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Resumo

A presente revisao tem por objetivo abordar os aspectos técnicos em estudos nas diferentes etapas da
multipla ovulagdo e transferéncia de embrides em ovinos (MOTE). Apesar dos inumeros avancos a alta
variabilidade de resposta & superovulacao ainda ¢ um entrave para esta biotécnica. Visando driblar este gargalo
diferentes estratégias tém sido testadas para selecionar fémeas com melhor potencial de resposta, como a
contagem de foliculos antrais, pré-selecdo com eCG, repetibilidade de resposta, dosagem do hormoénio anti-
Miilleriano e sincronizagdo da onda folicular. Ajustes de protocolos superovulatorios modificando a frequéncia,
o nimero de aplica¢des e a diminui¢do da dose total de FSH, tém sido testados. Outra tendéncia ¢ a substituigdo
de procedimentos cirargicos por técnicas menos invasivas, prezando pelo bem estar animal e também pela
simplificagdo de processos. Resultados satisfatorios para avaliagdo de doadoras por ultrassonografia ao invés de
laparoscopia ilustram esta tendéncia. Adicionalmente, a inovulagdo ndo cirtirgica ja se mostra exequivel. Porém,
etapas como a selecdo de receptoras e a criopreservacdo de embrides também tém potencial para melhorar os
indices. Associando os esforcos e resultados de diferentes linhas de pesquisas, a MOTE em ovinos tém evoluido
e seu uso para pesquisa ou producgdo animal tem-se ampliado.
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Abstract

This review address technical aspects that are being studied in multiple ovulation and embryo transfer
in sheep (MOTE). Despite the numerous advances the high variability of response to superovulation still a
barrier for this biotechnology. Aiming to suppress this limitation, different strategies have been tested to select
ewes with high ovulatory response such as antral follicle count, pre-selection with eCG, repeatability of
response, anti-Miillerian hormone, and follicular wave synchronization. Adjustments of superovulatory
protocols modifying the frequency, the number of applications and a decrease in the total FSH dose are also
being tested. Another trend is the replacement of surgical procedures for less invasive techniques, focusing
animal welfare and simplification of procedures. Satisfactory results using ultrasonography to evaluate donors,
rather than laparoscopy illustrate this trend. Also non-surgical embryo transfer is already feasible in ewes.
However, adjustments in recipients selection and embryo cryopreservation can potentially improve pregnancy
rates. By linking the efforts and results of different lines of research, MOTE in sheep has improved and it is use
for research or animal production increased.

Keywords: Embryo transfer, embryo collection, superovulation, ultrasonography, sheep.
Introducao

As criagdes de ovinos fornecem uma importante fonte de proteina animal e constituem uma opgao de
negocio para propriedades de diferentes tamanhos e niveis de tecnificagdo. Podem ser utilizadas para a producdo
de biofarmacos e servem como modelo experimental em diversas areas de pesquisa, incluindo medicina humana.

O rebanho brasileiro de ovinos ultrapassa atualmente os 18 milhdes de cabegas, desde 2012 o niimero
de animais vem aumentando (IBGE, 2015) e hoje a raca Santa Inés ¢ a mais criada no territério nacional
(Aguirre et al., 2016). Algumas caracteristicas desta raga como habilidade materna, boa prolificidade e
precocidade fazem dela uma 6tima opg¢do como base materna para cruzamentos com outras racas (Balaro et al.,
2014).

Dentro da produgdo de pequenos ruminantes, as biotecnologias da reproducdo como a multipla
ovulagdo e transferéncia de embrido (MOTE) foram introduzidas para transpor limitagdes inerentes as cabras e
ovelhas e acelerar o ganho genético (Cognié et al., 2003). Em sistemas de produgdo de ovinos, o impacto da
MOTE ¢ evidente nos programas de melhoramento genético, zootécnicos e sanitirios, bem como no resgate e
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conservagdo de racas ameagadas de extin¢do, no apoio a outras biotécnicas relacionadas e principalmente para a
disseminagdo de genética de fémeas superiores (Oliveira, 2011; Brasil et al., 2014).

