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RESUMO

Background: Os programas de mltipla ovulaggo e transferéncia de embrides (MOTE) em ovinos tém sido implantados com
sucesso em todo mundo. O impacto é evidente nos programas de mel horamento genético, zootécni cos e sanitérios, bem como,
no resgate e conservagdo de ragas ameacadas de extingdo e no apoio a outras biotécnicas relacionadas. A simplificagdo da
técnica, incremento da eficiéncia dos resultados, assm como, o aumento no nimero de técnicos capacitados, pode acelerar
ainda mais este desenvolvimento. De suas etapas, 0s protocolos superovulatorios sao 0s responsavels por induzir ampla
variabilidade das respostas ovul atérias e producdo de embrides. Tal efeito &, indubitavel mente, o principal limitantedaMOTE
nesta espécie.

Revisdo: Tradiciona mente os protocol os utilizados consideram fundamentalmente a duracdo do ciclo estral, e ndo o fendme-
no biolégico da dindmica folicular, desconhecendo-se as condigdes prejudiciais ao desenvolvimento folicular adequado e
producdo de odcitos/embrides de qualidade. Alguns pontos criticos tém sido apontados como potenciais responsaveis pelos
efeitos negativos, destacando-se: (i) o perfil de progesterona induzido pelos dispositivos utilizados no tratamento; (ii) a
condicdo folicular presente ao inicio do protocolo superestimulatorio € (iii) a deficiéncia ou inexisténcia do pico pré-
ovulatorio de LH apds tratamento com gonadotrofinas. As respostas sdo acompanhadas pela ampla variagéo nas taxas de
ovulacdo e fecundagdo dos odcitos, bem como, no nimero e qualidade dos embrifes recuperados. Neste contexto, diversos
estudos tém buscado desenvolver novas estratégias para o controle da dindmica folicular. Acredita-se que hd um efeito
prgudicia da dominancia folicular na resposta superovulatoria em pequenos ruminantes. Nos tratamentos tradicionais, 70-
85% das doadoras apresentam grandes foliculos dominantes ao inicio dos tratamentos com FSH. Considerando a
imprevisibilidade do dia da emergéncia de cada onda folicular em ovinos, a verdadeira questdo € como sincronizé-la. O
emprego dapré-sincronizacao do estro e superestimulacdo da primei raondaemergente tém promovido maior eficiéncia. Outra
estratégia, comumente empregada em bovinos, € ainducéo de umanovaondafolicular pelo emprego de estrégenos associado
a0 progestégeno, entretanto, sua eficiéncia em ovinos ainda é incipiente. Paralelamente, ainducdo do pico de LH ao final do
tratamento superestimulatério tem sido investigada quanto aos beneficios em promover incremento da taxa ovulatéria e
nimero de embrides viavei's, bem como, melhoriada sincronia entre as ovulagdes visando aumentar ataxa de fecundacdo dos
odcitos. A regressdo luteal precoce é outra problemética que afeta os resultados dos programas de MOTE em pequenos
ruminantes. Este fendbmeno parece estar associado a €l evadas concentragfes plasméticas de estrégenos durante a fase luteal
inicial, resultando em decréscimo na resposta superovul atoria e diminuicdo do nimero e qualidade dos embrides. A adminis-
tracdo de progesterona exdgena, agentes anti-luteoliticos ou Iuteotrdficos pode prevenir ou reduzir os efeitos deletérios da
regressdo luteal precoce.

Conclusdo: A indUstria da maltipla ovulago e transferéncia de embrido tem se tornado um negaécio de escalainternacional.
Asinimeras vantagens rel acionadas a biotécnica, a crescente exigénciamundial por producéo de alimentos seguros e susten-
tavelstém demandado o incremento da eficiéncia reprodutiva e produtiva dos animais. Neste contexto, esta revisdo abordara
0 estado da arte da superovulacdo em ovinos, bem como, as perspectivas voltadas a melhoria de seus resultados e dos
programasdeMOTE.

Descritores: multipla ovulagdo, producdo de embrido, ovino.
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I.INTRODUCAO

O processo superovulatério tem como prin-
cipio o fornecimento de preparacdes hormonais que
estimulam o crescimento e, subsequente, ovulacdo
de uma série de foliculos. Ta procedimento da inicio
a0 programa de multipla ovulacdo e transferéncia de
embrides (MOTE); biotecnologia que alavanca gran-
des avancos na multiplicacdo dos rebanhos, progra-
mas de melhoramento genético, tramites comerciais
(nacional ou internacionalmente) e conservacdo de
germoplasmas animais em todo mundo.

