luz do
agronegocio, pelo uso de tecnologia, por investimento na formacao e
qualificacdo de mao-de-obra e pela avaliacdo da relacao custo-beneficio
das inovacées tecnoldgicas, dentre outros aspectos. Esse conjunto de
fatores leva a necessidade de se explorar as duas espécies respeitando-se
suas aptidées e as condicoes edafo-climaticas de cada macro-regiao,
tendo como foco os objetivos e metas a serem alcancados.

Ressalte-se que a organizacao e gestdo da atividade, em consonancia com
os principios do agronegdcio e o uso de tecnologias, em regides
subdesenvolvidas ou em desenvolvimento, é muitas vezes penalizada pela
limitada capacidade de investimento do produtor, pelo baixo nivel de
aceitacado e de adocdo de tecnologias, bem como pelo grau de instrucao
do cliente a ser beneficiado. Por outro lado, as pastagens tropicais nao
preenchem os requerimentos nutricionais exigidos pelos ruminantes para
expressarem e manterem niveis elevados de producéao, sendo a escassez e
o baixo valor nutritivo das mesmas o0s principais fatores limitantes
(Mannetje, 1981; Leite et al., 1990). Além desses aspectos, considerem-
se também, aqueles inerentes a raca a ser explorada, principalmente no
gue diz respeito a capacidade de adaptacao e de sobrevivéncia ao meio
ambiente, a saude do rebanho e a diferenca entre o potencial biolégico da
raca e a rentabilidade econémica.
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Apesar das limitacdes existentes em regides tropicais, & possivel
implementar biotécnicas da reproducédo visando o incremento do desfrute
e, por conseguinte, a rentabilidade dos rebanhos e da Unidade Produtiva
como um todo. Dentre as biotécnicas disponiveis, ressaltam-se a
inseminacdo artificial, a sincronizacdo do estro e da ovulacdo, a
transferéncia de embrides e o diagnéstico precoce de prenhez.

Cuidados devem ser tomados ao se adotar novas tecnologias pois, em
geral, o incremento nos custos sé se justifica quando redunda em
aumento liquido na rentabilidade da atividade ou em ganho genético dos
rebanhos. No entanto, é indispensadvel a implantacdo de praticas de
manejo reprodutivo quando se objetiva o aumento da produtividade dos
rebanhos, ressaltando-se que o sucesso no uso de tecnologias da
reproducado sé ocorrerd se o estado de nutricdo e de salide dos animais
estiver, no minimo, regular ao inicio da aplicacédo da pratica, e o ganho em
peso no transcorrer do processo for positivo. E importante observar,
também, que o sucesso ou insucesso da exploracéo é resultante, dentre
outros aspectos, de dois componentes bioldgicos, a fémea e o macho.
Este, em geral, participa de forma mais ativa, devido ao seu elevado poder
multiplicador, em especial quando se usa a inseminacéo artificial (1A). E
importante observar que a |IA, apesar de ser uma forte ferramenta de
manejo reprodutivo, pode ainda favorecer o ganho genético. Por outro
lado a técnica pode disseminar enfermidades infecciosas ou de outras
naturezas. Ressalte-se que a transferéncia de embriGes, apesar de nao
competir numericamente com o alcance da inseminacéo artificial, ndo
deve ser negligenciada quanto aos cuidados, pois também apresenta um
grande poder multiplicador, especialmente do componente fémea.

A implementacao de toda e qualquer pratica de manejo reprodutivo, da mais
simples & mais sofisticada, deve ser antecedida de uma anélise da relacéo
custo:beneficio, bem como de cuidados quanto ao manejo, em especial da
alimentacao e da nutricdo, das condicGes de salide dos rebanhos e, também,
dos cuidados quanto a adequacdo das instalacdes. As matrizes,
particularmente as doadoras e as receptoras de embrides, bem como os
reprodutores e doadores de sémen, devem ser submetidos, respectivamente,
a avaliacdes periddicas clinico-ginecolégica e clinico-androlégica. Ressalte-
se, ainda que a selecdo dos animais e rebanhos a serem trabalhados
influencia direta e significativamente os resultados alcancados. Por outro
lado, a organizacéo e gestdo da Unidade Produtiva sdo pontos fundamentais
para o sucesso do empreendedor.
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Organizacao da Propriedade

Escrituracdo zootécnica

A escrituracdo zootécnica é fundamental para o sucesso da exploracao
dos pequenos ruminantes domésticos, afora favorecer ‘a implementacédo
de um eficiente sistema de controle do rebanho. Em acréscimo, ela &
imprescindivel na implantacdo de um programa que objetiva o uso de
biotécnicas da reproducdo. Ressalte-se que, através do acompanhamento
dos rebanhos, podem-se identificar animais portadores de taras genéticas
e improdutivos ou menos produtivos, ajudando a estabelecer metas e
estratégias que levem ao alcance dos objetivos.

Os registros dos animais e da producéo devem ser de fécil uso e conter o
méximo de informacdes inerentes 2o rebanho e ao sistema de producdo.
Devem considerar os objetivos e metas a serem alcancados, o sistema de
exploracdo e o regime de manejo impostos aos rebanhos, ressaltando-se o
manejo da nutrigdo, da satde e da reproducéo. Devem ser feitos em fichas
individuais e coletivas, visando avaliacées de desempenho individual e do
rebanho e, por conseqiiéncia, do sistema de producdo. Devem permitir
ressaltar os pontos fortes e fracos, como os animais de alta producdo, os
menos produtivos, os improdutivos e os portadores de problemas de
outras ordens, favorecendo, assim, a manutencdo e a multiplicacao
acelerada dos animais superiores e o descarte dos inferiores.

Nas fichas individuais devem ser anotadas informacées como:
identificacdo; pelagem; presenca ou auséncia de chifres; pais; avos; data
e tipo de nascimento; peso ao nascer; desenvolvimento ponderal; data e
peso a primeira cobricdo ou IA; época e duracéo da 3stacao de monta; tipo
de monta, se a campo ou em curral; IA, data, fornecedor do sémen e
ndmero da partida; data e tipo de parto; condicdo corpbral; ordem de
parto; regime de exploracédo; data e causa provavel do descarte ou morte
etc. Como auxiliar ao sistema de fichas individuais e coletivas, estao
disponiveis, no mercado, inimeros softwares, programas para controle e
monitoramento da producdo, os quais facilitam o trabalho do produtor e
do técnico quando da avaliagdo das caracteristicas reprodutivas e
produtivas de cada individuo ou de todo o rebanho.

11
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Descarte orientado

O descarte orientado caracteriza-se por ser uma pratica simples, de baixo
custo, e pelo incremento que, por si s6, confere a produtividade. Baseia-se
na remoc¢éo dos individuos portadores de taras, improdutivos e menos
produtivos do rebanho, obedecendo a critérios técnico-econémicos, e em
consonancia com os objetivos e metas estabelecidos para a exploracao.

Dentre os critérios a serem considerados para se fazer o descarte
orientado, a Embrapa (1995) ressalta os seguintes:

+ Animais portadores de taras ou defeitos, tais como bragnatismo,
prognatismo, criptorquidismo, hérnia escrotal e/ou umbilical, etc.

* Defeitos graves de tbere e de aprumos.

* Animais intersexos.

- Animais despigmentados, quando explorados em regides tropicais.

» Animais idosos que apresentam problemas nos sistemas apreensor e
mastigatorio.

