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Resumo 
 

A expansão da criação de ovinos tem representado uma oportunidade no avanço dos estudos referentes 
às Biotécnicas de Reprodução Assistidas em ovinos. Como principal objetivo deste trabalho está uma análise dos 
principais gargalos tecnológicos à aplicação da Reprodução Assistida na espécie ovina. Serão ainda abordados 
princípios básicos que podem ser úteis à adoção de estratégias visando à superação desses entraves.  
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Abstract 

 
The expansion of the creation of sheep has represented an opportunity in the advancement of studies 

related to Biotechnology of Assisted Reproduction in sheep. The main objective of this study is an analysis of 
the major technological bottlenecks to the implementation of Assisted Reproduction in sheep. Basic principles 
that may be useful to adopt strategies aimed at overcoming these barriers will be approached. 
 
Keywords: biotechnology of reproduction, sheep, assisted reproduction, reproductive management. 

 
Incorporação de animais jovem ao rebanho de matrizes e reprodutores 

 
A incorporação de animais jovens ao rebanho das matrizes e reprodutores persiste como um desafio na 

aplicação das técnicas de manejo. O melhoramento genético é sem dúvida o caminho a ser seguido, mas a 
ampliação dos conhecimentos sobre a reprodução em animais jovens continua a merecer atenção.  

Há várias definições quanto ao início da puberdade, entre elas: primeiro estro, primeira ovulação, idade 
na qual a fêmea suporta a prenhez sem efeitos deletérios futuros, este último principalmente relacionado ao peso 
corporal. A idade à puberdade em borregas situa-se entre 4 e 14 meses, e é influenciada pela genética, nutrição, 
época de nascimento, relações sociais, peso corporal, depósito de gordura corporal, concentração de glicose 
sanguínea e taxas plasmáticas de leptina (Senger, 2003). 

As principais hipóteses para o entendimento do bloqueio da atividade gonadal, nos animais pré-púberes 
são a “teoria gonadostática”, que enfatiza o exacerbado controle retrógrado negativo que o estradiol provoca no 
hipotálamo; e a “teoria neural” em que a inibição provocada pelos opióides endógenos suprime o sistema neural 
dopaminérgico. O sistema neural adrenérgico também possui papel estimulatório na secreção de gonadotrofinas 
(Cardoso e Nogueira, 2007).  

Durante o período de transição na pré-puberdade há diminuição na concentração de receptores ao 
estradiol no hipotálamo e hipófise, o que permite aumento da freqüência dos pulsos de LH e aumento na 
produção de estradiol pelos folículos ovarianos com conseqüente desenvolvimento da genitália (Schillo et al., 
1992). 

Alterações na bioatividade do FSH (alterações no peso molecular e afinidade de receptor), associadas 
com mudanças no padrão de distribuição de isoformas de FSH, no período de desencadeamento da puberdade 
em ovelhas, coincidentes com alta freqüência de liberação de GnRH e crescentes concentrações de estradiol 
influenciam o aumento do número e diâmetro dos folículos (Rawlings et al., 2003). 

Para a expressão do comportamento estral, se faz necessário que a fêmea seja exposta previamente às 
determinadas concentrações plasmáticas de progesterona que no período de puberdade são decorrentes dos 
corpos lúteos formados após as primeiras ovulações (Lamming e Mann, 1995). 

Tratamentos de longa duração utilizando progesterona por 12 a 14 dias são amplamente e eficazmente 
utilizados em pequenos ruminantes na indução e sincronização de estro (Scaramuzzi et al., 2006). 

O efeito macho associado ao pré-tratamento com progestágenos possibilita a obtenção de melhores 
resultados de sincronização de cio para utilização em inseminação artificial, sem os inconvenientes da utilização 
de hormônios protéicos proveniente de outras espécies, suscetíveis a formação de anticorpos e capazes de 
diminuir a fertilidade. A utilização prévia de progestágenos permite que um número significativo de ovelhas 
demonstre estro poucos dias após a introdução dos machos e previne a formação de CL de curta duração
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(Ungerfeld et al., 2003).  
Estudos com ovelha mostram que o efeito macho durante ou depois do tratamento com progestágeno 

aumenta o número de fêmeas ovinas que exibem estro aumentando a taxa de concepção, reduzindo intervalo 
entre partos e início da puberdade (Mellado et al., 2000). 

Na sincronização de estro em ovelhas e cabras durante o anestro ou período pré-púbere, a administração 
de PMSG, hCG, hMG, FSH ou GnRH aumenta a resposta ovulatória de animais tratados com progestágenos 
(Mellado et al., 2000). Como alternativa barata para induzir ovulação durante o anestro em cabras e ovelhas 
pode-se utilizar o efeito-macho em associação ao progestágeno. Este estímulo externo provoca aumentos na 
concentração de LH dentro de poucos minutos e a onda pré-ovulatória de LH surge 1 a 3 dias após início do 
efeito macho.  

 
A Inseminação artificial: uma biotécnica a ser incrementada 

 
Com a expansão numérica dos rebanhos e valor crescente dos reprodutores geneticamente superiores, 

vem se consolidando um ambiente propício à adoção de um maior rigor na aplicação das técnicas de manejo 
principalmente visando à melhoria da eficiência reprodutiva.  

As diversas modalidades de inseminação artificial são ferramentas úteis à intensificação do manejo 
reprodutivo. Na atualidade existem técnicas disponíveis à aplicação do sêmen congelado de ovino que envolve 
laparoscopia ou mesmo transposição cervical sem, contudo, a maior ou menor sofisticação do método de 
deposição do sêmen no genital da fêmea representar um fator impeditivo ao crescimento do uso ou 
popularização da técnica.  
 
A criopreservação do sêmen ovino como gargalo tecnológico  
 

A congelação do sêmen envolve aspectos físicos e bioquímicos em que as modificações impostas pelo 
abaixamento da temperatura resultam em maior rigidez das membranas espermáticas, mudanças nas estruturas e 
posição dos lipídeos das membranas, grande movimentação de água do compartimento intra para o extracelular 
bem como diminuição do metabolismo (Bicudo et al., 2007).  