Os registros da movimentacdo mundial na
area de transferéncia de embrides em pequenos ru-
minantes [14], embora instéavel e, de certo modo,
imprecisa, podem demonstrar o sucesso desta préti-
ca. Entretanto, h4 grande demanda por melhorar a
eficiéncia em resposta aos tratamentos superovu-
latérios e obter uma consistente producdo de embri-
Oes viaveis.

Dentre uma série de fatores intrinsecos e
extrinsecos aos animais, a ata variabilidade das res-
postas a estimulacdo ovariana é destacadamente o
maior desafio frente ao aumento da eficiéncia dos
programas de MOTE em ovinos. O mesmo compor-
tamento é registrado em outras espécies, a exemplo
dos bovinos. Acredita-se que esta heterogeneidade
nos resultados estimulatérios, em ovinos, decorra do
uso de protocolos que consideram fundamental mente
a duragdo do ciclo estral, e ndo o fenbmeno biol 6gi-
co da dindmica folicular. Alguns pontos criticos tém
sido apontados como potenciais responsaveis pelos
efeitos negativos, destacando-se: (i) o perfil de
progesterona induzido pelos dispositivos utilizados
no tratamento [6]; (ii) a condi¢do folicular presente
a0 inicio do protocolo superestimulatorio [19,39,40]
€, (iii) a deficiéncia ou inexisténcia do pico pré-
ovulatorio de LH apos tratamento com gonadotrofinas
[18]. As respostas sdo acompanhadas pela ampla
variacdo nas taxas de ovulacdo e fecundacdo dos
odcitos, bem como, no nimero e qualidade dos em-
brifes recuperados. Neste contexto, esta revisdo abor-
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dara o estado da arte da superovulagéo em ovinos e
as perspectivas voltadas a melhoria de seus resulta
dos.

I1.PROTOCOL OSSUPEROVULATORIOS

2.1 Super estimulagdo gonadotr 6fica

Durante o intervalo interovulatério (i.e. ciclo
estral) nas ovelhas, ha tipicamente trés ou quatro
ondas de crescimento folicular. A emergéncia de cada
onda é primariamente controlada pelo incremento das
concentragdes do horménio foliculo estimulante
(FSH). Com o desenvolvimento desse pool de foli-
culos, as concentragdes do FSH diminuem pelo esta
belecimento da dominéancia [3]. Em outras palavras,
um a quatro foliculos podem alcancar a diametro
ovulatério em um ciclo normal [12], dentre outros
aspectos, privando os demais foliculos (i.e. subor-
dinados) do FSH [17]. Com base neste principio, 0
tratamento superovulatério é realizado mediante
aporte de altas doses de gonadotrofinas exogenas,
como FSH, gonadotrofina coriénica equina (eCG) e
gonadotrofina menopausal humana (hMG). Em res-
posta a este procedimento ha incremento da taxa
ovulatéria e, consequentemente, do nimero de em-
brides obtidos por fémea tratada.

Diversas preparagdes hormonais estdo dispo-
niveis comercialmente. O nimero e a frequéncia de
administragdes, bem como, a dose empregada pode
variar de acordo com o protocolo. Como relato histé-
rico, os tratamentos estimulatérios iniciaram-se com
0 uso da eCG em dose Unica, normamente, de 1000-
1500 Ul administrada 48 h antes da retirada do
progestageno [36]. Atualmente, a eCG n&o € Utiliza-
da isoladamente em protocolos de superovulacdo por
promover ata taxa de foliculos anovulatérios, que
se luteinizam; efeito dependente da dose, momento
de aplicacdo e vida média do preparado comercial
[26]. A producdo de anticorpo anti-eCG, observada
em fémeas que recebem o tratamento repetidas ve-
zes, tem acdo biolégica de inibir a atividade
estimulatoria da gonadotrofina administrada, levan-
do a um atraso ou auséncia da ovulacdo, podendo
dafetar a fertilidade dos animais [37].