« Matrizes portadoras de mastite crénica, uni ou bilateral.

« Fémeas adultas portadoras de tetas excessivamente grandes e/ou
dilatadas.

* Fémeas jovens ou adultas que apresentam assimetria acentuada das
glandulas mamarias, teta com duplo esfincter e/ou bipartida.

» Cabra de segunda ou mais ordem de parto que produz leite por um
periodo inferior a seis meses, para as mesticas Alpinas, sete a oito meses
para a Anglo-nubiana e nove a dez meses para as Alpinas.

* Toda e qualquer cabra que produz menos do que a média de producéo de
leite do rebanho.

* Fémeas que exploradas para corte desmamam menos quilogramas de
crias do que a média do rebanho, considerando-se a raca e a ordem de
parto.

+ Fémeas jovens que do sétimo ao oitavo més n&o tenham alcancado, pelo
menos, 50,0% do peso vivo médio das matrizes de segunda ou mais
ordem de parto.

* Machos caprinos mochos de nascimento.

* Reprodutores portadores de sacos escrotais excessivamente pendulosos
e com assimetria testicular ou epididimaria.

* Reprodutores portadores de orquite crénica e/ou testiculos pequenos e
endurecidos, mesmo quando simétricos.
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- Machos adultos excedentes, observando-se a relacdo de um reprodutor
para 50 a 80 matrizes.

. Animais reincidentes de linfadenite caseosa e portadores de
pododermatite crénica refrataria ao tratamento clinico.

Avaliacao da eficiéncia reprodutiva

A eficiéncia reprodutiva é, possivelmente, a caracteristica que mais
contribui para o aumento da produtividade. Numa exploracao de caprinos
¢é importante considerar a idade e o peso a primeira cobricdo ou a IA e, por
conseguinte, ao primeiro parto. E importante observar, também, a ordem
de parto e o intervalo entre partos (IEP) (Araujo et al., 1999). Deve-se
considerar, também, a fertilidade ao parto (FP), definida como o nimero
de fémeas paridas sobre o nimero de fémeas expostas ao macho ou
artificialmente inseminadas; a prolificidade, que € o numero de crias
nascidas sobre o niimero de fémeas paridas, e que é influenciada pela raca
e pelas condicdes edafo-climaticas (Santiago, 1946; Gill & Dev, 1972;
Gonzalez-Stagnaro et al., 1974; Chawla & Bhatnagar, 1984; Rodrigues,
1988) e a sobrevivéncia das crias a idade do desaleitamento ou desmame,
a depender do manejo da mae e das crias em uso. E importante
compreender também, que o desempenho reprodutivo do rebanho é
influenciado por fatores intrinsecos e extrinsecos ao animal. Os
intrinsecos sdo a capacidade bioldgica do macho e da fémea para se
reproduzir; a taxa de ovulacdo (TO); a producéo e a liberacéo de sémen; a
fecundacdo; a sobrevivéncia embrionéaria; a habilidade materna; e a
capacidade de adaptagdo ao meio ambiente. Ja a nutricao, a qual é reflexo
do manejo nutricional, a satide, a qual é reflexo do manejo sanitario, as
instalacdes, a umidade relativa do ar e do solo, a temperatura ambiente, o
regime de exploracdo, dentre outros, sao fatores extrinsecos que também
influenciam sobremaneira o desempenho reprodutivo (Simplicio et al.,
1990; Simplicio, 1994).

Selecdo de matrizes
Dentre os parametros desejaveis em uma boa matriz, destacam-se:
. O padréo racial caracteristico da raca explorada.

« O aspecto feminino.
* O bom desenvolvimento ponderal.

13
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« A auséncia de taras ou defeitos fisicos.

‘ » Aboa conformacao do Ubere e presenca de apenas duas tetas.
\' - A habilidade materna.

- Cascos sadios e bons aprumos.

* Alidade jovem e compativel para uso em reproducio.

\ * A boa fertilidade ao parto e prolificidade compativel com a raca.
; * A prenhez e os partos fisiolégicos.

Deve-se ressaltar que a aceleracdo da producdo de crias esta na

dependéncia de matrizes com caracteristicas reprodutivas superiores, isto

€, alta fertilidade ao parto e prolificidade, elevada habilidade materna,

partos eutécicos e passiveis de serem cobertas e fecundadas ao longo do
‘ ano. Por outro lado, nédo se deve selecionar uma fémea unicamente pelo
i numero de crias nascidas, mas pelo nimero e quilos de crias desmamadas.
‘ Este aspecto, além de ressaltar a habilidade materna, pode ser usado
como critério para se fazer selecdo dentro de rebanho. Desta forma,
sempre que o regime de manejo permitir, deve-se encorajar os produtores
a selecionar fémeas que sdo sexualmente precoce, parem gémeos com
il mais freqliéncia e desmamam crias em nimero e peso vivo corporal acima
| da média do rebanho, com pouca ou nenhuma interferéncia do homem.

‘ Ressaltada a importéancia da raca, da producéo e da eficiéncia reprodutiva,
€ mais racional considerar a condicdo corporal (CC) do que o peso vivo,
‘ pois este é fortemente influenciado pela raca e pelo tamanho do individuo.
A CC deve ser preferida para se definir quais fémeas devem ou nio ser
submetidas a estacdo reprodutiva, usando-se a monta natural ou a IA,
com ou sem a sincronizacao do estro-ovulaco ou superovulacio, no caso
dasreceptoras e doadoras de embrides, respectivamente (Tabela 1).

>3 15 58% se 1525 67"

N = Numero de matrizes; PS = Periodo de Servigo; P. = Prolificidade.
1 Durante o periodo de zero (0) a trinta dias de idade.

P < 0,05 para valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna.
Fonte: Gonzalez - Stagnaro (1991).
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A mensuracdo da CC consiste na atribuicdo de um escore numa escala de
1 a5 (anexo 1), de acordo com o grau de distribuicdo do mtsculo e do
tecido adiposo (gordura) ao longo de algumas partes do corpo. O sucesso
do sistema depende, primariamente, da experiéncia do técnico e/ou do
caprinocultor. A mensuracdo € feita principalmente na regido lombar,
entre a segunda e a quinta vértebras lombares (L,a L;), em torno e ao longo
das vértebras e na regido do esterno. A mesma consiste na avaliacédo da
proeminéncia quanto ao grau de arredondamento dos processos
espinhosos das vértebras lombares. Em seguida, avaliam-se a
proeminéncia e o grau de cobertura adiposa dos processos transversos
das vértebras para, posteriormente, avaliar-se a cobertura muscular e
adiposa abaixo dos processos transversos e o preenchimento pela
musculatura e cobertura adiposa observados no angulo formado entre os
processos espinhosos e transversos. Finalmente, avalia-se a regido do
esterno. As fémeas que apresentarem as condicoes 1 e 5 ndo devem ser
usadas, temporariamente, para fins de reproducdo, pois ambas as
condicdes interferem negativamente na fertilidade ao parto (Morand-Fehr
etal., 1989).

