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Resumo

A ovinocultura possui posi¢do de destaque atualmente na pecudria brasileira, devido a uma crescente
necessidade dos centros urbanos em cortes especiais de ovinos. Isto impde que a ovinocultura eleve os seus
indices produtivos, o que aumenta a relevancia das biotecnologias da reproducdo animal no melhoramento
genético da espécie ovina. A superovulacdo com posterior transferéncia de embrides entre essas biotecnologias,
ganha importancia na multiplicacdo de individuos de elevado mérito produtivo. Por outro lado, h4d grandes
limitagdes na sua utilizag@o, nos custos do procedimento, no método de colheitas das estruturas embriondrias, na
dificuldade de se promover um crescimento folicular uniforme, levando-a a apresentar uma extensa variabilidade
na resposta superovulatoria. A colheita dos embrides via transcervical esbarra na barreira natural da cérvix, que
apresenta uma conformacdo de anéis acéntricos de dificil transposi¢do, promovendo uma limitagdo no seu uso
em escala comercial. O objetivo desta revisdo ¢ demonstrar alguns dos fatores limitantes na utilizagdo dessa
biotécnica para que, com isto, novas alternativas venham a ser utilizadas, a fim de que a superovulacdo e a
transferéncia de embrides se tornem uma realidade na criagdo de ovinos do Brasil.
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Abstract

The sheep industry has a prominent position in the Brazilian livestock industry today due to a growing
need in urban centers for special cuts of meat. This sets higher standards for the industry and the need for better
production rates, increasing the importance of animal reproduction biotechnologies as a way to achieve genetic
improvement when breeding sheep. Multiple ovulation and subsequent embryo transfer (MOET), takes great
importance in the multiplication of individuals of high productive levels. On the other hand, there are major
limitations using this technique, the cost of the procedure, the method of harvesting embryonic structures, the
difficulty in promoting a uniform follicular growth, resulting in great response variability. The transcervical
embryo collection touches the natural barrier of the cervix, which has a conformation of acentric rings of
difficult access, providing limitations to its use on a commercial scale. This review demonstrates some of the
limiting factors in using this biotechnology in hopes to inspire new alternatives that will make MOET a viable
reality in the sheep industry in Brazil.

Keywords: animal reproduction, biotechnology, sheep.
Introducao

Com a crescente demanda por carne de cordeiro, em especial nos grandes centros urbanos, a
ovinocultura brasileira, que em outras épocas foi tida como importante instrumento socioecondmico e ferramenta
de fixagdo do homem no campo, em especial os pequenos criadores e praticantes da agricultura familiar, vem
demonstrando sua incapacidade de atender a demanda do mercado interno em requisitos basicos. Segundo
informagdes obtidas de Souza (2012), no Brasil ndo existe um niimero suficiente de ovelhas para satisfazer as
necessidades do mercado interno de cordeiros. Ainda de acordo com o autor, faltam cordeiros em todos os
estados e frigorificos do pais, em especial para aqueles que atendem a dois pontos muito importantes para o
mercado: qualidade e escala. Essa situagdo impde a busca por cordeiros com a qualidade exigida em outros
centros de produgao.

No Brasil, a maior movimentagdo da ovinocultura tem se restringido ao segmento de alta genética, os
chamados “animais de elite”, em detrimento do setor produtivo com qualidade e escala, fato que ndo tem
impedido de fazer com que a ovinocultura tenha se destacado no cenario nacional como uma atividade de grande
impacto socioeconomico.

Apesar das limita¢des existentes, tem havido uma crescente demanda, por parte da iniciativa privada,
por biotécnicas da reprodugdo que visem ao incremento da produtividade e da rentabilidade dos rebanhos e das
unidades produtivas. Entre essas biotécnicas, pode-se ressaltar a sincronizagdo de estros, a inseminagao artificial,
o diagnostico precoce de prenhez, transferéncia de embrides (TE) e, mais recentemente, a colheita de ovocitos e
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a produgdo de embrides em laboratorio por meio da fertilizagdo in vitro.