Grande melhoria na eficiéncia dos programas
de superovulacdo para producdo in vivo de embri-
Oes tem sido observada nas Ultimas trés décadas pela
substituicdo da eCG por preparados de FSH de ori-
gem porcina, ovina ou caprina. Com este hormdnio
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se obtém taxas de ovulagbes superiores e menor in-
cidéncia de foliculos anovulatérios, dém de resposta
individua mais uniforme quando comparado aos tra-
tamentos com eCG [1]. No entanto, para estimular
adequadamente os foliculos € necessario administré
lo aintervalo de 12 h, devido suas concentracfes na
circulagdo periférica decrescerem a concentragdes
basais em 10 h [11]. Tal fato gera a necessidade de
repetir as administragbes em um curto intervalo de
tempo, o0 que intensifica 0 manejo, tornando-o me-
nos prético.

Usuamente, o tratamento superestimulatério
€ iniciado 48 h antes da retirada do progestédgeno,
administrado em doses decrescentes, durante 2 - 4
dias [8]. Recomenda-se 0 emprego de FSH em 6 a 8
aplicagdes. Em gerd, o FSH exdgeno comega a atu-
ar sobre a populacdo de foliculos presente nos ovari-
0s das ovelhas entre 12 e 24 h gpGs o inicio do trata-
mento. Decorridas 48 h, se observa crescimento de
foliculos de 2 a5 mm. Os foliculos em crescimento
alcancam o tamanho pré-ovulatério entre 36 e 60 h,
concentrando-se entre 48 e 60 h 0 processo ovulatério
[21]. A dose tota utilizada é relativamente elevada
[13]. No Brasil, emprega-se, comumente, protocolos
com doses totais de 256 mg (Folltropin®) [23,32] ou
200 Ul (Pluset®) [9] por ovelha superestimulada.
Novas pesquisas estédo sendo desenvolvidas por nos-
S0 grupo de pesquisa utilizando-se dose total de 200
mg (Folltropin®), as quais tem obtido desempenho
(taxa de ovulagdo e producdo de embrides vidveis)
smilar aos relatados na literatura e resultados de cam-
po (M.E.F. Oliveira, dados ndo publicados).

Muitas vezes, uma pequena dose da eCG (200
- 400 UI) é associada a0 tratamento, sendo adminis-
trada no momento da retirada do dispositivo [29].
Esta prética baseia-se na hip6tese de que a suple-
mentacdo com LH € importante para a maturacgo fi-
nal dos foliculos, entretanto, sua eficécia é discutivel
[31]. Devido a longa meia-vida da eCG, ha produ-
¢ao de estradiol ap6s a ovulagdo [4]. Consequen-
temente tém sido reportados efeitos deletérios no ovi-
duto (resultando em fahas de fecundago dos odcitos)
e, sobre a frequéncia de regressdo Iuteal prematura.
Vale ressdltar que 0 momento da inseminacdo artifi-
cial deve ser antecipado quando se fizer uso desta
associagdo.

Em decorréncia dos tratamentos com FSH
envolverem vérias administrages durante a fase
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folicular (i.e. intensa manipulagdo dos animais), ha
uma grande demanda por simplificacdo dos tratamen-
tos superovulatorios. Nesta perspectiva, a redugéo do
nimero de administragdes de FSH pode ser obtida
pela associagdo do farmaco a moléculas que propici-
em sua liberagdo lenta. A associagéo de FSH com
polivinilpirrolidina (PVP) obteve taxas de recupera
¢80 embrionérias idénticas aos protocolos de multi-
plas administracfes [10].

2.2 Protocolos base para super ovulagdo

O procedimento superestimulatorio pode ser
realizado com base na observacdo de estro natural
ou sincronizacdo de estro. Tradicionalmente, utilizam-
se progesterona ou progestagenos impregnados em
dispositivos/pessarios vaginais ou implantes
auriculares, 0s quais permanecem por um tempo de
exposicdo superior a 10 dias para a indugéo e sincro-
nizacdo do estro [13]. O mais comum € que em ove-
Ihas o progestdgeno permaneca por 14 dias (i. e pe-
riodo de duragdo da fase Idtea. Nesses protocolos as
administracdes de gonadotrofinas exdgenas iniciam-
se dois dias antes do término do tratamento.

