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RESUMO 

 

 

MAIOR TEMPO DE EXPOSIÇÃO À PROGESTERONA ASSOCIADO AO USO DE 

AGONISTA DE GnRH NA SUPEROVULAÇÃO E PRODUÇÃO DE EMBRIÕES 

OVINOS 

 

Oscar Oliveira Brasil
1
, Alexandre Floriani Ramos

2.
 

1
Faculdade de Agronomia e Veterinária - UnB, Brasília-DF, 

2 
Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia, Brasília-DF. 

 

 

Os programas de múltipla ovulação e transferência de embriões (MOTE) vêm evoluindo ao 

longo dos últimos anos, contudo ainda existe uma grande variabilidade na resposta 

superovulatória e produção embrionária que limita o sucesso desta tecnologia na ovinocultura. 

Um aumento da qualidade folicular e oocitária associado a uma maior controle do momento 

das múltiplas ovulações poderia ser benéfico para aumentar o número de embriões 

produzidos. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da maior exposição à 

progesterona exógena, durante a superestimulação, associado ou não a adição de agonista de 

GnRH sobre a resposta superovulatória, produção e qualidade embrionária, usando sêmen 

congelado. Quarenta e oito fêmeas da raça Santa Inês, foram sincronizadas com a inserção de 

um implante intravaginal (CIDR). Os animais foram divididos aleatoriamente em três grupos 

experimentais: exposição à progesterona por 14 dias (Controle; n = 14); prolongamento de 12 

horas na exposição à progesterona (G12hP4; n = 21); e prolongamento de 12 horas associado 

a uma aplicação de 25 µg de lecirelina (G12hP4GnRH; n = 13). Para superestimulação, 133 

mg de pFSH foram administradas em doses decrescentes em 8 aplicações. A resposta 

superestimulatória e a quantidade de folículos grandes ainda não ovulados foram avaliadas
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 por ultrassonografia (US), ao final do tratamento com FSH e 12 horas após a segunda 

inseminação artificial (IA), respectivamente. O estro foi detectado com auxílio de rufiões após 

a remoção do CIDR, e as inseminações foram realizadas 36 e 48 horas após a retirada do 

mesmo, usando sêmen congelado (100x10
6
 epz/dose). Cinco dias após a primeira 

inseminação, o número de corpos lúteos (CL) foi avaliado por laparoscopia e os embriões 

colhidos por laparotomia pré-púbica. A quantidade de ovelhas em estro e o tempo de início do 

estro após a remoção do dispositivo de progesterona foi semelhante entre os grupos (P>0,05). 

Todos os grupos tiveram uma elevada resposta superestimulatória (médias variando de 14,33 

a 16,18 folículos ≥ 4 mm) (P>0,05). O número de CL foi elevado em todos os grupos 

(variação de 11 a 12) (P>0,05). O percentual de fertilização foi maior (P<0,05) no 

G12hP4GnRH do que no Controle e G12hP4 (77%, 34%, e 41%, respectivamente). O maior 

tempo de exposição à progesterona reduziu (P<0,05) a proporção de embriões degenerados 

(Controle = 30%; G12hP4 = 7% e GP12hP4GnRH = 10%). A associação do aumento da 

exposição à progesterona com administração de GnRH reduziu a degeneração embrionária e 

aumentou a fertilização dos oócitos, podendo ser adotada nos programas de MOTE. 

 

Palavras chaves: produção embrionária, Santa Inês, superestimulação, FSH. 
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ABSTRACT 

 

LONGER EXPOSURE TO PROGESTERONE ASSOCIATED WITH GnRH 

AGONIST FOR SUPEROVULATION AND EMBRYO PRODUCTION IN SHEEP 

 

 

Oscar Oliveira Brasil
1
, Alexandre Floriani Ramos

2.
 

1
School of Agronomy and Veterinary Medicine - UnB, DF, 

2
 Embrapa Genetic Resources and 

Biotechnology 

 

 

Multiple ovulation and embryo transfer programs (MOET) have been evolving over the past 

few years, however there is still wide variability in superovulatory response and embryo 

production which limits this technology success of for the sheep industry. An increase in 

follicular and oocyte quality associated with a control of multiple ovulations moment could be 

beneficial to increase the produced embryos number. This study aimed to evaluate the effect 

of increased the exposure time to exogenous progesterone during overstimulation, with or 

without the addition of GnRH agonist at superovulatory response. For the experiments of 

embryo production and to access the quality frozen semen was used. Forty-eight Santa Ines 

ewes were synchronized with intravaginal insertion of progesterone implant (CIDR). The 

animals were randomly divided into three groups: exposure to progesterone for 14 days 

(Control, n = 14); extension of 12 hours progesterone exposure (G12hP4, n = 21); and 12 

hours extension associated with an application of 25 µg of Lecirelin (G12hP4GnRH, n = 13). 

