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Resumo

O objetivo deste artigo foi descrever técnicas ndo cirirgicas associadas a recuperagdo e inovulacao de
embrides em caprinos e ovinos. Os procedimentos relativos a estas etapas da produgdo in vivo de embrides
destes animais foram descritos de forma sequencial e detalhada, a fim de permitir sua execucdo por veterinarios
especialistas na area.
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Abstract

The objective of this article was to describe non surgical techniques related to recovery and transfer of
sheep and goat embryos. The main procedures for these steps in the in vivo embryo production from these
animals were described sequentially and with the requested details to support their performance by veterinarian
experts.
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Introducao

A atividade mundial da tecnologia de embrides em pequenos ruminantes ¢ ainda instavel. Tanto a
produgio in vivo como a in vitro de embrides necessitam de maiores avangos técnico-cientificos para possibilitar
maior difusdo das técnicas. Ambas as tecnologias dependem ainda das demandas de mercado para crescer e se
estabelecer. A restauragdo do crescimento do rebanho ovino e a manutengao desta taxa no rebanho caprino serao
decisivas neste cenario (Fonseca et al., 2010).

O primeiro registro de sucesso da transferéncia de embrides (TE) foi relatado em coelhos, por Heape,
em 1890, e desde entdo varias espécies de animais domésticos foram submetidas a esta tecnologia (Betteridge,
2003). Em 1934, Warwick et al. fizeram o primeiro relato de transferéncia de embrides em pequenos ruminantes.
No entanto, seu uso comercial foi relatado na América do Norte apenas na década de 1970 (Jainudeen et al.,
2004). No Brasil, o sucesso da TE em caprinos foi descrito, pela primeira vez, por Jaume e Bruschi (1985).
Todos os relatos de tal tecnologia em caprinos até 1990, contudo, envolveram o uso de procedimentos cirurgicos
de coleta, que t€m sido restringidos em alguns paises até que sejam desenvolvidas técnicas ndo cirirgicas
eficientes para este propdsito (Embryo..., 1994).

O valor econdmico limitado da maioria dos ovinos e caprinos ¢ a necessidade de procedimentos
invasivos tornam a TE menos pratica em pequenos ruminantes que em bovinos. Sequelas pds-cirurgicas, como
aderéncias, riscos de perda subsequente da fertilidade e alto custo da técnica, também, limitam o uso
generalizado da TE em caprinos e ovinos (Mobine et al., 2002; Holtz, 2005). Entretanto, espera-se que a coleta
de embrides produzidos in vivo por procedimentos cirurgicos seja substituida por técnicas ndo cirurgicas em
pequenos ruminantes, como ocorreu em bovinos. Inicialmente, a coleta e a transferéncia dos embrides bovinos
eram realizadas por procedimentos cirurgicos sob anestesia geral. Apenas no final da década de 1970, técnicas
ndo cirrgicas foram desenvolvidas e empregadas com sucesso (Brand e Drost, 1977a, b), o que permitiu que a
TE nesta espécie crescesse em popularidade. Vale ressaltar que a crescente ateng@o ao bem-estar animal também
esta em foco nesta discussdo, pressionando o aprimoramento das técnicas ndo cirurgicas da reprodugdo assistida.

A anatomia relativamente pequena dos 6rgaos reprodutivos em ovinos e caprinos, a dificuldade de
manipulacdo e os instrumentos inapropriados foram fortes barreiras ao longo dos anos para o desenvolvimento
da TE nestas espécies. Em caprinos, novas perspectivas surgiram com o registro da possibilidade de recuperagio
de embrides pela via cervical (Pereira et al., 1998). Atualmente, quase 100% das coletas de embrides caprinos no
Brasil s3o realizadas pela via cervical ndo cirurgica. Grande esfor¢o também tem sido dispensado para aplicar
esta realidade no rebanho ovino (Gusmao et al., 2007, 2009). Neste contexto, o presente artigo tem o objetivo de
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descrever passo a passo as técnicas de coleta e transferéncia ndo cirtirgicas de embrides caprinos e ovinos.
A técnica
Cabras e ovelhas doadoras

Os programas de multipla ovulagdo e de transferéncia de embrides (MOET) possibilitam que uma
fémea produza um niimero de descendentes muito superior ao que seria possivel obter fisiologicamente durante
sua vida reprodutiva. Desta forma, o uso de fémeas geneticamente superiores como doadoras de embrides
permite a multiplicacdo deste potencial, sendo uma mportante ferramenta para acelerar e maximizar os processos
de sele¢do e melhoramento animal. Além do potencial genético e zootécnico, a avaliagdo clinico-ginecoldgica é
recomendada no processo de selegdo de fémeas doadoras de embrides.

