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Producao in vivo e recuperagcao nao
cirurgica de embrides ovinos no Brasil'

Introdugao

A producgao in vivo de embrides ovinos no Brasil passou por consideravel
evolugdo nas Ultimas décadas. Esses avangos foram em parte alcangados
por meio de estudos sequenciais com (1) estimulos diversos sobre a fisio-
logia ovariana e (2) a elevacao da eficiéncia na recuperagdo nao cirurgica
de embrides (NSER). Considerada o grande entrave e fonte de variabilida-
de da produgéo in vivo de embrides em ovinos (Bartlewski et al., 2016), a
superovulagao foi também testada frente a estimulos ovariano préximo ao
natural da raca e espécie (Figueira et al., 2020a, 2020b, 2020c; Arrais et
al., 2021). Diferentemente da coleta cirurgica de embrides (laparotomia), que
normalmente ndo é realizada em animais com respostas inferiores a trés ou
quatro ovulagbes ou contagem de corpos luteos (CLs), a NSER revelou-se
como técnica também interessante para esses animais (Arrais et al., 2021),
€ mesmo para aqueles com estro sincronizado sem estimulo gonadotréfico
exogeno (Fonseca et al., 2019a, 2019b, 2019c).

O conhecimento da dinamica folicular ovariana é de fato essencial por ser a
base para o desenvolvimento de protocolos de indugéo estro sincronizado e
superovulagao, bem como para o entendimento das respostas alcangadas
nos programas de producgao in vivo de embrides. O acompanhamento de ati-
vidade ovariana por meio de ultrassonografia transretal em modo B e Doppler
em ovelhas Lacaune submetidas a indugao de estro sincronizado com es-
timulo gonadotroéfico restrito a gonadotrofina coriénica equina (eCG) iden-
tificou momentos potencialmente mais adequados (Figueira et al., 2020c),
para o inicio do tratamento superovulatério com horménio foliculo estimu-
lante (FSH) em protocolos de indugéo do estro sincronizado com diferentes
tempos de permanéncia de dispositivos vaginais de progesterona (Figueira
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et al., 2020b), bem como, com uso de diferentes doses de FSH (Figueira
et al., 2020a). Esses estudos em ovelhas da Lacaune geraram o Protocolo
Embrapa de Superovulagdo em Ovelhas (Fonseca; Oliveira, 2020), que foi
testado com relativo sucesso em outras ragas, como mesticas Santa Inés /
Lacaune (Dias et al., 2021a), White Dorper (Dias et al., 2021b), Santa Inés,
Morada Nova e Somalis Brasileira (Fonseca et al., 2022).

Esta circular técnica sumariza resultados de produgao in vivo de embrides
ovinos coletados especificamente pela via transcervical (NSER) no Brasil,
que dao suporte a recomendacgéo do Protocolo Embrapa de Superovulagcao
em varias ragas ovinas.

Controle do ciclo estral, estimulos ovarianos e
recuperacao nao cirurgica de embrides em ovelhas

A eficiéncia da produgéo in vivo de embrides em ovelhas é determinada, em
geral, pela contagem de CLs, numero de estruturas recuperadas e numero
de embrides viaveis coletados. Para alcangar o devido sucesso, os estimulos
hormonais devem ser eficientes para induzir um elevado nimero de animais
em estro em um curto periodo de tempo (estro sincronizado). Quanto maior
o numero de fémeas em estro e mais sincrénico ele for, melhor sera o pro-
tocolo proposto. As fémeas em estro devem ser identificadas e acasaladas
natural ou artificialmente. A estratégia de acasalamento deve ser tragada com
base nos conhecimentos de tempos para a ovulagdo e capacidade de co-
bertura dos machos. E importante garantir espermatozoides viaveis para a
fertilizagao eficiente dos odcitos liberados. Apds as ovulagoes e fertilizagoes,
os ambientes tubarico e uterino também devem ter condigbes adequadas ao
desenvolvimento dos embrides, permitindo que sejam recuperadas estrutu-
ras embrionarias em adequado grau de desenvolvimento e qualidade. Esses
parametros, aferidos pelo nimero e percentual de embrides viaveis recupe-
rados definem, em Ultima instancia, a criopreservabilidade e a viabilidade in
vivo (gestacao) dos embrides produzidos.