For overstimulation, 133 mg of pFSH in decreasing doses were administered in eight 

applications. Superstimulatory response and large follicles amount that has not ovulated were 

evaluated by ultrasonography (US), after the treatment with FSH and 12 hours after the 

second artificial insemination (AI), respectively. Estrus was detected with the aid of thugs
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 after CIDR removal and inseminations were performed 36 and 48 hours after removal, using 

frozen semen (100x10
6
 sptz/dose). Five days after the first insemination, the number of 

corpora lutea (CL) was measured by laparoscopy and the embryos were collected by prepubic 

laparotomy. The amount of oestrus ewes and time of onset of estrus after device removal of 

progesterone was similar between groups (P > 0.05). All groups had a high superstimulatory 

response (averages ranging from 14.33 to 16.18 follicles ≥ 4 mm) (P > 0.05). The number of 

CL was high in all groups (averages ranging from 11 to 12.00) (P > 0.05). The fertilization 

rate was significantly higher in the G12hP4GnRH compared to the Control and G12hP4 

(77%, 34% and 41%), respectively. The longer exposure to progesterone reduced degenerated 

embryos proportion (Control = 30%; G12hP4 = 7% and G12hP4GnRH = 10%). The 

association of increased progesterone exposure time and GnRH administration reduces 

embryonic degeneration and increased oocytes fertilization rates and it may be adopted at 

MOET programs. 

 

Keywords: embryos, conservation, superstimulation, FSH. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Os ovinos tem uma significante contribuição para a produção global de 

alimentos. Esses animais apresentam um papel enfático, principalmente para as economias 

dos países em desenvolvimento e, em particular, para aqueles com condições climáticas 

desfavoráveis, ou com terras na sua maioria subférteis. No Brasil o rebanho ovino é formado 

por aproxiamadamente 17,6 milhões de cabeças (IBGE, 2011), sendo a raça Santa Inês a mais 

criada nas diferentes regiões por apresentar características como alta rusticidade, fertilidade e 

precocidade (Silva et al., 2010). Contudo, muitos animais ainda exibem baixos índices 

zootécnicos e outras raças localmente adaptadas apresentam-se ameaçadas de extinção. Dessa 

forma a adoção de tecnologias de reprodução assistida (TRA), como a produção in vivo de 

embriões, é uma tecnologia importante para o melhoramento genético e para o resgate e 

conservação ex situ, em bancos de germoplasma, de raças localmente adaptadas e ameaçadas 

de extinção. 

Os Bancos de Germoplasma constituem um recurso fácil e de grande 

importância na preservação do germoplasma das raças naturalizadas. Pela criopreservação de 

sêmen e de embriões poder-se-á, no futuro, resgatar populações que por algum motivo possam 

ter se extinguido e que tenham importantes características para a pecuária nacional. Dessa 

forma há a possibilidade de buscar a variabilidade necessária e características de 

adaptabilidade às intempéres da natureza, com vista a aumentar a produção ou acrescentar 

genes de interesse econômico às raças comerciais (Hiemstra et al., 2006). A criopreservação 

de embriões permite a conservação do germoplasma de fêmeas, além de permitir o 

intercâmbio deste material para outras regiões ou países, com o mínimo risco de transmissão 

de doenças (Baril et al., 1995). 
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Apesar dos avanços nos últimos anos, ainda há uma variabilidade na produção 

in vivo de embriões ovinos, que possivelmente está relacionada à elevada variação na resposta 

superovulatória, que limita a difusão desta tecnologia (Sharma et al., 1993; Cognie et al., 

1999; Cognie & Baril, 2002). O tratamento superestimulatório e a diferença na composição 

dos preparados de hormônio folículo estimulante (FSH) disponível comercialmente são 

apontados como algumas das causas (Gonzalez-Bulnes et al., 2000; D'Alessandro et al., 

2005). O sucesso da resposta ovariana ao tratamento superovulatório também é dependente de 

fatores como a condição folicular, a genética, a estação do ano e o estado nutricional dos 

animais (Gonzalez-Bulnes et al., 2003; Kakar et al., 2005; Ammoun et al., 2006). Esses 

fatores podem agir direta ou indiretamente influenciando a qualidade oocitária/embrionária 

e/ou a sincronia das múltiplas ovulações.  