A principal limitagdo da TE em pequenos ruminantes sempre esteve relacionada a dois fatores: os
custos e a metodologia cirurgica de colheita de embrides (Fonseca et al.,, 2010). O estabelecimento de um
protocolo para superovulagdo, capaz de oferecer uma seguranga minima na resposta superovulatoria, também
constitui um fator limitante.

Superovulagio na ovelha

A grande variacdo na resposta ovariana de ovelhas submetidas a programas de superovulacdo ¢ uma das
mais frustrantes e limitantes causas da implementag¢ao comercial da TE nessa espécie. Apesar dos conhecimentos
obtidos nos tltimos tempos sobre a dindmica folicular na ovelha e do avango na produgdo de horménios com
qualidade e pureza, a busca por um protocolo capaz de fornecer uniformidade na resposta superovulatoria e na
producdo de embrides viaveis, transferiveis e criopreservaveis apos estimulo hormonal tem sido o motivo de
investigagdes por inimeros grupos de pesquisadores, uma vez que corresponde a um dos passos mais criticos do
processo (Amirides e Cseh, 2012).

As primeiras informagdes relativas a superovulagdo em ovelhas utilizaram a gonadotrofina coridnica
equina (eCG), administrada 48 horas antes da remoc¢do da fonte exdgena de progesterona, em dose unica, devido
a sua longa meia-vida. Na verdade, esse fato tem justificado a marginaliza¢do dessa gonadotrofina para fins de
superovulacdo, uma vez que a longa meia-vida pode promover uma elevada incidéncia de foliculos ndo
ovulados, provocando, assim, um aumento dos niveis plasmaticos de estrégenos e, por consequéncia, uma
alteracdo no transporte de gametas no trato genital, o que resulta em baixa taxa de coleta de embrides viaveis.
Além das alteragdes enddcrinas descritas, uma precoce maturacdo dos ovdcitos explica a baixa eficiéncia do
eCG (Whyman e Moore, 1980; Evans e Armstrong, 1984; Moor et al., 1985; Jabbor e Evan, 1991).

Com a disponibilizacgdo do horménio foliculo estimulante (FSH), intimeros estudos foram
desenvolvidos no sentido de se comparar a eficiéncia desse produto com o ¢CG. Um achado comum entre os
diversos experimentos, em diferentes espécies, foi a superioridade do FSH no que diz respeito a taxa de
superovulacdo e fertilizagdo, assim como na producdo de embrides de boa qualidade. Uma ampla revisdo sobre
esse tema e sobre diferentes protocolos e doses aplicadas foi disponibilizada por Gordon (1997) e Cognie (1999),
com informagdes de que o FSH, em razdo da sua curta meia-vida (5 h), foi administrado em seis a oito
aplicagdes em intervalo de 12 horas, sendo iniciado o tratamento dois a trés dias antes da remog¢do da fonte
exogena de progesterona.

A resposta do ovario de ovelhas ao tratamento superovulatorio depende de fatores endogenos (genética,
plano nutricional, status folicular, estacdo do ano) e exdgenos (tipo, dose e protocolo de aplicacdo da
gonadotrofina utilizada, método de inseminagdo e intervalo entre tratamentos). A contribui¢do individual de cada
um desses fatores sobre a resposta superovulatoria ¢, todavia, impossivel de ser quantificada (Cognie et al.,
2003; Gonzalez-Bulnez et al., 2004; Bartlewski et al., 2008; Amirides e Cseh, 2012).

Exames ultrassonograficos e endoscopicos, realizados em ovelhas ciclicas, permitiram concluir que o
status ovariano no inicio do tratamento superovulatério pode interferir no resultado da superovulagdo. O inicio
do tratamento superovulatdrio na presenga de foliculos com didmetro >6 mm no ovario de ovelhas tem sido
descrito por muitos autores como causa de redugdo no nimero de ovulagdes (Rubianes et al., 1997; Gonzalez-
Bulnes et al., 2004).