Apesar dos beneficios de sincronizacdo, atri-
bui-se aos progestagenos efeito negativo ao himero
de ovulagBes e embribes transferiveis [6]. O perfil de
progesterona induzido pelo tratamento ndo € cons-
tante, havendo diminui¢do a concentracGes abaixo
do fisioldgico, particularmente, ao final dos protoco-
los longos (10 a 14 dias). Esse evento é associado a
ateracdo do padrdo de crescimento folicular e per-
sisténcia folicular [24], bem como a interferéncia no
processo de fecundagéo e desenvolvimento de em-
brides de boa qualidade [22]. Estratégias usadas, até
0 momento, para superar o efeito negativo dos
tratamentos com progestagenos incluem: (i) insercéo
de um segundo dispositivo de progesterona (do Dia
7 ao Dia 14) para evitar concentragdes subluteais do
hormdnio durante o tratamento [23,19]; (ii) suple-
mentacdo de gonadotrofinas logo apds a remocao
do dispositivo até a ovulacdo para evitar efeito noci-
vo do foliculo dominante [28,30]; (iii) administrar
tratamento superovulatério baseando-se na deteccéo
do estro natural (inicio das administracdes de
gonadotrofinas quatro dias apds o estro), assim, faz-
se uso de niveis fisioldgicos de progesterona produ-
zZidos pelo corpo IUteo ciclico [27] ou; (iv) encurtar 0
periodo do tratamento com progestégenos para 5 - 7
dias [31].
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Outra problemética que tem intensificado as
pesquisas é referente a ampla variabilidade das res-
postas superovulatérias aos tratamentos
gonadotréficos. Essa €, sem divida, o principa fator
limitante da transferéncia de embrides em ovinos e
caprinos. Na producgdo in vivo de embrides, indepen-
dentemente dos hormonios utilizados no tratamento
superovulatério, protocolo de administracdo e méto-
do de sincronizagdo das ovulagdes, as maiores limi-
tacOes responsaveis pela variabilidade das respostas
estdo, possivelmente, relacionadas a dinamica
folicular, equilibrio estimulo-inibigdo que determinam
a taxa de ovulagdo em cada espécie, e ans mecanis-
mos intra-ovarianos que controlam o crescimento
folicular [26]. Os tratamentos tradicionais de
superestimulacdo ovariana em peguenos ruminantes
foram definidos ha vérios anos e ndo consideravam
os conhecimentos atuais do desenvolvimento
folicular [29].

Neste contexto, diversos estudos apontam que
a condicdo folicular presente no inicio do protocolo
superovulatério interfere na resposta ao tratamento.
Acredita-se que hd um efeito prejudicial da
dominancia folicular na resposta superovulatoria em
pequenos ruminantes. Em outras palavras, tratamen-
tos superovulatdrios iniciados na auséncia de um
foliculo dominante tém resultado em melhores taxas
de recrutamento folicular, ovulacéo e producéo de
embrides [19,39,40]. A presenca de foliculos domi-
nantes (maiores que 5-6 mm) no inicio do tratamen-
to com FSH parece afetar a maturacéo e a ovulacdo
[39,40] dos foliculos menores. Esta seria uma das
possiveis justificativas para a alta frequéncia de
foliculos  anovulatérios em  tratamentos
superovulatérios destes animais. A evidéncia de que
o foliculo dominante possa exercer dominio, ndo s
por vias sistémicas, mas também por fatores locais,
reforca a necessidade de garantir a auséncia de
foliculos grandes no inicio da superestimulacdo [29].
Nos tratamentos tradicionais, 70-85% das doadoras
apresentam grandes foliculos dominantes ao inicio
dos tratamentos com FSH [30]. Considerando a
imprevisibilidade do dia da emergéncia de cada onda
folicular em ovinos, a verdadeira questdo € como
sincronizéla [29].

Ja existem algumas estratégias focadas em
comecar o0 tratamento superovulatorio na auséncia
de um foliculo dominante (i. e. proximo a emergén-
cia da onda folicular) em pequenos ruminantes, des-
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tacando-se o: (i) protocolo “Dia 0", no qua se em-
prega a pré-sincronizacéo do estro e superestimulacdo
da primeira onda emergente [30,38] €; (ii) tratamen-
tos com antagonistas do GnRH antes da super-
estimulacdo gonadotréfica, o qual pode ser uma al-
ternativa para eliminar o foliculo dominante [20].
Outra estratégia, comumente empregada em bovi-
nos, € a inducdo de uma nova onda folicular pelo
emprego de estrégenos associado ao progestageno
[7]. Entretanto, poucos estudos tém avdiado este tra-
tamento em ovinos e caprinos [29]. Os dois farmacos
conjuntamente promovem uma elevacdo transitoria
de FSH e emergéncia da nova onda folicular, aproxi-
madamente, trés a cinco dias apds [2,5]. Nestes estu-
dos, 0 17&-estradiol foi administrado por volta da
metade do tratamento (14 dias) com progestageno,
resultando em uma reducdo da variabilidade da res-
posta ovariana, sem, no entanto, afetar a producéo
embrionaria.

