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1. INTRODUCAO

A criacdo de ovinos e caprinos apresenta caracteristicas importantes
que tém potencializado sua expansdo. S0 animais que se adaptam a
varios sistemas de producédo, desde os familiares e extensivos aos mais
sofisticados e intensivos. Tém ciclo produtivo e reprodutivo relativamente
curtos, com animais podendo ser abatidos a partir dos trés meses de idade.
Adicionalmente, machos e fémeas podem ser acasalados aos seis meses.
O periodo de gestacdo de cinco meses, aliado a um curto puerpério
tornam ainda mais dindmicos os sistemas de criacdo destes animais. A
elevada prolificidade garante producdo adicional de filhotes ao longo da
vida reprodutiva das fémeas. Todavia, estes animais sdo conhecidos por
sua estacionalidade reprodutiva, ou seja, animais que se reproduzem em
periodo de tempo definido durante o ano, a estagcdo de acasalamento
natural ou estacdo reprodutiva. Cabras e ovelhas apresentam trés ou mais
estros durante a estacdo de acasalamento, até que fiqguem gestantes, com

expectativa de terem um parto por ano.

A possibilidade de se manipular a reproducdo de caprinos e ovinos
abre oportunidades interessantes para a maximizacgdo da exploragdo destes
animais e uso de tecnologias que, inclusive, podem permitir a
identificacdo e multiplicagdo de gendtipos superiores. O objetivo desta
revisdo foi apresentar os principios das técnicas de sincronizagdo de estro

e superovulacdo e como podem ser implantadas em sistemas de producgéo
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de pequenos ruminantes ou para a multiplicacdo acelerada de animais

com caracteristicas desejaveis.

2. SINCRONIZACAO E INDUCAO DO ESTRO E DA
OVULACAO

Por razbes fisiol6gicas (inerentes as espécies ovina e caprina),
comerciais, técnicas ou mesmo de manejo, a sincronizacdo e/ou inducédo
de estro podem ser justificadas. Cabras e ovelhas sdo poliéstricas
estacionais de dia curto ou continuas. Isto significa que os estros estardo
concentrados em um periodo de tempo definido durante o ano, onde o
fotoperiodo (numero de horas de luz por dia) é menor, a estacdo de
acasalamento natural. A duracdo desta estacdo é definida primariamente
pela latitude e secundariamente pela raca. Assim, quanto mais longe da
linha do Equador, esta estacionalidade reprodutiva tende a ser mais
evidente. Neste caso, as ovelhas devem apresentar um parto por ano.
Entretanto, em latitudes mais baixas, a estacionalidade reprodutiva tende
a diminuir ou mesmo cessar. Nestas condigdes, 0s ovinos tendem a ser
poliéstricos continuos, desde que condi¢cBes nutricionais estejam
adequadas. Mas isto nem sempre € possivel, em fun¢do da disponibilidade

estacional de alimentos.

Basicamente, estas biotecnologias podem ser implantadas durante a
estacdo de acasalamento natural ou de anestro e transi¢do. Seu uso

apresenta vantagens e desvantagens.

Vantagens:

e Uso maximizado de reprodutores quando associadas a monta
dirigida (mais coberturas por unidade de tempo); sincronizacdo de
partos, o que facilita 0 manejo sanitario e nutricional, além de
permitir lotes homogéneos de cria e recria; programacdo de

acasalamentos (férias, final de semana);

o Uso eficiente de inseminacao artificial, transferéncia de embrides

e técnicos; parigdo no outono/inverno (carne e leite de entressafra);
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e Diminuicdo do intervalo de partos, aumentando o ndmero de

partos durante a vida produtiva do animal;

e Escrituracdo zootécnica.

Desvantagens:

e Exigéncia de treinamento especifico; manipulacdo e

administracdo de drogas;

o Transmissdo de doencas entre os animais e para 0 homem se néo
forem utilizados materiais descartaveis (seringas, agulhas), luvas e
equipamentos  esterilizados ~ (espéculos,  aplicadores  de

dispositivos);
e Custo relativo de todo o material utilizado.

Para se entender os principios e aplicabilidade da sincronizacdo /
inducdo de estro, é preciso, primeiramente, considerar o sistema de
producdo em questdo. Nog¢des de custo de animais vazios (dias abertos)
muitas vezes sdo negligenciadas. Todavia, este pondo é fundamental, uma
vez que o0 uso desta ou daquela técnica pode resultar em animais gestantes
mais precoce ou tardiamente. Também é necessario conceituar e
diferenciar sincronizacdo e inducdo de estro, técnicas que, por vezes,

sobrepGem-se.

A sincronizagdo de estro refere-se a concentragcdo de animais em
estro em intervalo de tempo restrito (24 a 72 horas) durante a estacdo de
acasalamento. Note-se que durante a estacdo de acasalamento natural, 0s
animais estdo fisiologicamente aptos a manifestacdo de estros férteis. Por
outro lado, durante estagdo de anestro e transi¢do, o estro pode ser
manifestado por meio técnicas que utilizam manipula¢des hormonais,
programas de luz artificial e efeito macho (retirada do macho do rebanho
e apresentacdo 60 dias depois). Estas técnicas podem de forma isolada ou
em associacdo induzirem a manifestagcdo de estro que podera ser ou nao

de forma sincronizada (Fig. 1).
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Figura 1. Programas de sincronizagdo de estro com prostaglandinas (A) e
inducdo de estro com horménios (B), luz artificial (16 horas de luz X 8
horas escuro; C) e efeito macho (D). Explicacdo no texto. Adaptado de
Fonseca (2005).