A relação entre o colesterol e os fosfolipídeos que compõem a membrana plasmática dos 
espermatozóides é mais baixa nos ovinos que nas espécies suína, bovina, murina, leporina e humana (Brian, 
1981). Com isto, há uma predisposição ao choque térmico e devido à grande quantidade de ácidos graxos 
polinsaturados, uma maior possibilidade da ação de radicais livres sobre os espermatozóides ovinos congelados e 
descongelados (Maxwell e Watson, 1996). 

As alterações que ocorrem na criopreservação podem conferir aos espermatozóides a capacidade de 
fertilização tanto in vitro como in vivo após sua deposição, próximo ao local de fertilização. Contudo, há uma 
redução de sua viabilidade, possivelmente devido à morte prematura. O processo de criopreservação é conhecido 
por causar danos às organelas espermáticas, em particular nas membranas e induzir mudanças semelhantes à 
capacitação espermática e reação acrossomal na população sobrevivente (Bailey et al., 2000). 
Conseqüentemente, o primeiro objetivo, dos protocolos de congelação é o uso de diluidores que previnam a 
formação de cristais de gelo intracelulares, que são letais, bem como reduzam os danos na membrana durante o 
processo de criopreservação. 

A associação destas peculiaridades constitui-se em um importante entrave a ser superado e para isto têm 
sido empregadas diversas estratégias no incremento da congelabilidade do sêmen ovino.  
 

Aditivos utilizados no meio de congelação 
 
Apesar do efeito positivo da utilização do leite e da gema de ovo nos diluidores para a manutenção da 

viabilidade espermática pós-descongelação, esse componente tem o inconveniente de apresentar uma falta de 
controle da qualidade, devido a grande variação em sua composição (Gil et al., 2003), bem como os riscos de 
contaminação bacteriana (Bousseau et al., 1998). Esses fatos vêm estimulando o desenvolvimento de diluidores 
quimicamente definidos, ou semi-definidos, formulados a base de lecitina de soja ou albumina sérica bovina 
(BSA), para a substituição da gema de ovo nos meios de congelação do sêmen ovino (Fukuy et al., 2007, 2008; 
Gil et al., 2000, 2003; Matsuoka et al. 2006) e manutenção dos índices de fertilidade semelhantes àqueles do 
sêmen de ovinos criopreservados com os meios convencionais. Estes autores ressaltam que o diluidor a base de 
lecitina de soja, sem aditivos de origem animal, pode ser uma alternativa segura para a introdução de um 
material genético em um rebanho e, principalmente, em outro país.  

A gema de ovo, que é normalmente utilizada na concentração de 20%., em associação com outros 
componentes, ajuda as células espermáticas a resistirem ao processo de criopreservação (Bogart e Mayer, 1950). 
Existem também substâncias na gema que inibem a respiração do espermatozóide ou reduzem a sua motilidade 
(Pace e Graham, 1974; Watson e Martin, 1975). 

As atenções têm se voltado para definir quais componentes, presentes na gema de ovo, promovem a 
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proteção da célula espermática, a fim de preparar diluidores quimicamente conhecidos. Pace e Graham (1974) 
purificaram a gema de ovo usando ultracentrifugação e concluíram que o extrato lipídico de baixa densidade tem 
uma ação crioprotetora. As lipoproteínas de baixa densidade representam 2/3 dos sólidos totais presentes na 
fração solúvel da gema de ovo. Essas lipoproteínas apresentam uma densidade de 0,982 g/mL e contém 83 a 
89% de lipídeos e 11 a 17% de proteínas. Desses lipídeos, aproximadamente 69% são triglicerídeos, 26 % de 
fosfolipídeos e 5% de colesterol (Moussa et al, 2002). Esses autores obtiveram melhores resultados de 
motilidade e características de movimentos, quando substituíram a gema de ovo por extrato lipídico de baixa 
densidade na concentração de 8%. 

Corcine et al (2004) demonstraram em sêmen refrigerado de cães, ser possível a substituição da gema 
de ovo em meio a base de tris-glicose com manutenção da motilidade ou integridade de membrana semelhante 
ao controle com meio contendo gema de ovo.  

Moustacas (2009) observou em sêmen ovino que as lipoproteínas de baixa densidade são capazes de 
manter a viabilidade das células espermáticas após a criopreservação, da mesma forma que a gema total, 
utilizando como base o tri-glicose-gema. 

Fukui et al., (2007, 2008) relatam que o sêmen de carneiros, congelado com os meios tris-gema de ovo 
(15%) ou BSA (10%) sem gema de ovo, obtiveram taxas de fertilidade semelhantes em fêmeas inseminadas em 
tempo fixo. Estes achados indicam que o meio com BSA pode substituir integralmente a gema de ovo nos meios 
de congelação do sêmen ovino, sem comprometer os índices de fertilidade. 

O dissacarídeo trealose exerce ação crioprotetora sobre o espermatozóide pela sua atividade 
desidratante, interação com as membranas celulares, prevenção da desnaturação protéica e efeito antioxidante. 
Dessa forma, a utilização da trealose tem promovido melhorias nas taxas de motilidade e preservação da 
morfologia espermática ovina pós-descongelação (Aisen et al., 2000). O sêmen dos carneiros diluídos e 
criopreservados em meio contendo a trealose possibilitou índices de fertilidade duas vezes e meia superiores à 
obtida pelo grupo sem trealose (Aisen et al., 2005). Entretanto, existem relatos de insucesso com a utilização da 
trealose para a congelação do sêmen ovino, com observação do efeito deletério da adição desse dissacarídeo 
sobre os parâmetros espermáticos pós-descongelação (Bittencourt et al., 2008a; Valleriote et al., 2005). 

Devido à ocorrência de lesões estruturais e morte celular promovidas pelo aumento do influxo de cálcio 
intracelular, durante o resfriamento do sêmen, têm-se empregado o EDTA com o objetivo de quelar o cálcio no 
meio extracelular, minimizando a ocorrência de alterações espermáticas (Aisen et al., 2000, 2005; Bittencourt et 
al., 2008b). Tem se demonstrado que a atividade de crioproteção da trealose pode ser potencializada com o uso 
conjunto com o EDTA, pela existência de uma atividade sinérgica importante entre essas substâncias (Aisen et 
al., 2000; Bakás e Disalvo, 1991). 

