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RESUMO

SINCRONIZACAO DO ESTRO E COLETA DE EMBRIOES EM SUINOS
NACIONAIS

Priscilla Cristine Passoni Silva', Alexandre Floriani Ramos ">
'"Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, Brasilia-DF, > Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, Brasilia-DF.

Objetivou-se avaliar coletas de embriGes consecutivas e protocolos de sincronizacéo estral,
em porcas de racas localmente adaptadas, na qualidade embrionaria e recuperacdo de
embrides. No Capitulo 2, os animais (n=30), das racas Piau (n=23) e Moura (n=7), foram
submetidos a coletas de embrides, 14 foram coletados trés vezes, 12 foram coletados duas
vezes, e 4 foram coletadas apenas uma vez. No Capitulo 3, as doadoras de embrifes Piau
(n=9) foram submetidas a protocolos de sincronizacdo de estro, todos 0s animais passaram
nos trés protocolos: GP4 = 20 mg da progesterona oral (Altrenogest), 18 dias; GGnRH = 20
mg de Altrenogest, 18 dias, apds 104 horas aplicacdo intramuscular (IM) de 25 pg de GnRH;
GeCG+GnRH = 20 mg de Altrenogest (18 dias), 24 horas apos, aplicacdo IM de 1000 Ul de
eCG, apos 80 horas, aplicacdo IM de GnRH. A partir de 24 horas ap6s a Ultima administracdo
da P4, foi utilizado um cachaco para deteccdo de estro. A coleta de embrides nos dois
experimentos foram realizadas seis dias ap0s a primeira inseminacdo e todas as estruturas
coletas foram analisadas. No capitulo 2, a taxa de recuperacdo foi similar entre os tratamentos
(P>0,05). O numero de CL, estruturas totais, embrides viaveis e congelaveis e grau de
aderéncia teve diferenga significativa entre os tratamentos (P<0,05). No Capitulo 3 o tempo

para a manifestagdo do estro foi semelhantes entre o0s  tratamentos



(P>0,05) O numero de CL, foliculos anovulatérios, estruturas totais, embrides viaveis,
embriGes congelaveis e a taxa de recuperacdo apresentaram diferenca significativa entre o
GeCG+GnRH e os demais tratamentos (P<0,05). A técnica de coleta de embrides suinos por
laparotomia mostra-se eficiente para recuperar embrides de qualidade até a segunda coleta.
Todos os protocolos foram eficazes para sincronizar o estro até sete dias em marrds. No
entanto, o protocolo do GeCG+GnRH, ndo foi eficaz para recuperar embrides e nao teve

efeitos benéficos na qualidade embrionéria.

Palavras-chave: Recuperacdo embrionaria, protocolos de sincronizacdo, inseminacdo em

tempo fixo, reproducéo.
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ABSTRACT

ESTROUS SYNCHRONIZATION AND EMBRYO COLLECTION IN NACIONAL
SWINE

Priscilla Cristine Passoni Silva', Alexandre Floriani Ramos ">
'School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB, DF, 2 Embrapa Genetic Resources and

Biotechnology

This study aimed to evaluate consecutive embryos collections and estrus synchronization
protocols in locally adapted breed swines, in the embryos quality and embryos recovery. In
Chapter 2, animals (n = 30), of Piau race (n = 23) and Moura race (n = 7) underwent
embryos collections, 14 of these animals were collected three times, 12 were collected twice
and 4 were collected only once time. In Chapter 3, the Piau embryos donnors (n = 9) were
subjected to estrus synchronization protocols. All animals passed in three protocols: GP4 = 20
mg of oral progesterone (Altrenogest), 18 days; GGnRH = 20 mg of Altrenogest, 18 days,
after 104 hours intramuscular application (IM) of 25 pg GnRH; GeCG+GnRH = 20 mg of
Altrenogest (18 days), after 24 hours, IM administration of 1000 IU eCG, after 80 hours,
GnRH IM application. From 24 hours after the last administration of P4, was used a boar to
estrus detection. In two experiments, the embryos collection was realized six days after the
first insemination and all the collections structures were analyzed. In Chapter 2, the recovery
rate was similar between treatments (P>0.05). The number of CL, total structures, viable and
freezable embryos and adherence degree, was significant difference between treatments
(P<0,05). In Chapter 3, the time for the estrus manifestation was similar between treatments

(P>0.05). The number of CL, anovulatory follicles, total



xii

structures, viable embryos, freezable embryos and the recovery rate showed a significant
difference between the GeCG+GnRH and the other treatments (P<0.05). The pig embryos
collection technique by laparotomy appear to be efficient to recover quality embryos until to
the twice collection. All protocols were effective for synchronizing the estrus until seven days
in gilts. However, the protocol GeCG+GnRH wasn’t effective to recover embryos and hadn’t
beneficial effect in embryonic quality.

Keywords: embryo recovery, synchronization protocols, fixed-time insemination,

reproduction.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

Por mais de dez anos, o Brasil se mantem na quarta colocagdo mundial em
tamanho de rebanho e producdo de carne suina, com uma estimativa de 419 milhdes de
cabecas (Anualpec, 2012). Nos altimos 17 anos houve um crescimento de 42,7% na produgéo
de carne suina, passando de 78,2 milhdes de toneladas em 1998 para 111,7 milhdes de
toneladas em 2012. Nesse periodo a populacdo mundial suina cresceu apenas 7,1%, passando
de 900 para 964 milhdes cabecas (ABCS, 2014).

A competitividade do mercado nacional é alcancada com dois fatores: (1)
disponibilidade de insumos béasicos para a producéo, principalmente gréos; (2) investimentos
em tecnologia para melhoramento genético, também ocorrido, pela exportacdo de animais
exoticos (Goncgalves & Palmeira, 2006). Com a introducdo dessas racas especializadas, a
maior parte do rebanho suino nacional é gerado por mesticagem ou por animais de linhagem

comercial, levando as racas localmente adaptadas ao risco de extingédo (Egito et al., 2002).

No inicio do século XXI, vivemos uma mudanca na exigéncia do mercado
consumidor, principalmente para a producao de alimentos humanos ou animais, onde had um
aumento na procura por alimentos produzidos com pouca interferéncia no processo natural de
crescimento e terminacao, sendo possivel manter o bem-estar animal, reduzindo o estresse da
criacdo, e uso indiscriminado de medicamentos. Diante disso, tem-se a oportunidade para que
0 material genético de racas localmente adaptadas seja utilizado na producdo para obtencao de

animais mais rusticos e adaptaveis ao sistema de producdo ao ar livre.

No Brasil, uma parcela da populacdo rural utiliza ragas localmente adaptadas,
estando em um pequeno nimero de propriedades rurais em todo territorio. Esses animais sao
preferiveis a esses produtores, devido suas caracteristicas de adaptagdo e rusticidade, além de

serem menos exigentes na alimentacdo, terem facil manejo, e sua carne apresentar



caracteristicas organolépticas particulares. Com isso, 0s suinos localmente adaptados tém
muito a somar para a suinocultura, promovendo equilibrio entre produtividade e
adaptabilidade (Castro, 2004).

Nos ultimos 10 a 15 anos, houve um aumento na preocupagdao com a
conservagdo desse material genético, pois esses genes ou suas combinagdes podem ser
importantes, tendo em vista que o desenvolvimento e o progresso da producdo animal, sdo
dependentes dessa variabilidade (Mariante & Egito, 2002). Uma ferramenta para diminuir a
perda desses animais € a conservacdo desses recursos genéticos, pois a existéncia de uma
espécie depende de populagbes minimas viadveis, e quando ha a impossibilidade de ocorrer
naturalmente, o manejo das populacGes é necessario para que seja proporcionada a garantia
minima de variabilidade genética e sua perpetuacao (Costa & Martins, 2008).

Dentre as metodologias utilizadas para a conservacao de recursos geneticos
estdo: (1) conservacdo in situ — baseia-se na implantacdo de nucleos de conservacao nos locais
de origem das ragas; (2) conservacgéo ex situ in vivo — na qual os animais sdo conservados fora
do seu habitat natural; (3) conservacao ex situ in vitro — utilizacdo de técnicas criogénicas de

armazenamento de material genetico (Mariante et al., 2011).

Decorrente das dificuldades para implementacdo e manutencdo dos programas
de conservacdo in situ, as técnicas ex situ tem ganhado espaco, devido sua praticidade (Costa
& Martins, 2008). Esta conservacdo por meio de bancos de germoplasma tem se mostrado
uma alternativa imediata para a conservacdo de material genético (Hiemstra et al.,2005), pois
podem armazenar as mais diversas formas celulares, como, gametas, embrides e células

somaticas, por um longo tempo (Costa & Martins, 2008).

Os programas de conservacdo ex situ podem ser beneficiados por modernas
técnicas de biotecnologias da reproducdo, incluindo inseminacdo artificial (1A),
superovulacdo (SOV), transferéncia de embrides (TE), producdo in vitro de embrides,
micromanipulacdo de gametas e embribes, sexagem de sémen e embrides, e bancos de
genoma (Andrabi & Maxwell, 2007). Consequentemente, 0 avanco nas técnicas de
congelamento de sémen suino, desenvolvimento de protocolos de superovulacdo, e 0 avango
na técnica de coleta e criopreservacdo de embrides contribuem com o sucesso dos programas

de conservacéo ex situ (Mariante et al., 2008).

A coleta de embribes para 0 Banco Brasileiro de Germoplasma Animal

(BBGA) visa assegurar a conservacdo do material genético a longo prazo (Mariante et al.,



2011), pois criopreservacdo é uma alternativa para diminuir as limitagdes impostas pelo
tempo (Costa e Martins, 2008). O germoplasma estocado nos bancos podera ser utilizado para
0 restabelecimento de uma nova raga, para o desenvolvimento de um novo grupamento
genético e para suporte de programas em conservacdo in vivo e melhoramento animal
(Mariante, 2011).

Atualmente, 0 BBGA conta com um pouco mais de 85000 doses de sémen de
seis espécies e com 451 embrides criopreservados de quatro espécies, nos quais somente 1004
doses sdo de sémen suino e nenhum embrido suino armazenado no banco (Ramos et al, 2014).
Conforme os nacleos vdo sendo ampliados e novos rebanhos identificados, pretende-se
melhorar a representacdo do material genético estocado no BBGA, para obter um maior
namero de individuos, de modo a armazenar 0 maximo possivel de diferentes materiais

genéticos das ragas em conservagao (Egito et al., 2002).



1.1 Objetivo Geral

Avaliar eficiéncia da técnica de coleta de embrides e do uso de protocolos de
sincronizacdo do estro em marras da raca Piau submetidas a inseminacéo artificial em tempo

fixo e coleta de embrides.

1.2 Objetivos Especificos

Avaliar eficiéncia de sucessivas coletas de embrides por laparotomia em

suinos.

Avaliar o efeito de diferentes protocolos de sincronizacdo de estro sobre o
momento de manifestacdo de estro, a resposta ovulatéria e a producédo embrionaria de porcas

Piau.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Recursos genéticos de suinos localmente adaptados

A evolugéo dos animais domésticos tem sido moldada pelo homem no decorrer
das decadas, sendo influenciada pela exportacdo, importacdo e estabelecimento desses
materiais genéticos pelos continentes. Com a colonizacdo da América, 0S portugueses e
espanhois trouxeram as racas ibéricas (Mariante & Egito, 2002), sendo que 0s primeiros
exemplares de suinos representantes das racas portuguesas (Alejanta e Bisara), espanholas
(Galega e Perijordina), italiana (Napolitana) e asiatica (Macau) (Castro, 2004), a partir dai
essas racas sofreram influéncia de inGmeros fatores e se desenvolveram durante 0s anos,
dando origem as racas localmente adaptadas (Mariante & Egito, 2002), das quais eram
ambientadas as condicGes climaticas, de manejo e sanitarias nos mais diversos habitats,
apresentando caracteristicas como rusticidade e resisténcia a parasitas e doencas (Mariante et
al., 2011).

Essas racas foram usadas durante muito tempo, no entanto, no inicio do século
XX, com a necessidade de aumentar a producdo no Brasil houve a introducdo de racas
especializadas do tipo carne, como: Berkshire, Tamworth, Large White, Large Black, Wessex
e Hampshire (Cavalcanti, 2000), sendo usadas em cruzamentos absorventes com as racas de
suinos localmente adaptadas, em razdo da sua menor produtividade. Embora as racas exdticas
possuissem boa produtividade, foram selecionadas em regifes de clima temperado, ndo

apresentando aptiddo as condi¢des tropicais (Egito et al., 2002). Devido a impossibilidade de



criacdo de racas europeias em grande parte do sistema de producdo, o grau de mesticagem se

tornou ainda maior (Silva Filha, 2008).

A partir desse cenario, a suinocultura brasileira pode ser dividida em trés
segmentos: (1) racas exdticas ou especializadas, este grupo é constituido de animais com
maior interesse comercial, visto que, sdo empregados elevados niveis de tecnologia para
obtencdo de animais que atenda o mercado consumidor; (2) racas localmente adaptadas; (3)
produto oriundos de cruzamentos exotico x racas localmente adaptadas, esse ultimos,
geralmente séo criados mais em condicOes extensivas, na maioria das vezes, de subsisténcia
familiar, tendo como caracteristica animais mais rasticos e menos produtivos (Albuquerque et
al., 1990).

Os suinos localmente adaptados que se encontram em risco de extingdo, estdo
em sua maioria em propriedades para producdo de carne e banha para o consumo familiar
(Mariante et al., 2011).

Sendo assim, Egito et al. (2002) afirmam que as racas de suinos consideradas
localmente adaptadas encontram-se em risco de extincdo, entre elas as ragas suinas Piau, 0
qual esta mais concentrado na bacia do rio Parnaiba (sul de Goias e o Triangulo Mineiro); o
Nilo, de cor preta e sem cerdas; o Pirapetinga, a raca mais longilinea de todas as
naturalizadas; o Canastra, do tipo ibérico, que possui, provavelmente, uma grande influéncia
da raca portuguesa do Alentejo; o Caruncho, que apresenta pelagem semelhante ao Piau,
porém de porte menor; o Canastrdo, do tipo céltico, que descendem da raca portuguesa
Bizarra e 0 suino Moura ou Pereira, 0 qual originou-se provavelmente do cruzamento entre as

racas Canastrdo, Canastra e Duroc.