Foi possivel incrementar a resposta superovulatoria, bem como uma produgdo maior de embrides em
ovelhas, quando se observou que um grande numero de foliculos antrais pequenos (2 a 3 mm de diametro) estava
presente e que foliculos grandes estavam ausentes dos ovarios no inicio do tratamento (Cognie et al., 2003).

Sendo assim, ¢ desejavel que o tratamento superovulatorio seja iniciado na emergéncia de uma onda de
desenvolvimento folicular ou na auséncia de um foliculo dominante, o que pode ser alcangado por ablacdo
mecénica ou por inibi¢do medicamentosa do desenvolvimento folicular previamente ao inicio do tratamento
superovulatdio (Cognie et al., 2003; Gonzalez-Bulnez et al., 2004; Amirides e Cseh, 2012).

A aspiracdo folicular por meio da ultrassonografia de foliculos dominantes ¢ uma abordagem que tem
sido pouco estudada na ovelha, certamente devido a necessidade de realizacdo de endoscopia, o que dificultaria e
oneraria ainda mais a utilizagdo da técnica (Amirides ¢ Cseh, 2012). Estudos desenvolvidos em vacas por Bo et
al. (1996), que associaram a administracdo de benzoato de estradiol a dispositivos intravaginais liberadores de
progesterona (CIDR), permitiram desenvolver uma promissora estratégia capaz de sincronizar a onda de
desenvolvimento folicular previamente ao inicio do tratamento superovulatorio.

Ao estudar a a¢do do benzoato de estradiol sobre a populag¢do de foliculos nos ovarios de ovelhas Santa
Inés, Biscarde (2010) constatou que, ao contrario da vaca, na ovelha o tratamento nio foi capaz de diminuir a
populagdo de nenhum foliculo, independentemente do didmetro, e também néo foi capaz de induzir a emergéncia
de uma nova onda de crescimento folicular, além de promover uma dispersdo maior no tempo de ovulagéo.

Cognie et al. (2003) suprimiram com sucesso o desenvolvimento de foliculos grandes por meio da
administracdo de agonista de horménio liberador de gonadotrofinas - GnRH (Buserelina) e com antagonista de
GnRH (antarelix). Ambos os tratamentos suprimiram o crescimento de foliculos grandes e aumentaram
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significativamente a populagdo de foliculos pequenos. O mesmo sucesso nao foi alcangado por Martins e
Gusmao (2005) quando repetiram o protocolo descrito por Cognie et al. (2003) em ovelhas Santa Inés.

Em um experimento bastante atual, Gharbi et al. (2012) injetaram diariamente, por 14 dias, pela via
subcutanea, 40 ug de buserelina como pré-tratamento superovulatorio com 320 pug de FSHp, divididos em oito
aplicagdes decrescentes em intervalo de 12 horas, acrescidos de 60 ¢ 90 pg de horménio luteinizante (LH) nos
dois ultimos dias de tratamento. Os autores relataram uma taxa de sucesso significativa, quando compararam
seus achados experimentais aos resultados apresentados pelo grupo-controle, tratado convencionalmente com
200 pg de FSHp em doses decrescentes (seis inje¢des em intervalos de 12 h), acrescidos de 60 e 90 ng de LH
nos dois ultimos dias de tratamento.

Em um estudo recente, Mayorga et al. (2011) conduziram um experimento em que ovelhas foram
tratadas pela via intramuscular, com 350Ul de FSH divididas em oito doses decrescentes, em intervalos de 12
horas, iniciando-se quatro dias apos a observagdo do estro natural (dia 0; Menchaca et al., 2007), e compararam
esse protocolo com o regime convencional, que constou da deposi¢do de esponja intravaginal contendo 40 mg de
acetato de fluorogestona (FGA), por 12 dias, seguido do mesmo regime de administracdo do FSH, iniciando-se
48 horas antes da remocdo do dispositivo. Os animais foram cobertos naturalmente, por um carneiro com
fertilidade comprovada, 24 horas apds a administragdo de prostaglandina F2a (PGF2a) no grupo (dia 0) e no
mesmo periodo apoés a retirada das esponjas. Os autores concluiram que o protocolo superovulatorio alternativo
foi efetivo quando comparado ao tradicional, com as vantagens de menor custo, menos trabalho e auséncia dos
efeitos colaterais provocados pela esponja.