Em ovinos, um dos grandes entraves para aplicagdo desta biotécnica é a grande variabilidade de
resposta frente a superovulagdo (SOV). Esta variagdo ¢ o maior desafio para o aumento da eficiéncia dos
programas de MOTE e ¢ responsavel também por incremento de custo por embrido produzido (Cognié et al.,
2003; Bartlewski et al., 2008; Gibbons et al., 2010; Oliveira, 2011; Bruno Galarraga et al., 2015). Associado a
este gargalo, temos ainda a necessidade de uso de cirurgia e falta de mdo de obra especializada, que também
dificultam a dissemina¢do da MOTE na ovinocultura.

Observados estes pontos, esta revisdo ird apresentar e discutir técnicas que possam minimizar os efeitos
da alta variabilidade de resposta a superovulacdo, a aplicagdo de técnicas ndo cirurgicas para a MOTE,
procedimentos para avalia¢do da doadora, receptora e criopreservagdo de embrides ovinos. Procuramos incluir os
resultados do nosso grupo de pesquisa, especialmente com ovinos da raga Santa Inés, vinculados ao tema desta
revisdo.

Seleciao de doadoras

Visando atenuar o problema da variabilidade de resposta em ovelhas, tem-se buscado metodologias que
permitam selecionar os animais com maior potencial de resposta a SOV. Algumas das técnicas em estudo com
esta finalidade sdo: a contagem de foliculos antrais por ultrassonografia, pré-estimulacdo com eCG,
repetibilidade de resposta 8 SOV e dosagem do horménio anti-Miilleriano (AMH).

Contagem de foliculos antrais (CFA)

Comumente tem-se uma maior produgdo de embrides em vacas com maior contagem de foliculos
antrais (CFA) (Pontes et al., 2009; Silva-Santos et al., 2014; Baruselli et al., 2015) ¢ menor desempenho
reprodutivo em fémeas bovinas com menor CFA (Irland et al., 2007; Mossa et al., 2012). Assim, atualmente em
bovinos cruzados (indicus x taurus), ¢ possivel selecionar fémeas com maior potencial para producdo de
embrides (tanto in vivo como in vitro) por meio de uma unica avaliagdo ultrassonografica, onde se busca apenas
os animais com maior populagdo folicular (Silva-Santos et al., 2014).

Também em ovinos, tem-se avaliado as correlagdes entre CFA e potencial de resposta a superovulagéo,
mas os resultados até agora obtidos apontam para algumas particularidades. Alguns grupos verificaram
correlagoes significativas entre a CFA, no momento da superestimulagdo, com o nimero de embrides produzidos
in vivo (Cognié et al., 2003; Gonzales-Bulnes et al., 2002). Porém, Bartlewski et al. (2008) trabalhando na contra
estagdo reprodutiva, nao encontraram correlagdo entre a CFA na primeira dose de FSH, com a resposta a
superovulacdo. No entanto, 12 h apds a primeira aplicagdo de FSH o niimero de foliculos de tamanho mediano
(= 4 mm) apresentou correlagdo com o numero de corpos luteos (CLs) e estruturas vidveis recuperadas. Outro
estudo avaliando CFA e resposta a SOV encontrou correlagdo positiva significativa (P < 0,005) entre CFA
(medindo de 2 a 3 mm) e taxa de ovulagdo, entretanto, somente a populagdo de foliculos de 3 mm mostrou
correlagdo positiva (P < 0,05) com o nimero de embrides produzidos e sua viabilidade (Veiga-Lopez et al.,
2005). Indicando também que talvez apenas um grupo especifico de foliculos possa ser relacionado a resposta a
SOV em ovinos.

Além destas particularidades, o efeito benéfico da maior CFA no inicio da superovulagdo em ovinos
ndo tem se mostrado constante. Bruno-Galarraga et al. (2015) ndo encontraram, na estagdo reprodutiva,
correlagdo significativas entre CFA e taxa de ovulagdo. Ainda, em um estudo recente realizado pelo nosso grupo
de pesquisa somente correlagdes medianas entre CFA e numero de CLs (r = 0,41; P < 0,05) e entre CFA e
numero de embrides produzidos (r = 0,41; P < 0,05) foram encontradas (Saraiva et al., 2016).