2.2 Morfofisiologia reprodutiva da fémea suina

2.2.1 Anatomia

Os ovérios de suinos apresentam morfologia ovdide com a superficie
apresentando proeminéncias arredondadas, parecendo um cacho de uvas, medindo entre

quatro e cinco centimetros (cm) de comprimento, contendo projecfes que correspondem a



grandes foliculos e a corpos luteos (Sisson et al., 1986; Upnomoor, 2000). Sdo diferentes
devido aos varios foliculos e corpos luteos em sua superficie (Figura 1.1) (Dyce et al., 2010),
estando ocultos na bolsa ovariana devido ao grande tamanho da mesossalpinge (Sisson et al.,
1986).

A tuba uterina mede aproximadamente 20 cm de comprimento (Figura 1.2 - 2)
(Sisson et al., 1986; Dyce et al., 2010). O Gtero suino apresenta varias caracteristicas distintas
(Sisson et al., 1986), possui um corpo curto (Figura 1.2 — 4) e cornos longos em formato de
alcas intestinais (Figura 1.2 - 3), medindo, respectivamente, 5 cm e entre 1 — 1,5 metro (m) de
comprimento, no estado ndo gravidico (Sisson et al., 1986; Kobayashi et al., 1989;
Dyce et al.,, 2010). Sdo moveis devido a grande extensdo dos ligamentos largos. Estdo
dispostos em vérias espirais e assumem semelhanca com um intestino delgado de paredes
espessas (Sisson et al., 1986), o que justifica a necessidade de um maior volume de ejaculado
para garantir a chegada dos espermatozoides na tuba uterina (Upnomoor, 2000).

A cérvix e distinta das demais espécies devido as suas proeminéncias mucosas
e pelo seu comprimento, cerca de 25 cm (Figura 1.2 - 5). A vagina ndo apresenta alteracGes
marcantes (Dyce et al., 2010), pode medir aproximadamente 11 cm e sua mucosa € pregueada
(Figura 1.2 — 7) (Sisson et al., 1986). O vestibulo é longo (Dyce et al., 2010), possuindo entre

7 e 12 cm de comprimento (Upnomoor, 2000).

Figura 1.1: Ovario
(porca) apresentando
foliculos maduros e
corpos luteos (Dyce et
al., 2010)



Figura 1.2: Trato reprodutivo da porca parcialmente
aberto dorsalmente. Legenda: 1, ovario esquerdo; 2,
tuba uterina; 3, corno uterino; 4, corpo do Utero; 5,
cervix; 6, proeminéncias mucosas; 7, vagina; 8,
vestibulo; 9, vulva (Dyce et al., 2010 - modificado).

2.2.2 Ciclo reprodutivo da porca

As fémeas suinas entram na puberdade com aproximadamente 170-180 dias de
idade (Upnomoor, 2000; Cassar, 2009), porém a puberdade esta mais ligada ao peso corpdreo
do que a idade, pois chegam a puberdade quando alcancam de 50-70% do peso da raca. As
vezes, 0s sinais ndo sao aparentes, formando, assim, um estro silencioso que muitas vezes nao
ocorre a ovulacdo (Upnomoor, 2000). Elas sdo poliéstricas anuais, ou seja, ovulam mais de
um ovocito e apresentam estro durante o ano todo, sendo que sua ciclicidade é interrompida

apenas por disfuncbes enddcrinas, gestacdo ou patologias (Anderson, 2004).

O ciclo reprodutivo da fémea suina é caracterizado por uma fase lGtea e uma
fase folicular, durando em torno de 21 dias, podendo variar entre 19 a 23 dias (Cox, 1997;
Upnomoor, 2000; Anderson, 2004; Cassar, 2009). Ndo ha qualquer eminéncia de ondas
foliculares em suinos durante a fase luteal, pois ocorre um crescimento continuo dos foliculos
mesmo sem ter o surgimento de um foliculo dominante ou de uma onda folicular (Dalin,
1987; Dalin et al., 1995; Guthrie & Cooper, 1996; Evans, 2003).
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Antes da puberdade a maioria dos foliculos sdo primordiais, onde ficam em
repouso até que recebam um estimulo para continuar o seu crescimento. O crescimento inicial
é controlado por fatores de crescimento ovarianos locais (Prunier & Quesnel, 2000), como o
fator de crescimento epidermal, fator de crescimento semelhante a insulina, gonadotrofinas,
ativina e estrdgeno (17-p estradiol) (E2) (Cox, 1997).

Ao término da fase de crescimento, os foliculos primordiais sdo ativados e
iniciam o seu desenvolvimento gradativamente (Prunier & Quesnel, 2000), ou seja, quando o
foliculo alcanca o tamanho de 0,4 mm ocorre a formacdo do antro, e este comeca a depender
de gonadotrofinas (Foxcroft & Hunter, 1985; Prunier & Quesnel, 2000).

O crescimento final do foliculo (1-4 mm) ao tamanho ovulatério (6-10 mm) é
muito rapido e requer cerca de quatro a seis dias, e, por consequente, ocorre 0 aumento no
volume do antro, diferenciacdo das células foliculares e aumento na secrecdo de inibina e
estradiol, assim como o aparecimento de receptores de hormonio luteinizante (LH) nas células
da granulosa (Prunier & Quesnel, 2000). Durante o desenvolvimento dos foliculos antrais, o
oocito secreta fatores que estimulam a proliferacdo e a diferenciacdo das células da granulosa
de suinos, ocasionando a diminuicdo da producdo de progesterona (P4), o que impede a

luteinizacdo prematura (Hunter & Pardis, 2009).

O crescimento folicular € controlado por um sistema de feedback positivo e
negativo dos horménios reprodutivos que sao sintetizados e liberados pelo hipotalamo —
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH); pela hipofise — horménio foliculo estimulante
(FSH), LH, ocitocina e prolactina; pelos ovarios — progesterona, E2, inibina e relaxina e pelo
utero — prostaglandina F2o (PGF2a) (Soede et al., 2011).

O GnRH controla a sintese e excrecdo do LH pelas células hipofisarias, sendo
liberado de forma pulsatil influenciado por fatores neuropeptidios (opidides enddgenos,
serotonina, catecolamina, aminoacidos excitatorios) de origem intra e extra-hipotalamica, que
permitem ao animal se integrar a influéncias fisioldgicas (idade, metabolismo, salde) e ao

meio ambiente (temperatura, luz, nutricdo, escore) (Cox, 1997; Cassar, 2009).

Outro hormdnio sintetizado pela hipéfise € o FSH, que também esta sob
controle positivo do GnRH e sob efeito negativo da inibina de origem folicular sobre a
hipofise. Entretanto, as variagcdes da pulsatividade do LH e do FSH s&o diferentes na fémea
suina, no entanto, a concentracdo de FSH estd alta quando o0s ovérios se encontram

quiescentes e diminuiu quando os foliculos antrais tornam-se mais numerosos e diferenciados
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(Prunier & Quesnel, 2000). Essa reducdo na concentracdo se da por cerca do 15° dia do ciclo
estral (Knox et al., 2003). Os padrdes de FSH foram ligados a atresia folicular, em suinos,

pois com a queda das concentracbes de FSH ha um aumento na atresia folicular (Cox, 1997).

Esterdides ovarianos exercem grande influéncia no eixo hipotalamico-
hipofisario, onde a progesterona interfere negativamente e o estrogeno exerce um feedback
negativo sobre a secre¢do de FSH. Entretanto, quando as concentragdes sdo altas, o estradiol
pode exercer feedback positivo para provocar o pico de LH pré-ovulatorio (Prunier &
Quesnel, 2000). Esse estradiol é secretado com uma colaboracdo das células da teca e da

granulosa do foliculo (Knox, 2005; Cassar, 2009).

No inicio da fase lutea, logo apds a ovulacdo, a concentracao periférica de P4 e
a quantidade de foliculos antrais nos ovarios sdo minimas, devido a altas concentragGes de E2
e inibina antes da ovulacdo, que diminuem a medida em que a ovulacdo ocorre. Essa
diminuicdo faz com que o feedback negativo exercido sobre o FSH também reduza. Portanto,
as concentragdes periféricas de FSH aumentam nos dois primeiros dias ap6s a ovulacdo, o que
induz uma onda de crescimento folicular, e por consequente, o0 aumento dos foliculos de
tamanho pequeno e médio, aumentando a producdo de inibina por esses foliculos, o que em

seguida, reduz as concentracgdes periféricas de FSH (Knox, 2005).

O desenvolvimento de corpos lateos (CL) produz quantidades crescentes de
P4, que atingem uma concentragdo maxima oito a nove dias apés a ovulacdo, e também
modulam a secrecdo de gonadotrofinas. O nimero de foliculos antrais aumenta por volta do
dia 9, porém o diametro folicular permanece pequeno, resultando em uma concentracao

minima ou nenhuma concentragdo de E2 periférico (Knox, 2005), conforme Figura 1.3.

A fase folicular dura em torno de quatro a seis dias e é caracterizada pelo
desenvolvimento de foliculos antrais que sdo dependentes de LH e um aumento na atresia de
foliculos pequenos e médios, por ndo apresentarem receptores de LH (Lucy et al., 2001;
Guthrie, 2005).

Aproximadamente no dia 12 do ciclo estral comeca a lutedlise e as
concentracdes periféricas de P4 caem (Figura 1.3 — A), seguido de um aumento no namero de
foliculos pequenos (Figura 1.3 — C), e um aumento da producao de inibina por esses foliculos.
Assim, no comeco da lutedlise, o pool de foliculos antrais estdo sofrendo maturacdo, mesmo

com altas concentrac@es periféricas de P4 (Soede et al., 2011).
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Quando a lutedlise é completada e as concentragGes periféricas de P4 tem uma
queda (aproximadamente no dia 15 do ciclo estral), os foliculos grandes (>6mm) s&o
desenvolvidos nos ovérios, o que auxilia para 0 aumento das concentrac@es periféricas de E2
(Figura 1.3 — A), esse aumento de E2 tem um efeito de feedback negativo no hipotalamo,
diminuindo a producgédo de GnRH, e por consequente, de FSH (Noguchi et al., 2010), o que
leva a atresia de foliculos pequenos que ndo desenvolveram receptores de LH e dependem do
FSH para se desenvolver (Lucy et al., 2001).
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Figura 1.3 Concentracdo plasmatica de 17p-estradiol e
progesterona (A); FSH, LH e inibina (B); desenvolvimento
folicular e CL (C) durante o ciclo estral em suinos (Soede et al.,
2011).

Durante o periodo de selecdo folicular, o LH pulsatil e o FSH diminuem
gradativamente as suas concentracGes até ficarem quase indetectaveis. Nesse periodo, a
producdo de E2 dos foliculos pré-ovulatorios atingem seu méaximo (Prunier et al., 1987;

Noguchi et al., 2010), no entanto, esse pool de foliculos ndo é homogéneo, pois consiste em
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foliculos pequenos e grandes com diferentes perfis enddcrinos (Hunter & Wiesak, 1990). Um
aumento periférico na concentracdo de E2 induz o surgimento do pico de LH, causado por
feedback positivo do E2. O surgimento do pico de LH inicia as mudancas foliculares
resultando na ovulacéo e luteinizacdo da parede ovariana, resultando no aumento de P4. Apds
a ovulacdo as concentracGes periféricas de E2 declinam (Soede et al., 1994).

A populacdo de foliculos aumenta seu crescimento entre os dias 14 e 17 do
ciclo estral (Foxcroft & Hunter, 1985; Ryan et al., 1994; Cox, 1997). Ryan et al. (1994)
relatam que a porcentagem de foliculos maiores que 5 mm aumentou 6% nos dias 16-19, e
12% no dia 20. O namero de foliculos grandes (> 6,9 mm) aumenta a partir do dia 15,
atingindo seu tamanho méaximo préximo ao dia do estro (dia 0). Durante este mesmo periodo
0 nimero de foliculos pequenos e médios vao diminuindo (Knox, 2005). Entretanto, cerca de
40 a 50% dos foliculos antrais de tamanho médio morrem por atresia entre o dia 16° dia e 0
estro. Apoés este periodo, os foliculos dominantes continuam o crescimento em direcdo ao

estadio de foliculos pré-ovulatorios (Cox, 1997).

Mudancas nos horménios reprodutivos interferem na qualidade do foliculo e
posteriormente na sobrevivéncia embrionaria, por exemplo, uma menor amplitude do pico de
LH pode resultar em ovarios cisticos ou inadequada luteinizacao da parede do foliculo (Soede
et al., 2011).

O intervalo entre o inicio do estro e a ovulacdo é bastante variavel em suinos,
podendo durar entre 10 horas e 60 horas em diferentes fémeas (Kemp et al.,, 1998). A
ovulacao geralmente ocorre no terco final do periodo do estro (Soede et al., 1995). Soede &
Kemp (1997) realizaram um estudo em que demonstraram que a duracdo do estro pode variar
entre 24 e 96 horas. Contudo, um estudo realizado por Benneman et al. (2005), demonstra
que, em média, as porcas ovulam 42,1 horas ap0s o inicio do estro. Logo, o estro ndo pode
servir como um bom parametro para determinar o momento preciso da ovulacdo (Soede &
Kemp, 1997; Upnomoor, 2000), pois as variacdes entre os diferentes eventos do estro
(aceitacdo ao cachaco, pico de estrogeno e LH) propdem gque o momento da ovulacdo pode
variar (Weitze et al., 1990).

O foliculo geralmente ovula quando chega a um didmetro de 6 — 8 mm, mas
esse tamanho pode ser influenciado por fatores como desmame e tratamentos com altrenogest
(Van Leeuwen et al., 2010).
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A fecundagéo ocorre na transicdo da ampola para o istmo da tuba uterina. O
zigoto desce para o interior do corno uterino com o auxilio de movimentos ciliares da mucosa
uterina, que faz com que o zigoto caia no corno uterino nos estadios de 2 a 4 células em seu
desenvolvimento (Anderson, 2004).