A contagem de CLs é normalmente realizada antes da coleta de embrides.
A forma como essa contagem é feita depende do tipo de técnica de coleta
de embribes que sera adotada (Fonseca et al., 2016). A contagem ¢ feita por
meio de laparoscopia (Gusmao et al., 2007; Gusmao et al., 2009), com visua-
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lizacao direta dos ovarios por meio de dispositivo 6ptico (Figura 1) quando
coletas sao feitas por laparoscopia ou laparotomia. Embora ndo recomen-
dado, o ovario pode ser facilmente exteriorizado para a contagem luteal nas
coletas feitas por laparotomia (Figura 2). A contagem luteal também pode ser
eficientemente feita por ultrassonografia transretal (Pinto et al., 2018), sendo
a imagem dos ovarios processada e apresentada na forma de uma ecografia
(Figura 2), sendo essa técnica mais associada a coletas de embrides nao
cirurgicas. A contagem luteal é importante para quantificar a resposta do ani-
mal e pode variar de zero (animais que nao sao submetidos a coleta de em-
brides) a dezenas de CLs, estando especialmente relacionada tanto ao tipo e
dose de hormbnio gonadotréfico utilizado quanto ao momento ou estratégia
de aplicagbes. Ovelhas sem resposta ou baixo numero de CLs (£3) normal-
mente ndo sao submetidas a coletas de embrides pelo método cirurgico, mas
normalmente s&o coletadas pelo método néo cirurgico (Figueira et al., 2020c;
Arrais et al., 2021). A relagédo entre o numero de estruturas embrionarias re-
cuperadas e a contagem luteal prévia definem o grau de eficiéncia da coleta
de embrides recuperados, independentemente da técnica utilizada (Figura
4). Conjuntamente, estimulo ovariano e a eficiéncia da coleta de embrides
definem o indice mais importante de um programa de producao in vivo de em-
brides — o niumero médio de embrides viaveis recuperados por procedimento.

Figura 1. Imagem laparoscopica de ovario na cavidade abdominal de ovelha supero-
vulada mostrando varios corpos luteos em ovelha superovulada.
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Figura 2. Imagem de ovario de ovelha superovulada exteriorizado apds laparotomia e
mostrando varios corpos luteos.

Foto: Jeferson Ferreira da Fonseca

Imagem: Jeferson Ferreira da Fonseca
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Imagens: Jeferson Ferreira da Fonseca

Figura 3. Imagens ultrassonograficas obtidas por via transretal de ovario de ovelha
superovulada mostrando seis corpos luteos visualizados por meio de ultrassonografia
em modo B normal (A) e com contornos (B) e em modo Doppler com contornos (C).
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Imagens: Jeferson Ferreira da Fonseca

Figura 4. Imagens de embrides recuperados por laparotomia relacionados aos
respectivos cornos uterinos esquerdo e direito (A) e embrides recuperados pela via
transcervical (B).
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Trés estudos sequenciais desenvolvidos com ovelhas da raga Lacaune fo-
ram responsaveis pela geracao do Protocolo Embrapa de Superovulagdo em
Ovelhas. O primeiro deles proveu informagdes sobre a dindmica folicular ova-
riana com identificagdo do melhor momento para inicio da aplicacdo de FSH,
ao mesmo tempo que apontou para o elevado grau de sucesso da NSER
nessa raga (Figueira et al., 2020c). O segundo estudo, Figueira et al. (2020b)
utilizou os mesmos tempos de permanéncia de dispositivos vaginais do pri-
meiro estudo Figueira et al. (2020b), mas dessa vez com uso de FSH no lugar
de eCG. Esses estudos fixaram a duragéo de nove dias de permanéncia de
dispositivo vaginal de progesterona como a potencialmente mais promissora.
O terceiro e ultimo estudo foi feito 0 mesmo protocolo de indugao do estro sin-
cronizado, mas com doses de FSH variando de 100 a 200 mg (Figueira et al.,
2020a). Considerando os trés principais resultados que marcam 0 sucesso
de um protocolo de superovulagdo, é possivel perceber o avango de conhe-
cimento pautado para consolidagao do protocolo Embrapa de superovulagao
em ovelhas (Figura 5).