2.1. Prostaglandinas

Durante a estacdo de acasalamento, a sincronizagéo de estro pode ser
eficientemente alcangada com o uso de prostaglandinas em dose Unica ou
duas doses intervaladas de 7 dias (Fig. 1 A). O encurtamento deste
intervalo de 10 para 7 dias tem apresentado melhores resultados,
sobretudo por permitir maior sincronia de ovulagBes, abrindo a
possibilidade de inseminacédo artificial (IA) em tempo fixo (IATF). Isto é
possivel porque a segunda dose de prostaglandina (PGF2o) ¢é
administrada entre o terceiro e quinto dia do ciclo estral. Neste periodo,
os foliculos dominantes da primeira onda folicular ainda estdo em fase de
crescimento e os corpos liteos j& estdo responsivos a acdo da
prostaglandina (Menchaca e Rubianes, 2004). No caso de duas
aplicacGes, a utilizacdo ou ndo do estro apds a primeira aplicacdo é
facultativa, mas o segundo estro (apds segunda prostaglandina) ocorre em
maior percentual de animais (Fonseca, 2002) e de forma mais sincronica,
inclusive com sincronia ovulatéria (Menchaca e Rubianes, 2004). A
associacdo de prostaglandina e dispositivos intravaginais contendo
progestagenos ou progesterona é outra possibilidade. Em ambos os casos
a adicdo de gonadotrofina coridnica equina (eCG) ou humana (hCG) pode
ser dispensada, e taxas de concepg¢do sdo superiores a 60% (Fonseca et al.,
2004; Fonseca et al. 2007).
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2.2. Coquetéis hormonais

Fora da estacdo de acasalamento, ha necessidade de se induzir o estro
com o uso de gonadotrofinas (Fig. 1 B). Isto tem grande impacto sobre a
exploragdo de animais que apresentam estacionalidade reprodutiva. Em
ovinos, a inducgdo de estro pode ser eficientemente obtida por meio da
utilizacdo de progestagenos, em associacdo com gonadotrofinas e
prostaglandinas. A eCG é a gonadotrofina mais utilizada (Gordon, 1997).
A hCG também pode ser utilizada com sucesso (Fonseca et al., 2004),
principalmente naqueles animais submetidos a repetidas inducdes e que
apresentam altos titulos de anticorpos anti-eCG (Baril et al., 1992; Baril et
al., 1996). Protocolos de seis dias utilizando progestageno tém
demonstrado elevada eficiéncia, tanto com relacdo ao percentual de
animais em estro, quanto com relacdo a sincronia e fertilidade (Souza et
al., 2007)

Existem varios protocolos de inducdo de estro que utilizam variagdes
na dose, duracéo, no tipo e na via de administracdo de progestagenos, no
momento de aplicacdo de gonadotrofinas e uso ou ndo de prostaglandinas.
O desenvolvimento folicular ¢, portanto, manipulado e/ou alterado com o
uso de gonadotrofinas e progestagenos exdgenos. Isto altera o nimero e o
tempo de persisténcia dos foliculos em desenvolvimento. Com a
introducdo do acompanhamento ultra-sonogréafico da dinamica folicular
ovariana em pequenos ruminantes, evidenciou-se que a ovulagdo de
foliculos envelhecidos ndo é desejavel e compromete a fertilidade,
fazendo com que protocolos de curta duracdo sejam mais eficientes que
os de longa duracdo (Vifioles et al., 2001). Todavia, protocolos ditos de
“longa duracdo”, que levam em consideracdo a duragdo do ciclo estral,
com permanéncia de dispositivos por 12 a 13 dias e administracdo de
eCG, no momento da retirada do dispositivo tém reportado fertilidade em
torno de 65% apds inseminacGes com sémen congelado/descongelado 48
a 60 horas ap0s retirada do dispositivo (Findlater et al., 1991; Gordon,
1997).
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Mais comumente, sdo utilizados dispositivos intravaginais de
liberacdo lenta de progesterona (P4; Souza et al.,, 2007), esponjas
impregnadas com acetato de fluorogesterona (FGA; Gomez et al., 2006)
ou acetato de medroxiprogesterona (MAP; Fonseca, 2002; Fonseca et al.,
2004), implantes auriculares de norgestomet (Gordon, 1997), ou, ainda,
administracBes orais diarias de melengestrol (Safranski et al., 1992).
Gonadotrofinas e prostaglandinas sdo administradas 24 a 48 horas antes
ou no momento da retirada do dispositivo. Protocolos com longa
permanéncia dos dispositivos (acima de 12 dias) tém dispensado o uso de
prostaglandina. Todos tém apresentado elevados indices de animais em
estro apds a retirada do progestageno, e taxas de gestacdo que variam de

30 a 80% com acasalamento natural ou inseminacéo artificial.