Selecao de reprodutores

A selecdo do animal que se destina a reproducé@o, em monta natural (MN)
ou como doador de sémen, em um programa de TE, é fator determinante
para o sucesso deste. Recomenda-se avaliar as condicbes clinico-
androlégica e de comportamento reprodutivo, isto €, a libido através da
reacdo frente a fémea em estro e de execucdo plena da cépula -
capacidade de servico - dos animais, em especial antes da compra ou
aquisicdo, pré estacdo reprodutiva (ER), e a intervalos regulares para os
doadores de sémen. Os reprodutores devem receber atencé@o especial a
partir de oito a seis semanas antes do inicio da estacédo reprodutiva, ja que
o ciclo espermatogénico nos pequenos ruminantes apresenta uma
duracdo de 49 a 53 dias. A depender das condicdes edafo-climaticas, do
regime de manejo em uso e da relacdo macho : fémeas, existe a
necessidade de suplementacéo alimentar nos periodos pré e durante a ER.
E importante considerar a suplementacdo mineral dos animais e ressaltar,
mais uma vez, a importancia da alimentacao-nutricdo para os doadores de
sémen ao longo do ano.
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Em geral, as caracteristicas desejaveis sdo:

» Padrao racial caracteristico da raca.

» N&o ser portador de doencas especificas da reproducéo.

» Apresentar aspectos masculinos.

* Possuir testiculos morfologicamente normais.

* Nao ser portador de lesGes penianas e prepuciais.

| * Presenca de boa libido.

* Apresentar cascos sadios e bons aprumos.

* Auséncia de defeitos hereditéarios.

* Ter boa capacidade reprodutiva e fertilidade comprovada.
* Nao ser mocho de nascimento, para os caprinos.

Morfofisiologia do Sistema
Genital Feminino

O sistema genital feminino da cabra é composto por ovarios, ovidutos,
utero, cérvice, vagina, vestibulo e vulva (Fig.1 e 2).

RETO

OVARIOS T A — ANUS
TROMPAS
. — VULVA
UTERO
VAGINA
CERVICE BEXIGA

Fig. 1. Visdo topografica do sistema genital feminino.
Fonte: Adaptado de Santos et al. (1999).
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CORNOS UTERINOS

MEATO URINARIO

CLITORIS

Fig. 2. Sistema genital feminino.

O ovério, composto por medula e cértex, é circundado pela epitélio
germinativo. A medula ovariana consiste de tecido conjuntivo fibro-
elastico irregularmente distribuido, de nervos extensivos e sistemas
vasculares que atingem o ovario pelo hilo. O cértex ovariano contém
foliculos e/ ou corpos liteos (CL) em vérios estédios de desenvolvimento e
regressdo. O tecido conjuntivo do cértex contém muitos fibroblastos,
algumas fibras colagenos e reticulares, vasos sangliineos, vasos linfaticos
e nervos (Hafez, 1988).
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Os ovérios estdo sob controle neurohormonal (Figs. 3 e 4). Nos neurénios
da porcéo cranial do hipotdlamo, é sintetizado o horménio liberador das
gonadotrofinas (GnRH), que via axénio chega & eminéncia média, onde é
armazenado. Quando liberado, chega a adenohipéfise através do sistema
porta-hipotaldmico-hipofisario. Pela ligacdo a receptores de membrana
especificos, o GnRH desencadeia, na adenohipéfise, primeiro a liberacdo e
a seguir a biossintese das gonadotrofinas, isto é o FSH, horménio foliculo
estimulante, e o LH, horménio luteinizante (Swenson, 1988).

X

r

e, = Wy PROGESTERONA
ESTROGEND
1., LH

PROSTAGLANDINA F,. ?

HIPOFISE

ssesscsaae

Fig. 3. Morfofisiologia do sistema neuro-hipotalamico-hipofisario-uterino na cabra.
Fonte: Adaptado de Hafez (1988).
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O crescimento folicular ocorre em ondas, conforme descrito por Ginther &
Kot (1994). Envolve uma populacdo de foliculos em estadio de
desenvolvimento semelhante, culminando o processo de maturacéo
folicular com a ovulacdo. Sob a acéo dos estrégenos, ocorre a formacéao
de receptores para LH nas células da granulosa, sendo o LH a
gonadotrofina responséavel pela ovulacdo e manutencéo do corpo luteo
nos pequenos ruminantes domésticos (Swenson, 1988).

Os estrégenos sintetizados pelo foliculo em crescimento atuam sobre o
sistema hipotalamo-hipofisario de duas maneiras: bloqueando a liberacéo
de FSH da adenohipéfise, pelo mecanismo de feed back, e induzindo a
liberacdo do pico pré-ovulatério de LH. Simultaneamente as variagcdes
hormonais, ocorrem mudancas na bioquimica e morfologia do foliculo
maduro, mediante a luteinizacéo das células da granulosa, que dé&o inicio a
sintese de progesterona. Em adicdo, se inicia a sintese intra-folicular de
prostaglandinas, da-se o aumento do indice de mitose das células da
granulosa, o aumento da permeabilidade da barreira hemato-folicular, com
o conseqliente aumento da presséo intra-folicular e concluséo da primeira
meiose do ovdcito (Swenson, 1988).

PROGESTERONA

..., ESTROGENO

s@QCr U 2 O 060

Folicular Luteal Folicular

FSH

1
11T+t &rT@tq@+T&+t @&+ 170151 nrnrrrirnd
4 5

19 20 21 1 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 1 2 3

Estro Estro

Fig. 4. Morfofisiologia do sistema reprodutivo feminino.
Fonte:Adaptado de Baril et al. (1993).
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Na fase final da maturacao folicular, na regido onde se dara a rutura, tem
inicio o adelgacamento da parede do foliculo, a qual fica fina e
transparente. Essas alteracdes séo fruto da acdo de enzimas proteoliticas,
as quais levam a picnose das células da granulosa. Ao processo de rutura
da parede folicular estdo associados, ainda, outros mecanismos
desencadeados pela acdo do LH, tais como: o aumento da pressédo e do
afluxo sangliineo e, pela acdo das prostaglandinas, a contracdo das
células da thecainterna. Ap6s a ovulacao, a parede do foliculo se contrai e
as células da granulosa proliferam e se transformam em células luteinicas.
Ocorre, ainda, a difusdo de capilares e de células da theca externa,
levando a formacéo de trabéculas.

As células luteinicas, estimuladas pelo LH, sdo responsaveis pela sintese
de progesterona. O final da fase luteinica é determinado pela sintese e
liberacdo de prostaglandina de origem uterina, que é transportada até o
ovario via anastomose ou pela difusdo entre a veia uterina e a artéria
ovariana (Swenson, 1988).

Apés a lutedlise, a producdo de progesterona cessa e as células luteinicas
degeneram-se. A regressao total do corpo luteo se da pela infiltracdo de
fibroblastos, culminando com a formacao do corpo albicans.

Estro

O estro, comumente denominado cio, representa a fase em que a fémea
esta receptiva ao macho, ocorrendo a ovulacao no final ou imediatamente
ap6s o fim do estro. Em geral, nos pequenos ruminantes domésticos o
periodo de estro apresenta uma duracdo média de 36 horas, com uma
amplitude de 24 a 48 horas. Em média, a fémea ndo aceita a monta
durante o primeiro e terceiro terco do periodo de estro, estando receptiva
ao macho no terco médio. Esse quadro suscita a importancia que se deve
dar a identificacd@o correta da fémea ao apresentar os primeiros sinais de
estro, para que se faca a inseminacéao artificial ou monta controlada no
momento mais adequado, objetivando a maximizacdo da fertilidade ao
parto. Recomenda-se fazer a monta controlada a aproximadamente 10 a
12 horas ap6s o inicio do estro, e repeti-la uma vez apés 12 horas. A
inseminacao artificial deve ser feita entre 12 e 24 horas apés o inicio do
estro.
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A observacdo do rebanho, visando a identificacdo das fémeas em inicio de
estro, deve ser feita por pessoa com experiéncia em manejo reprodutivo e
por observacdo direta dos animais, duas a trés vezes por dia, e
preferencialmente com o auxilio de rufido. Este pode ser um macho adulto,
o qual foi submetido a deferentectomia ou desvio do pénis, ou uma fémea
ovariectomizada e estrategicamente androgenizada.

