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TRANSFERENCIA DE EMBRIOES OVINOS EM CONDIGCOES DE
CAMPO("

RAFAEL HERRERA ALVAREZ® e ADELMA SANTANA LEAL FEITOZA®

RESUMO: Foi avaliada a eficacia de um programa de transferéncia de embrioes ovinos a
nivel de campo. Dez ovelhas da raca Ideal, divididas em dois lotes de cinco animais, foram
superovuladas com HMG (gonadotrofina da mulher na menopausa) ou PMSG (gonadotro-
fina sérica de égua prenhe) respectivamente e cobertas no cio induzido apés um tratamento
de sincronizagao utilizando esponjas vaginais de medroxiprogesterona durante doze dias. A
coleta de embrides foi realizada pela via cirirgica sete dias apos a cobertura. Em média
foram observados 8,1 corpos liteos; 1,4 foliculos e recuperados 4,8 embrioes, dos quais 2,1
embrides vidveis por doadora coletada. A taxa de embrides viaveis do tratamento HMG
(62,5%) foi maior que a observada no tratamento PMSG (17,8%). Sete ovelhas mesticas
suffolk receberam cirurgicamente um ou dois embrioes, tendo obtido quatro (57,1%) gesta-
¢oes.

Termos para indexacao: ovinos, transferéncia de embrioes, superovulagao, PMSG, HMG,
sincronizacao do cio.

Sheep embryo transfer on farm conditions

SUMMARY: The efficiency of an embryo transfer program was evaluated with sheep on farm -
conditions. After a 12 days medroxiprogesterone intravaginal devise treatment for oestrus
sincronization, ten Ideal ewes were superovulated with HMG (Human Menopausic
Gonadotrophin) or PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotrophin), five in each treatment.
Seven days after the matting, the embryos were cirurgically recovered. The following mean
results were observed per donor: 8.1 corpora lutea, 1.4 follicles, and 4.8 total embryos from
which 2.1 were of good quality. The rate of good embryos from the HMG treatment was greater
than the PMSG treatment (62.5% and 17.8%, respectively). Seven crossbred Suffolk ewes
received cirurgically one or two embryos from which four (57.1%) pregnancies were obtained.

Index terms: sheep, embryo transfer, superovulation, PMSG, HMG, oestrus sincronization

(1) Projeto I1Z- 14-031/88. Recebido para publicacdo em janeiro de 1991.
(2) Secao de Reproducao e Inseminacao Artificial. Divisao de Técnica Basica ¢ Auxiliar.
(3) Posto de Ovinos e Caprinos de Itapetininga. Instituto de Zootecnia.
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INTRODUGAO

A transferéncia de embrides na espécie ovina esta
longe de ser uma novidade pois ja nos anos trinta, War-
rick e Berry (1933) citados por ARMSTRONG &
EVANS (1983) relataram o nascimento do primeiro
carneiro oriundo dessa técnica. Embora os diversos es-
tudos realizados desde essa época tenham contribuido
substancialmente para o aprimoramento das técnicas
de coleta e transferéncia, pouco tem sido acrescentado
aos resultados iniciais de produgao de embrides, estan-
do implicados fatores limitantes como clima (RID-
DELL, et al., 1988), tratamento de superovulagio,
(WALKER et al., 1989), prolificidade (BINDON et al.,
1986), entre outros.

Desta forma, atualmente os programas de repro-
dugao que visam a multiplicagdo rapida da descendén-
cia de fémeas de elevado valor genético ou comercial
ainda ficam condicionados 2 disponibilidade de um ni-
mero considerdvel de embrides vidveis. Em func¢ao des-
te obstaculo, o uso da transferéncia de embrides na
espécie ovina fica restrito, na maioria das vezes, a tra-
balhos no d4mbito de pesqusia. Entretanto, recentemte
DEGUET et al. (1989) mostraram na espécie caprina,
a qual apresenta rendimentos semelhantes a espécie
ovina, que esta técnica pode ser perfeitamente realiza-
vel a nivel comercial, em condigdes de campo.

Os tratamentos convencionais de superovulagao
consistem na aplicagao exdgena de hormdnios, de ori-
gem coridnica ou hipofisidria possuindo atividade foli-
culo estimulante. O PMSG (gonadotrofina sérica de
égua prenhe) é o mais comumente utilizado pela sua
simplicidade de aplicagdo embora apresente grande
variabilidade de resposta ovariana (HUNTER, 1955).
Ja os hormonios parcialmente purificados de hip6fises
de origem suina (TORRES & COGNIE, 1984) e eqiii-
na (AL-KAMALI et al., 1985) apresentam menor va-
riagao da resposta mas, em fungdo de sua curta meia
vida, necessitam ser aplicados vérias vezes para manter
um nivel de estimulo satisfatorio.