Ainda com relagdo & CFA no inicio do tratamento superovulatorio, diferentes grupos de pesquisa tém
demonstrado o efeito negativo da presenca de foliculos grandes no inicio da SOV com a posterior produgao de
embrides viaveis (Rubianes et al., 1995; Gonzalez-Bulnes et al., 2002; Veiga-Lopez et al., 2005; Bruno-
Galarraga et al., 2015). Na contra estagdo o efeito deletério da presenca de foliculos grandes ndo parece ter um
impacto negativo, conforme demonstrado por Gonzalez-Bulnes et al. (2003).

Assim, apesar dos varios relatos de que a maior contagem de pequenos foliculos antrais favorece e que
a presenga de foliculos grandes &4 mm) prejudica a resposta & SOV em ovelhas, mais estudos precisam ser
conduzidos para que estes fendmenos sejam esclarecidos e seu uso para sele¢do de doadoras devidamente
orientado.

Pré selecdo com eCG
Uma abordagem considerada barata ¢ de facil realizagdo a campo ¢ a pré-sele¢do de doadoras por meio

de uma superovulagdo utilizando eCG. A idéia recentemente proposta por Bruno-Galarraga et al. (2015) sugere
que os animais que apresentarem maior numero de CLs ap6s a indug@o com eCG (800UI) teriam maior potencial
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de resposta a uma posterior superovulagdo. Estes autores encontraram uma correlagdo significativa (P < 0,05)
entre o numero de CLs apds o eCG com o nimero de CLs produzidos ap6s uma SOV padrédo a base de FSH
(r=0,79), elevada taxa de recorréncia (84%) e maior producdo de embrides pelas fémeas classificas como de alta
resposta em relagdo as de baixa (7,2 = 3,7 e 4,0 + 3,9, respectivamente) (P < 0,05). Um estudo publicado pelo
nosso grupo, utilizando o mesmo conceito, mas para selecdo de cabras, relatou que 70% dos animais mantiveram
sua classificacdo (alta ou baixa resposta) apoés este procedimento de triagem. Indicando uma correlacdo
moderada pelo coeficiente Kappa (k= 0,40; P < 0,05) e apenas uma tendéncia pelo coeficiente de Spearman (rs =
0,39; P < 0,08) (Balaro et al., 2016a). No entanto, em ovelhas da raca Santa In€s ndo encontramos valores
significativos ao usar triagem pelo eCG (Kappa 0,03; P > 0,05 e Spearman 0,02; P > 0,05) (dados ndo
publicados) mas treze das vinte e cinco ovelhas (52%; 13/25) apresentaram manutenc¢do da resposta, alta ou
baixa, apds o tratamento com FSH.

Repetibilidade de resposta

Outro fator limitante em programas MOET ¢ a possibilidade de animais diminuirem a produgdo de
embrides quando submetidos a sucessivos tratamentos (Cognié et al., 1999; Bari et al., 2001; Bruno-Galarraga et
al.,, 2014). No entanto, tem sido observado em bovinos e caprinos uma alta repetibilidade de resposta das
doadoras. Ou seja, animais que respondem de forma satisfatoria tendem a manter este padrao de resposta em
protocolos consecutivos (Monniaux et al., 2010; Monniaux et al., 2011).