Para o desenvolvimento de um embrião saudável é necessário que o oócito 

adquira competência, e isto ocorre entre o final da fase de crescimento e início da fase de 

maturação oocitária, por meio de mudanças estruturais e moleculares (Hyttel et al., 1997; 

Dieleman et al., 2002). Entretanto, durante o fim do tratamento superestimulatório é possível 

que existam oócitos que não adquiriram a competência completa. Portanto, acredita-se que 

uma exposição prolongada à progesterona durante a superestimulação com FSH iniba por um 

maior tempo o pico de LH. Isso possivelmente permitiria que os folículos que contenham 

oócitos ainda não competentes venham a desenvolver competência, e assim, produzam 

embriões viáveis. 

Além disso, o uso do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) ou seus 

agonistas, após a estimulação com FSH, proporciona uma boa sincronia das ovulaões e maior 

produção de embriões (Walker et al., 1986; Menchaca et al., 2009), apesar de alguns relatos 

controversos (Baril et al., 1996; Jabbour et al., 1996).  

A adoção de estratégias como um maior tempo de exposição à progesterona 

exógena associado à indução da ovulação parece ser uma alternativa viável para melhorar a 

taxa de fertilização oocitária e qualidade embrionária principalmente quando é empregado 

sêmen congelado nas inseminações em tempo fixo. 
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1.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar o efeito da maior exposição à progesterona exógena, durante a 

superovulação, associado ou não a adição de agonista de GnRH como indutor de ovulação 

sobre a resposta superovulatória, produção e qualidade embrionária, usando sêmen congelado. 

 

 

1.2 Objetivos Específicos 

 

 

Melhorar a produção de embriões de ovelhas superovuladas usando sêmen 

congelado, através do uso de protocolos com maior tempo de exposição à progesterona 

exógena e com ou sem adição de indutor da ovulação. 

Avaliar a resposta superestimulatória e superovulatória de ovelhas submetidas 

a protocolos com maior tempo de exposição à progesterona exógena e com ou sem a adição 

de GnRH.  

Avaliar a taxa de fertilização de ovelhas superovuladas e inseminadas com 

sêmen congelado 

 

 

 

 



 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 A transferência de embriões 

 

 

A transferência de embriões baseia-se na indução ou sincronização do estro e 

superovulação das doadoras, seguida da inseminação artificial (IA) e da colheita dos embriões 

através da lavagem uterina, e posterior transferência a fêmeas receptoras, tendo como 

finalidade de complementarem o período de gestação (Reichenbach et al., 2002). As 

possibilidades que oferece a transferência de embriões, como método de multiplicação rápida 

do número de descendentes de uma determinada fêmea, têm grande interesse tanto do ponto 

vista básico, na investigação sobre o desenvolvimento embrionário, como do aspecto prático 

de produção animal (López-Sebastián, 2006). O incremento do número de descendentes por 

fêmea faz dessa técnica um instrumento de progresso genético, por aumentar a pressão de 

seleção, e ainda, reduzir o intervalo entre gerações (Amiridis & Cseh, 2012). Entre outras 

aplicações, fornece base técnica para implantação de outras biotecnologias afins, facilita 

trâmites comerciais de importação e exportação de material genético por garantia sanitária 

(Baril et al., 1995), além de permitir a preservação ex situ de animais em risco de extinção 

(Solti et al., 2000).  