16 = Figueira et al. (2020a)
Figueira et al. (2020b
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Figura 5. Numeros médios de corpos luteos, estruturas e embrides viaveis recu-
peradas de ovelhas Lacaune submetidas ao Protocolo Embrapa de Superovulagdo
(Fonseca; Oliveira, 2020), e a coleta de embrides pela via transcervical.
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Em resumo, o Protocolo Embrapa de Superovulagao em Ovelhas (Fonseca;
Oliveira, 2020) é composto por dispositivo vaginal de progesterona que per-
manece por nove dias e administracao de 133 (Arrais et al., 2021; Fonseca
et al., 2022), a 200 mg de pFSH (Figueira et al., 2020a), ou ainda 333 Ul
de pFSH (Dias et al., 2020a, 2020b) iniciando 60h antes da retirada do dis-
positivo vaginal. Todos esses estudos tém em comum o procedimento de
NSER. Em conjunto, esses estudos reportam respostas superovulatérias pro-
ximas de 10 CL por ovelha superovulada e cinco ou mais embrides viaveis
coletados por ovelha de diferentes gendtipos ou ragas (Figura 6) incluindo
Lacaune (Figueira et al., 2020a), Morada Nova, Santa Inés, Somalis (Arrais
et al., 2021; Fonseca et al. 2022), mesticas Santa Inés / Lacaune (Dias et
al., 2021a), e White Dorper (Dias et al., 2021b). O numero médio de corpos
luteos identificados previamente a coleta de embrides (10,9) nos diferentes
genotipos quando relacionado com a média de estruturas recuperadas (8,4)
sugere elevada eficiéncia na taxa de recuperagao (=77%) pela técnica NSER.
Adicionalmente, a relagdo entre o niumero médio de estruturas recuperadas
(8,4) com a média de embrides viaveis recuperados (7,0) presume que a
taxa de embrides viaveis providos pelo protocolo superovulatério suporta-
da pela estratégia de acasalamento natural preferencial (Fonseca, 2020) foi
capaz de gerar uma fertilizacdo adequada (=83%). Ressalta-se que a ultima
média mundial de embrides viaveis coletados de ovelhas, reportada anual-
mente pela Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS), foi
de 5,8 embrides viaveis por coleta (Viana, 2020), provavelmente obtidos por
laparotomia (predominantemente) ou laparoscopia. Conjuntamente, esses
indices suportam a recomendagéo do Protocolo Embrapa de Superovulagao
em Ovelhas (Fonseca; Oliveira, 2020), nesses diferentes gendtipos, fazendo
desse protocolo o de maior abrangéncia racial, mantendo eficiéncia elevada
com relagao ao principal identificador de um protocolo de producgao in vivo de
embrides — o numero médio de embrides viaveis recuperados.

Na Tabela 2, sdo descritos todos os procedimentos relacionados ao Protocolo
Embrapa de Superovulagdo em ovelhas. O acasalamento natural (monta)
deve ser feito seguindo orienta¢cdes de acasalamento preferencial, quando
um carneiro for utilizado para mais de uma fémea. Neste caso, fémeas sao
priorizadas para acasalamento de acordo com o inicio do estro com preferén-
cia para aquelas ainda nao acasaladas, ao passo que fémeas acasaladas no
mesmo periodo com um mesmo macho tem ordem de cobertura invertida no
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turno sequencial (Fonseca, 2020). A inseminacgéo artificial com sémen con-
gelado/descongelado também pode ser utilizada. Em se tratando do mesmo
carneiro, os dois tipos de acasalamento podem ser feitos simultaneamen-
te. Nesse caso, todas as fémeas séo inseminadas (sémen fresco diluido ou
n&o) antes de se proceder a monta natural. Lembrar que a técnica de coleta
de embrides € uma opgao do profissional que executara o procedimento.
Todavia, todos os estudos reportados tém em comum a utilizagdo da técnica
nao cirirgica (NSER) para a recuperagao de embrides (Fonseca et al., 2016;
Fonseca et al., 2019a), cuja eficiéncia pode ser observada na compilagao de
estudos apresentada nas Figuras 5 e 6.

20 m Corpos Luteos
18 m Estruturas recuperadas
m Embrides viaveis recuperados
16
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Figura 6. Numeros médios de corpos luteos, estruturas e embrides viaveis recupe-
radas de ovelhas das ragas Lacaune (Figueira et al., 2020a), Mestigas (Dias et al.,
2021a), White Dorper (Dias et al., 2021b), Morada Nova, Santa Inés e Somalis (Fon-
seca et al., 2022) submetidas ao Protocolo Embrapa de Superovulacdo (Fonseca;
Oliveira, 2020), e a coleta de embrides pela via transcervical.
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Consideragoes finais e perspectivas

Varios fatores podem impactar um programa de produgao in vivo de em-
brides, desde a origem do processo que levou a obtencédo do odcito, pas-
sando pela fertilizagao e desenvolvimento embrionario adequado e recupe-
ragdo dos embrides propriamente dita. A aplicagdo do Protocolo Embrapa
de Superovulagcdo em ovelhas mostra-se adequada para promover uma
contagem luteal média proxima de 10 corpos luteos por fémea estimulada e
uma recuperacao média de sete embrides viaveis. Com eficacia comprovada,
esse protocolo € recomendado para uma ampla variedade de ragas ovinas,
tanto localmente adaptadas, quanto aquelas especializadas na produgao de
leite ou carne. O sucesso alcangado até 0 momento permite supor a perspec-
tiva de que esse protocolo seja uma opg¢ao que possa ser adotada mundial-
mente e que a NSER possa ser a técnica de escolha para recuperagéao dos
embrides produzidos in vivo.
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