Os ácidos graxos polinsaturados presentes nas membranas dos espermatozóides são susceptíveis a 
peroxidação na presença de espécies oxigênio reativas- ROS (ex. Radical superoxido -O2

 - , Peróxido de 
hidrogênio -H2O2 e radical hidroxil - OH), principalmente durante a criopreservação, com conseqüências que 
incluem danos às membranas, diminuição da motilidade, inibição da respiração e extravasamento de enzimas 
intracelulares (Maxwell e Watson, 1996). 

Numerosos estudos têm mostrado que as ROS têm um importante papel na taxa de fertilidade. As ROS 
estão envolvidas fundamentalmente na função fisiológica do espermatozóide. Em baixas concentrações as ROS 
produzida pelos espermatozóides são utilizadas para iniciar a função de capacitação espermática (Rivlin et al., 
2004), na hiperativação da motilidade (De Lamirande et al., 1993), reação acrossomal (De Lamirande et al., 
1998) e na fusão espermatozóide-oócito; Kodama et al., 1996). Para os espermatozóides é essencial o equilíbrio 
entre agentes óxidos-redutores, como as ROS e a destoxificação pelo sistema de defesa antioxidante. Uma vez 
ocorrido um desequilíbrio na produção de ROS e/ou nas defesas antioxidantes e o bloqueio do metabolismo 
oxidativo no espermatozóide, gera o estresse oxidativo aumentando a peroxidação de lipídios causando danos ao 
DNA, alterações no citoesqueleto, efeitos no axonema espermático, diminuindo a motilidade, inibição da fusão 
espermatozóide-oócito, resultando em um impacto negativo na fertilidade (Chatterjee e Gagnon, 2001; Peris et 
al.,2007). 

Os sistemas antioxidante utilizados consiste em Glutationa reduzida (GSH), Glutationa 
peroxidase(GSH-PX), catalase(CAT) e superóxido dismutase (SOD) bem descritos no mecanismo de defesa 
contra a peroxidação de lipídios no sêmen e importantes na manutenção da motilidade e viabilidade espermática 
(Aitken e Baker, 2004; Gadea et al., 2004; Maia, 2006; Bucak et al., 2008). Estudos recentes têm mostrado 
também que a inclusão de antioxidantes como a cisteamina, taurina, trealose, selênio, cisteina, glutamina e 
trolox®(análogo da vitamina E) têm melhorado a motilidade, viabilidade e a integridade das membranas 
espermáticas pós-descongelação (Aisen et al., 2002; Aitken e Baker, 2004; Gadea et al., 2004; Maia, 2006; 
Bucak et al., 2007, 2008, 2009).  

 
Curva de congelação do sêmen ovino 

 
À temperatura ambiente, os lipídeos e as proteínas de membrana permanecem em estado de fluidez, no 

entanto, a continua queda de temperatura promove alterações físicas da membrana, que passa do seu estado 
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liquido ao de gel; as cadeias de ácidos graxos que estavam aleatoriamente distribuídas ordenam-se 
paralelamente, produzindo uma estrutura rígida e tornando essas áreas fracas e suscetíveis a rupturas e a fusões, 
como também permeáveis a íons (Hammerstedt et al., 1992). 

Os principais danos sofridos pelas células no processo de criopreservação ocorrem durante os processos 
de resfriamento e descongelamento. Assim, uma taxa de resfriamento e aquecimento adequada e a adição de 
diluentes são necessárias para prevenir danos causados à membrana, pelo choque térmico (Maxwell e Watson, 
1996). 

Quando o sêmen é resfriado sob temperaturas abaixo de 0oC, ocorre a formação de gelo no meio 
extracelular, com aumento na concentração de sais, o que provoca a saída da água do meio intracelular para o 
extracelular, a favor do gradiente osmótico, levando o espermatozóide a uma desidratação progressiva e lesão 
celular (Amann e Pickett, 1987). Esta é considerada a fase crítica da criopreservação espermática e encontra-se 
na faixa de temperatura compreendida entre -15 e -25oC, na qual ocorrem a maioria lesões espermáticas 
(Salamon e Maxwell et al., 1995).  

É importante salientar que a curva de congelação ideal deve ser suficientemente lenta, para permitir que 
os espermatozóides se desidratem e rápida o bastante para evitar que os espermatozóides fiquem expostos, por 
muito tempo, as altas concentrações de soluto (Snoeck, 2003). 

Assim, as curvas de congelação utilizadas para o sêmen ovino com resultados satisfatórios têm variado 
de -5oC/min (Byrne et al., 2000), -20oC/min (Anel et al., 2003; Azevedo et al., 2005) até -60oC/min (Nordstoga 
et al., 2009). Apesar de Fiser e Fairfull (1984) afirmarem que a taxa de congelação do sêmen ovino deve variar 
de -10 a -100oC/min, Byrne et al. (2000) ao submeterem o sêmen ovino às curvas de congelação inferiores a -
10oC/min (-0,5 e 5oC/min) verificaram índices satisfatórios de fertilidade com a taxa mais rápida de congelação 
(5oC/min), e quando comparado com a curva lenta resultou em maiores índices de concepção das fêmeas 
inseminadas pela via intra-uterina (60 versus 40%). Kumar et al. (2003) ao testarem três curvas de congelação (-
1, -30 ou -50oC/min) observaram que a taxa de congelação de -1oC/min proporcionou os piores (P<0,05) índices 
de viabilidade espermática pós-descongelação, havendo uma discreta superioridade para o sêmen congelado à 
taxa intermediária de -30oC/min, em relação à mais rápida de -50oC/min.  

A congelação do sêmen ovino em palhetas, usualmente é realizada através da manutenção dessas 
amostras no vapor de nitrogênio líquido, e a velocidade de congelação é controlada pela distância a que são 
mantidas as palhetas do nível do nitrogênio líquido. O espermatozóide ovino tolera uma grande variação de 
velocidades de congelação nas palhetas (Salamon e Maxwell, 2000). No entanto, os melhores resultados para a 
preservação do sêmen ovino em palhetas devem respeitar uma curva de congelação que lembra o formato de 
uma parábola, e isto é conseguido quando o sêmen é mantido a uma altura que varia de quatro a seis centímetros 
da superfície do nitrogênio líquido (Maxwell et al., 1995). 
  

