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INTRODUGAO

A ovulagio multipla e a transferéncia embrio-
naria (MOET), assim como a produgdo in vitro
de embrides (IVEP), sdo tecnologias reprodu-
tivas que permitem a manipulagdo estratégica
para o incremento do melhoramento gené-
tico dos rebanhos. Sdo poderosas ferramentas
para a produg¢ao ovina e caprina, capacitando-
-a para responder as exigéncias crescentes de
aumento da produtividade e da qualidade.

Em pequenos ruminantes - ovinos e capri-
nos, estas tecnologias reprodutivas [1] represen-
tam um grande potencial para o melhoramento,
quer em animais de leite, quer em animais de
carne. Importa salientar ainda, a sua importan-
cia em programas de recuperagio de ragas em
perigo de extingdo ([2], [3], [4]).

A insemina¢do artificial é uma técnica
convencional para acelerar o ganho genético
através da difusdo do potencial de machos sele-
cionados. J& a comercializagdo de embrides,
produzidos in vivo ou in vitro, teria a vanta-
gem da combina¢do de machos melhoradores
para fertilizagdo de odcitos de fémeas selecio-
nadas. Nos pequenos ruminantes, em que o
seu pequeno tamanho corporal ndo permite
o0 manuseamento retal e, no caso particular
da ovelha, ainda a complexidade da anatomia
cervical, para além da grande variabilidade na
resposta a programas de superovulagdo e qua-
lidade dos embrides assim obtidos, levam a que
a técnica de MOET evolua de forma mais lenta
([2], [5]). Assim, se 0o comércio de embrides
representa uma atividade importante que se
estd a desenvolver rapidamente em bovinos, ja
em pequenos ruminantes é praticamente ine-
xistente. De acordo com a “Comissao de Recu-
peragdo de Dados da Sociedade Internacional
de Transferéncia de Embrides”, nio existem
dados disponiveis sobre esta comercializa-
¢do, presumidamente por causa do pequeno
nimero de paises a praticid-la. A MOET em
pequenos ruminantes é praticada em apenas
doze paises, destacando-se a nivel mundial a
Argentina e, a nivel europeu, a Franca [6].

Parametros a ter em conta antes de
estabelecer um programa de MOET
em ovinos e caprinos

Na implementagdo de um programa de MOET
em ovinos e caprinos devem ser acautelados os
seguintes pardmetros:

o as fémeas dadoras devem ser escolhidas
segundo o seu valor genético;

o dadoras e recetoras devem estar em boas
condi¢des reprodutivas, nutricionais e
sanitdrias;

o as fémeas devem ja ter parido pelo menos
uma vez e deve existir um periodo minimo
de dois meses entre a parigdo e o préximo
tratamento de superovulagio;

o sempre que necessario, deve ser usada uma
malata ou chiba como dadora, que devem
ter pelo menos 75% do seu peso adulto;

o sempre que possivel as recetoras devem ser
adultas;

« 0s machos devem ser melhoradores, pres-
tando-se especial atengdo a qualidade
seminal [7].

ETAPAS DO PROGRAMA MOET
EM OVINOS E CAPRINOS
Ovulagdo multipla

Existem varios tratamentos possiveis para se

induzir a superovulagdo em ovinos e caprinos.
No entanto, até a data, ndo se conseguiu adotar
um protocolo tnico para utilizacgio em MOET
[8]. Isto deve-se ao facto de fatores extrinse-
cos e intrinsecos ao animal interagirem de
uma forma integrada durante a superovulagao,
obtida por tratamentos hormonais, levando
muitas vezes a uma incapacidade de previsao
de resultados ([1], [8]).