O desenvolvimento embrionario ocorre no corno uterino, onde o embrido ira
mudar morfologicamente, antes da implantacdo no utero (Anderson, 2004). A partir da
clivagem, cerca de 48 horas apds a fecundagdo os embrides estdo na fase de quatro células
(Scheid & Wentz, 1993) e ao redor do dia cinco chegam ao estadio de morula. A formacédo do
blastocisto ocorre entre os dias seis e oito. No sexto dia acontece a saida parcial do embrido
da zona pellcida, descrito como eclosdo. Este fato se da quando os blastocistos chegam a um
tamanho de 150 células ou mais. Os embrides sdo distribuidos irregularmente nos dois cornos
uterinos, sem sobreposicdo de suas membranas (Anderson, 2004).

No intervalo entre os dias 9 e 18, os fetos crescem de forma exponencial. No
dia 13, eles completam o processo de alongamento para a forma filamentosa, podendo
exceder 60 cm. Os blastocistos permanecem livres e migrando no corno uterino até a sua
implantacdo, que ocorre, normalmente, entre 13° ao 18° dia de gestacdo (Scheid & Wentz,
1993; Anderson, 2004).

2.3 Comportamento estral e manejo reprodutivo da fémea suina

Somente a partir de uma deteccao criteriosa do estro é que podemos determinar
o melhor momento para realizar a inseminacédo artificial ou a monta natural. O estro é o
periodo onde a fémea deixa ser coberta. Conforme o estro se aproxima a vulva se torna
hiperémica e aumenta o volume. Outros sinais também séo caracteristicos de estro, tais como
inquietacdo, tentativa de montar em outra fémea, perda de apetite, secrecdo mucosa e
abundante e presenca do reflexo de monta, isto é, ficam imoOveis ao se pressionar a regiao
lombar (Figura 1.4) (Signoret, 1970; Scheid & Wentz, 1993; Upnomoor, 2000). As porcas
mantém os membros pélvicos afastados, orelhas eretas e cabeca baixa e permanecem quietas
qguando pressionado a regido lombar (Signoret, 1970; Scheid & Wentz, 1993; Woloszyn,
2005).
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Uma boa observacéo e registro dos estros sdo pontos importantes para que se
possa definir o melhor momento na realizacdo da monta natural ou da inseminacdo artificial
(Scheid & Wentz, 1993; Woloszyn, 2005). Para isto, deve-se colocar um cachaco, duas vezes
ao dia, com um intervalo minimo de 8 horas, por 20 minutos (min), e observar se apresentam
caracteristicas de estro e reflexo de monta. Deve-se fazer o rodizio de machos para evitar que
as fémeas criem interesse em apenas um. N&o permitir contato direto ou indireto das leitoas
com algum macho antes de completarem os cinco meses, e nao os alojar perto das leitoas séo
cuidados importantes a serem tomados. Anotar o dia de estro em uma ficha para prever a data
de cobricdo torna-se essencial. Se ndo for feito, criteriosamente, podem comprometer o
desempenho reprodutivo do rebanho. (Koutsotheodoros et al., 1998; Amaral et al., 2006).

Woloszyn (2005) e Amaral et al. (2006) fazem as seguintes recomendacdes
para 0 manejo no acasalamento: adotar duas montas por porca. A primeira monta deve ser
feita 12 horas ap0ds a deteccdo de estro; a segunda monta 12 horas apds a anterior; e essas
devem ser feita nas horas mais frias do dia. Deve-se conduzir a fémea e 0 macho para uma
baia de cobricdo, evitando ao maximo o estresse. Tanto a fémea quanto o macho devem estar
limpos antes de realizarem a copula e 0 examinador deve acompanhar a monta do comego ao
fim, auxiliando na introducdo do pénis, se preciso. Apds o acasalamento deve-se manter a

fémea em ambiente calmo.
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2.4 Controle do ciclo estral

A sincronia do plantel facilita 0 manejo reprodutivo, pois uma homogeneidade
no momento do estro, tem por consequente, uma sincronizagdo do momento da inseminagéo
e, futuramente, dos partos (Pinese, 2005; Wentz et al., 2007). O uso de farmacos no ciclo
estral em suinos tem como finalidade a sincroniza¢do do estro a puberdade em marrds, e a
sincronizacdo do estro para 0 emprego de inseminacéo artificial em tempo fixo (Kirkwood et
al., 2000; Wentz et al., 2007; Tummaruk et al., 2011; Moretti et al., 2013).

Os mais conhecidos e utilizados horménios que permitem o controle do ciclo
estral sdo a gonadotrofina coridnica equina (eCG), a gonadotrofina coridnica humana (hCG),

o GnRH e seus analogos, a PGF2a e seus analogos e os progestagenos (Tummaruk et al.,
2011; Moretti, 2013).

O controle do ciclo estral em suinos foi feito inicialmente com o uso de um
inibidor de gonadotrofina pituitaria (methallibure) (Brissow et al., 1990; Brussow et al.,
1996), no entanto, foi proibido em diversos paises devido ao seu efeito teratogénico (Brissow
& Wahner, 2011), e foi mais tarde substituido por altrenogest, uma progesterona, que seguiu
com tratamentos com eCG, hCG e GnRH (Brissow et al., 1990; Briissow et al., 1996).

A aplicacdo hormonal pode ser feita associado com 0 manejo de inducdo, por
meio do estimulo de um macho (Hugles et al.,, 1997). Quando o ultimo é utilizado
separadamente pode ndo haver eficacia, pois marrds muito jovens ndo sdo capazes de

responder rapidamente ao estimulo do macho (Hughes et al., 1997; Mellagi, 2011).

Para que a exposicdo a um cachago seja eficaz tem que ser observado a idade
do cachaco, o tempo e a frequéncia de exposicdo e a alternancia dos reprodutores para nao
ocorrer predilecao das fémeas (Hughes et al., 1997; Woloszyn, 2005; Amaral et al., 2006), o
mesmo deve ser mantido, pelo menos, por 30 minutos diariamente com as fémeas (Hughes et
al., 1997). Com a presenca do macho os feroménios atuam aumentando as concentracdes de

LH, e em consequéncia, os ovarios respondem produzindo E2 (Evans & O’Doherty, 2001).
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2.4.1 Progestageno (Altrenogest)

Em sistema de suinocultura, o estro é naturalmente sincronizado pelo
desmame, porém o ciclo estral das leitoas precisam ser sincronizados quando entram no
sistema da granja. Para esse efeito, protocolos de sincronizagcdo com uso de um progestageno
para supressdo do desenvolvimento folicular e/ou imitando a fase lGtea tém sido

desenvolvidos (Briissow & Wahner, 2011).

Um progestageno sintético (altrenogest), de via oral, que foi testado nos anos
70, onde ficou comprovado a sua eficacia no controle do estro e ovulacdo (Steveson & Davis,
1982; Wentz et al., 2007), atualmente € a unica substancia com efeito de progesterona que
podem ser usadas em suinos na América e na Europa (Briissow & Wahner, 2011).

Possui indicagdo para o controle do ciclo estral, principalmente na
sincronizacao de estro em leitoas ciclicas e fémeas pos-desmame. Sua administracédo inibe a
liberacdo de gonadotrofinas pela hipdfise, adiando o inicio da fase folicular e mantendo a
fémea em anestro pelo periodo desejado, havendo retorno a ciclicidade apds suspensdo do
tratamento (Steveson & Davis, 1982; Wentz et al., 2007; Sommer et al., 2007).

Tem sido utilizado em granjas suinas que utilizam o sistema de producdo em
grupos de cobertura e paricao, facilitando as atividades de manejo relacionadas ao diagndstico

de estro e protocolos de inseminacdo (Wentz et al., 2007).

Os tratamentos consistem na administracdo de 15 a 20 miligramas (mg) do
progestageno, durante 15 ou 18 dias, e tem sido usado com sucesso para sincronizar 0s
animais, aumentando o desempenho reprodutivo e a fertilidade em marras (Martinat-Botté et
al., 1990; Ashworth et al., 1992; Brusséw et al., 1996; Kauffold et al., 2007). O uso de
Altrenogest por 15 dias é eficaz, no entanto foi observado, em estudos, que aos 15 dias,
alguns animais ainda possuiam CL, ndo sendo o suficiente para que os hormdnios endocrinos
realizassem regressdo do CL, quando o mesmo é administrado por 18 dias resulta numa
melhor sincronizacdo, pois os animais ndo apresentam mais CL (Stevenson & Davis, 1982;
Martinat-Botté et al., 1990; Kauffold et al., 2007).

Quando comparado a quantidade de P4 administrada diariamente, Martinat-
Botté et al. (1990) e Kauffold et al. (2007) relataram que o uso de 15 mg de P4 resulta em

maior ocorréncia de ovario policisticos quando comparado com administracées de 20 mg por
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dia, fato esse justificado pela dosagem subminima do horménio, podendo entdo ter uma falha

no bloqueio do crescimento folicular, durante a administracdo da P4.

Estudos demonstram que ap6s suspensdo do uso do Altrenogest, 0s animais
apresentam estro em até sete dias (Ashworth et al., 1992; Martinat-Botté et al., 1990;
Martinat-Botte et al., 1995; Koutsotheodoros et al., 1998; Cassar, 2009). Martinat-Botté et al.
(1990) verificaram que mais de 95% das leitoas tratadas com Altrenogest apresentaram estro
entre 4 a 7 dias apés o fim do tratamento, e descreve que o protocolo com Altrenogest
melhorou a taxa de paricdo. Martinat-Botté et al. (1995) obtiveram 93% de estro e 94.2% de
taxa de prenhez quando os animais foram sincronizados com o Altrenogest e Koutsotheodoros
et al. (1998) afirmam que o uso de P4 exdgena para sincronizagdo aumenta o numero de

embrides vidveis coletados.

Apesar da sincronizagdo do estro em marras ciclicas ser possivel com o uso do
Altrenogest, o estro é manifestado em um periodo de uma semana, possivelmete por
diferencas no desenvolvimento folicular entre os animais. Com isso, as gonadotrofinas podem
ser uma boa ferramenta para estimular o desenvolvimento folicular e conseguir uma melhor

sincronizacao (Brussow et al., 2009; Brussow & Wahner, 2011).

2.4.2 Gonadotrofina coridnica equina (eCG)

As gonodotrofinas sdo produzidas nos lobos anteriores da hipéfise e la
armazenadas. Fisiologicamente o FSH e o LH promovem o crescimento folicular e a
ovulacdo, respectivamente. O desenvolvimento de drogas que simulam essa acdo € muito
antigo e sempre foi recomendado para induzir o estro em fémeas suinas (Wentz et al., 2007).
A resposta a gonadotrofinas exdgenas pode depender de fatores como genotipo e nutricao
(Martinat-Botté et al., 1990).

O eCG ¢é um horménio glicoproteico produzido pelos célices endometriais de
éguas, entre os dias 40 e 120 de gestacdo, com meia-vida de aproximadamente 46 horas.
Possui atividade para FSH e LH, com dois sitios de ligacdo para os receptores de FSH
(62,4%) e LH (27,2%), sendo que a sua atividade semelhante ao FSH é maior que a atividade
do LH (Lecompte et al., 1998; Murphy & Martinuk, 1991; Briissow et al., 2009). Em suinos,
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é usado para auxiliar o reinicio da atividade ovariana, estimulando o crescimento folicular, o
estro e a ovulacdo (Dial et al., 1984; Wentz et al., 2007), principalmente quando € aplicado
apés tratamentos com progestagenos (Wentz et al., 2007).

Frequentemente o eCG é utilizado em associacdo com o hCG (Estienne &
Hartsock, 1997; Huang et al., 2002; Rensis et al., 2003), seja uma dose Unica com associacdo
dos dois horménios (PG600® - 400 Ul para eCG e 200 Ul de hCG) (Estienne & Hartsock,
1997; Rensis et al., 2003) ou a aplicagdo do eCG e ap6s 72 a 80 horas aplicacdo de hCG
(Besenfelder et al., 1997; Huang et al., 2002; Fujino et al., 2006;). Essa associa¢do, quando
ndo se faz o uso de um progestageno, é usada principalmente no manejo reprodutivo de

porcas desmamadas (Estienne & Hartsock, 1997; Rensis et al., 2003).

Herrman et al. (1981) induziram o desenvolvimento folicular com PG600, e
apos 58 horas induziu a ovulacdo com 500 Ul de hCG, e esperaram que a ovulagdo ocorresse
entre 40 e 42 horas apds. Foi observado que todos os animais manifestaram estro, obtendo um

total de 15 £ 9,1 ovulagdes.

Sommer et al. (2007) também utilizaram o composto PG600 para sincronizar o
estro de porcas ciclicas, sem 0 uso de progestageno, porém com o dia do ciclo estral ja pré-
determinado. Para a sincronizagdo foi injetado IM 4 mL de PGF2a e apds 24 horas
administrado 7,5 mL PG600® mais 4 mL de PGF2a, seguindo de 750 ou 1000 Ul de hCG 24
horas apos, ndo foi observado estro, mas todos 0s animais tiveram mais de uma estrutura

coletada, demonstrando que os protocolos foram eficazes para sincronizar a ovulagéo.

Schilieper & Holtz (1997) sincronizaram porcas em miniatura com o uso de um
progestageno oral (Oxolven) por um periodo de duas a trés semanas. Um dia ap0s a ultima
aplicacdo do progestageno as porcas receberam meia dose de PG600® (200 Ul de eCG e 100
Ul de hCG), apos 56 horas fez mais uma aplicacdo de 250 Ul de hCG, para ser realizado
coleta de embribes, dos 39 animais tratados, 2 apresentaram estro muito tarde e 4 ndo
apresentaram estro, 0s demais apresentaram estro até 7 dias apds a ultima dosagem do

progestageno. Os animais obtiveram uma média de ovulacdo de 17,3 + 3,9 CL.