Comportamento sexual da fémea em estro

A fémea caprina em estro apresenta inquietacd@o; urina e berra com
freqliéncia; diminui a ingestdo de alimentos; agita a cauda com
movimentos rapidos e no sentido horizontal; procura se aproximar do
macho; apresenta a vulva edemaciada, isto €, levemente inchada e
avermelhada. A vagina mostra-se Umida, com presenca de muco de
aspecto cristalino, semelhante a clara de ovo, no inicio do estro; creme
claro, durante o terco médio e brancacento - viscoso, semelhante a
requeijao, no terco final do estro.

Comportamento sexual do macho frente a uma fémea em
estro

Em geral, o cortejo sexual tem inicio com o macho cheirando a vulva e a
urina da fémea, a qual flui como reflexo da presenca do macho. Este, para
sentir os feromoénios presentes na urina, realiza o reflexo de Flehmen, isto
é, o labio superior é erguido em direcao as narinas. Na tentativa de que a
fémea aceite a copula, ndo é raro se observar o macho caprino bater na
fémea. Quando a fémea permanece parada e receptiva a monta, acontece
a monta e a cépula que geralmente ocorre durante o terco médio do
periodo de estro. O movimento de arranque efetuado pelo macho, durante
a colpula, é uma caracteristica comum aos pequenos ruminantes
domésticos. Apds a cobricdo é comum a fémea retrair o posterior, quando
as vezes, se observa parte do liqguido seminal fluindo através da vulva.
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Ciclo Estral

O ciclo estral é o periodo compreendido entre dois estros, que na cabra
tem uma duracédo média de 21 dias, podendo variar de 17 a 24 dias.
Caprinos explorados em regides de clima tropical apresentam ciclo estrais
continuamente ao longo do ano. Em geral este comportamento somente é
interrompido por ocasid@o da prenhez; em conseqiiéncia de subnutricdo; de
doenca, em especial, a de caréter cronico debilitante, e na presenca de
uma hidrometra ou mucometra.

Implantacdo de um Programa de
Transferéncia de Embrides

A transferéncia de embrides (TE), técnica de manejo da reproducdo ainda
em fase de consolidacdo no Brasil, tem como principal objetivo a
maximizacdo reprodutiva da fémea, explorando assim seu potencial
biol6gico ao maximizar suas possibilidades naturais, e contribuindo para a
disseminacao de animais geneticamente superiores.

A técnica baseia-se na inducdo ou sincronizacdo do estro e na
superovulacdo das doadoras, seguida da fecundacao apés cobertura ou
inseminacao artificial e da colheita dos embriGes através da lavagem
uterina, preferencialmente entre o sexto e o oitavo dia apés o inicio do
estro. Os embrides colhidos s&o avaliados. Aqueles viaveis s&o
inovulados, a fresco ou apés congelacdo/descongelacdo, em receptoras
sincrénicas. Os embrides criopreservados podem ser estocados por longo
periodo. Desta forma, a TE, associada a criopreservacdo, possibilita a
comercializacdo de material genético dentro e entre paises, a introducéo
de novos gendtipos em rebanhos por um preco mais acessivel e a
formacédo de bancos de germoplasma de racas nativas ou naturalizadas
brasileiras e ameacadas de extingéo.

A TE também representa garantia sanitéria, isto é, é uma biotécnica eficaz
contra a introducéo ou transmisséo de agentes infecciosos, bacterianos e
virais, o que depende da presenca e integridade da zona peltcida. Esta
isola o embrido dos agentes infecciosos presentes no ambiente uterino
(Shisong & Wrathall, 1989). Contudo, patégenos podem ser transmitidos
se estes se encontrarem no interior do embrido, sobre o embrido ou ainda
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presentes no meio que mantém o embrido durante a inovulacdo (Singh,
1987). Por isso é importante adquirir embrides em centrais idoneas,
minimizando os riscos com a introducdo e/ou disseminacao de doencas
nos rebanhos.

O reduzido potencial de transmissdo de doencas no processo de
transferéncia de embrides sdo inerentes as técnicas utilizadas na colheita
e no processamento do embrido. Dentre eles, a lavagem do Gtero com um
substancial volume de meio leva a diluicdo dos patégenos que porventura
estejam presentes no utero (Singh, 1987). Também, a remocédo do
embrido do meio usado na colheita para o meio de transferéncia, apds
lavagem sucessiva do embrido, combinada ou ndo a tratamento
enzimatico, pode evitar a transmissado de infecgcoes (Singh et al., 1982;
Bowen et al., 1983; Thomas et al., 1983). Singh (1987) e Shisong &
Wrathall (1989) citam que ocorre a inativacao de certos patégenos apos a
congelacdo dos embrides. Em consonéncia com esses resultados, a
transferéncia de embriGes surgiu como uma nova alternativa de controle
de doencas, o que foi demonstrado apds lavagens sucessivas dos
embrides oriundos de fémeas soropositivas e inovulados em fémeas
soronegativas, evitando-se a transmissdo de enfermidades como a lingua
azul em bovinos (Thomas et al., 1983; Bowen et al., 1983), caprinos
(Chemineau et al., 1986) e ovinos (Singh et al., 1997); a scrapie em
ovinos (Foote et al., 1993); a leucose viral bovina (Digiacomo et al., 1990)
e adiarréia bovina a virus (Brock et al., 1997).

Por ser a transferéncia de embriGes uma técnica avancada de manejo
reprodutivo, sua implantacdo deve ser atrelada a um excelente nivel de
organizacéao e gestao da unidade produtiva. Alguns pontos relevantes para
implantacao da TE serdo discutidos a seguir.

Selecdo de fémeas doadoras e receptoras de embrides

Deve-se selecionar criteriosamente as fémeas receptoras e doadoras de
embrides, levando-se em consideracdo os critérios enfatizados no item
referente a selecdo de matrizes. Em adicdo, deve-se observar o estado
sanitario, clinico geral e ginecoldgico dessas fémeas, as quais devem ser
comprovadamente férteis e apresentarem equilibrio nutricional. A nao
observacao destes parametros pode contribuir para a baixa taxa de
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ovulacdo, o que representar4 perda econémica para o pecuarista. Vale
salientar, também, a importancia de se utilizar como doadoras fémeas
geneticamente melhoradoras, para que seu potencial genético possa ser
multiplicado em um curto espaco de tempo.

Preparo de doadoras

A estimulacdo adequada dos ovéarios é fundamental para a resposta
dessas gonadas e para a qualidade das estruturas obtidas, repercutindo
diretamente sobre a exeqtibilidade de um programa de TE,
independentemente do uso de embrides frescos ou criopreservados. Ea
partir do uso de horménios gonadotroficos exégenos que se possibilita a
obtencdo de um maior nimero de foliculos ovarianos em
desenvolvimento, levando a muiltiplas ovulacées (Moor et al., 1984).
Contudo, a resposta superovulatdria esta sujeita a grandes variacoes, as
quais podem decorrer de fatores intrinsecos, como raca, idade, variagéo
individual e estadio da lactacdo, e fatores extrinsecos como nutricdo,
salide, época do ano e a gonadotrofina usada (Armstrong & Evans, 1983).