Relativamente as diferentes respostas obti-
das na superovula¢do em ovinos, e apesar do
progresso significativo no controlo de fato-
res extrinsecos (e.g. fonte e pureza das hor-
monas e protocolos de administragio) e
intrinsecos (raga, idade, estado nutricional e
reprodutivo), a eficiéncia e sucesso dos pro-
tocolos de MOET, continua dependente da
grande variabilidade individual da taxa ovu-
latéria e do nimero de embrides recolhidos,



comprometendo a difusdo da implantacio dos
programas de transferéncia de embrides [5].
Alguns autores preconizam a necessidade e o
sucesso da introdugdo de um teste com uma
boa relagdo custo: eficiéncia e de féacil aplica-
¢do, que permita fazer uma pré-selecio de ove-
lhas com alta e baixa resposta aos protocolos
de superovulagio, podendo desta forma pré-
-selecionar as dadoras [5]. O teste baseia-se
na avaliacdo do numero de ovulagdes obtido
em resposta & administragdo de um unico tra-
tamento de “equine Chorionic Gonadotropin”
eCG. O valor preditivo do teste é determi-
nado comparando o nimero de ovulagdes do
animal com a produgdo obtida em resposta a
tratamentos com multiplas doses de “Follicle
stimulating hormone” (FSH) [9]. Adicional-
mente, o estudo determina possiveis efeitos do
“status” folicular aquando da aplicagdo da pri-
meira dose de FSH e a sua relagdo com a sub-
sequente resposta ovdrica [5]. Alguns estudos
reforcam [8] a necessidade da pré-selecio de
fémeas com boa resposta aos tratamentos de
superovulagdo, demostrando que alteragdes
nas populagdes foliculares antrais, no forneci-
mento sanguineo, para além da concentragdo
de certas hormonas reprodutivas doseadas em
determinados momentos especificos, imedia-
tamente antes ou durante o tratamento supero-
vulatdrio, estio associadas com o seu sucesso.

Outro dos grandes problemas é a regres-
sdo precoce do corpo liteo em pequenos
ruminantes. Esta ocorre em situacdes diver-
sas como no inicio da puberdade, na transigao
do anestro sazonal para a época reprodutiva e
em fémeas sujeitas a programas de superovula-
¢d0. Neste ultimo caso, a regressiao prematura
do corpo luteo ocorre, em geral, entre 0 4° e 52
dias pos-estro, causando o retorno da dadora
a0 estro, antes da colheita dos embrides (5 a
6 dias, pos-estro) ([1]), [7]). Desta forma, no
momento da recolha dos embrides, podem ser
observados corpos luteos pequenos, de colo-
racdo palida ou acinzentada, apontando para
a auséncia ou comprometimento na irrigacdo
sanguinea do corpo luteo e, eventualmente
com pouca ou nenhuma protrusdo na superfi-
cie do ovario. Estes corpos luteos, geralmente,
estdo associados a baixas concentragdes circu-
lantes de progesterona e a indesejaveis taxas de
recuperagdo de embrides vidveis [7].

Para os pequenos ruminantes, ha pouca
informag¢do quanto ao perfil enddcrino rela-
cionado com a regressdo prematura do corpo
lateo nos programas de MOET. No entanto,
aponta-se que possa ocorrer em virtude do
desenvolvimento inadequado do foliculo ovu-
latério ou pela ativagdio do mecanismo de

lutedlise, promovido por um incremento dos
niveis de estradiol no inicio do ciclo éstrico.
O elevado nimero de foliculos anovulatérios
e corpos liteos regredidos precocemente que
aparecem em programas de MOET podem
estar associados ao estado ovarico observado
no inicio do programa de ovulagdo multi-
pla [5]. Assim, os corpos liteos ndo normais
podem resultar da inadequagdo entre a FSH
e o “nivel de desenvolvimento do reservato-
rio de foliculos” com capacidade de responder
no inicio do tratamento. Quando os folicu-
los com capacidade de responder apresentam
tamanhos similares de maturagio, a estimula-
¢do gonadotrofica conduz a um processo ade-
quado de superovulagdo; em caso contrério,
déa-se uma assincronia no processo de cresci-
mento e luteinizagio [10].

Dentro dos protocolos possiveis, pode-
mos ser utilizadas substncias como “Preg-
nant Mare Serum Gonadotropin” (PMSG) ou
o “equine Chorionic Gonadotropin” (eCG),
48h antes do fim do tratamento com progesta-
génios. Neste caso, a superovulagdo serd alcan-
¢ada 54 horas apds a retirada das esponjas
(tratamento com progestagénios) [11].