Apesar da aplicabilidade desta informagao, pouco tem sido publicado sobre o tema em ovelhas.
Investigando este tema, Bari et al. (2001) encontraram um nivel mediano de repetibilidade para resposta a
superovulacdo e niimero de embrides recuperados (r = 0,55; r = 0,38 respectivamente). Também, Bruno-
Galarraga, et al. (2014), trabalhando com ovelhas, encontraram alta repetibilidade para taxa de ovulagdo, mas
baixa repetibilidade para numero de embrides recuperados (r = 0,84; r = 0,13, respectivamente). Em nosso
laboratorio, encontramos correlagdes médias e altas para taxa de ovulagdo em ovelhas Santa Inés submetidas a
consecutivas superovulagdes (r = 0,32 entre 1* ¢ 2* SOV e r = 0,86 entre 2% ¢ 3* SOV) (dados ndo publicados).
Apesar dos bons indices de repetibilidade para taxa de ovulagdo, o nimero de embrides viaveis recuperados por
ovelha ndo tem se mantido constantes, ao contrario, os trabalhos t€ém apontado uma drastica reducdo nas
superovulagdes consecutivas, como apresentado por Forcada et al. (2011) (7,8; 3,8 e 2,5 para 1% 2% e 3?
superovulagdes, respectivamente). Observando estes dados, e levando em consideracdo que um desempenho
ruim em uma etapa ndo exclui a possibilidade de sucesso em outra superovulagdo (Bari et al., 2001), a selegdo de
doadoras baseada exclusivamente na sua resposta a uma superovulacdo anterior ndo garante maiores taxas de
sucesso.

Dosagem de AMH

Estudos recentes, voltados a reprodugdo animal tém avaliado a dindmica de produgéo e acdes do AMH
a nivel ovariano. Monniaux et al. (2011) e Rico et al. (2009) demonstraram que a produgdo de AMH acontece
principalmente em foliculos pré-antrais e antrais pequenos. Sendo que as maiores concentragdes plasmaticas de
AMH sdo encontradas em vacas com maior namero de foliculos entre 3 a 7 mm, em cabras com maior
populacdo de foliculos entre 1 4 5 mm, e 1 a 3 mm em ovelhas (Monniaux et al., 2011; Rico et al., 2009). Um
estudo recente também encontrou correlagdes positivas e significativas entre CFA e concentragdo plasmatica de
AMH em bufalos, bovinos taurinos e zebuinos (r = 0,62; r = 0,66; r = 0,88; respectivamente) (Baldrighi et al.,
2014). Estes achados permitiram concluir que a dosagem sérica de AMH se configura como um marcador
endocrino da populagdo de pequenos foliculos antrais nos ruminantes (Monniaux et al., 2011; Rico et al., 2009;
Baldrighi et al., 2014).

Em bovinos, as concentragdes séricas de AMH podem ser utilizadas para selecionar fémeas com melhor
desempenho em protocolos superovulatorios e maior producdo de embrides (Rico et al., 2009; Monniaux et al.,
2010; Guerreiro, et al., 2014). Tem-se demonstrado alta correlagdo entre as concentragdes séricas de AMH e
fertilidade também em humanos (Zec et al., 2011), equinos (Vernunft et al., 2013) e btfalos (Liang et al., 2016).
Ainda, em cabras ja se comprovou que o AMH pode ser utilizado para selecionar doadoras com maior potencial
de produgao (in vivo) de embrides de alta qualidade (Monniaux et al., 2011).

Ja foi constatada em ovelhas jovens correlagao diretamente proporcional entre CFA e concentragdo de
AMH, além de maior capacidade de resposta a protocolos superovuldtorios € maior producdo de odcitos em
ovelhas com maior concentracdo sérica de AMH (Lahoz et al., 2014). Recentemente observamos em nosso
laboratorio que ovelhas com AMH sérico elevado, aferido no mesmo momento do ciclo estral, tiveram maior
numero de estruturas recuperadas ¢ também de embrides viaveis (P < 0,05) (r = 0,69; r = 0,57 respectivamente)
(dados ndo publicados).
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Sincronizag¢do da onda de crescimento folicular