Avaliação do sêmen pós-descongelação 
 
O processo de congelação de sêmen causa danos ultra-estruturais, bioquímicos e funcionais aos 

espermatozóides, resultando na redução da motilidade, viabilidade, dificultando o transporte no trato reprodutivo 
feminino e, conseqüentemente, prejudicando a fertilidade (Leboeuf et al., 2000). Algumas dessas alterações, 
como as lesões acrossomais, embora causem infertilidade, não interferem na motilidade, e são distribuídos 
igualmente entre a população de espermatozóides móveis e imóveis. Portanto, torna-se necessária a utilização de 
outros testes além da motilidade e vigor, para verificar a viabilidade espermática, já que pesquisas vêm 
demonstrando que o emprego de um teste isoladamente, na maioria das vezes, é ineficaz para detectar as lesões 
que estão atingindo a célula.  

O teste de termoresistência (TTR) foi proposto por Dimitropoulos (1967), para a avaliação do potencial 
de fertilidade das partidas de sêmen congelado de bovinos, sendo adaptado posteriormente para outras espécies. 
O TTR obteve grande aceitação, pois submete o sêmen à condições de temperatura semelhantes ao trato genital 
de fêmeas em estro, demonstrando e testando a capacidade de resistência do sêmen pós-inseminação, além de 
possuir correlação positiva e altamente significativa com a fertilidade a campo (Kozumplík e Sosnová, 1985).  

O teste hiposmótico (TH) foi originalmente elaborado para uso com espermatozóides humanos, com a 
função de avaliar a atividade bioquímica da membrana espermática intacta (Jeyendran et al., 1984). O TH tem 
sido rotineiramente utilizado como protocolo de avaliação da viabilidade funcional da membrana espermática de 
ovinos (Oberst et al., 2003; Aisen et al., 2005), com as osmolaridades utilizadas variando de 30 mOsmol/L 
(Nagy et al., 1999) a 100 mOsmol/L (Aisen et al., 2005) sendo essa última a mais comum.  

Para a avaliação da integridade estrutural dos espermatozóides pode ser empregada a técnica com 
associação de sondas fluorescentes que permitem indicar ao mesmo tempo lesões nos diferentes compartimentos 
(Silva e Gadella, 2006). Nagy et al. (2003) descreveram em seu estudo a utilização da coloração espermática 
multi-paramétrica, na qual quatro fluorocromos foram utilizados pra identificar lesões nas diferentes estruturas 
dos espermatozóides: SYBR-14 e iodeto de propídio (IP) para avaliação da integridade da membrana plasmática; 
a PNA-PE (Arachis hypogaea) para estudo da integridade acrossomal e a Mitotracker vermelha TM para 
avaliação do estatus funcional das mitocondrias. 
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Sousa et al. (2007) propuseram a avaliação das sub-populações espermáticas pela analise individual da 
cinética de cada célula no sistema CASA integrada à sondas fluorescentes combinadas (SFC - iodeto de 
propídeo; FITC-PSA; Mitotracker Green FM) considerando os fatores: F1, relacionado à progressividade do 
movimento; F2, representando o deslocamento espermático sem considerar a direção do movimento; F3, 
relacionado à energia disponível/disponibilizada para a movimentação espermática. Com o uso da análise 
estatística multivariada do sêmen ovino congelado/descongelado foi possível determinar no sistema CASA e 
teste SFC diferenças fisiológicas e na cinética das sub-populações bem como estabelecer a analogia entre 
parâmetros do sistema CASA e teste SFC. 

Espermatozóides com lesão de DNA podem apresentar integridade estrutural e funcional das 
membranas e das organelas como também, padrão normal de motilidade. E apesar das lesões ocorridas no DNA 
espermático não interferirem no processo de fertilização ovocitária e clivagem, as alterações na estrutura do 
DNA são responsáveis por falhas no desenvolvimento e ocorrência da morte embrionária em estágios posteriores 
(Fatehi et al., 2006; Neild et al., 2005) o que as tornam extremamente importantes. As lesões de DNA podem ser 
avaliadas em três níveis diferentes (condensação, quebras ou fraturas e fragmentação nuclear), empregando-se 
para cada tipo de lesão diferentes testes. Por exemplo, o DNA espermático é submetido à extrema condensação 
durante o desenvolvimento da espermátide, como um mecanismo de defesa para evitar a ocorrência futura de 
lesões oxidativas. Esse nível de condensação pode ser avaliado pelo teste do “Cometa”, ao submeter o DNA 
espermático a uma força eletroforética em gel de agarose (MORRIS et al., 2002). A interpretação é feita de 
acordo com o padrão de fluorescência apresentado e da migração deste DNA após a eletroforese (migração 
mínima para células com condensação normal e formação de uma “cauda” de DNA para núcleos com problemas 
de condensação; Silva e Gadella, 2006).  

Dessa forma pode-se afirmar que não existe um teste perfeito que possa predizer com segurança a 
capacidade fertilizante dos espermatozóides. Os testes e parâmetros utilizados devem ser empregados em 
conjunto, cujos resultados compilados podem contribuir para uma conclusão mais próxima possível das 
condições em que se encontra a célula espermática, seu “status” funcional e sua capacidade de fertilizar um 
óvulo e levar à termo o embrião produzido. 

 
Considerações sobre a fisiologia da reprodução em ovelhas: controle do  

crescimento folicular e momento da ovulação 
 

A reprodução na espécie ovina apresenta diversas particularidades entre elas o fato da ovelha apresentar 
gestação de cinco meses, sendo possível o acasalamento de animais entre o primeiro e segundo ano de vida. 
Além disso, a maioria das raças ovinas apresenta estacionalidade reprodutiva com a concentração das 
ocorrências de cios no final de verão e durante o outono. A temporada de nascimento usualmente ocorre nos 
meses de inverno ou início da primavera. Os ovinos apresentam um ciclo curto de produção, com a possibilidade 
de cordeiros serem abatidos em seu primeiro ano de vida. (Bicudo et al., 2002). 