Recentes trabalhos sugerem a possibilidade de in-
duzir uma superovulagdo com HMG (gonadotrofina
extraida da urina da mulher na menopausa) com resul-
tados superiores ao tratamento com PMSG (MARTE-
MUCCI et al., 1988). Para serem eficazes, estes
tratamentos devem estar associados a substincias que
permitam a manipulagao do ciclo sexual. Isso é conse-
guido pela aplicagao de progestigenos sintéticos admi-
nistrados na forma de esponja vaginal ou de implante
auricular subcutaneo. No caso de dispor de um cio de
referéncia, pode ser utilizada a prostaglandina F2
(MULTIGA & BAKER, 1982).

Considerando a falta de informagdes sobre a re-
produgao e transferéncia de embrides na espécie ovina
no Brasil, o presente estudo objetiva avaliar a eficacia
da implantagao de um programa de transferéncia de
embrides ovinos, realizado em condigdes de campo.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado nos meses de
maio e junho no Posto de Ovinos e Caprinos de Itapeti-
ninga, SP, localizado na latitude 23°35°S, longitude
48°02'W.

Como doadoras foram utilizadas 10 ovelhas nuli-
paras da raga Ideal, com idade média de 26,5 meses e
peso médio de 32,8 kg e como receptoras, seleciona-
ram-se 20 ovelhas mestigas-suffolk primiparas com ida-
de média de 32,4 meses pesando em média 42,9 kg. O
estado ciclico dos animais foi constatado nos 30 dias
anteriores ao experimento pela observagao da aceita-
¢ao da monta utilizando carneiros vasectomizados.

No inicio do experimento, todos os animais, 0s
quais encontravam-se em diferentes fases do ciclo se-
xual, foram tratados com esponjas vaginais impregna-
das de 50 mg de medroxi-progesterona (Promone-E,
lab. Upjhon - Brasil) durante 12 dias. Vinte € quatro
horas antes do retiro da esponja, as doadoras foram
separadas das receptoras e divididas ao acaso em dois
grupos de cinco animais. Cada animal do grupo 1 rece-
beu injegao tnica de 1250 UI de PMSG (Folligon, lab.
Intervet - México) enquanto que os animais do grupo 2
foram tratados com 675 UI de FSH (Pergovet, lab. Se-
rono - Brasil), equivalente a 9 ampolas de HMG (1
ampola = 75 UI de atividade FSH e 75 UI de atividade
LH) administradas em doses decrescentes (3-3-2-1 am-
polas) com intervalo de 12 horas.

Ap6s o retiro das esponjas, as ovelhas foram colo-
cadas na presenga de machos vasectomizados para de-
tectar o cio. As doadoras foram cobertas com machos
da mesma raga no inicio e no final da receptividade
sexual.

Do sexto ao sétimo dias posteriores a cobertura, a
coleta de embrioes foi realizada pelo método cirtirgico.
Apbs jejum de 24 horas, uma sedagao total foi obtida
com a injecdo intramuscular de 0,1 ml de xilazina 2%
(Rumpun, lab. Bayer)/10 kg de peso vivo. A ovelha foi
colocada em decubito dorsal, na posi¢ao inclinada
aproximadamente 30° em direcio da cabega. Apds la-
parotomia sobre a linha branca, o ttero foi facilmente
exteriorizado e anotada a presenca das estruturas ova-
rianas (corpos ltteos e foliculos). A coleta foi realizada
para cada corno segundo técnica descrita por HUN-
TER (1955) com algumas modificagocs (figura 1). Um
cateter fino, tipo sonda uretral foi introduzido e fixado
ao extremo do corno, préximo a jungao utero-tubdria.
Em seguida, utilizando seringas de 20 ml com agulha de
ponta romba, foram injetados sessenta ml de PBS
(Phosphate Buffered Salina enriquecida com 2% de
Soro Fetal Bovino) a altura da bifurcagdo dos cornos
uterinos, fazendo pressao com os dedos para evitar o
refluxo. O liquido foi recuperado diretamente em pla-
cas de Petri (9x 9 cm). As suturas da parede abdominal
e da pele foram efetuadas seguindo as técnicas de ci-
rurgia cléssicas.
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Imediatamente apos a coleta, procedeu-se a pro-
cura dos embrides sob a lupa binocular ( x 10). Os em-
bricjes foram colocados em placas com 4
compartimentos (3 x 3 cm) contendo PBS enriquecido
de 20% de Soro Fetal Bovino. Uma primeira avaliagao
permitiu diferenciar os 6vulos nao fecundados dos em-
brides. Estes tltimos foram julgados segundo dois cri-
térios: 1) correspondéncia entre o estado de maturagao
embriol6gica no momento da coleta (moérula, blastocis-
to jovem, blastocisto expandido) 2) aspecto qualitativo
classico (tamanho, esfericidade, estado de agregagao
das células, integridade das células e da zona pelucida,
auséncia de pontos picnéticos no citoplasma celular).
Considerando esses critérios, os embrioes foram classi-
ficados como bons, regulares e degenerados. Somente
os embrides bons e regulares foram utilizados apds la-
vagem nos quatro compartimentos da placa e finalmen-
te condicionados em palhetas estéreis de 0,25 ml.