Método de superovulacao

O estro é sincronizado utilizando-se esponjas intravaginais impregnadas
com 50 mg de acetato de medroxiprogesterona, por 11 dias, iniciando-se
o tratamento superovulatorio 48 horas antes do final do tratamento com
progestageno. Pode-se utilizar como horménio foliculo estimulante 200
mg de NIH-FSH-P1 de Foltropin-V (Vetrepharm, Ontario, Canada), ou 37,5
unidades de NIH-FSH-S1 de Super-ov (Ausa, Montreal, Canada), ou 250
a 500 Ul de Pluset (Serono, Barueri, Sdo Paulo ou outors). Com qualquer
um desses hormdnios de origem suina, a dose total deve ser fracionada em
seis aplicacbées decrescentes, intervaladas em 12 horas. Ao mesmo
tempo da primeira aplicacdo do FSH, administra-se, por via IM, 50 pug de
cloprostenol. Setenta e duas horas apds a retirada da esponja inicia-se o
tratamento antiluteolitico com flunixin meglumine, na dose de 1,1 mg/kg,
diario, durante trés dias (anexo 2).
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Preparo de receptoras

O controle do estro e da ovulagdo séo instrumentos fundamentais para a
implementacdo de um programa de TE, quer para embrides frescos quer
criopreservados. Apesar de ser possivel usar as receptoras ap6s o estro
natural, é preferivel se trabalhar com doadoras e receptoras submetidas a
sincronizacao do estro e da ovulacio.

Na cabra, o tratamento progestativo deve ter uma duracao de nove a onze
dias, associado ao uso do cloprostenol. A resposta a sincronizacdo do
estro e da ovulacdo varia com vaérios fatores, dentre eles enumeram-se: o
estadio fisiolégico da fémea, cabras x fémeas puberes x pré-puberes; o
estado de nutrigéo e saude dos animais, enfatizando-se aqui aimportancia
da condicdo corporal; o periodo transcorrido entre o parto e a
sincronizacéo; o horério de remoc&o do progestageno; e a droga usada.
Nesse caso, ressalte-se que o acetato de fluorogestona (FGA) - 45 mge o
acetato de medroxiprogesterona (MAP) - 50 mg a 60 mg, pela via vaginal,
e o norgestomet 1,5 mg, por implante subcuténeo, oferecem resultados
similares. Em adicdo, a gonatotrofina coriénica eqiiina (eCG), na dose de
200 Ul, favorece positivamente a sincronia dos estros e a taxa de
ovulacao das receptoras.

Método de sincronizacéo do estro e da ovulacdo

Na sincronizacéo do estro utilizam-se esponjas intravaginais impregnadas
com 50 mg de acetato de medroxiprogesterona, por 11 dias, com
aplicacdo de 200 Ul de eCG no nono dia ap6s a colocacdo da esponja,
juntamente com a aplicacdo de 50 pug de cloprostenol, por via intra-
muscular (IM). Observa-se o inicio e a duracéo do estro através do uso de
rufides a partir de 24 horas da retirada das esponjas.

Cobertura / Inseminacao Artificial

A partir de 12 horas da retirada das esponjas, até o final do estro, as
fémeas sdo observadas quanto & manifestacéo de estro duas vezes ao dia,
no inicio da manha e no final da tarde. A fémea doadora, uma vez em estro,
deve ser coberta e a cobertura repetida uma vez a cada 12 horas, até a ndo
mais aceitacdo da monta. Um macho adulto, com fertilidade comprovada
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e em bom estado de nutricao e salde, deve realizar de quatro a seis
coberturas por dia. No caso do uso da inseminacgao artificial podera ser
feita 12 a 18 horas apds o registro da fémea em estro, e repetida uma a
duas vezes, com intervalos de 12 horas.

Colheita

A colheita dos embrides deve ser feita entre o sexto e o oitavo dia do ciclo
estral (dia do estro = dia zero), devido a possibilidade de se obter
embrioes em estadio de mérula e blastocisto (Fig. b), e estes poderem ser
transferidos a fresco ou apods criopreservacado. Entretanto, quando os
embrides se destinam exclusivamente a criopreservacao, as colheitas
devem ser feitas, preferencialmente, entre o sexto e o sétimo dia, tendo
em vista ocorrer, a partir do oitavo dia, uma elevada incidéncia de
blastocistos eclodidos, o que € indesejavel do ponto de vista sanitario e de
intercdmbio de germoplasma (Andrioli-Pinheiro et al. 1996).

Estadios de desenvolvimento embrionério Dias apods a ovulagao
Uma célula 0-1
Duas células 0-1
Quatro células 1-2
Oito células 2-3
Morula inicial 2-4
Mérula compacta 4-6
Blastocisto inicial 5-7
Blastocisto 6-7
Blastocisto expandido 7-8

Blastocisto eclodido 7-9
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Mo-mérula  Mc-mérula

. O
Uma célula Duas células Quatro Oito 16

compacta células células células

Bi-blastocisto Bl-blastocisto Bx-blastocisto Bn-blastocisto Be-blastocisto
inicial expandido em eclosdo eclodido

Fig. 5. Estéadios de desenvolvimento embrionario.
Fonte: Adaptado de De Bem et al. (1993).

Colheita por via transcervical em circuito fechado

Aproximadamente 24 horas antes do inicio da colheita, administra-se, por
via intramuscular, 50 nug de cloprostenol. A colheita é feita com o animal
em estacdo, contido em tronco préprio, sem qualquer tipo de analgesia ou
anestesia, e ap6s realizada tricotomia na cauda e higiene da regido

perineal.

Com o auxilio de um espéculo vaginal localiza-se a entrada da cérvice, e

com uma pinca de Allis faz-se a tracdo da cérvice
em direcdo a vulva. Uma vez fixada a cérvice,
introduz-se uma sonda oro-nasal em direcdo ao

ltmen do corno uterino.

Ap6s ultrapassar a cérvice com a sonda oro-nasal,
direciona-se esta para um dos cornos. Conecta-se
0 equipo e a este o filtro de colheita e a seringa com
o meio de lavagem, ou seja, uma solucdo de
phosphate buffered saline (PBS) acrescida de
1,0% de soro fetal bovino (SFB), (anexo 3). Injeta-
se o0 meio até sentir resisténcia. A seguir fecha-se
esta via e abre-se a de comunicacdo com o filtro.

Fig. 6. Colheita transcervical
em circuito fechado.

Foto: Hévila O. Salles
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Como o liquido tende a sair de um meio de maior pressao para um de
menor pressdo, o meio de lavagem flui através do filtro coletor (Fig. 6).
Com a utilizac3o do sistema fechado usa-se, em média, 100 mlde meio de
lavagem por corno uterino, divididos em quatro a cinco lavagens por corno
uterino, que, apds a recuperacao, € filtrado no tubo coletor, preenchendo,
no maximo, duas placas por fémea submetida a colheita.