E possivel também usar FSH de origem
suina ou ovina em doses decrescentes (6 apli-
cagdes em intervalos de 12h) ao longo do tra-
tamento progestagénico, conseguindo-se em
relagio ao uso da PMSG, melhor migragdo

Figura 1

espermatica, melhores taxas de fertilizagdo
com a inseminagéo artificial e uma maior pro-
dugdo de embrides ([12], [13]).

Os tratamentos em caprinos sio semelhan-
tes, usando-se tratamentos de progestagénios
mais curtos (11 dias) e uma dose de prosta-
glandina F2a (50ug de closprotenol) aplicada
48h antes da retirada das esponjas ([14], [15]).

Alguns autores ([16], [17], [18]) afirmam
obter melhores resultados em ovinos, quando
administram uma dose de “Gonadotropin-
-Releasing Hormone” (GnRH) depois do tra-
tamento com a FSH, isto é, 24h apds a remogéo
das esponjas.

Outros autores apontam também a uti-
lizagdo de doses crescentes de “Lutenizing
hormone” (LH) ao longo do tratamento pro-
gestagénico [19].

Com o conhecimento da dindmica folicu-
lar, muitos autores e em varias espécies, desa-
conselham o inicio do tratamento com FSH
em presenc¢a de grandes foliculos, pois reduz
o recrutamento folicular, a resposta ovdrica e
consequentemente a produgdo de embrides
([16], [20], [21], [22]).

E possivel ainda aplicar outros protocolos,
utilizando as hormonas supramencionadas.
E importante realgar que as doses hormonais
deverdo ser sempre ajustadas a espécie, a raga,
a época do ano e ao sistema de produgéo, entre
outros fatores.

Inseminagdo cervical na raga Churra Galega Bragangana. Fonte Propria.
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SINCRONIZACAO ENTRE
DADORA E RECETORA

A sincroniza¢io das fémeas recetora e da
dadora ¢é feita a0 mesmo tempo, garantindo
que tanto a dadora como a recetora estejam no
mesmo dia do ciclo éstrico aquando da recolha
e implantagdo do embrido.

Esta sincronizagio normalmente é feita
com esponjas impregnadas em “Fluorogestone
Acetate” (FGA) ou “Medroxyprogesterone
Acetate” (MAP), sendo o habitual proceder
a 14 dias de tratamento para os ovinos e 17
para os caprinos, podendo o nimero de dias
ser um pouco mais curto, quando aplicamos
tratamentos combinados de progestagénios
e prostaglandina F2a [23]. No fim do trata-
mento progestagénico, aplica-se PMSG ou a
eCG (tem efeito de FSH e um pouco de LH)
para sincronizar o cio. Embora estes tratamen-
tos sejam muito eficazes, é de salientar que a
repeti¢do, num curto espago de tempo, pode
determinar uma redugédo da sua eficécia, deri-
vada do desenvolvimento de anticorpos [23].

Inseminag¢do da dadora
A dadora pode ser inseminada pelo macho
escolhido ou artificialmente (com sémen
fresco ou congelado). Neste ultimo caso, reco-
menda-se a laparoscopia.

As doses recomendaveis serio:

« se inseminagdo artificial cervical: 800 milhdes
de espermatozoides (ovinos) e 400 a 600
milhoes de espermatozoides (caprinos):

o se inseminagdo por laparoscopia: 80
milhdes de espermatozoides (ovinos) e
100 milhdes de espermatozoides em capri-
nos [19], [24]. No caso de se utilizar sémen

congelado na laparoscopia, devera utilizar-
-se 100 milhdes de espermatozoides tanto
em ovinos como em caprinos [25].

Momento da inseminagdo

Nos ovinos, o momento 6timo para insemi-
nar com sémen fresco e por laparoscopia é 32h
ap0s o inicio do cio [24]. Se 0 sémen for conge-
lado dever-se-a inseminar 40 a 55h apos a reti-
rada das esponjas [26].

Nos caprinos, a inseminagao por laparos-
copia com sémen fresco devera ser realizada
20 a 24 horas apds o inicio do cio [27]. No caso
de se utilizar sémen congelado, devera ser feita
46 horas ap06s a retirada das esponjas [28].