Figura 1. Representacdo esquemadtica do metodo
de coleta de embrides ovinos pela via
cirurgica modificado de HUNTER et al.
(1955).

A transferéncia foi realizada por via ciriirgica nas
duas horas que seguiram a coleta. A exposigao do titero
da receptora foi feito da mesma forma que a doadora.
O exame dos ovérios permitiu verificar a presenca e
qualidade do corpo liteo presente. Para cada ovelha
receptora foram transferidos um ou dois embrides ap6s
pungao, com agulhas de ponta romba, no corno uterino
ipsilateral ao corpo lateo. A palheta foi introduzida no
orificio da pungao e direcionada no sentido da juncao
uterotubdéria. O contetdo foi injetado lentamente reti-
rando simultaneamente a palheta. Em seguida proce-
deu-se a sutura da parede abdominal e da pele da
maneira cléssica.

Andlise dos resultados

A resposta ovariana em funcao dos tratamentos

ALVAREZ,R.H. &

foi analisada através do teste t ao nivel de 5%.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A) Doadoras

Das 10 ovelhas tratadas, nove (90%) apresenta-
ram um comportamento estral 24 a 48 horas ap6s o
retiro da esponja vaginal. A ovelha que ndo manifestou
cio foi igualmente coberta apds imobilizagao.

Os resultados da resposta ovariana, avaliada em
funcao do nimero de corpos liteos, foliculos e
embrides recuperados sao apresentados no quadro 1.

Quadro 1.  Descrigao geral de resposta ovariana das ovelhas sub-
metidas ao processo de superovulacao e coleta de
embrides

Ne de ovelhas tratadas 10

Ne de ovelhas com boa resposta (>2 CL) 9

Taxa de boa resposta (%) 90

N¢ total de Corpos Liteos (CL) 81

Média + desvio padrao 8,1+65
N¢ mdximo de CL/ovelha 17
N2 minimo de CL/ovelha 1
N¢ total de foliculos 14
Média * desvio padrao 1415
N¢ méximo de foliculos/ovelha 4
N2 minimo de foliculos/ovelha 0
Ne de ovelhas coletadas gk
N ¢ total de embrides recuperados 43
Média * desvio padrao 48 +42
N ¢ médximo de embrides/ovelha 11
N¢ minimo de embrides/ovelha 1
Taxa de recuperacio (%) 551%
N¢ de embrides vidveis 19
Média * desvio padrao 21+23
Taxa de viabilidade (%) 388

* um animal apresentou problemas na recuperacao do liquido de
coleta

O liquido de lavagem uterina, foi recuperado de
todas as ovelhas, com exceg¢ao de um animal que apre-
sentou problemas de refluxo. O nimero de corpos la-
teos observados variou de 1 a 17 por ovelha, com uma
média de 8,1. Do total de corpos liteos presentes nos
ovarios, 44 (55%) foram observados no ovério esquer-
do (x = 4,4) e 37 (45%) no ovirio direito ( x = 3,7).
Por sua vez, o nimero de foliculos variou de 0 a 4 com
média de 1,4; estando presentes 6 no ovario esquerdo
(x = 0,6) e 8 no ovirio direito (x = 0,8). O nimero de
embrides coletados por ovelha variou conjuntamente
de 1 a 11 com média de 4,8 (taxa de recuperagao de
55,1%). Esses resultados sao préximos aos encontra-
dos por MULTIGA & BAKER (1982), ARMS-
TRONG & EVANS (1983), RUTTLE et al. (1988) nas
ragas Merino, Suffolk e Rambouillet respectivamente e
inferiores aos relatados por MARTINEZ et al., (1985)
e BUILLY RAMBOZ et al. (1987) no cruzamento F1
berrichon x romanov. Essa diferenga provavelmente
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seja causada pela maior ou menor habilidade em reali-
zar a coleta cirirgica pois a prolificidade dessas ragas é
aproximadamente equivalente (BINDON et al., 1986).