A técnica de colheita em circuito fechado, afora minimizar a possibilidade
de contaminacdo do material colhido, propicia uma maior pressao no
interior do corno uterino, o que favorece a recuperacdo do meio de
lavagem infundido. No Laboratdrio de Biotecnologia de Embrices - LBE da
Embrapa Caprinos tem sido obtido, com o uso da técnica em circuito
fechado, uma taxa de recuperacéo do liquido infundido de 95,1 7%, euma
média de 7,83 estruturas recuperadas por doadora. Estas médias sao
similares as obtidas apds colheita cirtrgica, pela mesma equipe e no
mesmo Laboratoério.

Lavagem e avaliacdo das estruturas recuperadas

Sob estereomicroscopio os embrides recuperados séo lavados de 12 a 13
vezes, conforme recomendagdo da Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS) (Stringfellow & Seidel, 1999). A
lavagem consiste na passagem dos embriGes por cinco gotas de PBS,
acrescido de 50pg/ml de gentamicina e de 0,4% de albumina sérica bovina
(BSA) e, depois, a dois banhos de tripsina a 0,25%, em uma solucéao
balanceada de Hanks, sem céalcio e magnésio, com pHde 7,6 a 7,8, por 60
a 90 segundos (Fig.7). Ap6s o tratamento com tripsina os embrides séo
passados por cinco banhos em PBS contendo 2,0% de SFB, e, finalmente,
em uma solucdo de PBS-BSA a 0,4% com antibiético. O processo
possibilita a remocdo de microorganismos presentes no meio de colheita
ou aderidos ao embrido.

Apés as lavagens os embrides sao avaliados e selecionados para
congelacdo ou transferéncia a fresco, segundo a classificacéo
preconizada pela IETS (Stringfellow & Seidel, 1999). Os embriGes de grau
| - excelente: Il - bom e lll - regular, sdo considerados viaveis para
transferéncia a fresco. Para congelacdo, apenas os de graus | e |l devem
ser usados. Esta avaliacio é baseada em padrdes morfolégicos que julgam
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a forma, o tamanho, a coloragéo, a homogeneidade do citoplasma, a forma
e a integridade da membrana pelticida, o tamanho e a presenca de células
no espaco perivitelineo (EPV) e a presenca de vesiculas. Por ser subjetiva,
somente a prética adquirida mediante o0 manuseio é que dara ao técnico o
discernimento da qualidade dos embrides.

Foto: Hévila O. Salles

(SN

Fig. 7. Técnica de lavagem de embrides.

A classificacdo dos embrides, proposta pela IETS, segundo o estadio do
desenvolvimento, é dividida em sete categorias (Fig.5):

e Moérula - Mo

Apresenta-se como uma massa de células com separacio nitida entre os
blastémeros, ocupando a quase totalidade do espaco EPV.

e Mérula compacta - Mc

Os blastémeros estao agregados entre si, formando uma massa compacta
(compactacéo) e ocupam 60% a 70% do EPV.

e Blastocisto inicial - Bi

Inicio da blastocele e da diferenciacdo entre trofoblasto e botédo
embrionério. O embrido ocupa 70% a 80% do EPV.
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« Blastocisto - Bl

No blastocisto existe uma evidente diferenciacdo entre as células do
trofoblasto e do botdo embrionario. As células deste estdo compactadas,
a blastocele é predominante e o embrido ocupa a totalidade do EPV.

* Blastocisto expandido - Bx

Nesta fase de desenvolvimento o embrido aumenta 1,2 a 1,5 vezes o seu
didmetro, enquanto a zona pelicida diminui em 1/3 sua largura. Também é
evidente a pressao do liquido da blastocele, a qual empurra o tofoblasto
contra a membrana pelucida.

¢ Blastocisto em ecloséo - Bn

Ainda é nitida a presenca da blastocele, mas o embrido esta
completamente livre da zona pelticida.

Considerando os parametros descritos e o padrdo de qualidade adotado
pela IETS, os embries sao identificados e classificados em seis
categorias:

* Embrido grau | - excelente

E esférico, os blastémeros apresentam forma bem definida, cor e textura
uniforme e nenhuma extrusao celular.

¢ Embrido grau Il - bom

E aquele com imperfeicGes sem importéncia, com pouca extrusdo celular.
Ocasionalmente ha pequena distincdo na forma e na cor dos blastémeros
e/ou presenca de poucas vesiculas.

e Embrido grau lll - regular

Apresenta alguns blastdbmeros com forma e cor heterogénea, porém
coesos. Presenca de células no EPV e a blastocele com algumas vesiculas.
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¢ Embrido grau |V - pobre

Com forma e cor heterogénea entre vérios blastémeros, diferenciacdo
celular confusa, extrusao evidente com degeneracao e grande numero de
vesiculas.

* Embrido degenerado - Dg

Nao apresenta uma forma definida, sendo impossivel determinar o estadio
de desenvolvimento; é evidente a desorganizacéo celular.

* Ndo fecundado - Nf (ovécito)

Sem nenhum contorno celular, somente pigmentado.

Criopreservacao

Associar a transferéncia de embriGes a criopreservacdo oportuniza aos
produtores e técnicos a possibilidade de vencer as barreiras do tempo e do
espaco, possibilitando que a técnica adquira grande importancia
zootécnica e econdémica.

Com aimplementacdo da criopreservacao de embrides, favorece-se:

e A importacdo e a exportacdo de germoplasma, dispensando-se o
transporte de animais e os periodos de quarentena, o que significa reducéo
nos custos do processo de aquisicdo de animais.

* A transferéncia de embrides para fémeas em estro natural, sem a
necessidade de sincronizacdo artificial do estro e da ovulacdo da
receptora.

» A preservacdo de embrides colhidos excedentes ao nimero de recep-
toras sincronicas.

* A adequacao da época de partos, independentemente da data da co-
Iheita dos embrides.

* A formacédo de bancos de germoplasma, objetivando a preservacao de
espécies e/ouracaem perigo de extingéo.
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« A comercializacdo, o transporte e a disseminacao de material genético
entre produtores, regides e paises, com o minimo de risco de introducéao
e/ou disseminacao de doencas.

Entre as metodologias utilizadas para a congelacdo de embrides,
predomina o processo lento conhecido como método classico (Baril, et al.,
1989: Le Gal, et al., 1993), onde sdo necessarias de uma a duag horas
para diminuir, gradativamente, da temperatura ambiente até -35°C,
quando sdo submetidos ao nitrogénio liquidoa -196°Ce estocados.

Embrides nos estadios mais avancados de desenvolvimento, isto €,
blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido, suportam
melhor a congelacdo/descongelacdo, bem como a bisseccdo em relacdo
aos embrides jovens no estadio de mérula e mérula compacta (Chemineau
et al., 1986; Rao et al., 1988; Li et al., 1990; Pegoraro-Rumpf, 1992;
Fiénietal., 1995; Nowshari & Holtz, 1995).

O mecanismo de criopreservacio ndo esta totalmente elucidado, mas se
sabe que é impossivel a criopreservacado sem a presenca de substancias
crioprotetores, capazes de viabilizar a sobrevivéncia celular apos a
congelacdo. Essas substéancias baixam o ponto de fusdo da solugcado. Cs
autores citam que os crioprotetores interagem com a membrana celular,
propiciando uma estabilidade que ird evitar o rompimento da membrana
durante a congelacdo (Massip et al., 1987; Seidel, 1986). Durante a
criopreservacéo existe a necessidade de remover o méximo de agua das
células antes da congelacéo intra-celular (Seidel, 1986), sendo esta uma
funcdo basica dos crioprotetores (Friedler et al., 1988; Leibo, 19886).
Deve-se estar atento aos principios osméticos das membranas celulares,
que sdo semi-permeaveis (Seidel, 1986).