Besenfelder et al. (1997) sincronizaram porcas pré-plberes e marras cicilicas
para serem coletadas embrides. Foi realizada a administracdo de eCG 24 horas ap06s o Gltimo
dia do uso do Altrenogest (por 15 dias) e 72 horas apos injetou hCG. Duas inseminacfes

foram realizadas num periodo de 24 a 36 horas ap6s o uso do hCG. Nao foi realizado a
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deteccdo de estro, no entanto todos os animais apresentavam entre 5 e 21 CL, no momento da

coleta de embrides.

Fujino et al. (2006) e Wallenhorst & Holtz (2002) sincronizaram porcas pré-
pUberes, para coleta de embrides, com 1500 Ul de eCG e apds 72 horas usou 500 Ul de hCG,
utilizando duas inseminagdes as 24 e 40 horas apds a administracdo do hCG, enquanto
Wallenhorst & Holtz (2002) inseminaram com 36 e 48 horas ap0s a aplicacdo do mesmo. E

mais de 90% dos animais demonstraram estro e foram inseminados.

Aleixo et al. (1995) testaram a eficiéncia do eCG, injetando 750 Ul, para
crescimento folicular em porcas em fase final de terminagdo, quando os animais foram
abatidos. O estudo ndo observou a manifestacdo de estro nos animais, porém no abate, todos

0s animais em que foi aplicado o0 eCG apresentavam um média de 25,9 + 22,2 CL.

Um estudo realizado por Baker & Coggins (1968) avaliou o efeito de diferentes
doses de eCG (250, 500, 1000 ou 2000 Ul) na taxa de fertilizacdo em leitoas pré-puberes. Os
animais em que foram aplicados 500, 1000 e 2000 Ul apresentaram inchaco e vermelhiddo na
vulva 48 horas apo0s a aplicacdo do horménio, e os dois ultimos também demonstraram
interesse no macho no momento da inseminacdo. Todos os tratamentos foram eficazes em
promover embrides viaveis nas fémeas (44%, 34%, 39% e 54%, respectivamente) e

sincronizacao de estro. As doses de 1000 e 2000 Ul também resultaram em superovulacéo.

Kauffold et al. (2007) demonstram que uma dose de 800 Ul de eCG ¢ eficaz
para estimular o crescimento folicular sem que haja superovulacdo, no entanto Wollenberg et
al. (1990) usaram a mesma dosagem em porcas pré-pUberes e obtiveram resultado de

superovulacao (46 + 26 ovulacbes por porca).

Hazeleger et al. (2000) sincronizaram porcas doadoras de embriées com 1000
ou 1500 Ul de eCG, para avaliar o desenvolvimento embrionario em embrides coletados no
dia 7 de gestacdo. A maioria dos animais (90%) ovularam entre 36 e 48 horas. A taxa de
ovulacdo nas porcas em que foram injetadas 1500 Ul de eCG foi maior do que as porcas em
que foram injetados 1000 Ul de eCG, sendo encontrados 28,5 + 11,7 e 45,7 + 20,3 CL,

respectivamente.

Em outro estudo realizado por Ratky et al. (2001) também foram avaliadas
diferentes doses de eCG (750 Ul, 1000 Ul, 1250 UI) na resposta ovariana. Essas doses foram
aplicadas 24 horas ap6s a ultima dosagem de Altrenogest (15 dias), e apds 80 horas da

aplicacdo do eCG foi aplicado 750 Ul de hCG, para uso de inseminagdo em tempo fixo e
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posteriormente coleta de embrides. Também ndo foi realizado 0 manejo de deteccdo de estro
neste experimento, no entanto, todos os animais em que foi administrado as diferentes

dosagens de eCG apresentaram mais de dez CL no momento da coleta de embriGes.

2.4.3 Hormonio Liberador de Gonadotrofina (GnRH)

O GnRH pode ser dividido em dois grupos quando se fala de sua origem:
GnRH natural e os analogos de GnRH (sintéticos). Alguns GnRH sintéticos sdo 20 vezes mais
efetivos do que a gonadorelina e, possuem uma meia vida maior (Zapletal & Pavlik, 2008). O
GnRH anélogo agira na glandula pituitaria estimulando a liberacdo de LH enddgeno,
diferentemente do hCG que age nos receptores de LH, e assim, induzindo a ovulacdo
(Brissow et al., 2009; Martinat-Botté et al., 2010).

Alguns analogos de GnRH tém sido testados na inducdo da ovulagédo e séo o
acetato de gonadorelina (Brussow et al., 1990; Brissow et al., 1996; Kauffold et al., 2007;
Fries, 2010a) e buserilina (Martinat-Botté et al., 2010).

A duracdo do estro quando usado GnRH analogo é mais curta quando
comparado aos animais sem tratamento hormonal, o que gera também maior sincronia entre
0s animais, principalmente, 40 horas ap6s o inicio do estro, onde 70,9% dos animais ovularam

enquanto apenas 48,2% dos animais do grupo controle havia ovulado (Fries et al., 2010a)

Segundo Briussow et al. (1990), leitoas tratadas com 10 pg de acetato de
gonadorelina (D-Phe6-LHRH) 80h apés a aplicacdo de 1000Ul de eCG comecaram a ovular
35,5 + 2,7 horas apds o tratamento e, em média, terminaram a ovulacdo 5,9 + 1,7 horas mais
tarde. Entretanto, os animais variaram nas respostas ao analogo de GnRH, sendo estas
variacOes relacionadas ao intervalo entre a aplicagdo do horménio e o pico de LH, pois cada
marrd apresenta variacdo individual ao tratamento. Nesse mesmo estudo, foi avaliado a
concentracdo de LH apos a aplicacdo do GnRH e nota-se que em uma a duas horas apds a
aplicacdo a concentracdo de LH comecou a elevar, tendo seu pico, duas a quatro horas apos
do GnRH. Essa alta concentracdo durou até seis a oito horas e o intervalo entre 0 aumento do

LH e a ovulacdo durou entre 34,5 e 39,5 horas.
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A sincronizagdo estral e a resposta embrionaria aos tratamentos com GnRH e
hCG foram testados por Brissow et al., (1996) e Kauffold et al. (2007), e ndo tiveram
diferenca significativa entre os tratamentos no nimero de CL. Porém o GnRH se mostrou
mais eficaz quando visto a taxa de concepcdo. Parece haver uma melhor sincronia da
ovulacdo quando os animais sdo tratados com GnRH, pois tendem a ovular mais
frequentemente entre as duas inseminagdes (28% GnRH vs 11% hCG) (Kauffold et al., 2007),
e assim, encurtando o tempo de ovulacdo (36 a 40 horas hCG vs 31,2 £+ 3,3 horas GnRH)
(Brussow et al., 1996).

Martinat-Botté et al. (2010), avaliaram os diferentes momentos para aplicacao
do GnRH em suinos ciclicos, observaram que os animais em que o GnRH foi aplicado 104
horas apds a ultima administracdo de P4 apresentaram estro e ovularam mais cedo que 0sS
animais em que foi aplicado 120 horas e do grupo em que néo teve aplicacdo de GnRH. Esses
autores ainda demonstraram que as concentracoes de P4 plasmatico aumentam apés 144 horas

quando os animais sdo tratados com promotores de crescimento como eCG e GnRH.

Em outro estudo realizado por Brissow et al. (1996) avaliou as concentracdes
plasmaticas de LH em leitoas sincronizadas com Altrenogest + eCG + GnRH. O sangue foi
coletado 1, 2, 3, 4, 6, 8,10, 12,14,16 e 22 h ap0s a aplicacdo do GnRH. A ovulacdo foi
detectada por exame laparoscopio com intervalo de 6 horas de cada exame. O tratamento
resultou no aumento nas concentragdes de LH, durando por 4,96 horas, e um pico de 11.09

ng/mL.

Os anéalogos de GnRH sdo efetivos na inducdo da ovulacdo (Fries et al.,
2010b). Com o0 uso do GnRH os animais costumam a ovular em média 38 horas apds a
aplicacdo (Brissow et al., 1990; Tummaruk et al., 2011), no entanto, ha um namero
consideravel de fémeas que ovulam 48 horas ap6s a aplicacdo do GnRH, 0 que pode nao ser
desejavel na adequacdo de um protocolo de inseminacéo artificial em tempo fixo (Fries et al.,
2010b).

O uso de GnRH analogo, sem a associacdo com outro promotor de
crescimento, pode fazer com que a duracdo do estro e a fertilidade seja menor, do que quando
comparado com animais que foram sincronizados associando eCG. (Martinat-Botté et al.,
2010).
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2.5 Coleta de embrides

No Utero, os embrides se desenvolvem rapidamente e mudam de forma antes
da implantacdo. Estes podem ser coletados em diferentes estadios de desenvolvimento, no
qual embrides de uma ou duas células podem ser coletados na tuba uterina um a trés dias apds
a ovulacdo e embriGes em estadio de mérula ou blastocisto podem ser coletados no corno
uterino entre o dia seis a oito de gestacdo (Kobayashi et al., 1988; Pereira et al., 1991,
Brissow et al., 2000; Dobrinsky, 2001; Medeiros, 2005; Paula et al., 2008). Estudo demonstra
que quando os animais sdo coletados 140 horas ap6s a primeira inseminacdo, embrides no
estadio com 8 celulas ou moérulas sdo mais frequentes, e quando a coleta € realizada 144 horas
apos a primeira inseminagdo ha um aumento de 28,9% no nimero de blastocistos em seus
estadios iniciais. Apos 144 horas esses blastocistos progridem o seu crescimento, chegando a
82,3% destes estarem no estadio entre blastocisto e blastocisto expandido as 164 horas
(Fujino et al., 2006).

O método de coleta mais simples é a retirada do Utero da doadora ap0s o abate.
Ha como vantagem a alta taxa de recuperacdo e, se 0s embrides forem colhidos
imediatamente apds a sangria, a qualidade sera equivalente ao conseguido pelo método
cirurgico. Em contraste, a doadora s6 pode ser utilizada uma vez (Brissow et al., 2000;
Hazeleger & Kemp, 2001). Logo ap0s o abate os tratos reprodutivos sdo retirados e
transportados para o laboratorio, por no maximo 30 min em caixa térmica a 37°C, para ser
realizada a inspecdo dos ovarios e coleta de embrides. A técnica consiste em remover 0s
ligamentos largos do Utero, para desfazer as sinuosidades dos cornos, e assim seja possivel
esticar o Utero, posteriormente, faz uma incisdo no Utero perto da bifurcacdo
(Koutsotheodoros et al., 1998) e injeta de 20 a 60 mililitros (mL) de meio tampdo fosfato
salina (PBS) e o conteldo de cada corno uterino é diretamente colocado em uma placa de
Petri (Herrman et al., 1981; Nicola et al., 1999; Brissow et al., 2000; Silva, 2013).

Herrman et al. (1981) coletaram embriGes de duas células, de 30 leitoas pre-
puberes previamente abatidas, 42h ap0s a primeira inseminacdo. O trato reprodutivo foi
coletado 30 min apds a abertura da carcaca e foi transportado ao laboratério em caixa a vacuo
a 37°C. A tuba uterina foi lavada com 15 mL de PBS em torno de 1,5 - 2,5 horas apds o abate.
E obtiveram uma taxa de recuperacdo de 73,8%, adquirindo uma média de 11 embriGes por

porca.
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Esse método também foi utilizado por Wollenberg et al. (1990) que coletaram
embribes de porcas sincronizadas com eCG e hCG, 84 horas apds a segunda inseminacao, ou
seja, quatro dias ap0s a primeira inseminagdo. Foi lavado as tubas e cornos uterinos para ser
realizada a coleta, num intervalo entre trés minutos e 2 horas, apds o abate. Sendo recuperado
uma média de 74% dos embries ovulados.

Schilieper & Holtz (1997) também coletaram embrifes de uma célula de
porcas previamente abatidas para ser utilizado em transferéncias de embrides, e obtiveram
uma taxa de recuperacéo de 83,7%.

Em estudo realizado por Nicola et al. (1999) as porcas foram abatidas 7 dias
ap6s a primeira inseminacgdo, e o trato reprodutivo foi coletado e transportado em caixa
térmica a 37°C. A coleta foi realizada 80 min ap0s a retirada do utero da cavidade abdominal,
injetando-se proximo a jungdo Utero-tubarica 60-80 mL de solucéo salina fosfatada acrescida
de 1% de soro fetal bovino (SFB) a 37°C, e recuperaram 13 mdrulas, 32 blastocistos e 39
blastocistos expandidos.

Hazeleger et al. (2000) coletaram embrides de porcas abatidas apds tratamento
hormonal, 7 dias apds a primeira inseminagdo, os embrides foram coletados, e lavados no
proprio local onde foi feito o abate, apds foram colocados em tubo Falcon com solucédo PBS a
39°C e deixado e posteriormente colocados em caixa térmica, e levados a laboratorio. E
obteve uma taxa de recuperacéo de 83 + 17%, sendo desses 56 + 31% viaveis.

Wallenhorst et al. (2002), fizeram coleta de embribes em porcas previamente
abatidas com sete dias de gestacdo. Os cornos uterinos foram lavados com 40 mL de PBS
suplementado com 1000 mg de glucose/litro, 350 mg/litro de piruvato de sddio e 2% de SFB.
Ap0s coleta os embrides foram mantidos em uma incubadora com temperatura a 38°C. Foi
recuperado 19 embribes por animal abatido, no entanto, 53% encontravam-se inviaveis.

No final da década de 80, o procedimento para coleta de embrides sem cirurgia
foi desenvolvido para porcas (Hazeleger & Kemp, 2001). Essa técnica consistia na lavagem
do dtero com o uso de um cateter transcervical, apos ressec¢do dos cornos uterinos (Figura 1.5
e Figura 1.6), e no segundo estro apos cirurgia 0s animais eram inseminados. Para a coleta é
inserido intracervical, ap6s a abertura da cérvix com o auxilio de barras de policloreto de
povinila (PVC) (Figura 1.7A e 1.7B), um tubo de polietileno (Figura 1.7C) e através desse
tubo é inserido um cateter (diametro interno 3,5 mm; diametro externo 4,5 milimetros) com
varios furos na extremidade (Figura 1.7E), e sendo realizada a lavagem com o auxilio de uma
seringa, foram introduzidos 10 ou 20 mL de PBS varias vezes através do cateter (Hazeleger et
al., 1989).
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Figura 1.5: Representacdo esquematica do procedimento

de resseccdo (Hazeleger et al., 1989)

Figura 1.6: Utero  resseccionado
(Hazeleger et al., 1989)

D E

Figura 1.7: Representacdo esquematica da cateterizacdo
uterina transcervical (Hazeleger et al., 1989).