Convencionalmente, nos trabalhos de campo, os autores da presente revisdo fazem uso do procedimento
descrito a seguir. Utiliza-se a inser¢do do dispositivo vaginal (CIDR), que ¢ trocado no sétimo dia, e sdo
administrados 125 pg de PGF2a. Cinco dias aps a troca do dispositivo, segue o tratamento com 200 mg de
FSHp (folltropin), divididos em duas aplicagdes diarias de 2,0-1,5-1,0 ¢ 0,5 mL, pela via intramuscular,
associado a 200Ul de eCG na sexta administragdo do FSH, momento em que se retira o dispositivo vaginal.
Juntamente com a ultima administracdo de FSH, administram-se 100 ug de GnRH. No mesmo dia, os animais
sdo mantidos em jejum, ¢ a IA ¢ realizada 12 a 14 horas ap6s a ultima inje¢@o, o que corresponde a 36-38 horas
apos a remogao do CIDR. Quando ¢ utilizado sémen congelado, repete-se a IA oito horas apos.

O fato de manejar-se excessivamente os animais para a administragdo diaria do FSH despertou o
interesse em se desenvolverem protocolos mais simplificados, a fim de se reduzir o estresse sobre doadoras e os
custos de administracdo. Na revisao realizada por Cognie (1999) e Cognie et al. (2003), estdo disponibilizados
diferentes estudo sobre o tema.

Silva e Gusmao (2002), ao trabalharem com ovelhas Santa In€s, administraram 200 mg de FSHp (1,0
mL), dissolvidos em 9,0 mL de uma solugdo de polivinilpirrolidona (PVP) a 30% w/v, aplicada em dose tnica,
pela via subcutanea, 12 dias apos a introdu¢do do CIDRg. Quarenta e oito horas apos a administragdo da mistura,
injetaram 125 pg de PGF2a e removeram o dispositivo vaginal. Foi alcangada, apds colheita cirtirgica, uma
média de 5,4 embrides por ovelha.

Colheita e transferéncia de embrioes

Na ovelha, um fator que limita a utilizagdo da TE em escala comercial ¢ a dificuldade de serem
realizadas colheitas pelo método transcervical, devido ao obstaculo representado pela grande dificuldade de
transposicdo do canal cervical, ja que este ¢ longo, sinuoso, com abertura dos anéis de forma excéntrica e com
diametro reduzido. O orificio externo apresenta diferentes formatos em bico de pato, flap, roseta e espiral
(Halbert et al., 1990b; Silva et al., 2004), criando um obstaculo a passagem de instrumentos que permitam o
acesso ao utero pela via transcervical. Sendo assim, a utilizagdo comercial dessas biotécnicas fica limitada aos
procedimentos cirirgicos e laparoscopicos, que trazem como grande desvantagem a predisposicao a formagao de
aderéncias do sistema genital das doadoras, reduzindo o nimero de colheitas efetuadas em uma mesma fémea e,
em algumas vezes, até comprometendo a vida reprodutiva futura do animal (Gonzales et al., 1991, 2004;
Mayorga et al., 2011).

O sucesso da transposicao da barreira cervical parece depender de varios fatores, como a raga, o nimero
de partos ocorridos anteriormente a colheita, bem como de fatores inerentes ao individuo (Almeida et al., 2002).