O sucesso da transferência de embriões depende do manejo sanitário e 

nutricional das fêmeas, sincronismo do estro entre doadoras e receptoras, resposta 

superovulatória das doadoras, inseminação artificial, coleta, avaliação e transferência dos 

embriões e outros fatores que afetam a sobrevivência dos embriões transferidos. 
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2.2 Progestágenos e produção embrionária  

 

 

Em ovinos, um programa de múltipla ovulação e transferência de embriões 

(MOTE) tradicionalmente inclui a inserção de uma esponja vaginal contendo análogos da 

progesterona como o acetato de fluorogestona (FGA) ou acetato de medroxiprogesterona 

(MAP), ou mesmo a progesterona em si, por uso do dispositivo interno de liberação de 

progesterona (CIDR), que permanecem por 12 ou 14 dias, a fim de induzir e sincronizar o 

ciclo estral (Thibier & Guérin, 2000). A administração exógena de gonadotrofinas, para 

estimular o crescimento folicular, inicia dois dias antes da remoção do progestágeno. Quando 

o tratamento não é capaz de manter concentrações fisiologicamente normais de progesterona, 

é possível que haja alterações nos padrões de crescimento folicular e dominância dos grandes 

folículos estrogênicos (Scaramuzzi et al., 1988; Leyva et al., 1998; Viñoles et al., 1999), bem 

como alterações no processo de fertilização e no desenvolvimento do embrião (Theodosiadou, 

et al., 2004; Gonzalez-Bulnes et al., 2005).   

Foi comprovado que após seis dias de tratamento com progestágenos 

intravaginas a concentração sérica de progesterona declina a níveis subluteais, e permanece 

baixa, até que o dispositivo seja retirado (Greyling et al., 1994). A fim de superar os efeitos 

negativos da baixa progesterona/progestágeno, sugere-se que a inserção de um novo 

progestágeno no dia 7 (Gonzalez-Bulnes et al., 2002a)  ou no dia 9 (Thompson et al., 1990) 

em um tratamento de 14 dias, resulta em melhores respostas ovulatórias e rendimento 

embrionário. Esse efeito ocorre possivelmente devido à manutenção de altas concentrações de 

progesterona durante todo o tratamento. Em bovinos, concentrações plasmáticas de P4 

maiores que 3 ng/mL, durante o início do tratamento superestimulatório com FSH, também 

está associado a um aumento no número de ovulações, e melhor qualidade dos embriões 

produzidos (Goto et al. 1988).  

Por outro lado em bovinos (Bos indicus), altas concentrações de progesterona 

em vacas tratadas com implante de progesterona e que apresentam um corpo lúteo (CL) 

funcional está relacionado com menores taxas de crescimento folicular e ovulação, devido a 

menor frequência de pulsos de hormônio luteinizante (LH), o que justifica o uso de 

prostaglandina nos protocolos (Carvalho et al., 2008). Outro fato que pode reforçar o uso de 
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prostaglandinas é que em ovinos acredita-se que exista um efeito inibitório local da presença 

do CL sobre o crescimento de folículos antrais para tamanhos até 3 mm de diâmetro 

(Bartlewski et., 2011), fato não desejado durante a superestimulação com FSH.  

Uma alternativa que pode ser adotada, em substituição ao uso de progestágenos 

intravaginais e que permite uma elevada resposta superovulatória e alta qualidade 

embrionária, seria o aproveitamento da fase luteal precoce, iniciando a superestimulação com 

FSH quatro dias após o estro, aproveitando as concentrações fisiológicas de progesterona 

(Mayorga et al., 2011). Essa tecnologia tem como desvantagem a necessidade de um prévio 

tratamento de sincronização, para induzir a ovulação das doadoras, ou um monitoramento 

diário dos animais, a fim de identificar o estro natural, sendo este, prático apenas em 

programas de pequena escala.  

 

 

2.3 Gonadotrofinas para superovulação 

 

 

As gonadotrofinas mais utilizados para a superovulação das doadoras são a 

gonadotrofina coriônica equina (eCG) e o hormônio folículo estimulante (FSH) de origem 

suína (FSHp) ou ovina (FSHo) (Cognie, 1999; Amiridis & Cseh, 2012). Desses o eCG foi a 

primeira droga amplamente utilizada para superovulação, na dose de 1000 a 2000 UI, um ou 

dois dias antes da remoção do progestágeno, em uma única injeção intramuscular (Cognie, 

1999).  