Hazeleger et al. (1989), fizeram ressec¢do do Gtero para posteriormente ser
realizado coleta de embrifes por coleta transcervical em quatro porcas, cinco ou seis dias apés
a primeira inseminacgdo, e em duas porcas foi realizado a coleta de embrides por abate, logo

apos a coleta transcervical, para verificar se ainda seria possivel recuperar estruturas que nao
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foram coletas transcervicalmente. O primeiro animal que foi realizado cirurgia apresentou
vérias aderéncias quando comparado aos demais animais. A taxa de recuperagdo embrionéria
foi de 45%, e ainda foram coletadas seis estruturas nos dois animais que foram abatidos.

Em outro estudo, foram removidas porcoes de 69 a 112 cm de corno uterino,
pelo método de resseccdo para ser realizado coleta de embrifes por lavagem com a introducéo
de um cateter transcervical, ap6s as marras apresentarem pelo menos um ciclo estral. Os
animais ndo foram sincronizados para o estudo, sendo inseminados duas a trés vezes apds
apresentarem estro em data pré-determinada. Os embrides foram coletados nos dias quatro a
seis de gestagdo, com 60 mL de meio de manutencdo (Eagle’s MEM®), contendo canamicina
(60 pg/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e penicilina (100 UI/mL), sendo repetido o
procedimento de coleta de 4 a 10 vezes na mesma porca. Foi coletado uma média de 6,5
embrides por porca (Kobayashi et al., 1989).

Besenfelder et al. (1997) coletaram embrides, por endoscopia e por abate, trés a
seis dias ap0s a primeira inseminacdo. Onde os animais que foram coletados cirurgicamente
foram lavados a tuba uterina, e os animais em que foram coletados por abate, foram lavados
0S cornos uterinos. A técnica por endoscopia é realizada com o animal em uma mesa cirurgica
com angulo de 45°C para que as visceras deslizassem cranialmente. Foram inseridos trés
trocartes na musculatura abdominal, os quais foram colocados num triangulo com 8 a 10 cm
de distancia, sendo dois trocartes posicionados lateralmente e um na linha média. O trocarte
cranial foi utilizado para o endoscopio, e 0s demais para pincas. Um cateter venoso foi
acoplado em um cateter de metal de 105 mm e inserido com o auxilio da pinga ipsilateral na
ampola através do infundibulo, e fixada com a pinga. Os cornos uterinos foram fixados pela
pinca caudal para fornecer acesso intra-uterino para um tubo flexivel com furos na
extremidade acoplado em um cateter de 155 mm, apds este ser passado por dentro do corno
uterino, também foi fixado com a pingca. Com uma seringa de 20 mL, acoplada no cateter de
105 mm, foram introduzidos 60-80 mL de PBS. O liquido era recuperado com o auxilio de
uma seringa de 20 mL acoplada no cateter de 155 mm (Figura 1.8). Neste estudo, foi possivel
coletar um total de 114 estruturas, dos quais 102 eram fertilizados, sendo desses 20 + 11,6 e

14,1 £ 9,1, coletados por endoscopia e abate, respectivamente.
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Figura 1.8: Esquema da coleta de embribes por endoscopia (Besenfelder
et al., 1997)

Na coleta cirurgica de embrides, é feito uma incisdo na linha alba, na parte
caudal do abdémen e, com o auxilio de uma sonda ou um tubo, respectivamente, 0s cornos
uterinos ou tubas uterinas séo lavados. Porém se limita a dois ou trés procedimentos repetidos,
pois geram formacéo de aderéncia (Hazeleger & Kemp, 2001).

Em um estudo realizado por Herrman & Holtz (1981) foram realizadas coletas
por meio de abate e cirlrgica, na coleta por abate foram utilizadas 9 leitoas que tiveram o
trato reprodutivo retirado por uma incisdo na cavidade abdominal, e transportados para o
laboratério em uma caixa a vacuo a 37°C. Foi realizada uma incisdo na juncdo Utero-tubarica
e lavado com 15 mL de DPBS. Para o método de coleta por laparotomia, foi feita a lavagem
da tuba uterina e cornos uterinos. Foram utilizadas 11 leitoas anestesiadas com uma injecao
intravenosa de pentobarbital, e apds incisdo na linha alba, o Gtero foi exteriorizado e 0s
ovarios inspecionados. A Figura 1.9 mostra esquematicamente a técnica utilizada. Uma
abracadeira intestinal foi colocada no corno uterino a 15 cm da juncdo Utero-tubarica (Ci1) e
uma agulha ligada a uma seringa contendo 20 mL de DPBS a 37°C foi introduzida no
infundibulo (A1), evitando o refluxo do liquido ao pressionar a agulha com os dedos (B:1),
fazendo uma lavagem uterina na dire¢do da tuba uterina para o corno uterino. Em seguida,
outra abracadeira foi colocada 2-3 cm da juncdo Utero-tubérica (C.), prendendo o fluido no
Gtero, enquanto um tubo de vidro de 5 milimetros (mm), com ponta afunilada foi inserido (E)
por uma pequena incisdo feita na ponta do corno uterino (D) e fixada em uma placa para

cultura de células Falcon (10 mm de diametro) (F). Entdo uma seringa foi colocada na
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abracadeira com 15 cm de distancia da jungdo Utero-tubérica (A2) e mais 20 mL de DPBS foi
inserido para a lavagem do corno uterino, caindo na placa. Obteve-se uma taxa de
recuperacdo de 80% para 0 método de abate, sendo coletados 61 embribes, na coleta por
laparotomia a taxa de recuperacgéo foi de 88,7%, e foram coletados 63 embrides,

TIP OF UTERINE HORN oviouct

Figura 1.9: Esquema do procedimento seguido na coleta de embrides

por laparotomia no segundo dia (Herrmann & Holtz, 1981).

Schilieper & Holtz (1986) fizeram coleta por abate e por laparotomia no
segundo dia apds a primeira inseminacdo. Foram abatidas 87 porcas que tiveram sua
temperatura corporal medidas antes do abate. Retiraram o trato reprodutivo com uma incisao
na linha alba imediatamente apds a sangria. Dentro de 1-3 min ap6s remocao do trato
reprodutivo os cornos uterinos foram lavados com 20 mL de DPBS, e transferidos para uma
placa estéril, com SFB, penicilina (100 Ul/mL) e sulfato de estreptomicina, na mesma
temperatura do meio usado para lavagem. A laparotomia foi realizada 42-46h ap6s a primeira
inseminacdo e foram utilizados 39 animais e a técnica utilizada foi a mesma realizada por
Herrmann & Holtz (1981). Alcancaram em média uma taxa de recuperacdo de 79,6% para 0s
dois métodos.

Sommer et al. (2007) também realizaram coleta por laparotomia, no primeiro
dia apos a inseminacdo, lavando a tuba uterina para obtencdo de embriGes unicelulares. Foi
obtido uma média de 11,2 embrides por porca.

Em pequenos ruminantes, para obtencdo de embries no estadio de mérula ou
blastocisto 0 método de coleta mais utilizado é a laparotomia. A técnica consiste em

anestesiar o animal, fazer assepsia da regido abdominal, caudal e ventral, e incisdo na linha



29

alba, para exteriorizacdo do Gtero. E introduzido uma sonda de Foley préximo a bifurcacio
uterina, acoplada a uma placa de petri e um cateter endovenoso préximo a juncdo Utero-
tubérica. A lavagem é realizada utilizando 40-50 mL de DPBS a 37°C, para cada corno
uterino, na direcdo da juncdo Utero-tubarica para a bifurcacdo uterina (Pereira et al., 1991;
Medeiros, 2005; Paula et al., 2008).

Seguindo a técnica em pequenos ruminantes, Fujino et al. (2006) realizaram
coleta de embrides por laparotomia nos dias seis e sete de gestacdo, onde o numero de CL foi
contado no ovario, para estipular nimero de ovulacdes, e uma sonda de Foley n° 16 foi
inserida na luz do corno uterino, proximo a bifurcacdo uterina, e um cateter introduzido
préximo a juncdo Utero-tubarica e injetado 50 mL de PBS, sendo recuperado em um tubo de
ensaio e levado para banho maria a 37°C. Obteve-se uma taxa de recuperagéo de 92,18%.

Ratky et al. (2001) realizaram coletas de embrides por laparotomia e por
endoscopia, no quinto dia. Na coleta por endoscopia foi utilizado o mesmo metodo utilizado
por Besenfelder et al. (1997), na coleta por laparotomia foi inserida uma sonda de Foley a
15 cm da jungdo Utero-tubarica, inserido um cateter endovenoso préximo a juncao Utero-
tubérica e injetado 70 mL de PBS a 37°C por um cateter endovenoso acoplado em uma
seringa, apés a lavagem foi inserido 30 mL de ar para recuperar o liquido residual. A taxa de
recuperacgdo foi maior nos animais em que foi realizada a laparotomia do que nos animais em
que foi realizada a endoscopia (91,5 + 4.4% vs. 71,4 + 12,7).

Silva (2013) comparou a coleta de embrides por laparotomia com a coleta por
abate, sendo ambas realizadas seis dias apds a primeira monta natural. Para a coleta por abate,
os animais foram abatidos e os tratos reprodutivos coletados e levados para laboratorio para
lavagem uterina. Na coleta por laparotomia foi lavado o corno uterino, para isto, uma sonda
de Foley foi fixada no terco final do corno uterino, e um cateter endovenoso acoplado a uma
seringa foi introduzido na juncdo Utero-tubdrica. Foi coletado um total de 104 estruturas,
sendo a taxa de recuperacdo de 79,03% para 0 método por abate, e 57,29% para 0 método de

laparotomia.
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CAPITULO 2

COLETA SERIADA DE EMBRIOES SUINOS POR LAPAROTOMIA


http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/112258/1/ResumoCBRG-585.pdf

1 RESUMO

Este estudo objetivou avaliar a producdo embrionaria de marras submetidas a trés coletas de
embriGes seriadas por laparotomia, a fim de se verificar a eficicia da técnica quando realizada
mais de uma coleta e otimizar o uso do animal como doadora de embrides. Foram utilizados
30 animais, clinicamente saudaveis. Trinta marrds Piau (23) e Moura (7) iniciaram 0
Experimento e foram submetidas a coleta de embrides por laparotomia (Coletal). Dessas, 26
marrds foram submetidas a segunda coleta (Coletall) e 14 submetidas a terceira coleta
(Coletalll), com intervalo de 60 dias entre as coletas. Para cada procedimento, as marras
tiveram o estro observado diariamente, duas vezes ao dia, e foram acasaladas por monta
natural a cada 12 horas apds a deteccdo de estro. A coleta foi realizada seis dias apds a
cobertura, onde os animais foram submetidos a laparotomia e tiveram seus cornos uterinos
lavados com PBS com o auxilio de uma sonda de Foley. O nimero de corpos luteos (8,8+1,7
vs 7,2+2,4 vs 6,5+1,88) e estruturas totais (5,1+2,5 vs 5,1+3,0 vs 3,3+2,1) foram menores na
Coletalll do que nas demais coletas (P<0,05). O numero de embrides viaveis (4,6+2,6 vs
4,0+£2,7 vs 2,6+£2,3) e de embrides congelaveis (4,1+2,8 vs 3,3+2,6 vs 2,1+2,5) foi maior na
Coletal do que na Coletalll (P<0,05). A taxa de recuperacdo (63,6+21,80 vs 65,0£28,7 vs
58,0+32,8) foi similar entre os tratamentos (P>0,05). O grau de formacdo de aderéncia maior
a medida que as coletas foram realizadas (P<0,05). A técnica de coleta de embriGes em suinos
por laparotomia mostra-se eficiente para ser usada em programas de conservacao de recursos
genéticos animais. Duas coletas consecutivas foram eficazes para recuperar embrides proprios
para criopreservacdo, no entanto, 0 aumento no nimero de coletas sucessivas pode interverir

na saude reprodutiva dos animais.

Palavras-chave: Conservagdo, suinos nacionais, recursos genéticos, Moura, Piau.



2 ABSTRACT

This study aimed to evaluate the embryonic production of gilts submitted to three serial
embryos collection by laparotomy in order to verify the efficiency of the technical when
performed more than one collection and optimize the use of animal as embryos donnor. Thirty
clinically healthy animals were used in experiment. Thirty gilts Piau (23) and Moura (7)
started the experiment and they were submitted to embryos collection by laparotomy
(Collectionl). These animals, 26 gilts were submitted to the second collection (Collectionll)
and 14 were submitted to the third collection (Collectionlll), with interval of the 60 days
between collections. For each procedure, the gilts estrus were observed daily, twice time, and
they were mated by natural mount every 12 hours after estrus detection. The collection was
performed six days after the natural breed, where the animals were submitted to laparotomy
and they had their uterine horns washed with PBS with the aid of a Foley catheter. The
number of lutea bodies (8,8+1,7 vs 7,2+2,4 vs 6,5+1,88) and total structures (5,1£2,5 vs
5,1+3,0 vs 3,3+2,1) were lower in Collectionlll than in order collections (P<0,05). The
number of viable embryos (4,6+2,6 vs 4,0+2,7 vs 2,6+2,3) and frozen embryos (4,1+2,8 vs
3,3+2,6 vs 2,1+2,5) were higher in the Collectionl than the Collectionlll (P<0,05). The
recovery rate (63,6£21,80 vs 65,0£28,7 vs 58,0+32,8) was similar between treatments
(P>0,05). The degree of adhesion formation was higher as the data was collected (P<0,05).
Swine Embryo collection technical by laparotomy showed efficient to be used in genetic
resource conservation programs. Twice consecutive collection was effective to embryo
recovery to cryopreservation, however, increasing the number of successive collection can

interfere in reproduction health animals.