Em funcédo do grande percentual de animais em estro nas primeiras
36 horas, recomenda-se uma relagdo macho:fémea ndo superior a 1:8,
associada a intervalos de trés dias entre lotes de inducdo sucessiva de

estro (Fonseca e Bruschi, 2005).

O uso de prostaglandina (i.e. dinoprost, cloprostenol) é importante
para garantir a lise do corpo ldteo, garantindo elevado nimero de animais
gue entram estro precocemente apdés a retirada do progestageno (Fonseca,
2002; Souza et al., 2007). A via de administracdo de prostaglandinas é
outro aspecto importante. Por alcancar maior eficiéncia, a via
intravulvosubmucosal tem sido preferida (Mellado et al., 1994).
Outrossim, a higienizacdo da regido peri-vulvar é mais eficiente,

sobretudo em ragas lanadas, diminuindo riscos de contaminagéo.
2.3. Luz Artificial

O estro também pode ser induzido em caprinos (Rodrigues et al.,
1994) e ovinos por meio de programas de luz artificial. Neste caso, as
fémeas sdo submetidas a 16 horas de luz e oito horas de escuro (de 20:00
as 04:00). O programa tem duragdo de 60 dias e 0s animais manifestam
estro cerca de 60 dias ap6s o final do programa (Fig. 1 C; Neves et al.,
1997). Machos também devem ser submetidos ao programa e ndo ha

sincronia entre fémeas em estro (Gordon 1997).
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2.4. Efeito Macho

O efeito macho consiste no afastamento de machos do rebanho por
60 dias, quando sdo re-introduzidos e induzem alto percentual de estro
nas fémeas em 72 horas (Fig 1 D). Sua aplicagcdo é mais eficiente na
estacdo de transicdo e pode ser associada com o uso de luz artificial (Sasa
et al., 2004) e inducdo hormonal de estro (Rajamahendran et al., 1993)
para sincronizar os estros. Fémeas expostas continuamente a machos
estéreis durante a estacdo de anestro restabelecem sua atividade
reprodutiva mais tardiamente que fémeas isoladas dos machos durante o
anestro (Schinckel, 1954). Por outro lado, a associacdo do efeito macho
com protocolos tradicionais de inducéo de estro (progestagenos) diminui
intervalo da retirada do dispositivo ao estro, elevando a sincronia de
animais que entram em estro nas primeiras 48 horas ap0s a retirada do

dispositivo (Ungerfeld e Rubianes, 1999).

O efeito macho é utilizado de forma eficiente em estacbes de
acasalamento restritas a intervalos pequenos e durante todo 0 ano em
sistemas de producdo situados em baixas latitudes. Todavia, conforme
descrito anteriormente, deve se tomar cuidado com o primeiro estro
(baixa fertilidade). Desta forma, recomenda-se & introducéo de um macho
estéril (rufido) uma a duas semanas antes da introdugéo de machos férteis
(Simplicio et al., 2001). No primeiro estro, pode ndo ocorrer ovulacéo,
ovulacdo de foliculos velhos, que podem produzir tanto gametas
(odcitos), quanto corpos luteos deficientes. A falha luteal leva ao
aparecimento de ciclos curtos. A falha ovulatéria implica em
impossibilidade de fertilizagdo (Lassoued et al., 1995; Lassoued et al.,
1997). Odcitos velhos podem ter reduzido potencial de fertilizagdo e se
fertilizados podem ndo ser capazes de se desenvolver adequadamente,
inviabilizando a implantacdo ou gestacdo — morte embriondria precoce.
Tanto em ovinos como em caprinos, 0s ciclos estrais curtos foram
evitados com a administracdo de 20 mg de progesterona no momento a

introducdo do macho (Lassoued et al., 1995). Mesmo assim, em fungédo
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das outras razdes supracitadas que podem comprometer a fertilidade, a
inseminacdo artificial no primeiro estro pds-programa de luz e/ou efeito

macho nédo é recomendada (Fonseca, 2006 a).
2.5. Melatonina

Implantes de melatonina também sdo utilizados para a inducéo de
estro em ovinos e caprinos (Zlfiga et al., 2002). Normalmente, esta
técnica é utilizada préxima a estacdo de acasalamento natural,
antecipando-a (Gordon, 1997). Todavia, podem ser utilizados no final da
estacdo de acasalamento ou inicio da estacdo de anestro. Nestas Ultimas
condicBes, ovelhas submetidas a implantes de melatonina por 40 dias
associadas a efeito macho (apresentacdo do macho no momento da
retirada do implante), apresentaram taxa de concep¢do de 78%. Taxa de
concepcdo idéntica (78%) foi apresentada por ovelhas tratadas por 12 dias
com esponja de 30 mg fluorogestona e 450 Ul eCG no momento da
retirada. Cabras leiteiras quanto submetidas a implantes de melatonina
apresentaram taxa de partos semelhantes a cabras submetidas a inducao
hormonal de estro (81 vs 84%; Mazorra et al., 2001). Implantes de
melatonina sdo amplamente utilizados em Paises Europeus, como a
Espanha (Gomez et al., 2006).

2.5. Ovulacdo

A ovulagdo em ovelhas ocorre normalmente ao redor do final do
estro. Entretanto, a exemplo da sincronizacdo de estro (Gordon, 1997),
torna-se muito desejavel a sincronia de ovulagdo entre ovelhas. Isto se
torna evidente quando do emprego da inseminago artificial e, mais ainda,

quanto esta é realizada em tempo fixo (Fonseca, 2006 a).