O relaxamento da cérvix em ovelhas em cio foi descrito como sendo o resultado da acdo pré-ovulatoria
dos hormonios progesterona, estradiol e ocitocina atuando sobre a cérvix. Foi possivel detectar uma elevagio da
expressdo de receptores para ocitocina nas células do epitélio luminal da cérvix durante o estro. Na vaca, o efeito
potencial da ocitocina sobre o relaxamento cervical ¢ mediado pela elevacdo local da ciclo-oxigenase-2(COX2),
com subsequente elevagdo na sintese de prostaglandina E2 (PGE2; Rickords e White,1988; Ayad et al., 2004).

O amolecimento natural da cérvix tem sido descrito como resultado de alteragdes intrinsecas dos
componentes extracelulares do estroma. A mais marcante das mudancas ¢ provocada por uma redugdo na
concentragdo de colageno e glicosaminoglicanos (GAGS), associada a uma significativa elevacdo de um dos
GAGS primarios, o acido hialurénico (HA), que tem elevada afinidade por moléculas de agua. O relaxamento da

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.37, n.2, p.226-231, abr./jun. 2013. Disponivel em www.cbra.org.br 228



)

L ]

cérvix observado durante o estro esta associado a um elevado contetido de HA ¢ agua (Kershaw et al., 2005;
Stern et al., 20006).

Perry et al. (2010) investigaram o efeito da aplicag@o local de HA sobre a profundidade de penetragido
da pipeta para inseminagdo na cérvix de ovelhas em cio e sugeriram que a aplicagdo de HA com baixo peso
molecular ¢ um passo adiante para tornar inseminacao transcervical mais acessivel na ovelha.

O influxo de neutréfilos na cérvix parece ser um importante componente para o amolecimento cervical.
Postula-se que a colagenase liberada por neutrofilos recrutados para o interior da cérvix é muito importante para
o rompimento das fibras coldgenas, que sdo os principais elementos estruturais da cérvix. Em cobaias, coelhos e
humanos, a interleucina 8 t€m sido associada com o recrutamento de leucocitos e a elevagdo da colagenase
cervical no final da gestacao (Rajabi, 1991).

Alguns estudos testaram uma grande variedade de farmacos com o propésito de promover o
relaxamento cervical em ovelhas, com o objetivo de ultrapassar a barreira do canal cervical. A administragdo de
ocitocina isoladamente ou em combinagdo com estradiol produziu resultados incompativeis com as necessidades
para adocdo do método em escala comercia (Khalifa, 1992; Sayre e Lewis, 1996; Wulster-Radcliffe et al., 1999).
Resultado semelhante foi descrito quando da utilizagdo da interleucina 8, que produziu efeito insignificante sobre
o relaxamento e a abertura da cérvix (Croy et al., 1999). Resultados promissores foram obtidos mediante a
introdugdo vaginal de um dispositivo contendo PGE,, que possibilitou a penetragdo da cérvix 12 horas apos o
tratamento (Rickords e White, 1988; Barry et al., 1990; Halbert et al., 1990a; McKelvey et al., 1997; Candappa
et al., 2009).

Leethongdee et al. (2007) verificaram o efeito da administracdo do analogo da PGE2, misoprostol e do
FSH sobre a penetrabilidade da cérvix de ovelhas durante o periodo periovulatorio e concluiram que FSH ou
misoprostol foram capazes de aumentar o relaxamento natural da cérvix ao ponto de permitir uma efetiva
penetragdo intrauterina no momento da inseminagao artificial.

Durante a prenhez, a PGE2 ¢ liberada continuamente pela placenta e desempenha um importante papel
nos eventos que conduzem ao parto. E conhecido que PGE2 estimula a produgio de PGF2a, que, por sua vez,
sensibiliza 0 miométrio & ocitocina enddgena ou a administragdo exdgena, entretanto as evidéncias disponiveis
indicam que a PGE2 desempenha seu principal papel na preparagdo e no amadurecimento da cérvix para o parto,
sem afetar a contratilidade uterina (Barry et al., 1990; Pereira et al., 1998; Perry et al., 2010), promovendo um
complexo conjunto de alteragdes estruturais e bioquimicas envolvidas no processo.