O ovino tem sua reprodução favorecida no final do verão e início do outono, quando da diminuição 
estacional do fotoperíodo (Setchell, 1992). Somando-se o período de gestação ao da época de acasalamento, há 
ocorrência dos partos coincidentemente com a primavera. Entretanto, a domesticação, a pressão adaptativa e a 
distribuição cosmopolita das raças fizeram com que muitos grupos raciais ampliassem o período de atividade 
reprodutiva, havendo casos em que a estacionalidade praticamente inexistente. 

Existe sólido conhecimento sobre a quebra da estacionalidade reprodutiva em ovelhas, que inclui a 
literatura nacional. Há despeito disto o principal entrave ao avanço no controle do ciclo estral e momento 
ovulatório e a falto do preciso entendimento do pleno controle do crescimento folicular e momento ovulatório na 
ovelha. O conhecimento das oscilações no desenvolvimento dos folículos na ovelha é imprescindível quando são 
levadas em consideração as utilizações das biotecnias de superovulação, sincronização e indução de estro. Nos 
primórdios, os estudos e a avaliação da oscilação deste crescimento era realizada através da histologia com 
ovários de animais abatidos em diferentes estágios do ciclo estral (Cahill et al., 1979) ou observação dos através 
de laparotomia ou laparoscopia (Oldham et al., 1976), por fim, o minimamente invasivo advento da 
ultrassonografia (Schrick et al., 1993).  

Os ovários têm sido examinados por ultrassonografia (US) com sucesso usando transdutor linear rígido 
7,5 MHz transretal desenvolvido para exames de próstata em humanos, permitindo o estudo de estruturas 
ovarianas, dinâmica folícular e a formação do CL (Ravindra e Rawlings, 1997). 

O uso de US em ovelhas com ovários cirurgicamente transplantados (Souza et al., 1996) e em ovários 
intactos (Ginther et al., 1995; Ravindra e Rawlings, 1997; Rubianes, 2000) permitiu monitoramento do 
desenvolvimento do folículo ovariano antral e a função do corpo lúteo sem estressar o animal.  

Em pequenos ruminantes o desenvolvimento folicular ocorre em ondas tanto na estação reprodutiva 
(Ginther et al., 1995) como durante o anestro estacional (Souza et al., 1996; Batlewski et al., 1998), emergindo 
com intervalos de 4-6 dias. Os esteróides ovarianos interagem com as gonadotrofinas para regular a dinâmica 
folícular. A emergência da onda é determinada pelo aumento de FSH observando-se 1 a 2 dias antes de cada 
onda. 
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A utilização diária da endoscopia (Noel et al., 1993) ou da ultra-sonografia transretal de ovários 
(Ginther et al., 1995; Bartlewski et al., 1998), durante o ciclo estral de ovelhas, proporcionou o estudo do 
crescimento do folículo antral ovariano, diâmetro do folículo ovulatório, e o padrão de ondas folículares. 
Algumas ovelhas apresentam três ou quatro ondas folículares definido pelo crescimento do folículo excedendo 5 
mm de diâmetro por intervalo interovulatório.  

Eventos foliculares como recrutamento, seleção e dominância foram descritas em vacas (Adams et al., 
1993), mas em ovelhas existem poucos relatos devido as dificuldades de acesso anatômicas e a pequena 
diferença de tamanho entre o folículo dominante e o subordinado (Rubianes, 2000). 

Existem fortes evidencias experimentais que indicam que durante a primeira e a última (ovulatória) 
onda folicular ocorre um mecanismo denominado dominância. Um folículo de um pool de recrutados é 
selecionado, ele continua crescendo enquanto os outros entram em atresia. O folículo dominante na sua fase final 
de crescimento dependente da pulsatibilidade de LH (Baird e Mcneilly, 1981). O folículo maior de uma onda 
será o folículo ovulatório se conseguir estabelecer uma cascata endócrina com o LH que resulte em um pico pré-
ovulatorio de LH. Há opiniões divergentes entre os autores, sobre a existência da dominância nas ondas 
intermediárias do ciclo estral das ovelhas (Rubianes, 2000). 

Estudos da ultra-sonografia em ovelhas durante o anestro (Souza et al., 1996; Ravindra e Rawlings, 
1997; Bartlewski et al., 1998) demonstraram um padrão cíclico de crescimento folicular e atresia similar ao que 
ocorre durante a estação reprodutiva com emergência da onda folicular associada à ocorrência de flutuações de 
concentrações plasmáticas de FSH. Os folículos durante o anestro podem atingir tamanho pré-ovulatório, mas 
entram em atresia (Bartlewski et al., 1998). 
 

Dinâmica folicular: embasamento para a sincronização e indução de estro nas ovelhas 
 

A ultrassonografia proporcionou avanço muito grande no estudo da função ovariana, seja pela 
observação do crescimento folicular, seja por conta das diferentes ecotexturas que o mesmo vai formando à 
medida que os protocolos são desenvolvidos (Liu et al. 2007). No entanto, pelo fato desta espécie ter o problema 
anatômico de um acesso dificultado, ocorre um aumento no tempo de exame, devido à dificuldade em colocar a 
superfície ovariana diretamente em contato com a probe, dificultando o mapeamento desta gônada.  

Com o objetivo de auxiliar neste estudo, Bicudo et al. (2009) desenvolveram dois tipos de implantes 
metálicos colocados no ligamento próprio do ovário para que houvesse uma facilitação no encontro destas 
estruturas, embora não fosse encontrada diferença significativa no tempo de exames nos grupos com e sem o 
implante, este advento foi de muita valia para treinamento da equipe para avaliações posteriores sem os 
determinados implantes.  

Com relação aos hormônios controladores da dinâmica folicular, há evidências que progesterona tem 
uma ação intra-ovariana muito importante, onde os folículos possuem uma menor taxa de crescimento e menor 
número de folículos pré-ovulatórios em ovários que apresentam corpo lúteo (Contreras-Solis et al. 2008), 
restando a necessidade da confirmação se este fator local é a inibina, já comprovada em cabras e vacas (Sangha 
et al., 2002). Por outro lado quando a progesterona é exógena em protocolo de curta duração, não há observação 
deste efeito no desenvolvimento folicular (Letelier et al., 2009), mas sim um aumento do volume folicular pré-
ovulatório (Noel et al., 1994; Leyva et al., 1998). Desta forma o protocolo de curta duração surge como uma 
alternativa de elevado valor, proporcionando a ovulação de folículos jovens (Ali, 2007; Karaca et al., 2009).  