Normalmente, ao promover a sincronizagdo de estro, tem-se uma boa
sincronia ovulatéria. Em ovelhas da ragca Merino, a administracdo de
GnRH 36 horas ap6s a retirada antecipou a ovulagdo (48,0+2,8 vs
52,8+3,8 h) quando comparado as ovelhas controle (52,2+5,7 vs 57,0+4,2
h ap6s a retirada da esponja) durante as estacGes de anestro e de

acasalamento, respectivamente (Reyna et al., 2005). Cavalcanti et al.
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(2006 a,b) submeteram ovelhas Santa Inés e mesti¢as Santa Inés / Dorper
a indugdo de estro sincronizado com seis dias de progestageno (60mg
MAP) e administracdo de prostaglandina e eCG 24 horas antes da retirada
da esponja. Tanto a sincronia ovulatéria (50,1+5,6 vs 48,316,2 h) quanto a
taxa de gestacdo foram idénticas (50 % vs 44%) para animais que
receberam solucdo salina e GnRH 24 horas apds a retirada da esponja,
respectivamente. Nestes estudos, as taxas de gestacdo foram 52 e 38 %
para a monta natural e inseminagdo por laparoscopia (IATF 55 h),
respectivamente. A associacdo de GnRH no momento da inseminacdo
artificial (IATF 42 h ap6s segunda dose de prostaglandina) ao protocolo
apresentado na Figura 1 A diminuiu a taxa de gestacdo em ovelhas da
raca Corriedale tratadas (37%) quando comparado com ndo-tratadas (49
%; Gil et al., 2004).

3. TRANSFERENCIA DE EMBRIOES

A transferéncia de embrifes tem se popularizado, sendo cada vez
mais acessivel ao ovinocultor. A simplificacdo da técnica, bem como o
aumento no ndmero de técnicos capacitados, pode acelerar ainda mais
este desenvolvimento. Atualmente, a transferéncia de embrifes em
ovelhas é uma realidade. Todavia, dados oficiais (Tab 1) revelaram um
decréscimo no nimero de embrides ovinos (- 47 %) coletados no biénio
2004/2005, em detrimento da elevagdo no nimero de embriGes caprinos
(+ 293 %). A auséncia de controles oficiais e/ou de comunicagbes de
profissionais e associa¢fes pode fazer com que estes dados estejam sendo
subestimados. De qualquer forma, o volume de embrides congelados
cresceu substancialmente para as duas espécies. Parcialmente, isto pode
ser resultado do crescimento mundial dos rebanhos caprino e ovino
(Haenlein, 2004), espécies que ttm movimentado consideravel volume de

intercAmbio genético (i.e. embrides e sémen).
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Tabela 1. Volume mundial de transferéncias de embrifes em caprinos e
ovinos no biénio 2004 - 2005

Embribes Ano Ovinos Caprinos Total
Coletados 2004 84.943 1.755 86.698
2005? 34.458 5.135 39.593
Evolucéo -59 % 293 % -54 %
Transferidos 2004 62.088 422 62.510
(fresco) 2005 13.745 3.439 17.184
Evolucdo -78 % 815 % -73%
Transferidos 2004 6.006 315 6.321
(congelados) 2005 11.408 3.897 15.305
Evolucio +190 +1.237 + 242
% % %

Viana (2006), 2Viana (2007).

A técnica de transferéncia de embrides ovinos e caprinos,
compreendendo a superovulacdo, acasalamento, colheita, manipulagéo,
congelacdo/descongelacdo e inovulacdo embriondria, apresenta grandes
variacbes. O conhecimento das peculiaridades comportamentais,
reprodutivas e anatdmicas da espécie ovina, bem como variages destes
parametros em funcdo das racas exploradas, é imprescindivel para

obtencdo de sucesso na atividade.
3.1. Doadora

A fémea que entrara em um programa de superovulacdo e coleta de
embrides — doadora de embribes — deve ser criteriosamente selecionada e
avaliada. Normalmente, as caracteristicas genéticas e produtivas que
levam uma ovelha ou cabra a participar deste processo ndo sdo de
escolha do técnico responsavel pela transferéncia de embriGes como um
todo. Todavia, alguns cuidados devem ser tomados, sob pena de

inferirem insucesso a atividade:

- Sanidade: a doadora deve estar com calendério sanitario
atualizado em funcéo da raca, estadio fisioldgico, regido do pais em se
encontra ou de onde for proveniente. Controle de verminose, tratamento
de infecgdes e vacinagdes devem ser feitos com pelo menos 15 dias de

antecedéncia e nunca durante o processo superovulatorio;
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- Nutricho: deve ser adequada aos mesmos parametros
supracitados. Os animais devem receber alimentos, minerais e agua
compativeis com seus requerimentos e, em hipotese alguma, pode-se
modificar o plano alimentar da superovulacdo “a colheita de embrides.
Alteragdes no manejo nutricional devem ser feitas com pelo menos duas

semanas de antecedéncia;

- Estadio fisioldgico e escore da condicdo corporal (ECC):
doadoras devem estar plenamente recuperadas do estresse do parto,
apresentar ECC superior a 2,5 (escala de 1 a 5), com no minimo 100 dias
pos-parto e ndo estar em condicdo de perda de peso. Animais

excessivamente obesos devem ser evitados.