TRANSFERENCIAS DE EMBRIOES-
DIFERENTES TECNICAS

Nos ovinos, a recolha de embrides ¢é feita maio-
ritariamente entre o 7° e 8° dias apds a remo-
¢do das esponjas. Nos caprinos, a recolha de
embrides ¢ feita entre o 8° e o 9° dias apds a
remogao das esponjas [7].

As técnicas mais utilizadas nas transferén-
cias de embrides em pequenos ruminantes,
estdo baseadas em procedimentos cirurgicos
(laparotomia) sob anestesia geral, o que implica
um periodo de jejum e a utilizagio de farma-
cos para uma manipulagao cirtrgica segura. No
entanto, tudo isto envolve riscos para o animal.
As maiores sequelas sdo as aderéncias causadas
pelas cirurgias abdominais, nos ovarios, utero
ou entre eles. Estas ocorréncias podem com-
prometer o acesso uterino e a captura de odcitos
limitando o niimero de vezes que se pode repe-
tir o processo, em cada animal.

Desta forma, um grupo de investigadores
[29] estd a desenvolver técnicas menos invasi-
vas como a laparoscopia e os métodos trans-
cervicais, com imensas vantagens tais como
menor periodo de jejum, redugdo nos far-
macos utilizados e as dadoras em posi¢do de
estagdo. Na laparoscopia ndo sio necessarias
grandes incisdes, podendo-se utilizar esta téc-
nica varias vezes em caprinos e ovinos supe-
rovulados ou néo, para a recolha de embrides.
Depois destes procedimentos, a recuperagao
das dadoras é imediata.

Nos caprinos, diversos investigadores [30],
indicam varios trabalhos nos quais foram obti-
das taxas de recuperagdo de embrides por méto-
dos transcervicais que variam entre 0s 53,2% [29]
e 08 89,5% [31]. Recentemente, utilizando a téc-
nica transretal, ficou demonstrada a viabilidade
da deposigio embriondria, no corno uterino
desejado, apds localizagdo do corpo liteo por
ultrassonografia transretal, tornando-se esta téc-
nica nao traumatica, comparével em termos de
resultados, com os métodos cirdrgicos [32].

Nos ovinos as técnicas ndo cirdrgicas
estdo mais limitadas pela anatomia do cérvix.
Embora existam alguns registos de sucesso da
recolha de embrides pelo método nao cirtr-
gico - 42% (11/26) ha aproximadamente 30
anos [33] - os resultados obtidos desde entdo
nem sempre foram os melhores. Recentemente
o relaxamento do cérvix com cloprostenol ou
misoprostenol em ovelhas Santa Inés mos-
trou ser muito util, principalmente em ovelhas
nas quais sem este procedimento se tornava
quase impossivel a introdugdo do cateter e que
desta forma se consegue alcangar um sucesso
de aproximadamente 61% [34]. Em ovelhas

Figura 2

Material para utilizagdo em programas de MOET, utilizando

laparoscopia. Fonte proépria.

Figura 3

Sonda de trés vias e cateter para recolha de embrides por

laparoscopia. Fonte: propria.
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Esquema representativo da introdugdo da fertilizagdo in vitro num esquema tradicional

de MOET. Fonte: Montenegro, 2017.

Dorper, o tratamento com misoprostenol, 5
horas antes da recolha de embrides, permitiu
um sucesso de 95%, comparado com o grupo
controlo que foi de 0%. Jd a transferéncia de
embrides utilizando uma prostaglandina E2
com o nome comercial de “Cervidil R”, embora
provocasse uma boa dilatagao, facilitando a
transferéncia de embrides para a recetora, con-
firmando-se a gestagdo aos 25 dias, aos 55 dias
de gestagao ndo se conseguiu o registo ecogra-
fico de nenhum feto [3].