De acordo com a permeabilidade & membrana celular, os crioprotetores
sdo classificados em: intracelulares - glicerol, dimetilsulféxido, 1.2-
propanediol, etilenoglicol e outros élcoois; e extracelulares - sucrose,
glucose e outros agucares.

Grande avanco na criopreservacao foi alcancado com a demonstracao
feita por Le Gal et al. (1993) e Fiéni et al. (1995), segundo os quais
etilenoglicol é superior aos demais crioprotetores intracelulares para
conservacao da viabilidade do embrido apés a congelacao/descongelacéo.
Em adicdo, a remocéo do crioprotetor e a reidratacé@o do embrido apos a

l‘
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descongelacao tém sido facilitadas pela adicdo de sacarose, variando de
1,00M a 0,25M a solucao de remocao do crioprotetor e, também, pela
reducdo no numero de passagem do embrido, de trés para uma vez, na
solucdo para remocdo do crioprotetor e reidratacdo (Pendleton et al.,
1986; Raoetal., 1988; Le Galetal., 1993; Fiénietal., 1995).

Método classico de criopreservacao

A criopreservacao deve ser iniciada até duas horas apés a colheita. Apés a
lavagem e classificacdo, os embrides sdo- distribuidos em gotas e
posteriormente colocados na palheta. A quantidade de embriGes por
palheta fica a critério do técnico, e depende da rotina do mesmo quanto a
inovulacao, ou seja, se um ou dois embrides serdo inovulados por fémea,
se as transferéncias ocorrerdao apés o estro sincronizado ou natural etc.
Este Ultimo ponto é levantado porque em estro natural um menor nimero
de fémeas sera inovulado por dia, sendo coerente criopreservar, também,
um menor niumero de embrides por palheta.

Desidratacao dos embrides e congelacao

Esta fase é realizada em trés etapas através de banhos em solucdes com
concentracoes crescentes de crioprotetor. Utilizando o etilenoglicol, as
concentracoes recomendadas sdo: 0,5M; 1,0M e 1,56M (anexo 4). Cada
banho deve durar sete minutos. Aconselha-se fazer trés gotas para cada
concentracdo. Durante os sete minutos da ultima concentracdo de
etilenoglicol - 1,5M os embrides devem ser envasados.

E importante identificar as palhetas antes de se iniciar a desidratacdo. Na
palheta deve constar data da congelacao, raca e nimero da doadora e do
reprodutor, numero de embrides, estadio de desenvolvimento e
classificacdo dos embrides. Apds o envase as palhetas sdo lacradas,
utilizando-se uma pinca previamente aquecida. Simultaneamente a
desidratacao é realizado o preparo do isocriogen (anexo 5), ou de outro
equipamento para se fazer a congelacao.

A metodologia para uso do isocriogen, consiste em:

Adaptar o sensor do termémetro digital com fita crepe a uma palheta
contendo o meio de congelacéo final - etilenoglicol a 1,5M e colocéa-lo no
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cilindro. A extremidade do sensor deve ficar na coluna correspondente
aquela que contém o(s) embrido (es) nas palhetas a serem congeladas.
Este conjunto constitui a palheta controle.

Colocar 6 cm de nitrogénio liquido no isocriogen. A garrafa térmica no
interior do equipamento tem capacidade para 1,6 L.

Colocar as palhetas contendo os embrides no cilindro, com a extremidade
gue contém o lacre do fabricante para baixo. Anotar a temperatura inicial
e, em seguida, introduzir o cilindro no isocriogen, posicionando-o rente ao
nivel do nitrogénio, sem tocé-lo. Controlar a altura do cilindro em relacdo
ao nivel do nitrogénio, de forma a propiciar uma queda da temperatura na
velocidade de 1,0°C/min. Ao atingir -4,0°C, retira-se o cilindro da garrafa e
0 posiciona no poco de descanso.

Ao atingir -6,0°C, induzir a cristalizacéo, isto é, o seeding, com o toque de
uma pinca previamente resfriada em nitrogénio liquido, na extremidade
que nao contém os embrides da coluna central e na extremidade adjacente
(anexo 6). Aguardar quatro a cinco minutos para ocorrer a estabilizaco.

Ap6s verificada a cristalizacdo, recolocar o cilindro na garrafa a 2-3cm
acima do nivel do nitrogénio. E bom verificar o nivel do nitrogénio na
garrafa antes de recolocar o cilindro. A velocidade de congelacéo passa a
ser de 0,4 °C/min. Caso a velocidade de congelacio esteja a 0,3°C/min ou
menos, descer o cilindro para mais préximo do nitrogénio liquido. Por outro
lado, se a velocidade estiver rapida (por exemplo 0,6°C/min), deve-se
elevar o cilindro. Esta curva de congelacdo é acompanhada até se atingir
35,0°C negativos, quando entdo as palhetas sdo transferidas diretamente
para o nitrogénio e, em seguida, armazenadas em botijdo criobioldgico.

Descongelacao e reidratacdo dos embriées

A descongelacéo é feita mergulhando-se as palhetas diretamente em agua
a 37,0°C por 20 segundos, logo apés retirada do botijao criobiolégico. Em
seguida, os embrides sdo retirados da palheta e transferidos para banhos
contendo as seguintes concentracdes decrescentes de etilenoglicol:
1,0M; 0,5M; 0,3M e 0,0M, permanecendo cinco minutos em cada banho.
Os trés primeiros banhos contém 0,25M de sacarose (anexo 7). Apos o
ultimo banho, os embrides devem ser transferidos para fémeas receptoras
sincrénicas com a idade do embriéo.
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Inovulacio por semi-lapascopia

A técnica por laparoscopia ganhou espaco em relacdo a laparotomia,
permitindo a transferéncia dos embrides para a juncéo Utero-tubarica e
minimizando a possivel ocorréncia de aderéncias. Estas sdo comuns
quando a transferéncia é cirdrgica. Salles et al. (1996) descreveram a
semi-laparoscopia como técnica alternativa e segura para a inovulacao.
Ressalte-se, no entanto, que somente a partir do uso da via transcervical
para inovulacdo é que a transferéncia de embrides, como pratica de
manejo reprodutivo, ficara mais facilmente ao alcance do produtor.

A técnica de inovulacéo por semi-laparoscopia consiste na avaliacéo dos
ovérios através do endoscépio, objetivando definir a juncéo Utero-tubarica
a receber os embrides. Posteriormente, a juncdo Utero-tubarica sele-
cionada é tracionada através da incisdo de passagem da pinca de
manipulacdo e os embrides transferidos para esta. A pipeta de inovulacéo
é composta por um tubo capilar acoplado a uma seringa de 1,0 mL. Os
embrides ficam em PBS com albumina (0,4%), dentro do tubo capilar, até
ainovulacao.

Todos o0s processos necessarios para realizacdo do programa de
transferéncia de embrides devem ser acompanhados através de fichas de
escrituracao (anexos 9a21).
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Anexo 3
Preparacdo do Phosphate Buffered Saline (PBS)

Ressalte-se a importancia que deve ser dada ao rigor na lavagem e
esterilizagdo dos frascos, na pesagem dos sais e na filtragem das
solugbes. Estas devem ser preparadas, preferencialmente, em capela de
fluxo laminar, precedida da limpeza e desinfeccdo com alcool a 70,0% e
submetida a luz ultravioleta, por 30 minutos. Cuidados semelhantes
devem ser tomados com os materiais usados na capela e as méos do
manipulador. Aconselha-se a utilizaco de luvas para procedimentos.