Conforme comentado anteriormente a condi¢do folicular ovariana no inicio do tratamento
superovulatorio afeta a taxa de ovulagdo e producéo de embrides. Os resultados até agora encontrados apontam
para um beneficio da maior CFA e efeito deletério da presenca de foliculos grandes no inicio do tratamento
superovulatorio (Gonzalez-Bulnes et al., 2002; Cognié et al., 2003; Oliveira, 2011; Bruno-Galarraga, 2015;
Balaro et al., 2016a). Apesar destes achados, os protocolos tradicionais de superovulacdo, e ainda hoje
amplamente utilizados, incluem longos periodos (12 a 14 dias) de uso de progestagenos. O uso prolongado de
progestagenos ndo sincroniza a atividade ovariana satisfatoriamente o que faz com que a superovulagdo inicie
em um momento aleatério da onda de crescimento folicular (Oliveira et al., 2016). Isto explica parte da grande
variabilidade de respostas a SOV (Bartleweski et al., 2008). Ainda, em ovinos, diferentes condigdes ovarianas no
momento da inser¢do dos dispositivos de progesterona, interferem de maneiras distintas no padrdo de
recrutamento folicular (Gonzalez-Bulnes et al., 2002; Oliveira et al., 2016) e posteriormente na producdo de
embrides (Gonzalez-Bulnes et al., 2005). Um dos efeitos indesejaveis induzidos por protocolos longos, quando
se visa a superovulagdo, a de foliculos grandes que pode atingir até 68% dos animais (Veiga-Lopes et al., 2005).

Com o intuito de contornar a falta de sincronia inerente aos protocolos longos e também eliminar a
presenca de foliculos grandes no inicio da superovulagdo, Menchaca et al. (2009 e 2010) propdem que
previamente ao tratamento superovulatdrio seja realizado um protocolo curto de sincronizagdo de estro. Este
protocolo consiste na manutencdo por 5 a 7 dias de um progestageno associado a utilizagdo de eCG e PGF2a no
momento da retirada ¢ uma aplicacdo de GnRH 36 horas apos a retirada do CIDR. Segundo os autores este
protocolo induz ovulag@o sincronica em torno de 90% dos animais em até 72 horas apos a retirada do implante.
Desta forma, seria possivel minimizar a falta de previsibilidade das ondas foliculares, uma vez que logo apos a
ovulagdo tem-se a primeira onda de crescimento folicular (dia 0) e fisiologicamente o melhor momento para
inicio da SOV. Utilizando esta estratégia, foi possivel aumentar, em média, dois embrides por cabra ou ovelha
superovulada (Menchaca et al., 2010).

Para avaliar a aplicabilidade do conceito do protocolo dia 0 as condigdes tropicais e a fisiologia da raca
Santa Inés, testamos recentemente diferentes momentos para aplicagdo de lecirelina (agonista do GnRH) apds a
sincronizag@o do estro utilizando um protocolo curto de conhecido padrao de sincronia em Santa Inés (esponja
por seis dias, eCG e PGF2a 1 dia antes da retirada). Similarmente ao proposto por Menchaca et al. (2010),
observamos que a aplicagdo de lecirelina 36 horas apos a retirada da esponja favorece a condigdo ovariana em
dois aspectos: (1) induz uma eficiente taxa de ovulagdo ap6s protocolo de sincronizagdo e (2) promove auséncia
de foliculos dominantes entre 36 ¢ 80 horas ap6s a ovulagdo. Baseados nestes dados, temos também sugerido o
inicio da superovulacdo em doadoras da raga Santa Inés 80 horas apos a remogdo da esponja apds um protocolo
curto de sincronizacao seguido de GnRH 36h apds a retirada do pressario (Balaro et al., 2016b).

Além de favorecer a condicdo ovariana para a superovulacdo, a aplicagdo de GnRH ao final de
protocolos de sincronizagdo induz ovulacdo em um numero expressivo de animais (Teixeira et al., 2016),
podendo atingir taxas de até 100% de ovulagdo (Silva et al., 2015). Apesar da possibilidade da aplicacdo de
GnRH induzir a ovulacdo de foliculos menores, foi observado que este fendmeno nao interfere no volume do
corpo liteo e nem mesmo na producdo de progesterona (Silva et al., 2015) e, quando utilizado no inicio do
protocolo para sincronizagdo da onda folicular ndo interfere no periodo para inicio da onda de crescimento
folicular (Rosa et al., 2016).

Superovulagiao

Uma série de estratégias tem sido definidas visando alcancar maior homogeneidade e otimizagdo das
respostas superovulatorias e da produgdo in vivo de embrides ovinos. A dose total empregada, o nimero e
frequéncia de administragdes sdo as principais variacdes encontradas entre os protocolos hormonais disponiveis.
As pesquisas tém demonstrado que estes fatores sdo determinantes para a eficiéncia das respostas em ovinos.