O desenvolvimento da técnica ndo cirurgica de coleta de embrides ampliou as possibilidades de
emprego dos programas de MOET, visto que reduziu a ocorréncia de complicagdes futuras para as fémeas.
Anteriormente, com o uso naturalmente restrito das técnicas cirurgicas, a lavagem uterina apenas era realizada
quando a fémea havia respondido satisfatoriamente ao tratamento superovulatorio. Hoje, com o uso da técnica
cervical, as coletas de embrides podem ser realizadas em fémeas superovuladas ou ndo, durante a estagdo de
ciclicidade (estro natural) ou de anestro (estro induzido). Cabras com histérico de hidrometra também podem ser
utilizadas, desde que essa patologia tenha sido tratada e a aparéncia ultrassonografica do utero esteja normal.
Cabras e ovelhas jovens (nuliparas) também podem ser submetidas a coleta ndo cirtirgica, mas a recomendagio ¢
que sejam utilizadas fémeas primiparas ou pluriparas, especialmente em ovelhas, em fun¢do da maior
dificuldade de transposic¢do da cérvix.

A recuperacdo de embrides deve ser feita seis a sete dias apds a primeira inseminacdo artificial ou
monta natural, respectivamente. A resposta ovariana (superovulatéria) deve ser avaliada pelo menos um dia
antes da lavagem uterina, por meio da ultrassonografia transretal. Independentemente da condicdo da fémea
(superovulada ou ndo), as doadoras que apresentarem um ou mais corpos liteos podem ter o ttero lavado.

Dilatagdo cervical

A dilatagdo cervical ¢ um ponto indispensavel para a realizagdo da lavagem uterina ndo cirargica. Em
cabras, a administracdo de 50 pg d-cloprostenol ou 10 mg dinoprost i.m. é recomendada entre 16 e oito horas
antes da lavagem. Assim, a recuperagdo dos embrides deve ser programada para ocorrer no minimo 0ito € no
maximo 16 horas apos a administragdo do farmaco. Em caso de ndo ocorrer dilatagdo cervical, podem ser
administradas de 30 a 50 UI de ocitocina entre 10 e 20 minutos antes do procedimento (Khalifa et al., 1992). A
dilatagdo cervical em ovelhas tem sido obtida por meio da administragdo de 200 pg misoprostol no fundo do
saco vaginal, cinco horas antes da coleta de embrides (Gusmao et al., 2009).

Preparacdo da doadora

Recomenda-se conter adequadamente a fémea em tronco apropriado, na posi¢do quadrupedal, para
evitar movimentos bruscos laterais e dorsoventrais. O pelo ou 1a da regido da base da cauda da fémea deve ser
aparado. A regido perineal deve ser bem lavada com 4gua limpa e detergente, ndo sendo necessario utilizar
solugdes a base de alcool nestas superficies. Atengdo especial deve ser dada a remogdo do material fecal residual
da regido do anus e da vulva.

Sedacdo e anestesia

Dez minutos antes de iniciar os procedimentos de coleta, as fémeas devem receber acepromazina 1% na
propor¢ao de 1 ml/100 kg de peso corporal, por via i.m. Imediatamente antes da introdugdo do espéculo vaginal,
¢ realizado o bloqueio anestésico pela administracdo de 1 a 2 ml/animal de cloridrato de lidocaina 2% sem
vasoconstritor, pela via epidural na regido sacrococcigea. Apds a introdugao do espéculo vaginal e a fixacao da
cérvix, introduzir cuidadosamente, com a pinga Allis (26 cm), uma gaze estéril embebida com 5 ml de lidocaina
2% com vasoconstritor, a qual deve ser colocada ventralmente ao orificio cervical. Manté-la nesse local durante
todo o procedimento e remové-la ao final. Isto é essencial para fornecer anestesia local e tranquilidade a fémea.