O eCG apresenta uma longa meia-vida in vivo, por isso pode resultar em uma 

alta incidência de folículos anovulatórios, que são responsáveis por alta produção de estradiol 

(Moor et al., 1985). É provável que a condição estrogênica, provocada por esses folículos 

altere o transporte de gametas através do trato genital e, portanto, diminua as taxas de 

recuperação embrionária (Whyman & Moore, 1980; Evans & Armstrong, 1984). Tais efeitos 

adversos são reduzidos neutralizando o eCG com anticorpo monoclonal, após estimulação 

folicular (Martemucci et al., 1995). Uma alternativa para evitar o uso do anti-eCG, seria a 

administração de GnRH no início da manifestação do estro (Jabbour & Evans, 1991). 
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Alterações em eventos endócrinos e maturação prematura do oócito (Moor et al., 1985) 

podem explicar a baixa eficiência do eCG. 

A menor eficiência do eCG para a produção de embriões in vivo, nas últimas 

três décadas, contribuiu para uma substituição deste hormônio por preparados comerciais de 

FSH de origem suína (pFSH) (Armstrong & Evans, 1983; Jabbour & Evans, 1991; Menchaca 

et al., 2009), e em menor escala de origem ovina (oFSH) (Gonzalez-Bulnes et al., 2002a; 

Veiga-Lopez et al., 2008).  

Estudos atuais comparando múltiplas aplicações de pFSH e uma única 

aplicação de eCG, para superovular ovelhas da raça Awassi, durante as estações reprodutiva e 

não reprodutiva, apresentaram resultados superiores para o pFSH em ambas as estações 

(Azawi & Al-Mola., 2010; Cueto et al., 2011). Na estação reprodutiva apenas a resposta 

superovulatória foi significativamente maior, enquanto que na estação não reprodutiva tanto a 

resposta superovulatória como a produção de embriões foram melhores na superestimulação 

com FSH (Azawi & Al-Mola, 2010). Sugerindo que a diferença entre os protocolos com 

pFSH e eCG seja mais evidente na estação não reprodutiva. 

Devido à sua curta meia-vida, as preparações de FSH têm que ser 

administradas repetidamente, conferindo ao tratamento um maior manejo (Kanitz et al., 

2002). Seis a oito aplicações, em intervalos de 12 horas, a partir de dois ou três dias antes da 

remoção do progestágeno são necessárias. O regime de administração (número de aplicações 

e protocolo de dosagem: constante ou doses decrescentes) são comumente questionados.  

Torrès et al. (1987) foram os primeiros a usar um regime de doses decrescentes 

de pFSH na superovulação de ovelhas, obtendo maiores  taxas de ovelhas superovuladas. O 

tratamento com doses decrescentes pode reduzir a incidência de folículos anovulatórios ao 

final da estimulação gonadotrófica, devido à menor quantidade de FSH administrada ao final 

da superestimulação, levando a uma menor atresia de folículos grandes (Avdi et al., 1997; 

Gonzalez-Bulnes et al., 2000, 2004).  

Os preparados de FSH disponíveis comercialmente a partir de extratos de 

pituitária, inevitavelmente não possuem uma composição uniforme. O teor em LH é variável 

de lote para lote, podendo afetar seriamente o resultado superovulatório em termos de 

resposta ovariana, taxa de fertilização e qualidade embrionária (Wu et al., 2011).  
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A proporção adequada de FSH:LH nos preparados comerciais de FSH é crucial 

para a resposta superovulatória da doadora, no qual o baixo teor de LH pode ser melhor para o 

desenvolvimento folicular e a obtenção de mais embriões transferíveis (Nowshari et al., 1995; 

Boscos et al, 2002). Contudo, tomando por base o conceito de que a relação FSH:LH em 

condições fisiológicas diminui da regressão luteal para o pico pré-ovulatório (Cahill et al., 

1981), protocolos que seguem este conceito tem sido usados com sucesso em ovinos (Cognie 

et al., 1986; D'Alessandro et al., 1997). 

No entanto, ovelhas superestimuladas com oito doses decrescentes de pFSH e 

redução da relação FSH/LH (1,6:1; 1:1; 0,6:1; 0,3:1), apresentaram menor número de 

embriões transferíveis comparado a uma relação constante de FSH/LH (1,6:1), embora a 

resposta superovulatória tenha sido significativamente melhor, o número de estruturas 

degeneradas foi significativamente maior no primeiro tratamento (D'Alessandro et al., 2005).  

Pode ser que esse protocolo seja eficiente apenas durante a estação não reprodutiva, uma vez 

que este se mostrou eficiente neste período (Cognie et al., 1986; D'Alessandro et al., 1997). 