Embora alguns avancos estejam sendo con-
quistados, roga-se por mais estudos na busca por tra
tamentos que efetivamente sincronizem uma nova
onda folicular em ovinos.

A ampliacdo de conhecimentos nesta pers-
pectiva tera grande importancia e relevancia quando
associados a superovulacdo. Acredita-se que havera
melhora na resposta superovulatéria e producéo de
embrides vidveis em ovinos.

2.3 Inducéo da ovulacéo

Outra possivel causa relacionada a dta varia-
bilidade da resposta superovulatéria e producéo de
embrides em peguenos ruminantes é associada a de-
ficiéncia ou inexisténcia do pico pré-ovulatério de
LH apds tratamento com gonadotrofina exdgena [18]
ou devido a presenca de foliculos ndo responsivos, o
gue é relacionado a uma baixa regulacdo dos recep-
tores de LH na granulosa e teca [25]. Pardelamente,
ha registro de falhas de fecundacdo em ovelhas
superestimuladas, 0 que poderia ser reduzido melho-
rando a sincronia entre as ovulagdes e os procedi-
mentos de inseminacdo artificia [29].

Neste contexto, alguns estudos em MOTE
[31,32,35] tém focado no incremento da taxa
ovulatéria e nimero de embribes viavels por modifi-
car ataxa FSH:LH no fina do tratamento superesti-
mulatério, administrando-se LH ou GnRH exdgeno.
E importante ressaltar ainda que, nesses protocolos
h& modificagdo no momento ovulatério, informacao
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gue deve ser considerada quando for utilizar a
inseminacdo artificial em tempo fixo [34,33].

2.4 Controle daregressio luteal precoce

A regressdo luteal precoce € outra problema
tica que afeta os resultados dos programas de MOTE
em pequenos ruminantes. Este fendbmeno é exacer-
bado em ovelhas superovuladas e parece estar asso-
ciado a elevadas concentracdes plasmaticas de
estrogenos durante a fase luteal inicial, notando-se
como consequéncia, um decréscimo na resposta
superovulatéria e diminuicdo do nimero e qualida-
de dos embrifes [13]. A regressdo luteal precoce é
evidente cerca de quatro dias ap0s 0 estro, mas as
concentracdes plasméticas de progesterona incom-
pativeis com atividade luteal normal j& so detecta
das aos trés dias apis 0 estro em cabras acometidas
[41]. Em ovelhas superovuladas, a frequéncia de re-
gressdo luteal precoce pode variar de 6 a 75% [16], e
acometer a formac&o de todos ou parte dos corpos
[Gteos de um mesmo animal [32]. A administracéo
de progesterona exdgena, agentes anti-luteoliticos
(antiinflamatorio; i. e. inibidores da prostaglandina)

ou luteotréficos (hCG, GnRH, LH) pode prevenir ou
reduzir os efeitos deletérios da regressdo luteal pre-
coce [15]. Inibidores da prostaglandina-sintetase
como a Flunixin meglumine administrado de uma a
duas vezes ao dig, entre 0 2° e 4° dia gpos a deteccdo
do estro (periodo critico), auxiliam no bloqueio do
processo de regressdo prematura dos corpos |Uteos.
Neste sentido, tem-se observado incremento na re-
cuperacdo de embrides vidveis [42].

I11.CONCLUSAO

Por muitos anos os protocolos empregados
como base para 0 processo de superovulacdo, descon-
sideraram os eventos relacionados a dinadmica
folicular. Com o emprego da ultrassonografia e da
avaiacao dos perfis hormonais, as investigagdes mais
recentes tém-se voltado para elaboracdo de protoco-
los que efetivamente controlem a atividade ovaria-
na, evitando os efeitos negativos dos hormonios
exdgenos. A meta principal € atingir o equilibrio es-
timulo-inibic8o das respostas aos protocolos hor-
monais, visando incrementar 0 sucesso desta etapa
dos programas de MOTE.
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