Keywords: Conservation, national swine, genetic resources, Moura, Piau.



3 INTRODUCAO

A TE é uma técnica que possibilita coletar embribes de uma doadora e
transferi-los para uma receptora com finalidade de concluir o periodo de gestacdo. Sua
importancia para a producéo animal baseia-se na possibilidade de uma fémea produzir maior
namero de proles do que seria possivel fisiologicamente durante sua vida reprodutiva
(Reichenbach et al., 2002).

A coleta de embribes é possivel em todas as espécies de mamiferos (Hiemstra
et al., 2005). Em suinos, tem sido realizada por décadas (Hazeleger & Kemp, 1999), porém
existem fatores que contribuem para que seu uso seja menor quando comparado com as
demais espécies (Youngs, 2001; Dalcin & Lucci, 2010), como particularidades anatdmicas e
fisiologicas (Dalcin & Lucci, 2010), a ocorréncia de puberdade precoce, periodo curto de
gestacdo e a alta taxa de prolificidade (Youngs, 2001). A falta de sucesso também contribui
para que a pratica de coleta de embribes, e por consequente, a TE seja minimizada em suinos
(Youngs, 2001). No entanto, 0 sucesso na técnica de coleta e na transferéncia de embriGes em
outras espécies, estimulou o desenvolvimento de técnicas semelhantes para suinos (Hazeleger
& Kemp, 1999).

Dentre essas metodologias temos a coleta por abate que é o método mais
comumente usado para obter embrides de porcas (Herrman et al., 1981; Brussow et al., 2000;
Dobrinsky, 2001). No entanto possui a desvantagem da limitacdo do uso do animal, ou seja, a
doadora de embrides sé pode ser utilizada uma vez (Brissow et al., 2000; Hazeleger & Kemp,
2001; Dobrinsky, 2001), tendo em vista que a conservacdo de recursos genéticos visa

assegurar que o material genético esteja disponivel a longo prazo, sem que haja perca de
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genes, a técnica de coleta de embrides por abate se torna restrita para tal finalidade (Costa &
Martins, 2008; Silva, 2013).

Outra metodologia para obtencdo de embrides no estddio de morula ou
blastocisto é a coleta de embriGes pelo uso de um cateter transcervical (Hazeleger et al.,
1989). No entanto devido a necessidade da técnica em se fazer ressec¢do dos cornos uterinos,
as doadoras de embrides ficam impossibilitadas de serem usadas para reproducao
posteriormente (Kobayashi et al., 1989).

Decorrente disso, uma possibilidade para recuperar embribes em estadio de
blastocisto para conservacdo de recursos genéticos tem sido a técnica de coleta de embribes
por laparotomia, devido a possivel reutilizagdo da doadora para coleta de embrides e/ou ser
utilizada na reproducdo animal. No entanto, a técnica se limita entre dois a quatro
procedimentos, pois formam depositos de tecido fibroso, decorrente da cicatrizacdo do
manuseamento, denominadas aderéncias (Hazeleger & Kemp, 2001).

O objetivo do presente estudo foi o de avaliar a eficiéncia da técnica de coleta
de embriBes sucessivas por laparotomia a fim de ser utilizada como ferramenta de programas

de conservacéo de recursos genéticos para enriquecimento de bancos de germoplasma.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local do Experimento e animais experimentais

O Experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia sob protocolo
UnBDOC n°.150682/2012.

O Experimento foi realizado entre os meses de novembro de 2012 e
agosto de 2014, no Setor de Campo Experimental Fazenda Sucupira da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF, situado a sudoeste da cidade de
Brasilia, DF (15°52° a 15°56°S e 48°00° a 48°02’W), com altitudes que variam de 1050 a
1250m. O clima predominante é tropical chuvoso, indicando inverno seco e verao
chuvoso. A fazenda conta com uma area total de 1.800 hectares, distribuida em areas de

cerrado, pastagem e agricultura (Walter, 1998).

Foram utilizadas 30 fémeas suinas das racas Moura (7) e Piau (23),
clinicamente saudaveis, ciclicas, nuliparas. Todos animais ja haviam apresentado estro

anteriormente ao experimento.
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4.2 Deteccéo de estro e monta natural

Foram utilizados dois cachacos para o auxilio na observagdo de estro, o
qual foi feito a cada 12 horas. Em cada observacéo os cachagos foram mantidos com as
fémeas por 30 min. Ao apresentarem reflexo de tolerdncia ao cachago, a data foi
anotada em uma ficha especifica para poder estipular futuro estro, data de cobricdo e
coleta de embrides (Hoghes et al., 1997; Woloszyn, 2005; Amaral et al., 2006).

Em data pré-determinada os animais que apresentaram estro foram
submetidos a monta natural, onde foram usados quatro cachacos, das racas Moura (2) e
Piau (2), com parametros seminais aceitaveis para a espécie suina comprovado por

exame androlégico (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 — Qualidade do sémen dos reprodutores utilizados para monta natural das
marras

Exame Androlégico

Animal Volume Vigor Motilidade Motilidade Concentracéo
Fracdo Total Progressiva
Rica
Piau 01 14,5 mL 3,3 74,2% 40,9% 1526,9 x 106 sptz/mL
Piau 02 21,25 mL 2,6 76,2% 45,4% 1133,8 x 108 sptz/mL
Moura 01 14,5 mL 2,6 82,5% 54,2% 1308,1 x 108 sptz/mL
Moura 02 22,0 mL 2,8 80,9% 62,1% 777,5 x 108 sptz/mL

A monta natural foi realizada conforme indicado por Woloszyn (2005) e
Amaral et al. (2006).

4.3 Delineamento experimental

Trinta marras iniciaram o Experimento e foram submetidas a coleta de
embrides por laparotomia (Coletal). Dessas, 26 marrds foram submetidas a segunda
coleta (Coletall) e 14 submetidas a terceira coleta (Coletalll) com intervalo de 60 dias

cada.
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A coleta de embrides foi realizada seis dias apds a primeira cobertura.

Os animais foram tranquilizados com azaperona (2mg/kg/IM) e
anestesiados com cetamina (15mg/kg/1V) (Oliveira et al., 2003; Comassetto et al.,
2014), e colocados em maca cirdrgica em posicdo de Trendelenburg. No campo
cirtrgico destinado aos procedimentos de laparotomia, foi feito a tricotomia e
antissepsia com tintura de iodo 2% e &lcool 70%, seguida por anestesia local infiltrativa
com cloridrato de lidocaina, e posterior incisdo de aproximadamente 8 cm da parede
abdominal. Posteriormente foi realizado a identificacdo, tracionamento cuidadoso e
exposicdo dos cornos uterinos e ovarios, onde foi realizada a contagem de CL nos

ovarios, para mensurar as ovulacdes, e a lavagem do corno uterino.

Para o procedimento de lavagem, uma sonda de Foley n° 10, 12 ou 14, de
acordo com o tamanho do Utero, foi introduzida no terco final de cada corno uterino.
Proximo a juncdo Utero-tubéarica foi colocado um cateter n° 16G, por onde o PBS
suplementado com 1% de SFB, previamente aquecido a 37°C foi introduzido. Foi usado
um volume total de 60 mL de meio de lavagem por corno uterino. O liquido recuperado
foi armazenado em placas de Petri e em seguida realizada a avaliacdo das estruturas
recuperadas. Nas coletas que apresentavam aderéncia foram classificadas quanto ao
grau de aderéncia, em: 0 = nenhuma aderéncia; 1 = pouca aderéncia; 2 = multiplas
aderéncias, mas ndo interfere na coleta; 3 = multiplas aderéncias que interferem na

coleta.

As estruturas recuperadas foram avaliadas em aumento de 20 a 50X em
estéreo-microscopio. Quando encontradas foram transferidas para gotas de meio de
manuten¢do (Holding plus™, 0,4% BSA, Embriocare, Cultilab, Brasil) para posterior
avaliacdo. As estruturas coletadas foram classificadas de acordo com o estadio de
desenvolvimento e qualidade seguindo os parametros morfolégicos preconizados pela

Sociedade Internacional de Transferéncia de Embribes (IETS).
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4.4 Anélise estatistica

As variaveis foram testadas quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk e quanto a homocedasticidade pelo teste de Bartlett. As varidveis CL, estruturas
totais e taxa de recuperacdo, que apresentaram distribuicdo normal e
homoscedasticidade, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e suas médias
comparadas pelo teste de Duncan. As variaveis embrides viaveis, embrides congelaveis,
e grau de aderéncia, que ndo apresentaram distribuicdo normal e/ou
homoscedasticidade, foram analisadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis e

suas médias submetidas ao teste t-Student.



5 RESULTADOS

Foram coletadas um total de 154 nas marrds submetidas a primeira coleta
(Coletal), 133 nas submetidas a segunda coleta (Coletall) e 46 estruturas totais nas
submetidas a terceira coleta (Coleta I11); sendo dessas 138, 104 e 37 embrides viaveis e
124, 86 e 30 embrides congelaveis, na primeira, segunda e terceira coleta,

respectivamente.

Houve uma reducdo no numero de CL, de estruturas totais recuperadas,
de embrides vidveis e congelaveis quando realizada a terceira coleta (P<0,05) (Tabela
2.2). Houve um aumento nas formacdes de aderéncia a medida que foram realizadas as
coletas sucessivas. Na Coletall 38,5% dos animais apresentaram aderéncias nos ovarios
e/ou no Utero engquanto que na Coletalll 78,6% dos animais apresentaram aderéncia
(P<0,05) (Figura 2,1).

A taxa de recuperacdo embrionaria ndo sofreu influéncia (P>0,05) da

série de coletas (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 — Valores médios e desvio-padrdo (x*s) da resposta ovulatéria e
recuperacao embrionaria em diferentes coletas seriadas por laparotomia.

CL Estrut. Emb. Emb. Tx de Rec (%)
Totais Viaveis Cong.
(Cn‘i'gg' 80+209° 5125 46+26° 41+28  636£218
(Cn":';g’;” 80+30° 511+30° 40+27% 33%26® 6504287
gi'igl I 5g+18 33:21° 26+23 21+25 580328

ab|_etras distintas na mesma coluna (P<0,05).
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6 DISCUSSAO

A criopreservagdo de embrides é uma ferramenta indispensavel para o
estabelecimento de bancos de germoplasma animal (Andrabi & Maxwell, 2007), sendo
assim, a coleta de embrides se torna necessaria para a conservacgao de genes de interesse
(Mariante et al., 2008).

N&o existe uma técnica completamente eficaz para coletar embribes
cirurgicamente em suinos. Um dos motivos para a dificuldade da coleta de embrides
cirirgica em suinos € devido a anatomia do trato reprodutivo, mais precisamente,
devido ao tamanho dos cornos uterinos e sua forma de alcas intestinais (Hazeleger et al.,
1989; Briissow et al., 2000).

A taxa de recuperacdo embrionaria € uma forma de verificar a eficacia
dos tratamentos para recuperacdo de embrides. A taxa do presente estudo se mostra
inferior aos estudos realizados por Herrman et al. (1981); Herrman e Holtz (1981);
Schlieper e Holtz (1986); Wollenberg et al. (1990); Schilieper & Holtz (1997);
Hazeleger et al. (2000). No entanto, os resultados alcangados neste Experimento sao
considerados satisfatorios devido a dificuldade de aplicacdo da técnica, principalmente
quando comparada com técnicas de coleta por abate e laparotomia para lavagem da tuba
uterina. Além disso, a técnica utilizada apresenta boa utilidade para programas de
conservacdo uma vez que nao implica do abate das doadoras e nem na utilizacdo de
sistemas de cultivo In vitro para concluir o desenvolvimento embrionario até o estadio
de desenvolvimento que premita a criopreservacao dos embrides. A taxa de recuperacdo
embrionaria, neste estudo, também se demonstrou menor as alcancadas por Ratky et al.
(2001) e Fujino et al. (2006), no entanto, as taxas entdo em consonancia com as

encontradas em outros trabalhos que utilizam a técnica cirdrgica de coleta de embribes
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em ovinos (Dattena et al., 1994; Cordeiro, 2003), caprinos (Senlis, 1990) e suinos
(Silva, 2013). Ainda assim na terceira coleta, em que o presente estudo apresentou a
menor taxa de recuperacdo, foi superior ao demonstrado por Hazeleger et al. (1989) e
por Besenfelder et al. (1997). Os autores citam entre um dos problemas, a perca de
liquido no interior do Gtero, devido ao ndo manuseamento dos cornos uterinos, o que
poderia implicar na maior perca de embrides durante o procedimento, e
consequentemente, menor taxa de recupera¢do embrionaria quando comparada com a

laparotomia.

N&o se tem evidéncias que a diferenca significativa do nimero de CL
(P<0,05) entre os tratamentos, tenha correlacdo com a quantidade de coletas realizadas
entre os tratamentos, uma vez que a quantidade de ovulagcdes nos ovarios de cada
animal depende de fatores fisiologicos e endocrinos de cada individuo. Entretanto, é
possivel que o estresse causado pelos procedimentos cirdrgicos consecutivos possa ter
influenciado a liberacdo de gonadotrofinas pelo eixo hipotalamico—hipofisario-gonodal,
reduzindo o desenvolvimento folicular e consequentemente o numero de ovulaces.
Outro fator que pode ter contribuido para a diminuicdo no nimero de CL na terceira
coleta é devido a maior formacéo de aderéncia presente nesta, 0 que poderia dificultar a
mensuracdo de CL na superficie ovariana.

Os resultados de quantidade e qualidade de embrides alcancados entre as
coletas na laparotomia sdo semelhantes ao encontrado por Herrman e Holtz (1981),
Schlieper e Holtz (1986) e Kobayashi et al. (1989) e diferiram estatisticamente entre 0s
tratamentos (P<0,05). No entanto, esta diferenca, possivelmente, estd mais ligada a
menor quantidade de foliculos ovulados na terceira coleta do que a reducdo na
recuperacdo embrionaria na terceira coleta, uma vez que a taxa de recuperacdo, embora
numericamente menor na Coletalll, ndo diferiu entre os tratamentos. Em consequéncia
da reducdo na quantidade de estruturas totais na Coletalll, o namero de embribes
viaveis e congelaveis também reduziram (P<0,05). Esse resultado também pode ter tido
influéncia da presenca de aderéncia na Coletalll, uma vez que as aderéncias podem

atrapalhar a captacdo ovocitaria pelas fimbrias.