Imobilizacdo e tragdo cervical
Sempre utilizar espéculo Collins de ntimero 0 a 3 para explorar a vagina e a cérvix da fémea. Nunca

usar outro tipo de espéculo porque ele dificultara a visualizagdo e a fixa¢do da cérvix. Para cabritas, introduzir
primeiro o espéculo de nimero 0 com cuidado e abrir lentamente por 30 segundos. Remover este ¢ introduzir o
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espéculo de ntimero 1. Para pluriparas, os espéculos de nimero 2 a 3 sd3o os mais comumente utilizados.
Diminuir ou aumentar o numero do espéculo sempre que necessario. A facilidade de visualizagdo e exposigdo da
cérvix ira orientar a necessidade de mudanga.

Utilizar gel para lubrificar a extremidade frontal do espéculo. Introduzi-lo lentamente no interior da
vulva/vestibulo e vagina. Com auxilio de uma fonte de luz, posicionar o espéculo de forma central e iniciar a
abertura do espéculo dando atencdo a exposicao da cérvix. Nesse momento, a fémea ird contrair o abdéomen e
como consequéncia, a cérvix projetar-se-a pelo centro do espéculo. O ato seguinte ¢ fixar duas pincas Pozzi (26
cm) lateralmente (0,5 a 1 cm) ao orificio cervical. Com a pinga Allis (26 cm), introduzir pela vagina uma gaze
estéril embebida em solucdo de lidocaina e posiciona-la ventralmente a abertura cervical (ver topico: Sedacdo e
Anestesia). Na sequéncia, tracionar com cuidado as duas pingas Pozzi em direcdo ao vestibulo da vagina.

Transposigdo cervical

De acordo com o numero de partos da fémea, escolher o dilatador uterino Hegar nos nimeros de dois a
quatro, para transpor os anéis cervicais. O primeiro anel pode ser transposto facilmente, entretanto a introdugéo
do dedo pelo reto da fémea pode facilitar a transposi¢do dos anéis cervicais mais craniais. Neste estadio, apds a
introdugdo do dilatador Hegar pelo canal cervical, movimentos sutis de rotagdo e para frente serdo necessarios
para mové-lo através da cérvix, ultrapassando seus anéis. Finalizada a transposi¢do de todos os anéis, aguardar
30 segundos para retirar o dilatador.

Uma sonda modelo Nelaton-Robinson (Gusmao et al., 2009), ou especialmente desenvolvida para
caprinos e ovinos (Sonda para coleta de embrides caprinos/ovinos; Embrapa, Brasilia-DF, Brasil), de numero
seis a 12, desprovidas de baldo, equipadas com um mandril de metal, é usada para transpor os anéis cervicais
novamente. Para ovelhas nuliparas ¢ pluriparas, os nimeros seis ¢ oito sdo os mais recomendados,
respectivamente. Ja para cabras, recomendam-se os numeros oito e 10 para nuliparas e pluriparas,
respectivamente. O uso da sonda nimero 12 ¢ restrito para cabras pluriparas grandes e ordem de parto elevada.
A resisténcia sera perdida apos total transposi¢ao dos anéis.

Para a lavagem dos dois cornos uterinos, a sonda deve ser sutilmente tracionada para tras e guiada para
o corno desejado com a ajuda do dedo inserido no reto da fémea. Neste estadio fisioldgico, o corpo uterino da
cabra e o da ovelha medem aproximadamente 2 cm, o que facilita guiar a sonda para o corno uterino desejado.