Outro importante hormônio esteróide importante na atividade ovariana da ovelha é o estradiol, porém 
sua atividade é controversa, diferentemente do que ocorre com a égua e vaca, esta espécie tem uma possível 
proteção à atividade inibitória nos folículos subordinados, ocorrendo uma variação entre raças que possuem 
expressão de genes diretamente ligados a prolificidade (Evans et al., 2003). Quando utilizado estrógeno exógeno 
para indução de ovulação, as raças mais prolíficas precisam de uma maior dose agindo por um tempo também 
maior (Ben Saïd et al., 2007). As ovelhas, assim como as cabras, apresentam uma independência tão grande 
desta condição inibitória, que em alguns casos ocorre à ovulação de folículos provenientes de diferentes ondas 
(Gibbons et al., 1999). A cessação da oscilação na mobilização em pool dos folículos foi observada com a 
utilização de implantes com elevadas concentrações de 17β-estradiol (Barret et al., 2007), este mesmo análogo 
do estrógeno, na concentração de 350 mg, foi utilizado 6 dias antes da retirada do implante com 
medroxiprogesterona (MAP), promovendo atraso na emergência da onda folicular, proporcionando uma maior 
sincronia, de 4 a 7 dias, quando comparadas ao grupo estradiol sem MAP (Barret et al. 2008).  

Os hormônios esteróides são mais baratos para manipulação do ciclo estral, sendo necessárias várias 
linhas de pesquisa que proporcionem o estudo do maior controle no ciclo estral, com um menor valor por 
programa de sincronização do estro. 
 

Biotécnicas envolvendo oócitos e embriões 
 

A busca de maior eficiência no processo de se obter múltiplas ovulações e sistemas de obtenção de 
embriões do ambiente uterino com técnicas minimamente evasivas têm se constituído no real entrave à evolução 
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da transferência de embriões em ovinos. As técnicas atualmente disponíveis, embora eficientes, apresentam 
grande diversidade de resultados e por vezes provocado alterações irreversíveis na capacidade reprodutiva de 
doadoras.  

A colheita não cirúrgica por via transcervical tem sido utilizada com sucesso no Brasil (Gusmão et al, 
2007) e pode vir a se tornar amplamente empregada dada as vantagens que apresenta na minimização de riscos 
ao comprometimento da saúde reprodutiva da doadora. 

Nos últimos anos, diferentes protocolos de superovulação, criopreservação de embriões, métodos de 
colheita e transferência de embriões de pequenos ruminantes foram propostos (Dattena et al., 2004; Traldi, 2008; 
Green et al, 2009), chegando às técnicas mais avançadas como a produção in vitro de embriões, a qual serve de 
base para clonagem e transgenia (Baldassare, 2007). 

Estas biotécnicas, além de consistirem em uma ferramenta de pesquisa (Gonçalves et al., 2008), 
possiblitam um avanço considerável no progresso genético, através da maximização reprodutiva da fêmea e 
superação de obstáculos de eficiência reprodutiva (Carneiro, 2008). 

Possibilitam, ainda, a obtenção de descendentes de animais com distúrbios reprodutivos adquiridos sem 
caracterização genética, impedindo, desta forma, o descarte precoce de fêmeas geneticamente superiores 
(Gonsalves et al., 2002). Além disso, viabilizam a colheita de oócitos e embriões de fêmeas jovens e pré-
púberes, submetidas ao adequado tratamento hormonal (Salles et al., 2000). 

Estas biotécnicas associadas à criopreservação de embriões favorecem o intercâmbio genético, ou seja, 
a introdução de raças exóticas em uma região ou país, minimizando os riscos de transmissão e propagação de 
doenças exóticas (Stringfellow e Seidel, 1998; Simplício et al., 2007). Permitem, ainda, a formação de bancos de 
germoplasma favorecendo a preservação de espécies em perigo de extinção, contribuindo para redução dos 
custos e perdas com transporte de animais vivos e facilitando a importação e exportação genética (Sakul et al., 
1993; Stringfellow e Seidel, 1998). 

No entanto, apesar dos inúmeros benefícios decorrentes da aplicação de tais biotecnologias, ainda há 
necessidade de muito estudo e pesquisa a cerca de tal tema, visando a superação dos entraves intrínsecos a estas 
biotécnicas, os quais dificultam a obtenção de resultados satisfatórios. 
 
Transferência de embriões (TE) 
 

O sucesso da TE está na dependência principalmente da eficiência do tratamento superovulatório. Este 
por sua vez varia sob a influência de diversos fatores como origem do hormônio, o grau de contaminação de LH, 
a dosagem da gonadotrofina utilizada, além fatores inerentes ao animal, como raça, idade, peso corporal, nível 
nutricional, variabilidade individual, sanidade dos animais e a interligação desses fatores com a estação do ano 
(Traldi, 2008). O tipo de protocolo de sincronização e superovulação utilizado, a qualidade do sêmen empregado 
e do embrião a ser transferido e as técnicas de colheita e inovulação também são relevantes na obtenção de bons 
resultados (Yongquist et al., 1997; Bari et al., 2003).  

Outro problema inerente a TE, porém mais evidente na espécie caprina, diz respeito à formação de 
anticorpos anti-FSH de origem suína após sucessivas administrações destas gonadotrofinas no protocolo de 
superovulação com conseqüente diminuição na resposta ovariana (Carneiro, 2008).  

Em ovinos, o grande problema enfrentado em programa de transferência de embriões é a elevada taxa 
de estruturas não fecundadas, possivelmente devido à maior quantidade de muco produzido durante o estro dos 
animais superovulados, o que dificulta o transporte espermático, no caso de monta natural. Por esse motivo, 
recomenda-se que ovelhas superovuladas sejam inseminadas através de laparoscopia, com deposição do sêmen 
na porção mais cranial dos cornos uterinos, facilitando e favorecendo a fecundação (Traldi, 2008). 
 