Dos 43 embrides recuperados, seis apresentaram
um estagio inferior a 8 células e 18 foram nao fecunda-
dos, de forma que foram aproveitados unicamente 2,1
embrides transferiveis por doadora (taxa de viabilidade
de 38,8%). A ovelha que nao manifestou cio apresen-
tou quatro corpos liteos e foram recuperados dois em-
brides viaveis.

Quando comparados os dois tratamentos de supe-
rovulagao, nao existiu nenhuma diferenga aparente
(P > 0,05). As cinco ovelhas superovuladas com
PMSG responderam ao tratamento com 8,8 + 7,1 cor-
pos liteos, 1,4 =15 foliculos e 3,8 + 4,1 embrides em
média. Aquelas tratadas com HMG responderam em
média com 7,4 + 6,7 corpos liteos, 1,4 = 1,7 foliculos e
4,8 *+ 4.8 embrides. Um animal desse grupo nao res-
pondeu ao tratamento de superovulagao. Por outro
lado, a taxa de viabilidade de tratamento HMG
(62,5%) foi superior ao tratamento PMSG (17,8%)
(quadro 2).

Quadro 2. Resposta ovariana de ovelhas ideal superovuladas

com PMSG e HMG ( x = desvio padrao)

Ne B
Trat. Anim o2

resp.

Nede CL N¢de Fol. Embrides

total bons

PMSG 5 5 (88=71)a(l4l=15)a(38+4,1)a* (0,8+0,8)a
HMG 5 4

* A média considera o animal com boa resposta e que nao foi cole-
tado.

** A média considera o animal que ndo respondeu a superovulagao
Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste t
(P < 0,05).

Resultados semelhantes foram relatados por
MARTEMUCKCI et al. (1988). Nao sao claras as causas
dessa diferenga pois contrariamente as observagoes de
ARMSTRONG & EVANS (1983), TORRES & COG-
NIE (1984) e MARTEMUCCI et al. (1988), os quais
atribuem um efeito negativo a presenga de um grande
numero de foliculos anovulatérios, o niimero de folicu-
los nao foi maior com o tratamento PMSG. Dessa for-
ma, a causa de nao fecundagao dos 6vulos nao pode ser
atribuida a produgao esteroidogénica desses foliculos.

B) Receptoras

Todas as ovelhas receptoras foram observadas no
cio. O inicio do comportamento estral apareceu 24 ho-
ras ap0s o retiro da esponja vaginal e durou de 24 a 48
horas.

Oito dos embrides viaveis foram colocados em
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cultivo e utilizados em outro experimento, de forma
que unicamente sete ovelhas receberam um ou dois
embrides apds constatagao da presenga de um corpo
liteo. Uma das ovelhas utilizada como receptora apre-
sentou um foliculo e nenhum corpo liteo. Esse animal
nao recebeu embriao.

Resultados de DEGUET et al. (1989), na espécie
caprina, mostram que aproximadamente 10% dos ani-
mais nao apresentaram corpo liteo no momento da
transferéncia. Se existe a suposi¢ao que em algumas
receptoras a esponja vaginal é colocada no inicio do
ciclo sexual natural, o retiro da mesma apds 12 dias
pode provocar um comportamento de cio nao ovulaté-
rio. O ciclo natural prossegue normalmente € um se-
gundo comportamento estral desta vez com ovulagao
que pode acontecer alguns dias mais tarde. Para resol-
ver esse problema, ARMSTRONG & EVANS (1983),
sugerem deixar a esponja vaginal durante um tempo
maior (17 a 18 dias).

Finalmente, 4 ovelhas foram diagnosticadas pre-
nhes, quatro meses ap0s a transferéncia (taxa de gesta-
¢ao de 57,1%).

CONCLUSOES

1) A transferéncia de embrides € uma técnica que
pode ser utilizada na espécie ovina em condigoes de
campo.

2) A utilizagao da via cirfirgica permite uma coleta
de embrides réapida, sendo uma técnica simples que
nao necessita de investimentos consideraveis de mate-
rial.
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