O FSH ¢ atualmente a gonadotrofina de primeira escolha para a superovulacdo em ovinos, mesmo
apresentando o inconveniente de requerer multiplas aplicacdes a intervalos curtos. As concentracdes deste
hormoénio decaem a valores basais apds aproximadamente 10 horas de sua administragdo (Demoustier et al.,
1988). As doses totais de FSH ex6geno variam de 176 a 256 mg (Simonetti et al., 2008; Oliveira et al., 2012;
Oliveira et al., 2014) e usualmente sdo fracionadas em multiplas (6 a 8) e consecutivas aplicacdes.

Apesar de mundialmente utilizadas, estas doses totais sdo consideradas altas (Fonseca et al., 2007;
Oliveira, 2011) e podem estar associadas a variabilidade das respostas superovulatorias e ocorréncia de falhas
anovulatorias e de regressdo prematura de CL, resultando na diminui¢do do nimero de embrides viaveis
produzidos. As pesquisas neste cenario ainda sdo poucas e recentes. Utilizando 80 mg ou 200 mg de FSH,
Gibbons et al. (2010) ndo encontraram diferenga para nimero de embrides recuperados ou transferiveis,
entretanto, houve menor taxa de ovulagdo para as ovelhas que receberam a menor dose. Em recente pesquisa
realizada por nosso grupo, também com ovelhas Santa Inés, o nimero de ovulagdes e de foliculos anovulatorios
também ndo variou entre as ovelhas que receberam 100, 133 ou 200 mg de FSH, entretanto, a menor dose
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resultou em taxa de ovulagdo superior e menor percentual de falhas anovulatorias (Maciel et al., 2016a). Apesar
disso, a dose de 100 mg foi relacionada a maior nimero de estruturas ndo fecundadas (Maciel et al., 2016b).

As doses empregadas, em geral, desconsideram o peso corporal das fémeas. Lima et al. (2015)
realizaram a superovulacdo de ovelhas utilizando a dose de 5 Ul de FSH por cada quilo de peso vivo, e
obtiveram numero de embrides vidveis produzidos similar ao descrito na literatura para doses fixas por animal
(média de 3 a 4 embrides/ovelha). Os animais mais pesados do grupo experimental receberam a dose total de 270
Ul enquanto os mais leves receberam 207 UI de FSH.

O numero de aplicagdes (6 ou 8) de FSH para o tratamento superestimulatorio de ovelhas ¢ usual ha
varios anos e tem resultado em eficiéncia similar (Oliveira, 2011). Mais recentemente foi apontado, em estudo
sobre a vascularizagdo folicular durante superestimulagcdo de ovelhas, que o protocolo de estimulagdo ovariana
de quatro dias (8 aplicagdes) seja menos provavel de ser bem sucedido em comparagdo com tratamento de trés
dias (6 aplicagdes), pois foi observada correlagdo negativa entre o fluxo vascular dos foliculos no quarto dia de
tratamento gonadotrofico com o numero e percentual de estruturas ndo fecundadas (Oliveira et al., 2014).

Além destes fatores citados como causadores da variabilidade nas respostas superovulatdrias, a origem
de extracdo da preparagdo hormonal (ovina ou suina), percentual de purificagdo do hormoénio FSH (relagdo
FSH:LH), lote de fabricagdo e a indug@o ou ndo das ovulagdes ao final do tratamento superovulatorio, também
afetam o desempenho da SOV e precisam ser considerados na MOTE de ovinos.

Coleta dos embrides

A dificuldade na penetracdo cervical em ovelhas levou ao estudo de diversas técnicas visando o
relaxamento da mesma, tais como a administragdo de hormonios como FSH, ocitocina, estradiol e misoprostol
um analogo sintético da prostaglandina E2 (Wulster-Radcliffe et al., 1999; Falchi et al., 2012; Masoudi et al.,
2012; Candappa e Bartlewski, 2014).