Coleta de embrioes

Conecta-se um circuito especialmente desenvolvido (Circuito para coleta de embrides caprinos/ovinos;
Embrapa, Brasilia-DF, Brasil) & sonda (ap6s retirada do mandril). O circuito ¢ um sistema totalmente fechado,
composto por tubo vinil transparente, nao toxico e flexivel, montado para permitir duas vias de comunicagdo, e
ambas se conectam a sonda, tornando o sistema em Y. Uma das vias do circuito comunica-se com o filtro coletor
de embrides, e a outra se liga a mangueira do meio de lavagem (similar ao sistema bovino). O circuito tem
também um dispositivo de trés vias proximo a extremidade conectada ao meio de lavagem. Uma seringa de 60
ml ¢ conectada a este dispositivo para controlar o volume de liquido inserido em cada corno uterino. A
quantidade de liquido inserida por vez inclui fragdes de 15 ml.

No procedimento de lavagem uterina, a via ligada ao filtro de coleta de embrides ¢ fechada por uma
obstrugdo do fluxo, ¢ a via ligada a sonda é aberta, de modo que o meio de lavagem ¢ introduzido no corno
uterino. Apds esta etapa, o meio de coleta deve ser mantido por alguns segundos dentro do ttero, e, em seguida,
o percurso ligado ao filtro é aberto para a recuperagdo do liquido e embrides. Quando o liquido ¢ instilado no
corno uterino, as duas vias do circuito sdo fechadas.

Apds a lavagem do primeiro corno uterino com um volume total de 120 ml de meio de coleta, a
extremidade anterior da sonda ¢ movida para o outro corno, como explicado anteriormente. O segundo corno é,
entdo, lavado. O processo ¢ repetido até atingir um volume total de 180 a 240 ml por corno uterino. Em alguns
casos e espécies animais, principalmente pluriparas, a quantidade de liquido por vez pode ser elevada para até 20
ml. O operador deve sempre observar se ha algum refluxo e proceder a abertura da via do filtro imediatamente.

Os procedimentos finais da coleta de embrides incluem a cuidadosa remog¢ao da sonda, pingas de Pozzi
e gaze. Ultrassonografia transretal ¢ indicada para avaliar as caracteristicas uterinas e a reten¢do de liquido no
limen uterino pos-lavagem. Todo o procedimento ¢ realizado com o animal na posi¢do quadrupedal, contido em
tronco apropriado, para evitar movimentos laterais e dorsoventrais.

A duragdo total do procedimento, desde a inser¢do do espéculo na vagina, é de aproximadamente 30 a
40 minutos, e a eficiéncia da recuperacdo dos meios de lavagem ¢ superior a 95% (Gusmao et al., 2009).

Inovulacio de embrides por procedimento nao-cirurgico

No mesmo contexto de importancia do desenvolvimento da técnica néo cirtirgica de coleta de embrides,
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o aprimoramento da técnica de inovulagdo ndo cirurgica de embrides garantird maior aplicagdo comercial, e
evitar-se-do complica¢des/sequelas subsequentes as fémeas receptoras.

Técnicas cirtrgicas (laparotomia), semicirurgicas (semilaparoscopia e laparoscopia) e ndo cirurgicas
(transcervical) sdo descritas para a inovulagdo de embrides em cabras receptoras. Destas, apenas a ultima nao
requer submeter a fémea a protocolos de anestesia geral e, por ser menos invasiva, promove minimos riscos ao
animal. Ha poucos relatos de sucesso dessa técnica, e, da mesma forma, escassos estudos tém sido realizados
com o objetivo de aprimorar a técnica. Flores-Foxworth et al. (1992) compararam a técnica laparoscopia e
transcervical e ndo observaram diferenca significativa entre elas na taxa de prenhez. Apesar disso, o método de
semilaparoscopia ¢ o mais empregado atualmente. Nesse procedimento, a laparoscopia ¢ utilizada para visualizar
a resposta ovulatoria da fémea e guiar a apreensdo do corno uterino ipsilateral ao corpo lateo. Apenas a por¢ao
cranial do corno uterino sera exposta, a fim de efetuar a inovulagao do(s) embrido(des) no limen uterino.