Avaliação de receptoras  
 
O maior custo na transferência de embriões pode ser encontrado na aquisição e manutenção das 

receptoras. Fêmeas receptoras que se tornam prenhes após a primeira transferência são logicamente mais 
vantajosas que aquelas que necessitam de duas ou três transferências e especialmente mais econômicas que 
aquelas que são descartadas por falhas em se tornarem prenhes (Looney et al., 2006).  

Evidências sugerem que o correto preparo sanitário, nutricional e manejo pré e pós-inovulações das 
receptoras pode ser responsável por até 50% do sucesso na sobrevivência embrionária nos programas de 
transferência de embriões. Em caprinos e ovinos a taxa de ovulação das receptoras foi um fator determinante na 
performance reprodutiva, a qual é altamente dependente da condição corporal, conseqüentemente, do aporte 
nutricional (Gonzalez et al., 2003).  

Além destes fatores, para que o programa tenha sucesso, é fundamental que os embriões, de boa 
qualidade, sejam transferidos a receptoras que se encontrem absolutamente sincrônicas com as doadoras, quanto 
ao dia e momento de manifestação do estro (Vieira et al., 2002; Traldi, 2006).  

Um dos parâmetros para a avaliação do status destas fêmeas é a condição corporal, que de acordo com 
Kleemann et al (2006), possui uma correlação forte e positiva com a taxa de ovulação e com os índices de 
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prenhez segundo Ribeiro et al. (2003). Os autores relatam ainda que a manipulação destes dois parâmetros 
através da nutrição pode aperfeiçoar os ganhos com a eficiência reprodutiva (Kleemann et al 2006). A condição 
corporal materna também pode levar a um crescimento fetal assimétrico no terço médio da gestação e a uma 
alteração no peso fetal, produzindo potencialmente implicações na saúde da vida pós-natal destes cordeiros 
(Osgerby et al. 2002). Segundo Nancarrow (1994), embriões de ovelhas com condição corporal baixa no 
momento da fecundação e no decorrer da gestação estão mais sujeitos à mortalidade embrionária precoce. 

Devido à grande variação encontrada nas fêmeas caprinas e ovinas para o intervalo entre o fim do 
tratamento hormonal de sincronização e início e a duração do estro (Cline et al, 2001; Fonseca et al., 2005, 
Maffili et al., 2006) e a influência dessa variação na fertilidade das fêmeas (Baril et al., 1996; Rubianes et 
al.,1998), a avaliação destes parece ser válida para o sucesso do trabalho.  

O evento da regressão prematura de corpo lúteo, que ocorre dentro de seis dias após a superovulação, 
em menores proporções em ovinos do que em caprinos (Schiewe et al., 1990; Jabbour e Evans, 1991), pode 
afetar a sobrevivência embrionária após a transferência para as receptoras. Segundo Fukui et al (1998) fatores 
como a estação do ano, raça do animal, número de parições, peso e condição corporal podem influenciar na 
incidência da regressão prematura do corpo lúteo. 

Outros parâmetros como a idade do animal, que segundo Oliveira e Moraes (1991) pode ter relação com 
a eficiência reprodutiva das ovelhas, assim como com baixas taxas de desmame e o elevado índice de 
mortalidade perinatal de cordeiros; o histórico reprodutivo, quanto ao número e ordem das parições; os aspectos 
ultra-sonográficos do trato genital, com o intuito de diagnosticar patologias uterinas (Salles e Araújo, 2008) ou 
até mesmo verificar o status uterino pós-parto (Hauser e Bostedt, 2002; Ababneh e Degefa, 2005); o número de 
CL(s) e qualidade destes no ato na inovulação, citado por Alabart et al. (2005) por ter relação com a 
concentração plasmática de P4, e, portanto, à manutenção da gestação nas receptoras; devem ser cuidadosamente 
analisados com o intuito de maximizar a eficiência reprodutivas das fêmeas selecionadas como receptoras em 
programas de transferência de embriões, aumentando assim os índices de sucesso dos programas e minimizando 
seus custos.  

 
Fertilização in vitro (FIV) ou Produção de embriões in vitro (PIV) 

 
Além de todos os benefícios já descritos anteriormente, a FIV permite a recuperação de oócitos desde 

animais pré-púberes às senis e post-mortem (Simplício et al., 2007). A possibilidade de obtenção de oócitos de 
ovários de abatedouros constitui uma fonte barata de oócitos, sendo destinada a pesquisas, uma vez que não se 
conhece o histórico genético e sanitário das fêmeas (Simplício et al., 2007; Baldassare, 2008). 

Esta biotécnica também serve como instrumento de suporte para produção de animais transgênicos, de 
extremo interesse para a medicina humana, bem como para os estudos de clonagem, e permite a preservação de 
animais de excelente nível genético, possibilitando a estocagem de oócitos para fertilização e produção de 
animais no futuro (Traldi, 2008). 

A FIV surge ainda como uma alternativa à TE, uma vez que opta-se preferencialmente pelo método 
cirúrgico, o qual consiste num processo cruento, resultando em danos aos órgãos genitais internos do animal e 
aderências no sistema reprodutor, limitando a utilização destas fêmeas como doadoras de embriões por um longo 
período (Morton et al., 2008) 

A natureza laparoscópica de recuperação de oócitos na FIV, se bem executada, permite a utilização 
destas fêmeas por toda sua vida reprodutiva sem causar danos ao sistema reprodutor do animal, possibilitando a 
produção mensal de embriões de uma mesma doadora (Kühholzer et al., 1997) Ainda, segundo Wooliams e 
Wilmut (1989), a fertilização in vitro permite a obtenção de maior número embriões por um preço bem mais 
acessível do que os programas convencionais de múltiplas ovulações e transferência de embriões. 

 No entanto, segundo Carneiro (2008) a produção in vitro de embriões ainda não é utilizada como rotina 
para pequenos ruminantes, uma vez que existem inúmeros obstáculos a serem superados para que esta 
biotecnologia alcance resultados satisfatórios. 

A FIV envolve desde a obtenção dos oócitos até a fertilização destes por espermatozóides igualmente 
capacitados in vitro, resultando na produção de embriões (Baldassare, 2008). A qualidade e quantidade de 
oócitos obtidos por aspiração in vivo ou in vitro são cruciais para o sucesso da FIV, estando na dependência de 
fatores como tamanho do ovário e do folículo, idade e higidez da fêmea doadora de oócitos, tratamento hormonal 
prévio e presença das células cumulus, a qual está diretamente relacionada às peculiaridades dos métodos de 
colheita empregados (Wani, 2002). 