- Instalagbes: adequadas para prover o maximo de bem-estar
animal e facilitar intervencBes (administracdo de horménios,

acasalamento).

- Exame ginecoldgico: deve ser o mais completo possivel.
Vaginoscopia e ultra-sonografia sdo imprescindiveis para eliminar
animais com gestacdo precoce e com problemas reprodutivos. Se
possivel, acessar histdrico de fertilidade tanto da doadora quanto do

reprodutor (inclusive sémen congelado).
3.2. Superovulagéo

A superovulacdo em ovelhas e cabras tem principios semelhantes a
da vaca. Durante um ciclo estral normal, um a quatro foliculos podem
alcancar didmetro ovulatério (Ginther & Kot, 1994; Deshpande et al.,
1999; Evans, 2003). Estes foliculos, ditos dominantes, estabelecem sua
dominancia, dentre outros aspectos, privando os demais foliculos
(subordinados) de horménio foliculo estimulante (FSH; Ginther et al,
1996). Desta forma, o principio basico da superovulacéo é o fornecimento
de grandes quantidades de FSH, levando a ovulagBes mdltiplas.
Preparac¢fes hormonais que variam no nimero de aplicages e na dose
dos hormonios utilizados tém reportado sucesso. Os hormonios utilizados

sdo FSH, eCG e hMG (gonadotrofina menopausal humana). A
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administracdo de preparacdes com mdaltiplas aplicacdes de FSH (6 a 8
aplicagdes) é a mais comum. A dose total de FSH utilizada é
relativamente elevada. A ampla variabilidade das respostas
superovulatérias aos tratamentos gonadotréficos é, sem divida, o
principal fator limitante da transferéncia de embriées em ovinos (Cognié
et al., 1999; Driancourt, 2001). Diferentes fatores como perfil folicular
ovariano no inicio das aplicacGes de FSH e preparacdes hormonais, tém
sido associados a esta elevada variabilidade. Isto evidencia a necessidade
de desenvolvimento de protocolos mais simples, eficientes, menos
estressantes, menos onerosos e que garantam taxas de recuperagdo

elevadas e constantes.

A superovulacdo pode ser feita com base na observagdo de estro e
sem uso de progestdgenos durante a estacdo reprodutiva. Todavia, a
sincronizagdo de estro facilita e otimiza os eventos envolvidos na
superovulacdo e colheita de embriGes. Normalmente, utilizam-se
progesterona ou progestagenos impregnados em dispositivos vaginais ou
auriculares com um tempo de exposi¢do superior a 10 dias. A diminuicéo
deste periodo de exposi¢do pode facilitar e encurtar o processo e ja tem
sido feita com sucesso. A administracdo de prostaglandina durante o
processo superovulatério é também necessaria, a exemplo de outras
espécies. Todavia, variagdes no momento da aplicacdo relativo ao

momento da insercao do dispositivo devem ser consideradas.

A regressdo luteal precoce é um fendmeno comum em ovelhas e
cabras (Gordon, 1997). Todavia, este fato parece ser negligenciado ou
ignorado, ja que os protocolos de superovulacdo ndo utilizam agentes
anti-luteoliticos (antiinflamatério) ou luteotréficos (hCG, GnRH, LH) ou
progesterona exogena, como indicado para caprinos (Saharrea et al.,
1998; Sales et al.,, 2002). Este fendmeno é exacerbado em cabras e
ovelhas superovuladas e parece estar associado a elevadas concentracfes
plasméaticas de estrdgenos durante a fase luteal inicial. Como
consequiéncia, nota-se um decréscimo na resposta superovulatéria. A
regressédo luteal precoce é evidente cerca de quatro dias apés o estro, mas

as concentracBes plasmaticas de progesterona incompativeis com
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atividade luteal normal ja sdo detectadas aos trés dias apds estro em
cabras acometidas (Saharrea et al., 1998). Em ovelhas superovuladas, a
regressdo luteal pode variar de 6 a 75 % (Fukui et al., 1998; Lopes Junior
et al, 2006). As principais consequéncias da regressao luteal precoce sdo

diminuicdo na taxa de recuperagdo e qualidade de embribes recuperados.

Dente os fatores que podem afetar a resposta superovulatéria estdo a
estacdo do ano, raca, idade, condicdo corporal, nutricdo e protocolos
utilizados (Gordon, 1997). Todavia, um dos principais fatores é a
presenca de foliculos maiores que 5-6 mm de didmetro no inicio da
aplicagdo de FSH ou outros horménios com atividade foliculo-
estimulante. A presenta destes foliculos tem sido asociada a respostas
inferiores (Rubianes et al., 1995; Gonzalez-Bulnes et al., 1999; Gonzalez-
Bulnes et al., 2002; Gonzalez-Bulnes et al., 2003). Desta forma, o ideal
seria iniciar as aplicagdes de FSH paralelamente a emergéncia folicular.
Como o um ciclo estral pode ter vérias ondas e a (s) onda (S)
intermediaria (s) entre a primeira e Gltima onda folicular aparece a
intervalos irregulares, apenas a primeira onda poderia ser utilizada para
este propdsito. Neste sentido, com o auxilio de acompanhamento ultra-
sonografico tém sido testados os protocolos do “dia 0”. Assim, a primeira
aplicacdo de FSH é feita paralelamente & ovulacdo e emergéncia da
primeira onda folicular (Rubianes e Menchaca, 2006; Fonseca et al.,
2006). Os protocolos tradicionais tém por base a duracdo do ciclo estral,
ao passo que os protocolos do “Dia 0” pautam-se nos recentes
conhecimentos de dinamica folicular associada a manipulagdo do ciclo

estral em pequenos ruminantes (Tab. 2).
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Tabela 2. Protocolos de superovulagdo em ovelhas