Os protocolos convencionais requerem manejo intensivo devido às múltiplas 

aplicações de FSH, portanto, estão sujeitos a erros na dosagem e no horário de aplicação do 

hormônio, assim como, são fatores estressantes que podem prejudicar o desempenho 

reprodutivo dos animais (Simonetti et al., 2008). Assim, a simplificação dos protocolos seria 

benéfica para evitar esses problemas.  

Na tentativa de simplificar o protocolo e reduzir a quantidade de FSH, Wu et 

al. (2011) obtiveram um elevado número de embriões viáveis, quando superestimularam 

ovelhas da raça Xinji durante a estação reprodutiva, com 130 mg de pFSH distribuído em 

apenas três aplicações, a cada 24 horas, somado a 500 UI de eCG no dia de remoção do 

dispositivo de progesterona, sendo tão eficiente quanto 150 mg de pFSH  distribuídos em seis 

aplicações, a cada 12 horas.  

O uso de uma única dose intramuscular de FSH, dissolvido em 

polivinilpirrolidona (PVP), um veículo oleoso que torna mais lenta a taxa de absorção do 

FSH, foi utilizado em ovelhas 24 horas antes da retirada do MAP. Foi tão eficaz em induzir 

uma resposta ovulatória como os protocolos convencionais com múltiplas doses de FSH 

(Dattena et al., 1994; D'Alessandro et al., 2001). Em contraste, outros estudos não 

conseguiram obter resultados satisfatórios usando o mesmo tratamento simplificado, 
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ressaltando a importância de diferenças genéticas na resposta a tratamentos superovulatórias 

específicos (Simonetti, et al., 2008; Wu et al., 2011). 

A associação de uma única aplicação de eCG (500 UI) com uma pequena dose 

de oFSH, porém sem utilizar o PVP, administrados 48 horas antes da remoção do 

progestágeno em ovelhas Corriedale, resultou em taxa de ovulação e produção de embriões 

viáveis, semelhantes aos resultados obtidos utilizando o protocolo padrão de oito doses de 

oFSH (Simonetti, et al., 2008).  

Com a utilização de protocolos simplificados é possível uma redução de 

manejo, menores gastos com hormônios, além de permitir uma condição menos estressante 

para os animais. Contudo a eficiência desses tratamentos ainda necessita de estudos mais 

aprofundados.  

Independente do tipo de gonadotrofina utilizada e do esquema de aplicação 

adotado é bem aceito que, a condição folicular ovariana, no início do tratamento 

superestimulatório é de suma importância para a resposta superestimulatória final (Gonzales-

Bulnes et al., 2002a, 2004; Veiga-Lopez et al., 2008).  Em particular, no dia de início do 

tratamento com a gonadotrofina, a presença de folículo dominante (s) atenua a resposta 

superovulatória (Rubianes et al., 1995), enquanto que a taxa de ovulação é aumentada quando 

estão presentes apenas folículos antrais de tamanho pequeno e/ou médio (Gonzalez-Bulnes et 

al., 2002b). 

Fêmeas com um folículo dominante apresentam alterações no desenvolvimento 

folicular, que incluem maior atresia, atraso no recrutamento e crescimento folicular, além de 

apresentarem folículos com menor tamanho de oócitos com redução da qualidade e 

capacidade de retomada da meiose durante a maturação (Veiga-Lopez et al., 2008). Esses 

mesmos autores também verificaram que o tamanho muito pequeno dos dois maiores 

folículos, na primeira aplicação de FSH, tem uma relacão com menores taxas de metáfase II. 

Tudo isso sugere que há uma elevada taxa de infertilização, após a estimulação gonadotrófica, 

em folículos subordinados e/ou que apresentam relativa imaturidade.  

Portanto, é desejável que o tratamento superovulatório inicie durante a 

emergência da onda folicular ou na ausência de uma dominância folicular estabelecida. Em 

pequenos ruminantes, isso pode ser conseguido com o uso de fármacos que inibam o 

desenvolvimento folicular no início da superovulação (Cognie, 1999; Cognie et al., 2003). A 
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dominância é adquirida em um ambiente com altas concentrações de LH (Campbell et al., 

1995) e, portanto, intervenções farmacêuticas com administração de agonista ou antagonistas 

do GnRH podem ser realizadas com intuito de suprimir a secreção de LH (Cognie, 1999; 

Cognie et al. 2003).    