SELECAO DE EMBRIOES E
IMPLANTAGCAO NA RECETORA

A escolha de embrides deve ser baseada em
aspetos morfolégicos observados com lupa
binocular com uma ampliagio de 80x, sob
diferentes dngulos. A zona pelucida deve estar
integra e existir esfericidade. O desenvolvi-
mento embriondrio deve ser o esperado teo-
ricamente, podendo ser admitido um atraso
entre 24h a 48h, desde que se assuma uma
menor percentagem de sucesso. No entanto,
¢ normal que os embrides de uma mesma
dadora nio tenham exatamente o mesmo grau
de desenvolvimento [35]. O mesmo acontece
quando comparamos o grau de desenvolvi-
mento, com o mesmo tempo (6-7 dias de ges-
tacdo) em ovinos frente aos caprinos, ja que
existe um ligeiro atraso do desenvolvimento
dos caprinos em relagdo aos ovinos, que pode
chegar as 12 ou 24h. As células devem ser cla-
ras com tamanhos e bordos regulares; a existir
opacidade, esta sera sinénimo de degeneragdo

e, por isso, motivo de rejei¢do. A presenca de
algumas células no espago perivitelino nao
constitui motivo de rejei¢do se os outros para-
metros estiverem dentro da normalidade [19].
O tempo que medeia a colheita de embrides e
a sua implantagdo na dadora nao deve tardar
mais que duas horas no meio adequado de pre-
servacdo “Phosphate-buffered saline” (PBS).
No caso de os embrides estarem congelados, o
tempo entre descongelar e transferir o embrido
para a dadora ndo deve ser superior a 20-30
minutos. A dadora e a recetora devem estar
sincronizadas, podendo ser admitida uma des-
sincronia de aproximadamente 1 dia [36]. Os
métodos de transferéncia podem ser cirdr-
gicos ou ndo cirurgicos por laparoscopia. A
observagdo prévia a transferéncia embriondria
dos ovarios por laparoscopia é aconselhavel.

Fatores que podem afetar a
sobrevivéncia de embrides, apds
um programa de (MOET).

Tanto nos ovinos como nos caprinos existem
varios fatores que podem influenciar a sobre-
vivéncia dos embrides apés um programa de
MOET. Entre estes destacam-se o método
de transferéncia, a fase de desenvolvimento
embrionario, a qualidade do embrido, o nimero
de corpos ltteos e a idade da recetora ([37],
[38]). Quanto ao método de transferéncia, a
laparoscopia apresenta melhores resultados que
o método cirtrgico ([38], [39], [40]). Quanto
a fase embriondria, alguns autores referem
uma maior sobrevivéncia na fase de blastocisto
([37], [41]) e outros ndo encontram diferencas

significativas entre moérula e blastocisto. Estas
discrepancias podem estar relacionadas com a
qualidade da estrutura embriondria ([42], [38]).
A qualidade do embrido é determinante, inde-
pendentemente da fase embriondria, assim
como as concentragdes de progesterona durante
a fase lutea, estando nos ovinos, também dire-
tamente relacionada com o ntiimero de corpos
luteos e a idade da recetora ([43], [44] e [42]).

PRODUGAO “IN VITRO”

DE EMBRIOES (IVEP)

Apesar do primeiro relato do nascimento de um
cabrito e um cordeiro provenientes de fertiliza-
¢do in vitro remontar aos anos 80 do século pas-
sado ([45], [46]), e a partir desta data se terem
feito inimeros estudos, continuamos hoje em
dia com dados muito inconsistentes. Assim,
a produgdo in vitro ndo substitui atualmente a
produgdo “in vivo” de embrides; funciona como
um complemento as técnicas tradicionais de
MOET em situagdes muito concretas, como a
obten¢do de um maior nimero de embrides em
racas geneticamente superiores ou em perigo
de extingdo, para além de ser a base para outras
tecnologias como a produgdo de animais trans-
génicos, a clonagem e produgdo de células esta-
minais [47]. A introdugéo da fertilizaco in vitro
em programas tradicionais de MOET pode ser
observado na Figura 4.