PROCEDIMENTO

Dia Hora  Tradicional ! Tradicional ® “Dia 0
0 08:00 Colocar CIDR Colocar Esponja  Prostaglandina
2 06:00 Colocar
dispositivo + 25
% dose FSH
18:00 25 % dose FSH
3 06:00 15 % dose FSH
18:00 15 % dose FSH
4 06:00 10 % dose FSH +
18:00 10 % dose FSH
5 06:00 Retirar
dispositivo +
Prostaglandina
6 06:00 Jejum
18:00 IA Laparoscopica
7 18:00 500 Ul hCG
9 18:00 Trocar CIDR
11  18:00 2,4 ml Folltropin
12 06:00 2,4 ml Folltropin 50 Ul pFSH Jejum
18:00 1,8 ml Folltropin 50 Ul pFSH
13 06:00 1,8 ml Folltropin 25 Ul pFSH Colheita
18:00 1,6 ml Folltropin 25 Ul pFSH
14  06:00 1,2 ml Folltropin  Retirar Esponja
200 Ul eCG + 25Ul pFSH
Remover CIDR
18:00 25 Ul pFSH +
Acasalamento
15 06:00 Jejum Acasalamento
18:00 1A Acasalamento
Laparoscdpica
16  06:00 Acasalamento
20 06:00 Jejum Jejum
21  08:00 Colheita Colheita

'Gusmao (2006); 2Cordeiro et al. (2003). *Fonseca (2006 a).
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Tabela 3. Protocolos de superovulagdo em cabras

PROCEDIMENTO

Dia  Hora Tradicional Curto? “Dia 0"
0 08:00 Colocar esponja Prostaglandina
18:00 Colocar Dispositivo +
Prostaglandina
2 06:00 Colocar dispositivo
+ 25 % dose FSH
18:00 25 % dose FSH
3 06:00 15 % dose FSH
18:00 15 % dose FSH
4 06:00 10 % dose FSH
18:00 25 % dose FSH 10 % dose FSH
5 06:00 25 % dose FSH Retirar dispositivo
+ Prostaglandina
18:00 15 % dose FSH
6 06:00 15 % dose FSH Jejum
18:00 10 % dose FSH + IA Transcervical
retirada do dispositivo
7 06:00 10 % dose FSH +
Acasalamento
18:00 Acasalamento 500 Ul hCG
9 06:00 62,5Ul Pluset + Acasalamento
100 pg
18:00  cloprostenol Acasalamento +
62,5 Ul Pluset Banamine
10 06:00 31,25 Ul Pluset
18:00 31,25 Ul Pluset Banamine
11 06:00 15,63 Ul Pluset
+ retirar esponja
18:00 15,63 Ul Pluset Banamine
+ Acasalamento
12 06:00 15,63 Ul Pluset Jejum
+ Acasalamento
18:00 15,63 Ul Pluset
+ Acasalamento
13 06:00 Acasalamento Jejum Colheita
18:00 Acasalamento Prostaglandina
14 06:00 Colheita
20 06:00 Avaliacdo laparoscopica e colheita (5 a

6 dias ap6s Ultimo acasalamento)

!Andrioli et al. (1999); 2Fonseca et al. (2005b). *Fonseca et al. (2006).

Protocolos

do “dia 0”

tendem a simplificar

0 processo

superovulatério, ja que o periodo total entre o inicio da preparacdo e a

colheita de embries &€ menor. Outrossim, o reduzido periodo de
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permanéncia dos dispositivos minimizam os riscos de perda, além de
reduzir vaginites decorrentes do uso de dispositivos intravaginais. Outra
forma de se simplificar a superovulacao é reduzir o nimero de aplicagGes
de FSH. Isto pode ser obtido associando ao diluente hormonal moléculas
que permitir a liberacdo lenta de FSH. A associagdo de FSH com
polivinilpirrolidina (PVP; D Alessandro et al., 2001) teve taxas de
recuperacdo embrionérias idénticas aos protocolos de maultiplas

administracdes.

Outras tentativas de melhoria da eficiéncia da superovulagdo incluem
a adicdo de outros horménios aos protocolos tradicionais. Tentativas de
associacdo de GnRH seja como indutor de ovulacdo (Okada et al., 2001)
seja como pré-tratamento (Bem Said et al., 2004) ndo resultaram em
incremento significativo ou por vezes foram deletérias ao processo. Por
outro lado, ovelhas tratadas com hormonio do crescimento apresentaram
menor proporcdo de odcitos e embrides degenerados, maior nimero de
embrides transferiveis (3,9 vs 1,7) e de cordeiros nascidos por doadora
(2,28 vs 0,84) quando comparadas com ovelhas controle, respectivamente
(Folch et al., 2001).