Os resultados dos estudos avaliando relaxamento cervical promovido pela administragdo de hormoénios
em ovelhas ainda sdo controversos. Um aspecto notdrio ¢ a influéncia da raga na facilidade ou dificuldade de
penetragdo cervical, o que reflete um padrao anatomico racial (Kaabi et al., 2006; Falchi et al., 2012; Masoudi et
al., 2012).

Os hormoénios utilizados nos estudos citados, embora induzam adequado relaxamento cervical nao
promovem analgesia, o que os torna, quando utilizados sozinhos, improprios para a realizagdo de procedimentos
tais como inseminagao artificial (IA), coleta de embrides ¢ TE via transcervical, onde a manipulagdo da vagina e
tracdo da cérvix fazem-se necessarias. Tais procedimentos promovem um estimulo algico consideravel e os
animais, especialmente as nuliparas, apresentam reagdes aversivas exacerbadas tais como vocalizagdo, tentativa
de fuga ou mesmo deitam-se para se livrar da manipulagdo. Alguns estudos com o uso de fAirmacos anestésicos e
analgésicos por via epidural e subaracndidea para a realizacdo de procedimentos obstétricos em pequenos
ruminantes ja foram realizados (DeRossi et al., 2009; Santos et al., 2009). No nosso laboratorio, verificamos que
o uso de cetamina associada ou ndo com morfina e/ou xilazina por via epidural promoveu analgesia, mas ndo
dilatacdo cervical em ovelhas (Leite et al., 2014). Entretanto, ao associar anestesia epidural (2,0 mg.kg'1
cetamina) com o uso de ocitocina (100 UI — 15 minutos antes, IV) e estradiol (100 pg por animal, IV), obteve-se
uma taxa de passagem de 90% (Brandao et al., 2015). A inje¢do subaracndidea de cetamina sozinha ou em
combinagdo com o misoprostol topico sobre o Ostio cervical obteve sucesso em 100% dos animais mestigos
tratados (DeRossi et al., 2009).

Criopreservacio de embrides

Basicamente os procedimentos de criopreservagdo de embrides sdo divididos em duas grandes
estratégias: congelagdo lenta e vitrificagdo. A congela¢do lenta ¢ mais amplamente aplicada em ovinos e
caprinos em programas comerciais de MOTE (Menchaca et al., 2016).

Em geral, para lidar com os resultados decepcionantes da criopreservagdo, duas abordagens tém sido
adotadas. Para embrides produzidos in vitro, foca-se na qualidade embrionaria, modificando as condi¢des de
cultivo para tornar os embrides mais criopreservaveis. Enquanto que para os embrides desenvolvidos in vivo
(DIV), a abordagem mais comum ¢ variar os procedimentos de criopreservacdo alterando, por exemplo, a
concentragdo e o tipo de crioprotetores, o tempo e a temperatura do protocolo e o uso de aditivos como
antioxidantes na solugdo de criopreservagao.

Em relacdo a esta ultima abordagem, realizamos dois experimentos no nosso laboratorio com embrides
ovinos DIV, visando melhorar a taxa de sobrevivéncia apods a criopreservagdo (dados ndo publicados). No
experimento 1 a solugdo de vitrificagdo (SV) foi suplementada com 3,72 mM de L-carnitina, enquanto que no
experimento 2 a solug¢do de reaquecimento (SR) foi suplementada com a mesma concentragdo de L-carnitina.
Apds o reaquecimento, os embrides foram cultivados in vitro por 72h. Independentemente da estratégia de
suplementagdo SV (82% vs. 69%, para grupo L-canitina vs. Controle, respectivamente) ou SR (65% vs. 49%,
para grupo L-canitina vs. Controle) ndo foi observado diferenga na taxa de sobrevivéncia embrionaria em relagdo
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ao grupo controle.
Selecio de receptoras

Em pequenos ruminantes a avaliagdo do CL para sele¢do de receptoras é realizada por laparoscopia,
permitindo avaliar o tamanho, o nimero e a colora¢ao do CL. Contudo, por ser uma técnica invasiva que requer
cuidados cirurgicos, ela vem caindo em desuso e sendo substituida pela ultrassonografia (US). Recentemente
obtivemos indices excelentes de correlacao entre nimero de CLs obtidos por laparoscopia e CLs contabilizados
por US (r=0,92; = 0,85; P <0,01) (Pinto et al., 2016).