O amadurecimento e a abertura da cérvix envolvem um marcado relaxamento das fibras da musculatura
lisa cervical, que necessitam serem transformadas de uma estrutura rigida em uma estrutura amolecida,
complacente e com configuracdo dilatada. Esse processo envolve a ativacdo da enzima colagenase, que ¢
responsavel pela digestdo de parte da cadeia estrutural de colageno da cérvix. Tal mecanismo estd associado a
uma concomitante elevagdo nos niveis cervicais de glicosaminoglicanos ¢ HA (Pritchard et al., 1985).

Com base nas informagdes acima descritas, estudos desenvolvidos por Gusmao et al. (2009) obtiveram
promissores resultados quando foram depositados 200 pg de misoprostol (Cytotec®) no fundo de saco vaginal
de ovelhas Santa Inés e Dorper. Foi observado que a utilizagdo do misoprostol cinco horas antes das colheitas,
associada a tragdo e dilatagdo mecanica da cérvix foi efetiva, possibilitando a transposi¢do cervical. Além da
utilizagdo da PGE2, a tracao cervical com pingas de Pozzi ¢ o emprego de velas tipo Hegar para promover a
dilatagdo mecénica do canal cervical foram indispensaveis para a execug@o da técnica com sucesso. O calibre da
vela (n® 2 ou 3) variou de acordo com o didmetro do canal cervical do animal trabalhado. Apesar da dificuldade
em se obter no mercado nacional, a sonda modelo Nelaton-Robinson (Rusch®ref. 220500 n® 10) com via tinica,
fabricada pela Rusch, produziu bons resultados, com raros episédios de dobramento (Gusmao et al., 2009).

Transposta a barreira cervical, o prosseguimento da lavagem uterina pode ser executado em circuito
fechado ou ndo. Importante salientar que, em razdo dos cateteres usados serem desprovidos de baldo, uma vez
que necessitam ser manipulados durante a lavagem, o volume de meio a ser injetado no utero da doadora
depende do seu porte. Em ovelhas, ¢ seguro utilizarem-se por¢des de 20 mL, podendo chegar a 30 mL em
ovelhas maiores, no final das lavagens (Gusmao et al., 2009).

A classificacdo dos embrides de ovinos segue o mesmo padrdo descrito para bovinos, de acordo com o
método relatado por Lindner e Wright (1983) e baseado nas normas da Sociedade Internacional de Transferéncia
de Embriodes (IETS).

A transferéncia ¢ realizada pelo método semilaparoscopico, utilizando-se uma mistura de ketamina e
xilazina para sedagdo (250 mg de ketamina, 20 mg de xilasina em 19 mL de soro fisiolégico — 1 mL/ 10 KPV £
5,0 mL/animal). Apds a depilagdo e assepsia da regido pré-mamaria do abdomen, administra-se o equivalente a
5,0 mL de lidocaina a 1%, pela via subcutdnea, no ponto de introducdo de um trocéater que vai dar acesso a Otica
com fonte de luz e permitir a visualizagdo do interior da cavidade abdominal e no ponto onde se faz uma
abertura que permite a introducao da pingca modelo Babecock (25 cm). Os pontos de anestesia local sdo feitos na
linha das tetas.

Visualmente, faz-se a avaliagdo da presenca e da qualidade do copo luteo (CL). Posteriormente, ¢ feita a
exterioriza¢do do corno uterino ipsilateral a ovulagdo, e o embrido ¢ injetado no utero com o auxilio de um
unopette®. Receptoras caprinas e ovinas que apresentem CLs muito pequenos ou palidos ndo devem ser
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utilizadas, pois CL rosa palido é um sinal tipico de regressdo precoce.

Os animais submetidos a transferéncia semilaparoscopica recebem previamente a injecdo de 1,0 mL/10
KPV de oxitetraciclina, preventivamente, ¢ devem ser diariamente tratados com repelente no local da ferida até
completa recuperagao.
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