3.3. Acasalamento

O acasalamento pode ser feito de forma natural (monta) ou artificial
(inseminacéo artificial). No caso da monta natural ou inseminagdo com
sémen a fresco, o macho deverd ser previamente avaliado (exame
androldgico). As inseminacfes devem ser feitas por via laparoscépica
para ovelhas e transcervical para cabras. O nimero de inseminagdes é
varidvel, uma a duas inseminacdes intervaladas de 12 horas. A primeira
ou Unica inseminacdo deve ser feita 36 horas ap0s a retirada do

dispositivo (Gusméo, 2006).
3.4. Colheita e Avaliacdo de Embribes

A colheita de embrides em ovelhas é predominantemente executada
de forma cirlrgica e laparoscopica com animais sendo submetidos a

anestesia geral (Gordon, 1997). Apesar de serem técnicas seguras e
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precisas, apresentam todos os riscos e sequelas inerentes aos processos
cirirgicos que envolvem exploragdo de dérgdos abdominais,
principalmente aderéncias (Andrioli et al., 1999). Ovelhas superovuladas
e coletadas repetidamente ndo apresentam queda significativa na resposta.
Todavia, o procedimento cirdrgico ndo é rotineiramente repetido mais de
trés vezes (Bari et al., 2001; Cordeiro et al., 2003). Este parece ser o
limite das colheitas cirdrgicas, quando seqlelas cirargicas (i.e.

aderéncias) inviabilizam novas coletas.

No inicio da década passada, o procedimento de colheita nao-
cirargica trans-cervical foi desenvolvido em cabras, sendo atualmente o
mais utilizado no Brasil (Fonseca, 2006 b). A colheita ndo cirlrgica
transcervical em ovelhas também foi reportada com sucesso (Barry et al.,
1990; Almeida et al., 2002; Silva et al., 2005). O procedimento pode ser
executado com o animal em estagdo. Anestesia epidural e local (cérvix),
bem como leve sedacdo, minimizam o desconforto animal, facilitando o
processo (Fonseca, 2006 b). A colheita deve ser efetuada seis a sete dias
apo6s o inicio do estro. Em média, cinco embrides viaveis sdo recuperados
por colheita. A avaliagdo embrionaria segue os principios utilizados para
bovinos (IETS, 1998; Strinfellow e Seidel, 1999). Jejum hidrico/alimentar

minimo de 24 horas antes da colheita.
3.5. Criopreservagdo de Embrides

A criopreservacdo e estocagem de embrifes a temperaturas muito
baixas (-196°C) € desejavel, tanto por razdes bioldgicas quanto
comerciais. Sua aplicabilidade é ressaltada pelo grande volume de
transferéncia de embrides mamiferos (i.e. pequenos ruminantes)
registrado anualmente (vide Tab 1). Ela reduz a transmissdo de doengas,
custos de transporte e perdas genéticas, normalmente associados a
manutencdo de animais vivos. Os protocolos de criopreservacdo podem
ser classificados basicamente em lentos ou rapidos, de acordo com a taxa
de resfriamento e com o tipo e concentragdo dos aditivos (i.e.
crioprotetores) utilizados (Shaw et al., 2000; Fonseca et al., 2002). As

taxas de gestacdo em cabras e ovelhas inovuladas variam de 30 a 70 %
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em funcéo da qualidade embrionaria (Gordon, 1997; Fonseca et al., 2005

a).

Vérios métodos que utilizam diferentes agentes crioprotetores ou
mesmo associacao destes (Fonseca et al., 2002). O método mais utilizado
na criopreservacdo de embrides ovinos é a congelagcdo de embrides em
glicerol com desidratacdo (pré-congelacdo) e re-hidratagdo (pds-
descongelacdo) em varios passos (steps) (Gordon, 1997). Os embrides,
apos desidratacdo e envase, sdo colocados em maquinas a temperatura
entre -5 e —7°C, submetidos apds tempo de equilibrio (5 min) e inducéo de
cristalizagdo (seeding) a taxas de resfriamento entre 0,3-0,6°C/min até —
30 a —32°C, quando as palhetas contendo os embriGes sdo imersas em

nitrogénio liquido.

Tentativas de substituicdo do glicerol pelo etileno glicol tem sido
reportadas com sucesso. Outra alternativa é a queda de temperatura lenta
da temperatura ambiente (20°C) até —5/-7°C. Blastocistos ovinos grau I-11
congelados em etileno glicol (1,5M / =1°C/min 0 °C até -6,5°C) obtiveram
eleva taxa de sobrevivéncia embrionaria pés-descongelacdo (McGinnis et
al., 1989). Mdrulas e blastocistos caprinos grau I-11 congelados em etileno
glicol (1,5M / 3°C/min até —6°C) obtiveram 67% de taxa de gestacdo
quando transferidos diretamente (re-hidratacdo na propria palheta) para
receptoras (Fonseca et al.,, 2005 a). Esta Gltima metodologia tem

alcancado resultados semelhantes em ovinos (Fonseca, 2007%).