O PBS é composto por duas fracées, as quais devem ser pesadas e pré-
diluidas separadamente antes de serem reunidas em um mesmo

recipiente.
Fracdo A
g/litro
Cloreto de Sodio NaCl 8,0
Cloreto de Potassio KCI 0,2
Cloreto de Calcio CaCl,.2H,0 0,1
Cloreto de Magnésio MgCl,.6H.0 0,1
Fracao B
gllitro
Fosfato Dibasico de Sddio NaHPO, 145
Potassio Fosfato Monobasico KH,PO, 0,2
Piruvato de Sédio C3H;05Na 0,036
Glicose Monohidratada CeH1206.H,0 1,0
Antibiéticos
Penicilina G sédica
...................................................................... 100.000 Ul
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A caracteristica padrado para o PBS é:

B O A A e e e o T e oia e T e et e ec T Mol 280 a 300m Osm
DH Ly 2 i BBie i il s s 8 S A8 T S e SR e S B R e A e e 6,8a7,2

Em geral, ao PBS usado para a colheita dos embrides adiciona-se 1,0%
de Soro Fetal Bovino (SFB).

Anexo 4
Solugdes para Congelagdo dos Embrides

No preparo dessas solucdes usa-se a solucdo de PBS, suplementada com
0,4% de albumina sérica bovina (BSA) e antibidtico.

Crioprotetor:

ETILENOGLICOL - sdo preparadas trés solucdes de congelacéo a: 0,5M,
1,0Me 1,5M.

Solugdo 1 - EG 0,5M 100,0ml
Etilenoglicol 2,8ml
Solugéo PBS + 0,4% BSA, g.s.p. 100,0ml
Solugdo 2 - EG 1,0M 100,0ml
Etilenoglicol 5,6ml
Solugao PBS + 0,4% BSA, q.s.p. 100,0ml
Solugdo 3 - EG 1,5M 100,0ml
Etilenoglicol 8,4ml

Solugao PBS + 0,4% BSA, q.s.p. 100,0ml
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Anexo 7
Solugédo de Descongelacdo de Embrides

Séo preparadas quatro solucées de descongelacdo, as quais apresentam:
solucdo de PBS acrescida de antibiético e 0,4% de BSA (solucéo 1 a 4);
etilenoglicol a 1,0M (solucdo 1), etilenoglicol a 0,5M (solucdo 2),
etilenoglicol a 0,3M (solucéo 3) e sacarose a 0,25M (solucado 1 a3).

Recomenda-se o preparo inicial de PBS com antibidtico e 0,4% de BSA e

da solucdo de sacarose a 1,0M, para em seguida preparar as solucées de
descongelacdo, utilizando-as nas seguintes proporcoes:

Solugao de Sacarose a 1 molar

Sacarose 34,23g
BSA 049
PBS Completar até 100ml
Solugao D-EG 1 100,0 ml
Etilenoglicol 5,6 mi
Sol. de Sacarose 1,0 M 25,0 ml
PBS + 0,4% BSA, q.s.p. 100, 0 mi
Solugao D-EG 2 100,0 ml
Etilenoglicol 2,8 ml
Sol. de Sacarose 1,0 M 25,0 ml
PBS +0,4% BSA, qg.s.p. 100, 0 mi
Solugao D-EG 3 100,0 ml
Etilenoglicol 1,7 mi
Sol. de Sacarose 1,0 M 25,0 ml
PBS + 0,4% BSA, g.s.p. 100, 0 ml
Solugédo D-EG 4 100,0ml

PBS + 0,4% BSA 100,0ml
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Anexo 8

Materiais Necessarios para Transferéncia
de Embridces

. Solucéo PBS a 1,0% de SFB.
. Solucéo de PBS a 10,0% de SFB.
. Banho maria.

Placas de Petri.

. Circuito fechado para colheita de embriges.

. Brete de contencéo.

. Estereomicroscépio.

. Micropipetas para manipulacao e inovulacao.
. Laparoscopio e acessorios.

. Mesa cirtrgica.

. Material cirdrgico.
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Anexo 9

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA DE EMBRIOES

Projeto / Propdsito: Cadigo:

Acompanhamento individual de doadoras

Identificacédo:
N° brinco/registro: Raca: Data de Nascimento:
Origem: Responsavel:

Histoérico reprodutivo:
Idade a 1°. Monta ou 1° parto:

N° Prenhez: Ordem de parto: N° Crias:
N° Abortos: Outros:

Producéo leiteira:
Média de producéo (Kg): N° Lactacées:
Duracao da lactacéao (dia):

COLHEITAS DE EMBRIOES:

N° | Data | Tratamento| Estro (h) | Resposta dos |Método N° % Destino | N° Crias
Proj. ovérios colheita [Embrides | Embrides
L viaveis

Inicio’ | Dur. N° CL

Totais % Regred.

'Horas ap6s término do tratamento com progesterona.
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Anexo 10

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA DE EMBRIOES

Projeto/ Propésito: Codigo:

Acompanhamento individual de receptoras

Identificacao:
N° brinco/registro: Raca: Data de Nascimento:
Origem: Responsavel:

Histérico reprodutivo:
Idade a 1°. Monta ou 1° parto:

N° Prenhez: Ordem de parto: N° Crias:
N° Abortos: Outros:

Producéo leiteira:
Média de producido (Kg): N° Lactacdes:
Duracéo da lactacao (dia):

Inovulacdes/Intervencdes

N° | Data | Trat. Estro Resp. Método N° Diag. Parto N° | Aborto
Proj. Ovariana Inov. Embr.| Prenhez Crias
TE Inicio' | Dur. |(No CL Total/ data | tipo
Ovirio)
oD OE

'Horas ap6s término do tratamento com progesterona.
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Anexo 11

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA DE EMBRIOES

Projeto: Cédigo:
Data: /|

Exame Clinico-Ginecolégico

1. Espécie: 5. Brinco:
2. Raca: 6. Pelagem:
3. N° de registro: 3. Uso:
4. D. Nasc./Idade: 4. Origem:

A. Histérico

. Parto (n® tipo,

data do ultimo,)

Aborto

. Ciclo estral

. Fertilidade e prolificidade
. Infeccdes reprod.

s

. Estado Geral
. Sanitério

. Nutricional
. Comportamento

. Pelagem
. Aspecto/brilho
Anormalidades

Olhos
Corrimentos

Aparelho respiratério
. Corrimento
Ruidos audiveis

N=m|-D Nl wNh =@

m

. Aparelho digestivo
. Apetite
. Cav. Bucal e dentes

N =

G. Aparelho locomotor
1. Membros/cascos
H.
1s

Glandulas mamaria
Anormalidades

I. Aparelho genital

1. Vulva

2. Vagina

3. Cérvice
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EXAMES COMPLEMENTARES:

1. Fezes:

2. Sangue:

3. Outros:

DECISAO:
( ) selecionar o animal
( ) selecionar apds tratamento

( ) descartar

OBSERVACOES:

RESPONSAVEL: DATA: /

Nome Assinatura
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Anexo 12

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA DE EMBRIOES

Projeto: Cédigo:
Data:__ /__/

Receptoras - Estro Natural

Meés:
[ DA ] IDENTIFICACAO DAS FEMEAS EM ESTRO
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