A ultrassonografia transretal tem possibilitado a observagdo e a caracterizagdo do corpo liteo com
elevada precisdo (Arashiro et al., 2010). Os embrides sdo transferidos ipsilaterais ao(s) corpo(s) luteo(s),
normalmente aos pares. A inovulagdo transcervical ndo cirurgica, executada de forma semelhante a colheita, é
uma tendéncia futura, a exemplo do que ocorreu em bovinos. Neste caso, o corpo liteo deve ser localizado por
ultrassonografia para determinagdo de qual corno recebera o embrido. O procedimento ¢ semelhante ao
previamente descrito para colheita transcervical. Para tanto, todo o procedimento de localizacdo da cérvix €
semelhante ao da coleta de embrides. Isto inclui a contengao fisica e quimica (sedagdo e anestesia epidural) das
receptoras.

Para a inovulagdo, utiliza-se pinga de Allis 26 cm. A pinga ¢ introduzida na cérvix, permanecendo uma
haste dentro e outra ventral a cérvix. O tracionamento ndo deve ultrapassar o vestibulo da vagina. Sem retirar o
espéculo, uma sonda uretral nimero seis com mandril ¢ introduzida no canal cervical. O dedo médio introduzido
no anus facilita a passagem e o direcionamento para o corno desejado. Terminada a passagem dos anéis, a
resisténcia sera perdida, o inovulador guiado para o corno desejado e o mandril retirado lentamente.
Simultaneamente a retirada do mandril, a sonda é pressionada no sentido cranial, de forma a alcancar o dpice do
corno uterino. Neste momento, sera notada uma resisténcia a introdug¢do. A sonda ¢é, entdo, tracionada
caudalmente cerca de 3 cm. Uma seringa de 3 ml com trés colunas de liquido, contendo o embrido na coluna do
meio, ¢ acoplada a sonda de inovulag¢do, o embrido ¢ injetado lentamente dentro do utero e a sonda retirada
sequencialmente.

Na Fig. 1, pode-se observar a caracterizacdo ultrassonografica do corpo lateo e a passagem do aplicador
através da cérvix, o que resultou em prenhez e nascimento de um cordeiro da raga Texel. Em fun¢do do diametro
do canal cervical, o uso desta técnica estad restrito a fémeas primiparas e pluriparas. Esta técnica ainda ¢é
experimental, mas os resultados preliminares tém sido promissores (Fonseca, 2006).

Figura 1. Caracterizagdo ultrassonografica de corpo luteo cavitario em ovelha receptora, sem raca definida, no
sexto dia do ciclo estral (A), e identificac@o (seta branca) do cateter transpassando o canal cervical (B). Adaptado
de Fonseca (2006).

Conclusoes e perspectivas

A técnica de lavagem uterina pela via ndo cirtirgica cervical ¢ segura e eficiente para recuperacdo de
embrides produzidos in vivo em cabras. O procedimento descrito ¢ simples, consome pouco tempo e possibilita
ser repetido sucessivas vezes com relativamente poucos riscos e sequelas ao animal. Com esta técnica, as fémeas
que apresentam taxas ovulatorias proximas ao natural (menos que cinco ovulagdes) podem ser submetidas a
coleta de embrides. Pelos métodos cirurgicos, em geral, estes animais ndo seriam submetidos a lavagem uterina.
Além disto, a recuperagdo de embrides pela via ndo cirurgica torna os programas de multipla ovulagdo e
transferéncia de embrides mais praticos, por dispensar o uso de equipamentos especializados, como
laparoscopios, e o emprego de anestesia geral nos animais. A inovulagdo ndo cirurgica ainda permanece como
desafio. O cenario mundial das tecnologias de reproducéo assistida e bem-estar animal promovera em breve uma
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restri¢ao ou até proibi¢do do emprego dos procedimentos cirirgicos como biotécnicas reprodutivas. Assim como
em bovinos, é esperado que a coleta ndo cirirgica de embrides caprinos produzidos in vivo, e em extensio a
ovinos, torne-se a técnica de eleicdo para uso comercial no Brasil ¢ no mundo. Neste contexto, os esforcos
garantirdo realizar programas de transferéncia de embriGes ndo apenas para a conservagdo e a propagacdo de
material genético de alto valor, mas também como uma tecnologia base para uma série de manipulagdes in vitro,
incluindo a transgenia.
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