Notou-se aumento das aderéncias decorrentes da coleta anterior a medida
que as coletas sucessivas eram realizadas possivelmente devido a técnica utilizada ser

um procedimento invasivo, causando deposicdo de tecido fibroso de origem cicatricial
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nas regibes mais manipuladas. Essa deposi¢cdo de tecido fibroso de cicatrizacdo se da
devido manipulacéo cirdrgica dos cornos uterinos e ovarios, seja por extravasamento de

sangue, por contaminacgdo, ou pelo préprio procedimento.

Os resultados mostram que a Coletal e Coletall séo eficientes se coletar
embriGes em estadio de mérula ou blastocisto. A escolha entre a realizacdo de uma ou
de duas coletas consecutivas devera considerar a necessidade de enriquecimento dos
bancos de germoplasma e o risco a saude reprodutiva da fémea. A realizacdo de trés
coletas consecutivas mostrou ser menos indicada devido a reducdo da produgéo

embrionéria e ao aumento de aderéncias decorrentes do procedimento anterior.



7 CONCLUSAO

Duas coletas consecutivas foram eficazes em recuperar embrides para
criopreservacdo. No entanto, o realizacdo de coletas sucessivas aumenta 0 grau de
aderéncia do aparelho reprodutivo podendo comprometer da saude reprodutiva dos

marras.
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CAPITULO 3

SINCRONIZACAO DE ESTRO PARA COLETA DE EMBRIOES EM SUINOS


http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/112258/1/ResumoCBRG-585.pdf

1 RESUMO

Objetivou-se avaliar a resposta embrionaria e o0 comportamento estral de marrés
submetidas a trés protocolos de sincronizacéo de estro contendo P4, eCG e GnRH para
posterior coleta de embrdes. Foram utilizados 9 marrds da ragca Piau, clinicamente
saudaveis, com idade entre 12 e 24 meses. Os animais foram submetidos a 18 dias de
progesterona (Altrenogest) (Grupo P4); com associacdo de 25 pg de GnRH 104 horas
apos a ultima administracdo de P4 (Grupo GnRH); e associacdo de 1000 Ul de eCG 24
horas apos a ultima aplicacdo da P4 (Grupo eCG+GnRH). O delineamento experimental
foi em modelo cross over onde todos animais passaram pelos trés tratamentos. Todos 0s
animais tiveram o estro observado a partir de 24 horas, ap6s a Ultima administracéo oral
de P4. A inseminacao artificial foi realizada apds 12 e 24 horas da manifestacao de estro
no GP4, e apds 128 e 144 horas no GGnRH e GeCG+GnRH. Os animais foram levados
para coleta de embrides por laparotomia seis dias apds a primeira inseminacao artificial.
Todos 0s animais apresentaram estro entre quatro e sete dias, ndo havendo diferenca
significativa entre os tratamentos (P>0,05). O numero de CL (8,6%3,9; 8,3+2,1;
26,7+15,0), foliculos anovulatérios (4,3+3,7; 3,9+3,9; 17,2+9,5), estruturas totais
(5,243,6; 5,1£3,1; 1,7+2,7), embrides viaveis (5,0£3,5; 4,8+3,3; 0,4£0,7), embrides
congelaveis (3,6+3,4; 3,3+3,8; 0,1+0,3) e a taxa de recuperacdo (63,70+38,90;
58,64+24,7; 5,38+9,5) apresentaram diferenca significativa entre 0 GeCG+GnRH e o0s
demais tratamentos (P<0,05). O grau de formacdo de aderéncia (1,4%0,7; 1,7£1,0;
1,2+0,4) foram semelhantes entre os tratamentos (P>0,05). Todos os protocolos foram
eficazes para sincronizar o estro no periodo de quatro a sete dias em marras. Os
protocolos GP4 e GGnRH foram eficazes na produgéo e recuperagdo de embrides para

enriquecimento do Banco Brasileiro de Germoplasma Animal. No entanto, 0 uso de
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uma dosagem de 1000 Ul de eCG, 24 horas ap6s o fim da alimentacdo com P4, embora

tenha superovulado os animais, ndo foi eficaz para a producdo embrionaria.

Palavras-chave: Altrenogest, eCG, GnRH, manuten¢do do ciclo estral, recursos

genéticos, Piau.



2 ABSTRACT

The study aimed to evaluate the embryonic answer and estrous behavior of gilts
submitted to three estrus synchronization protocols containing P4, eCG e GnRH for
posterior embryos collection. Nine gilts Piau breed were used , clinically healthy, aged
between 12 and 24 months. The animals were submitted to 18 days of progesterone
(Altrenogest) (Group P4), with association of 25 pg of GnRH 104 hours after the last
administration of P4 (Group GnRH); and association of 1000 Ul de eCG 24 hours after
last application of P4 (Group eCG+GnRH). The experimental design was in cross over
model, when all animals passed through three treatments. All animals had the estrous
observed from 24 hours, after the last oral administration of P4. The artificial
insemination was performed after 12 and 24 hours of the estrus manifestation, in GP4,
and after 128 and 144 hours in GGnRH and GeCG+GnRH. The animals were brought
for embryos collection by laparotomy six days after the first artificial insemination. All
animals showed estrous between four and seven days, hadn’t significant difference
between treatments (P>0,05). The number of CL (8,6£3,9; 8,3£2,1; 26,7+15,0),
anovulatory follicles (4,3+3,7; 3,9+3,9; 17,2+9,5), total structures (5,2+3,6; 5,1+3,1;
1,7+2,7), viable embryos (5,0£3,5; 4,8+3,3; 0,4+0,7), frozen embryos (3,6+3,4; 3,3+3,8;
0,1+0,3) and the recovery rate (63,70+£38,90; 58,64+24,7; 5,38+9,5) showed significant
difference between GeCG+GnRH and other treatments (P<0,05). The degree of
adhesion formation (1,4+0,7; 1,7+1,0; 1,2+0,4) was similar between treatments
(P>0,05). All protocols were effective for estrus synchronization in period of four to
seven days in gilts. The protocols GP4 and GGnRH were effective for embryos
production and embryos recuperation to enrichment of Brazilian Animal Germplasm

Bank. However, the use of a dosage of 1000 Ul eCG, 24 hours after the end feeding
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with P4, though had superovulated the animals, wasn’t effective to embryonic
production.

Keywords: Altrenogest, eCG, GnRH, estrous cycle maintenance, genetic resources,
Piau.



3 INTRODUCAO

A alta variabilidade e o tempo de duracéo de estro dificultam a realizacao
de acdes como inseminacdo no tempo fixo, e a coleta de embrides (Tummaruk et al.,
2011).

A sincronia do plantel facilita o manejo reprodutivo, pois uma
homogeneidade no momento do estro, tem por consequente, uma sincronizacdo do

momento da inseminacao e, futuramente, dos partos (Pinese, 2005; Wentz et al., 2007).

Estudos demonstram que a ovulacdo pode ocorrer entre 10 a 60 horas
apos o inicio do estro (Kemp et al., 1998), logo essa variabilidade entre o inicio do estro
com a ovulacéo é exacerbada se tornando mais dificil a pratica de técnicas reprodutivas
no rebanho (Tummaruk et al., 2011). Na pratica as porcas sao inseminadas varias vezes
durante o estro na tentativa de obter 0 momento 6timo para inseminacdo, ou seja, 0
momento exato para depositar espermatozoides proximo a ovulacdo (Scheid & Wentz,
1993).

Sendo assim, tem sido desenvolvido protocolos para sincronizar o estro
das porcas, contribuindo para as tecnologias reprodutivas (Tummaruk et al., 2011).
Logo, o uso de farmacos no ciclo estral em suinos tem como finalidade a sincronizagédo
do estro em marrds, e a sincronizacdo do estro para 0 emprego de inseminacao artificial
em tempo fixo (Kirkwood et al., 2000; Wentz et al., 2007; Moretti et al., 2013). Os mais
conhecidos e utilizados hormdnios que permitem o controle do ciclo estral em suinos
sdo o eCG, o hCG, o GnRH e seus andlogos, a PGF2a e seus andlogos e os
progestagenos (Moretti, 2013; Tummaruk et al., 2011). O protocolo mais utilizado para

sincronizar 0 estro em porcas € a associacdo do ecG com o hCG, seja em
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dose Unica ou por horas ap0s, € usado, principalmente, para sincronizar porcas de
desmama e estimular o estro em porcas pré-pUberes (Estienne & Hartsock, 1997; Rensis
et al., 2003).

No entanto, para sincronizar porcas ciclicas existe o uso de um
progestageno oral (Altrenogest), oferecido diariamente na racdo em quantidades de 15 a
20 mg, por um periodo de 15 a 18 dias. Sua administracdo inibe a liberacdo de
gonadotrofinas pela hipofise, adiando o inicio da fase folicular e mantendo a fémea em
anestro pelo periodo desejado, havendo retorno a ciclicidade ap6s suspensdo do
tratamento (Steveson & Davis, 1982; Wentz et al.,, 2007; Sommer et al., 2007).
Seguindo o tratamento com progestageno, para sincronizar as ovulagdes podem ser
usados promotores de crescimento como o0 eCG e o GnRH (Brissow et al., 1990;
Brissow et al., 1996).

Um dos principais problemas enfrentado ao coletar embrides de marrés
ciclicas, é a grande dispersdo dos momentos em que o estro € manifestado, tendo que
observar estro com o auxilio de um cachago por periodos muito longos, ou até mesmo
durante um ciclo estral completo para se obter o melhor momento para inseminar e,
posteriormente, realizar a coleta de embrides. A sincronizacdo do estro auxilia no
manejo reprodutivo e no manejo para coleta de embrides, pois uma homogeneidade no
momento do estro, tem por consequéncia uma padronizacdo no momento da

inseminacao e nas coletas de embriGes.

O presente estudo tem por objetivo testar protocolos de sincronizacao de
estro e inducdo da ovulacdo contendo P4, eCG e GNnRH em marrds ciclicas para ser

realizada a coleta de embrides.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local do Experimento e animais experimentais

Este Experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Recursos Genéticos e
Biotecnologia sob protocolo n°. 21195003479/2014-80.

O experimento foi realizado entre 0s meses de Maio e Setembro de 2015,
no Setor de Campo Experimental Fazenda Sucupira da Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia.

Foram utilizadas 9 marrés suinas da raga Piau, clinicamente saudaveis,

ciclicas, com 12 a 24 meses de idade, pesando entre 60-110 kg.

4.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em modelo de cross-over, onde todos 0s
nove animais foram submetidos aos trés protocolos de sincronizagdo de estro: Grupo P4
(GP4) — administracdo oral de 20 mg (5 mL) de progestdgeno (Altrenogest,
Regumate®, Intervet Schering -Plough Animal Health) durante 18 dias; Grupo
GnRH (GGnRH) — administracdo oral de 20 mg de progestdgeno oral (Altrenogest)
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associado a 25 pug GnRH (Gestran®, Unido Quimica Farmacéutica Nacional S.A.) ap6s
104 horas da ultima administracdo de P4; Grupo eCG + GnRH (GeCG+GnRH) —
administracdo oral de 20 mg de progestageno oral (Altrenogest), associado a 1000 Ul de
eCG (Novormon®, Intervet Schering-Plough do Brasil S.A.) apds 24 horas da ultima
administracdo de P4 e a 25ug de GnRH 104 horas ap6s a administracdo do

progestageno (Figura 3.1).

Durante e apds o protocolo de sincronizacdo as porcas permaneceram em
baias coletivas, alimentadas com racdo de manutencdo com 14% de proteina bruta,
oferecida de manhd e a tarde, e agua a vontade através de bebedouro automatico tipo
chupeta. A progesterona (Altrenogest) era oferecida individualmente, com o auxilio de

um pdo em formato de cesta, junto a racdo matutina, para facilitar a absorcdo do

farmaco.
18 dias Fim P4 168 h
| | |
GP4 ! | '
P4 Estro
18 dias Final P4 104 h
GGnRH I : :
P4 GnRH
18 dias FinalP4 24 h 104 h
GeCG+GnRH I I I I
P4 eCG GnRH

Figura 3.1 Representacdo esquematica dos tratamentos para sincronizacdo do
estro de marrds para a coleta de embrides.

Nos animais do GP4 e GGnRH, foi aplicado 1 mL de solucdo fisiologica
no momento da aplicacdo de eCG e GnRH, quando necessario, para que o estresse pelo

manejo fosse 0 mesmo nos trés grupos.

Em todos os animais, a observacao de estro foi iniciada 24 horas apés a

retirada da P4. Para isto, foi utilizado 3 cachagos que eram colocados nas baias
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coletivas, por 30 minutos. Os animais que apresentavam estro eram anotados em ficha
especifica (Woloszyn, 2005; Amaral et al., 2006).

Os animais do GP4 foram inseminados 12 horas ap6s a manifestacdo de
estro e repetida a inseminacdo com 24 horas (Woloszyn, 2005; Amaral et al., 2006). Os
animais do GGnRH e GeCG+GnRH foram inseminados em tempo fixo 128 horas e 144
horas apds a ultima administracdo de progesterona (Martinat-Botté et al., 1990;
Brissow et al., 1996; Martinat-Botté et al., 2010). Os animais foram inseminados com
sémen refrigerado de pool de trés cachagos, com concentracido de 3x10° sptz/mL,
motilidade de 45%, vigor 3.

No quinto dia apds a primeira inseminacdo artificial os animais foram

colocados em jejum hidrico e alimentar por 24 horas.