Com a produgdo in vitro de embrides, os
problemas associados a superovulagdo podem
ser ultrapassados, uma vez que esta técnica
ndo necessita de a promover, ja que os odcitos
sao recolhidos diretamente dos foliculos em
fémeas tratadas ou niao, com hormonas. Para
além disso, permite a produgdo de descendén-
cia de fémeas néo férteis, pré-puberes, gestan-
tes, em lactacdo ou mesmo mortas ou abatidas
em matadouros [1]. A recolha dos odcitos
in vivo ¢ realizada por puncdo folicular com
recurso a laparoscopia - “laparoscopic ovum
pick-up” (LOPU). Esta técnica apresenta a
grande vantagem de poder ser repetida diver-
sas vezes com intervalos de 7 a 14 dias [47].

A produgédo de embrides a partir de odci-
tos de fémeas pré-puberes é uma tecnologia
chamada “Juvenil in vitro Embryo transfer”
(JIVET) que permite encurtar o intervalo
geracional e aumentar o ganho genético [48].

A fertilizagdo in vitro compreende uma
série de passos como:

o maturagdo in vitro dos odcitos obtidos
diretamente dos foliculos;

« fertilizagdo in vitro ou incubagdo conjunta
de espermatozoides capacitados com 06ci-
tos maturados in vitro;

AGROTEC / DEZEMBRO 2017
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o cultura in vitro dos zigotos até a fase de
blastocisto.

Durante todas estas etapas os diferentes
investigadores tentam simular as condigdes
que ocorrem no sistema reprodutivo da fémea
durante a maturagdo dos odcitos nos ovarios,
a fecundagao no oviduto e as primeiras fases
do desenvolvimento embriondrio até a fase de
blastocisto expandido [47].

Cada um dos passos referidos terd um
meio de cultura de odcitos ou embrides espe-
cifico, assim como um meio diferenciado
para fertilizagdo.

Nao sendo o objetivo deste artigo descre-
ver com pormenor cada meio e suas diferen-
tes variantes, gostariamos apenas de referir
que de uma maneira geral os meios devem
ser isoténicos com o meio interno celular e
manter a pressdo osmotica, ter capacidade de
manter o pH (7,2-7,4), fornecer nutrientes e
outras substincias como hormonas, agentes
capacitantes adequadas a cada fase e, por fim,
evitarem o crescimento de microrganismos
prejudiciais, mediante a jungdo de antibioti-
cos e antifungicos [47].

CONCLUSOES

A aplicagdo de MOET revela ser uma ferra-
menta muito promissora em programas de
melhoramento animal e recuperaciao de ragas
em perigo de extingao.

Apesar dos varios estudos realizados no
ambito da MOET, prevalecem as dificulda-
des na implementacdo de um protocolo tipo,
ja que continuam a existir fatores intrinsecos
e extrinsecos ao animal que interagem de uma
forma integrada durante a estimulagdo hor-
monal da superovulacdo. As alteragdes provo-
cadas no normal desenvolvimento folicular e
fungéo secretora, afetam o transporte de esper-
matozoides, a fertilizagdo e as primeiras etapas
desenvolvimento embrionario. Constata-se
também uma grande variabilidade individual,
o que levou alguns autores a estabelecer tes-
tes para pré-selecionar as fémeas que apresen-
tam uma resposta superior a um determinado
protocolo de superovulagio, diminuindo desta
forma os custos de MOET.

Quanto & comercializagdo de embrides em
pequenos ruminantes, esta ird desenvolver-se a
medida que se obtenham resultados mais con-
sistentes com a técnica de MOET.

Outro aspeto que comega a ganhar impor-
tancia é a cada vez maior preocupagdo com o
“bem-estar animal” e, por isso, a implementa-
¢do das técnicas ndo cirtirgicas, uma vez que se
revelam menos traumaticas para o animal. m

Constata-se uma grande variabilidade individual, o que levou alguns
autores a estabelecer testes para pré-selecionar as fémeas que
apresentam uma resposta superior a um determinado protocolo de
superovulag¢do, diminuindo desta forma os custos de MOET.

Figura 5
Imagem obtida por laparoscopia apds um tratamento de superovulagdo em ovelhas
da raca Olkuska. Fonte: Bartlewski, et al; 2016.

Figura 6

Laparotomia de uma ovelha da raga Rideau Arcott apds tratamento de superovulagdo.
Fonte Bartlewski, et al; 2016.
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