Vitrificagdo € um processo de criopreservacdo onde se obtém
solidificacdo sem formacdo ou separacdo de cristais de gelo e sem
concentracéo de solutos (evita choque osmético), fatos que podem ocorrer
em maior ou menor propor¢ao nos métodos tradicionais de congelacao.
Ha uma grande viscosidade do meio de vitrificacdo (congelacéo) e altas
taxas de resfriamento sdo conseguidas (2.500°C/min). Em ovinos, Baril et
al. (2001) obtiveram 53 % de fetos nascidos oriundos de transferéncia
direta de embriBes vitrificados. Estes resultados podem ser ainda mais

significativos, considerando que a vitrificacdo ndo envolve processos

2 Dados néo publicados.
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mais laboriosos e uso de equipamentos mais sofisticados, como maquinas

de congelacéo de embrides.
3.6. Receptora

A maior parte da eficiéncia da transferéncia de embrides recai sobre a
receptora. O padrdo de selecdo de receptoras ovinas deve seguir as

mesmas premissas citadas para as doadoras de embrides:

- Receptoras devem apresentar perfeita condicdo clinico-
patolégica. Recomendam-se receptoras com vacinas atualizadas para as
diferentes enfermidades. Nenhuma intervencdo sanitaria, a ndo ser
emergencial, deve ser feita entre duas semanas antes do inicio da indugdo

de estro ou estro, ou antes dos 90 dias ap0s a inovulagao;

- Deve-se atentar para um plano nutricional adequado e continuo,

incluindo mineralizag&o e fornecimento de &gua de boa qualidade;

- Naéo utilizar receptoras com peso inferior a 70% do peso de

ovelha adulta da raca e 0 ECC deve estar entre 3 e 4, preferencialmente;

- O protocolo de sincronizacdo de estro deve embasar-se no tempo
de permanéncia do implante (progestageno ou progesterona) nas doadoras
ou ainda no dia do estro estimado das doadoras. Sugere-se que a insercéo
e remocdo do dispositivo sejam efetuadas entre 10:00 e 12:00 horas.
Estros naturais também podem ser utilizados, desde que atendam a
sincronia com a doadora. Normalmente, 10 receptoras sdo sincronizadas

para cada doadora;
3.7. Inovulacdo Embrionaria

A inovulacdo embrionaria em ovelhas pode ser feita pelo método
cirtrgico, laparoscopico, semi-laparoscopico ou transcervical, sendo a
ultima pouco relatada. Normalmente, observam-se taxas de gestacdo que
variam de 40 a 80 %. Os mesmos fatores que interferem na taxa de
gestacdo em bovinos também atuam em ovinos. Todavia, métodos que
possibilitam a observacdo e caracterizagdo precisa do corpo liteo tém

expectativas de taxas de gestacdo superiores, uma vez que receptoras
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com regressdo luteal ou corpos liteos de baixa qualidade morfoldgica

possam ser eliminadas.

Para cada doadora sdo sincronizadas 5 a 10 receptoras. A
transferéncia de apenas um embrido por receptora é preferivel, mas os
embrides podem também ser transferidos aos pares, sempre do mesmo
lado (ipsilaterais) do (s) corpo (s) luteo (s). Devem-se preferir animais
com sincronia total com a doadora (estro no mesmo dia) e em seguida
animais com um dia de assincronia. A inovulacdo transcervical néo-
cirdrgica, executada de forma semelhante & colheita de embrides
transcervical, pode ser uma tendéncia futura, a exemplo do que ocorreu
em bovinos. Neste caso, o corpo liteo deve ser localizado por ultra-
sonografia para determinagéo de qual corno recebera o embrido. O uso de
drogas dilatadoras da cérvix (oxitocina e estrdgeno) e que ndo afetam a
funcdo luteal permitem a inovulagéo transcervical com sucesso (Khalifa
et al., 1992; Wulster-Radcliffe et al 1999). O inovulacdo é semelhante a
colheita transcervical. Todavia, o didmetro do inovulador, a idade e a
ordem de parigdo poderdo conferir maior ou menor facilidade a técnica, o
que permanece como objeto de estudo. Na figura 2, pode-se observar a
caracterizagdo ultra-sonografica do corpo liteo e passagem de aplicador
através da cérvix que resultou em prenhez e nascimento de um cordeiro
da raca Texel (Fonseca, 2006 a).

87/10/85
@7:110 PM
L 8.8 MHZ |

Figura 2. Caracterizacdo ultra-sonogréfica de corpo lateo cavitario em
ovelha receptora sem raga definida no sexto dia do ciclo estral (A) e

identificacdo (seta branca) do cateter transpassando o canal cervical (B).

186



I1 Simpdsio de Caprinos e Ovinos da EV-UFMG

4. CONSIDERACOES FINAIS

Antes do emprego efetivo de qualquer técnica de reproducdo
assistida, como a sincronizagdo/inducdo de estro e transferéncia de
embrides, um diagndstico pormenorizado das caracteristicas do sistema
de producdo em questdo deve ser efetuado. Desta forma, o uso de
biotecnologias da reproducdo em caprinos e ovinos abre uma série de
possibilidades que, se bem orientadas, podem melhorar a eficiéncia

reprodutiva e, consequentemente, a produtividade do rebanho.
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