Os animais foram tranquilizados com azaperona (2mg/kg/IM) e
anestesiados com cetamina (15mg/kg/1V) (Oliveira et al., 2003; Comassetto et al.,
2014), e colocados em maca cirargica em posicdo de Trendelenburg. No campo
cirirgico destinado aos procedimentos de laparotomia, foi feito a tricotomia e
antissepsia com tintura de iodo 2% e alcool 70%, seguida por anestesia local infiltrativa
de 0,2 mg de cloridrato de lidocaina, e posterior incisdo de aproximadamente 8 cm da
parede abdominal. Posteriormente foi realizado a identificacdo, tracionamento
cuidadoso e exposicdo dos cornos uterinos e ovarios, onde foi realizada a contagem de

CL nos ovarios, para representar as ovulacoes, e a lavagem do corno uterino.

Foi introduzido uma sonda de Foley n° 10, 12 ou 14, de acordo com 0
tamanho do Utero, no terco distal de cada corno uterino, tendo o baldo inflado para
evitar refluxo e passagem de liquido. Proximo a juncdo Utero-tubarica foi colocado um
cateter endovenoso n° 16, por onde foi introduzido 60 mL de PBS suplementado com
1% de SFB, previamente aquecido a 37°C. O liquido recuperado foi armazenado em
placas de Petri e, em seguida, levados para laboratorio para avaliacdo das estruturas

recuperadas.

As estruturas recuperadas foram avaliadas em aumento de 20 a 50X em
estéreo-microscopio. Quando encontradas foram transferidas para gotas de meio de
manuten¢do (Holding plus™, 0,4% BSA, Embriocare, Cultilab, Brasil) para posterior

avaliagdo. Os embriGes coletados foram classificados de acordo com o estadio de
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desenvolvimento e qualidade seguindo os pardmetros morfolégicos preconizados pela
IETS.

Foi dado um periodo de descanso de 60 dias entre o fim de um

tratamento e o inicio do préximo tratamento.

4.3 Analise estatistica

As variaveis foram testadas quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk e quanto a homocedasticidade pelo teste de Bartlett. Todas as variaveis avaliadas
ndo apresentaram distribuicdo normal e/ou homoscedasticidade e foram analisadas pelo
teste ndo parametrico de Kruskall-Wallis e suas medias submetidas ao teste t-Student.

As variaveis da amplitude para manifestacdo de estro, foram analisadas pelo teste F.



5 RESULTADOS

Foram considerados sincronizados todos os animais que manifestaram
sinais clinicos de estro dentro de 168 horas apds a ultima administragdo de P4. Sendo
assim, foi positiva a resposta aos tratamentos, visto que, a ocorréncia de estro se deu
nesse periodo em todos os animais de todos os protocolos. Os animais manifestaram
comportamento de estro no periodo entre 96 e 152 horas, 96 e 128 horas, 72 e 104
horas, para 0 GP4, GGnRH e GeCG+GnRH respectivamente (Figura 3.2). A
distribuicdo na manifestacdo de estro foi semelhante entre os tratamentos (P>0,05), pois

a amplitude dos tratamentos ndo mostrou diferenca significativa (Tabela 3.1).

Manifestacédo de estro apos tratamento

- P4
——  GnRH

I I I I I I I
60 80 100 120 140 160 180

Densidade
D00 001 002 003 004 005

Tempo médio / horas

Figura 3.2: Distribuicdo de densidades do tempo médio da
manifestacdo de estro em marrds submetidas a protocolos contendo

P4, eCG e GNRH para posterior coleta de embrides.
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Os protocolos de sincronizagdo influenciaram significativamente
(P<0,05) a quantidade de CL, quantidade de foliculos anovulatorios, estruturas totais,
embribes vidveis, embrifes congelaveis e na taxa de recuperacdo embrionaria (Tabela
3.2). Os animais que foram estimulados com eCG tiveram um aumento no nimero de

CL e foliculos anovulatérios, porém uma queda quanto a producdo embrionaria.

Tabela 3.2 — Valores médios e desvio-padrdo (x+s) da resposta ovulatéria e recuperacgdo
embrionaria em diferentes protocolos de sincronizagao.

CL Fol. Estru. Emb. Emb. Tx de Rec
Anov. Totais Viaveis Cong. (%)
(nes) 86+39  43%+37° 52:36 50£35 36:34 637+389
Cong  83%21° 3939  51%31° 48:3F 33:38 586247
b
S g 28721500 172295 1727 04xor O1E0T saseg

4P| gtras distintas na mesma coluna (P<0,05).



6 DISCUSSAO

A manifestacdo de estro é uma ferramenta eficaz de avaliar a
responsividade dos animais aos tratamentos de sincronizagdo. Neste Experimento,
100% dos animais manifestaram estro no periodo pre-determinado nos trés tratamentos,
demonstrando que todos os protocolos foram eficazes em sincronizar o estro (Tabela
3.1).

O tempo médio para a manifestacdo de estro no GP4 foi de 128 + 20,78
horas, no GGnRH de 112,88 + 14,66 e no GeCG+GnRH 93,33 + 12,64, onde todos 0s
animais apresentaram estro no periodo de sete dias ap0s a Ultima administracdo de
progesterona. O que esta de acordo com o resultado encontrado por Martinat-Botté et al.
(2010), Martinat-Botté et al. (1995) e Ashworth et al. (1992). Devido o0s animais
tenderem a manifestar estro até 7 dias a partir da remocdo da progesterona oral e
consequentemente do aumento fisiologico do estradiol (Ashworth et al., 1992; Martinat-
Botté et al., 1990; Martinat-Botte et al., 1995; Koutsotheodoros et al., 1998; Cassar,
2009), a manifestacdo estral no presente estudo e nos estudos citados provavelmente é
mais influenciada pela condicdo folicular no momento da remocéo do progestageno do
que da estimulacéo folicular com eCG ou da inducdo da ovulagcdo com GnRH.

Foram considerados superovulados 0s animais que possuiam mais de 10
ovulacdes, visto que racas de suinos localmente adaptadas, normalmente, ovulam entre
7 e 8 foliculos, guantidade menor quando comparado com racas comerciais (12 a 15
ovulacdes). No presente estudo quando foi aplicado eCG nos animais, 0S mesmos
apresentaram quantidade de ovulagbes bastante superior aos demais grupos (P<0.05)
(Tabela 3.2). O nimero alto de ovulagfes utilizando eCG também foi encontrado por
Baker & Coggins (1968), Besenfelder et al. (1997), Hazeleger et al. (2000), Réatky et al.
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(2001), Wallenhorst & Holtz (2002), Fujino et al. (2006), Kauffold et al. (2007),
Sommer et al. (2007) e Martinat-Botté et al. (2010) com médias superiores a 20
ovulacdes em porcas de ragas comerciais, quando aplicadas doses iguais ou superiores a
1000 UI. Devido a atividade do eCG ser semelhante ao FSH e LH (Lecompte et al.,
1998; Murphy e Martinuk, 1991; Brissow et al., 2009), uma dosagem de 1000 Ul,
desencadeia maior crescimento folicular, estimulando maiores quantidades de foliculos
a crescerem e desenvolverem receptores de LH, e posteriormente, ovularem, resultando
num maior nimero de CL. No entanto, a quantidade de CL também é influenciada
quando o eCG ¢ associado ao GnRH, tendo em vista que 0 nimero de CL nos animais
que sdo sincronizados com os dois hormdnios aumenta.

Estudos em ovinos evidenciam que uma elevada dose de eCG pode
causar desenvolvimento de foliculos anovulatérios, devido, provavelmente, a longa
meia-vida desta gonadotrofina (Jabbour & Evans, 1991). No entanto, estudos com doses
de 1000 Ul em suinos tém se mostrado eficiente para superovular os animais, sem a
ocorréncia de foliculos anovulatérios (Brissow et al., 1990; Hazeleger et al., 2000;
Ratky et al., 2001; Fujino et al., 2006;). Todos esses resultados divergem do encontrado
neste estudo, onde os animais que receberam 1000 Ul de eCG (GeGC+GnRH)
obtiveram maior quantidade de foliculos anovulatorios do que os que ndo receberam
(GP4 e GGnRH) (P<0,05) (Tabela 3.2). A utilizacdo de uma raca localmente adaptada
ao invés de raca comercial, como nos demais estudos, pode ser a grande responsavel por
essa divergéncia de resultados, uma vez que racas locais possuem menor porte e
consequentemente menor demanda metabdlica que racas comerciais, fazendo com que a
dose de 1000 Ul de eCG possa ter sido excessiva. Outro aspecto relevante é que a
dosagem de GnRH utilizada neste experimento foi inferior aos demais estudos e pode
ndo ter sido suficiente para estimular o eixo hipotalamico-hipofisario havendo uma
falha no mecanismo de liberacdo do LH, e consequentemente, ndo havendo ovulacdo de
todos os foliculos estimulados. Brissow e Wahner, (2011) descreve que o risco de
formacdo de foliculos anovulatérios é evidente na adicdo de diferentes combinacGes do

eCG com gonadotrofinas.

A proporcdo de embrides viaveis no grupo de animais que o
desenvolvimento folicular foi estimulado com eCG foi significativamente menor
(P<0,05) que nos demais grupos. Wollenberg et al., 1990 e Wallenhorst & Holtz, 2002

obtiveram resultados similares ao encontrado. Os resultados do presente estudo e dos
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estudos observados sugerem que a pequena proporcdo de embriGes vidveis e,
consequentemente, de embrides congeldveis no GeCG+GnRH é devido a maiores
elevagdes na concentracdo plasmatica de E2 decorrente do grande nimero de foliculos
anovulatorios, o que poderia acarretar em uma alteragdo no ambiente da tuba uterina e
do utero prejudicando a fecundacéo e a qualidade dos embriGes.

A taxa de recuperacdo € calculada pelo total de estruturas coletadas em
relacdo ao nimero de CL. No presente estudo a taxa de recuperacdo dos animais do
GeCG+GnRH apresentou-se menor aos estudos realizados por Herrman et al. (1981);
Herrmann & Holtz, (1981); Schlieper e Holtz, (1986); Wollenberg et al., (1990);
Hazeleger et al.; (2000); Fujino et al. (2006), e menor aos demais grupos deste
experimento (P<0,05), fato que pode ter ocorrido devido a maior quantidade de CL e,
principalmente, de foliculos anovulatorios, o que consequentemente, aumentou também
a area da superficie ovariana, fazendo com que as fimbrias ndo conseguissem cobrir o
ovario por completo, e assim, resultando numa menor captacdo ovocitaria e menor
namero de estruturas no limen uterino.

Os resultados mostram que todos os tratamentos foram capazes de
induzir a ovulagéo e sincronizar o estro, ndo tendo influéncia na formacao de aderéncia.
O protocolo com uso de 1000 Ul de eCG obteve uma maior resposta ovariana,
mostrando uma diferenca significativa no namero de CL e foliculos anovulatorios, e
uma menor resposta na quantidade e qualidade embrionaria produzida, apresentando
diferenca significativa no nimero de estruturas totais, embrifes viaveis e congelados,
também se mostrou inferior para recuperar embrides, em vista que a taxa de recuperagédo
do GeCG+GnRH foi inferior quando comparados ao grupo GP4 e GGnRH. E provavel
que se ajustar a dose de eCG e GnRH ocorra uma melhora na qualidade embrionaria e

na taxa de recuperacdo desses embrides.



7 CONCLUSAO

Todos os protocolos foram eficazes para sincronizar o estro no periodo
de quatro a sete dias em marras ciclicas. Os protocolos GP4 e GGnrH foram eficazes na
producdo e recuperacdo de embrifes e a a utilizacdo dos mesmos possibilitara uma
melhor programacao dos programas de coleta de embrides suinos para o enriquecimento
de bancos de germoplasma. O protocolo GGnRH ainda possibilita 0 uso de inseminagéo

artificial em tempo fixo, otimizando o manejo reprodutivo.
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CAPITULO 4



CONSIDERACOES FINAIS

O uso de biotecnologias reprodutivas, como, a sincronizacdo do estro e a coleta
de embrides exercem grande influéncia nos programas de conservacdo Ex situ. Além de que, a
sincronizacdo estral é uma ferramenta para os sistemas de producdo de suinos, onde o

principal objetivo € o aumento da produtividade animal.

Um dos principais problemas enfrentado ao coletar embrides de marrés ciclicas
é a grande dispersdo dos momentos em que o estro é manifestado, tendo que observar estro
com o auxilio de um cachago por periodos muito longos, ou até mesmo durante um ciclo
estral completo, para obter o melhor momento para inseminar e, posteriormente, realizar a

coleta de embrides.

Mais estudos devem ser realizados tanto na avaliacdo de consecutivas coletas
de embrides, e otimizacdo da técnica para minimizar a formacdo de aderéncias, quanto para
melhores protocolos de sincronizacdo para coleta de embrides em marras de suinos nacionais.
Deve-se avaliar se o efeito de um antibidtico intra-cavitario poderia minimizar a formacéo de
aderéncias, e assim, melhorar a taxa de recuperacdo embrionaria na terceira coleta. Avaliar
diferentes dosagens de eCG para obter melhores resultados na taxa de recuperacdo e
qualidade embrionaria. E assim elaborar protocolos com melhor desenvolvimento

embrionario e estimular a ovulagdo hum maior nUmero de ovocitos.

A taxa de recuperacdo, por mais que tenha sido inferior quando comparado a
outros estudos, duas coletas de embriGes se mostraram eficazes para recuperar embrifes com
a finalidade para a conservagdo de recursos genéticos, devido a possibilidade de maior

utilizacdo da doadora de embribes, no entanto deve-se avaliar a necessidade do uso
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consecutivo da técnica, em virtude do aumento da formacdo de aderéncia presente na segunda
coleta para reproducdo. N&o é recomendado o uso de trés coletas, em vista que houve uma
diminui¢do na producdo embrionaria e possivelmente um aumento na presencga de aderéncia

apos a terceira coleta.

O emprego dos protocolos de sincronizagdo ajuda a otimizar 0 uso desses
animais, a fim de obter uma padronizacdo no momento da ovulagdo para que, posteriormente,
seja possivel o uso da inseminacdo artificial em tempo fixo, minimizando 0 manejo
reprodutivo de inseminacdo ou cobrigéo, e ainda assim, ser realizado no momento ideal para
aumentar a taxa de fertilidade dos animais, sem que ocorra aumento no estresse e interferéncia

na qualidade embrionéria.