Com auxilio da US, além de ser possivel determinar o nimero ¢ o tamanho do CL, também ¢ possivel
avaliar outras caracteristicas diretamente relacionadas com a funcionalidade do CL, como a ecotextura € a
vascularizagao luteal. Estudos em pequenos ruminantes mostraram uma correlagdo positiva entre a area de tecido
luteal e a concentragdo plasmatica de progesterona, entretanto esta correlagdo ndo foi observada entre o numero
de CL e a concentragdo plasmatica de progesterona (Arashiro et al., 2010a; Figueira et al., 2015). Similarmente,
a ecotextura do CL estd positivamente correlacionada com a concentragdo plasmatica de progesterona
(Gonzalez-Bulnes et al., 2000; Arashiro et al., 2010b). Esta correlagdo positiva também ¢é observada entre a
concentracdo plasmatica de progesterona e a area de vascularizacdo luteal (Figueira et al., 2015). A sele¢do das
receptoras mais aptas a receberem os embrides, ou seja, com boa fungdo luteal e livre de enfermidades aumenta
as chances de gestagdo, permitindo alcancar taxas de gestag@o de até 80% (Santiago-Moreno et al., 2001).

Dentro deste contexto, diversas estratégias para elevar a concentragdo circulante de progesterona na
receptora vém sendo desenvolvidas e avaliadas. Dentre estas estratégias podemos citar: suplementacdo exdgena
de progesterona, formagdo de corpos luteos acessorios ¢ uso de agentes luteotroficos (Looney et al., 2006).
Apesar de estar clara a importancia da progesterona para o estabelecimento e manuten¢do da gestagdo, as
relagdes entre tamanho e nimero de CL, concentragdo plasmatica de progesterona e taxa de gestagdo nas
receptoras ainda sdo controversas e precisam ser mais bem esclarecidas.

Inovulacio nao-cirirgica em ovelhas

A reducgdo do uso de drogas anestésicas/analgésicas associado a sua baixa invasividade e ndo sec¢do de
tecidos implica em uma condigdo de bem-estar relativamente superior para animais submetidos a técnica ndo
cirargica de transferéncia de embrides. A eficiéncia da técnica ainda depende da colocagdo precisa do embrido
no local desejado. No caso da transferéncia de embrides nao-cirurgica, isso dependera obviamente do adequado
instrumental utilizado para depositar o embrido no utero.

Embora atualmente possa ser desenvolvida com relativa facilidade em caprinos (Fonseca et al., 2014),
ha relatos restritos do uso da via cervical para transferéncia de embrides em ovelhas (Fonseca, 2006; Candappa e
Bartlewski, 2014). Possivelmente, hd um unico relato de sucesso de inovulacdo transcervical com o animal em
estagdo e que resultou no nascimento de um cordeiro. Neste caso, a ovelha foi inicialmente avaliada por US
transretal para localiza¢do do CL, submetida a sedagdo leve e anestesia epidural entre as vértebras S5 e C1 além
de anestesia cervical topica. Os procedimentos de localizagdo e pingamento cervical foram os mesmos descritos
para caprinos (Fonseca et al., 2014). Deste procedimento resultou o nascimento de um cordeiro da raca Texel
(Fonseca, 2006).

Consideracdes finais

O conhecimento das novas técnicas e aplicabilidade das mesmas quanto a avaliagdo prévia das doadoras
de embrides tornam-se ferramentas importantes para o sucesso em que um programa de producdo in vivo de
embrides. Por outro lado, o uso da ultrassonografia Doppler na avaliagdo de doadoras e receptoras ¢ um
importante passo para o desenvolvimento de protocolos menos invasivos visando a produ¢do de embrides in
vivo. Sendo assim, acreditamos que a utilizacdo destes procedimentos pode incrementar os resultados de
producdo de embrides na espécie ovina e promover um melhor bem-estar para os animais.
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