A obtenção de oócitos desnudos ou com poucas células do cumulus e o reinício espontâneo da 
maturação nuclear, resultante a remoção dos oócitos do ambiente folicular, independente da maturidade 
citoplasmática ocitária limitam a aplicabilidade de tal biotecnologia (Le Beux et al., 2003). Como alternativa tem 
sido proposto a pré-maturação destes oócitos em meio de maturação padrão acrescido de fármacos inibidores da 
meiose (Jimenez- Macedo et al., 2006). Além disso, a maturação oocitária in vitro está na dependência dos 
constituintes do meio de maturação e das condições de cultivo (Simplício et al., 2007). 

Apesar dos atuais progressos, o cultivo in vitro (CIV) após a fecundação dos oócitos é ainda uma das 



Bicudo et al. Gargalos tecnológicos na reprodução assistida em ovinos: o estado da arte. 
 

Rev Bras Reprod Anim Supl, Belo Horizonte, n.6, p.167-181, dez. 2009. Disponível em www.cbra.org.br. 175

etapas limitantes na PIV de embriões ovinos. Isto porque, quando cultivados em meios sinteticamente definidos, 
os embriões de ruminantes apresentam bloqueio no seu desenvolvimento, no estágio de 8-16 células, coincidente 
com o momento da ativação do genoma embrionário (Crosby et al., 1988; Telford et al., 1990). 

Uma estratégia consiste no cocultivo do zigoto ovino com células epiteliais do oviduto, as quais têm 
capacidade de remover as substâncias nocivas do ambiente de cultivo, além de secretarem fatores de 
crescimentos benéficos ao desenvolvimento dos embriões (Bernardi, 2005). 

 
 Criopreservação de embriões 
 

A criopreservação de embriões é uma biotécnica utilizada em associação com a TE ou PIV e consiste 
basicamente em 2 diferentes métodos: congelação, que é o método clássico de criopreservação podendo ser 
rápida ou lenta, de acordo com a taxa de resfriamento e o tipo e concentração do crioprotetor (Shaw et al., 2000); 
e a vitrificação, que é uma prática mais recente, na qual se obtém a solidificação sem a formação de cristais de 
gelo intracelulares (Green et al, 2009). 

Além dos benefícios já descritos anteriormente, a criopreservação permite a estocagem a longo prazo de 
embriões, servindo como alternativa quando o número de embriões obtidos supera o número de fêmeas 
receptoras (Fahning et al., 1992). 

Segundo Dattena et al. (2004), o sucesso da criopreservação de embriões depende, principalmente, do 
tipo e concentração do crioprotetor utilizado. Um dos fatores mais importantes a ser considerado na escolha do 
crioprotetor é a sua toxicidade, que esta diretamente relacionada à sua permeabilidade e ao tempo de exposição 
do embrião a este crioprotetor.  

Embora o processo de criopreservação de mórulas e blastocistos de ovinos seja eficaz, ainda há poucos 
relatos sobre a taxa de prenhez e nascimento após a TE. Ainda segundo Martínez et al. (2006), embriões de FIV 
são mais sensíveis ao processo de congelamento e vitrificação, em comparação aos produzidos  in vivo. 
 
 Clonagem 
 

Em animais de produção, a clonagem foi feita pela primeira vez em ovinos através da técnica de 
transferência de núcleos embrionários para oócitos enucleados (Willadsen, 1986). No entanto, as possibilidades 
de obtenção de clones a partir desta técnica são limitadas, particularmente devido ao pequeno número de núcleos 
disponíveis. Um grande passo foi dado com a possibilidade de obter crias viáveis a partir de células somáticas 
(Wilmut et al., 1997). A clonagem somática consiste em usar células diferenciadas colhidas de um animal adulto 
como fonte de núcleos diplóides e transferí-los para oócitos receptores previamente enucleados (Simplício et al., 
2007). 

Neste processo, a enucleação dos oócitos é a etapa que requer mais cuidado e tempo, sendo a presença 
da zona pelúcida o maior obstáculo. Novos estudos têm proposto a remoção da zona pelúcida, o que facilita a 
enucleação e aumenta significativamente o sucesso da fusão celular, sem afetar a viabilidade embrionária 
(Lagutina et al., 2007). 

Esta técnica de transferência nuclear pode ser aplicada na produção de animais transgênicos para 
pesquisa, exploração pecuária e produção de fármacos, na multiplicação de espécies animais de alto valor 
genético e ameaçadas de extinção e nos transplantes de orgãos, visando a inativação dos genes envolvidos na 
expressão das proteínas de histocompatibilidade responsáveis pelas reações de rejeição do órgão transplantado 
(Baldassare, 2008).  

No entanto, a taxa de sucesso da clonagem ainda é muito baixa, na maioria das vezes não superior a 1% 
(Solter, 2000). Esta baixa viabilidade dos embriões clonados é principalmente expressa pela redução na taxa de 
implantação, pelo aumento na taxa de mortalidade fetal e perinatal, e pelas diversas anomalias observadas nos 
animais nascidos (Bordignon, 2003). 

Considerações finais 
 

A aplicação das Biotécnicas de Reprodução Assistidas em ovinos tem se desenvolvido sobremaneira no 
mundo todo e também em nosso país. Diversos são os entraves ainda existentes, alguns deles inerentes as 
peculiaridades fisiológicas da espécie ovina, outros decorrentes das conjunturas regionais e circunstâncias 
econômicas. No Brasil a expansão da criação de ovinos tem sido percebida em todas as regiões geográficas, 
entretanto, a velocidade de crescimento e a organização da assim chamada “cadeia produtiva” ainda são 
insatisfatórias e têm representado o principal obstáculo à popularização da adoção da Reprodução Assistida e 
consolidação do emprego das Biotécnicas. Pode-se então considerar que muito embora existam gargalos 
tecnológicos importantes a serem estudados e superados, é a estruturação do mercado produtivo que permitirá 
maior lucratividade do setor com reflexos na demanda por Biotécnicas de Reprodução Assistida.  
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