Os análogos do hormônio liberador de gonadotrofinas são obtidos pela 

modificação da estrutura molecular deste decapeptídeo para exercer efeitos agonista ou 

antagonista sobre as células gonadotróficas da glândula pituitária anterior. A administração 

contínua de agonistas do GnRH, após um efeito estimulatório inicial (flare-up), leva a uma 

dessensibilização das células gonadotróficas pelo dow-regulation dos receptores de GnRH e 

desregulação da sinalização intracelular (Reissmann et al., 1993). Contudo, devido ao efeito 

inicial flare-up, a queda do LH e do FSH pode demorar 14-21 dias para ocorrer (Shapiro, 

2003). Dessa forma para um controle do crescimento folicular é necessário um pré-tratamento 

com várias aplicações diárias do agonista, o que pode se tornar muito dispendioso (Cognie, 

1999). 

Ao contrário, os antagonistas de GnRH produzem um efeito imediato por 

bloquear de forma competitiva os receptores de GnRH, provocando um rápido declínio das 

concentrações séricas de FSH e LH (Diedrich et al., 1994). Suas propriedades não necessitam 

de um período de dessensibilização e, além disso, a pituitária mantém a sua capacidade de 

resposta à estimulação com GnRH ou seus agonistas (Reissmann et al., 1993). Uma única 

aplicação, subcutânea de 1,5 mg de antagonista do GnRH (Antarelix), diminui a secreção de 

gonadotrofinas, inibindo a secreção pulsátil de LH por pelo menos 48 horas, após a 

administração, inibindo o desenvolvimento de folículos grandes, enquanto aumenta 

significativamente o número de pequenos e médios folículos (Lopez-Alonso et al., 2005). 

Essa é uma metodologia promissora para ser adotada em protocolos de superovulação.  

Contudo, em caprinos, um pré-tratamento com antagonista do GnRH, durante a 

superestimulação com eCG, apesar de conduzir a uma maior resposta superestimulatória, leva 

ao aumento do número de folículos não fertilizados (Heidari et al., 2010). Justificando a 

necessidade de mais pesquisas, com o uso desse fármaco, para controlar os efeitos 

indesejáveis.   

Outra abordagem que pode ser empregada, visando o maior controle do 

crescimento da população folicular é o “método do dia 0”, que consiste em iniciar a 

superestimulação com FSH no dia da ovulação, a qual coincide com o surgimento da primeira 
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onda folicular. Nesse protocolo, as ovelhas recebem um curto tratamento de progesterona 

combinado com prostaglandina e eCG no momento da retirada da esponja. A ovulação é 

induzida, 36 horas mais tarde, com uma aplicação de um agonista do GnRH. O tratamento 

superovulatório inicia 72-84 horas após a remoção da esponja, utilizando 6 a 8 aplicações de 

FSH em doses decrescentes, seguido por administração de PGF2α nas duas últimas doses, 

enquanto que as ovulações são sincronizadas com uma única dose de buserelina, administrada 

12h após a última injeção de FSH (Menchaca et al., 2009). 

Em um estudo de superovulação usando o método do dia 0 e um protocolo 

convencional (14 dias exposição à progestágeno e oito aplicações de FSH), em ovelhas da 

raça Santa Inês, a quantidade de CL e embriões viáveis não diferiram entre os dois 

tratamentos (Neves et al., 2010). A metodologia do dia 0 descrita por Menchaca et al. (2009) 

aumentou significativamente o número de CL e embriões viáveis comparado ao protocolo 

convencional. Um fato que pode ter levado a discrepância de resultados é que o tempo de 

aplicação do GnRH e o tempo considerado para ocorrência da ovulação, após o tratamento 

básico de sincronização do estro, foram diferentes nas duas metodologias do dia 0 citadas.   

Uma desvantagem que pode existir ao iniciar a superestimulação com FSH 

durante a primeira onda, é que os folículos desta onda crescem em um meio hormonal muito 

diferente dos da segunda onda, devido à presença de um CL em crescimento com menor 

produção de progesterona (Viñoles et al., 1999). Portanto, o uso de um dispositivo de 

progesterona durante a superestimulação com FSH poderia ser benéfico na qualidade folicular 

e oocitária, assim como demonstrado em bovinos também utilizando o método do dia 0 

(Nasser et al., 2011). 

 

 

2.4 Diferenças genéticas 

 

 

A raça é um fator de variação amplamente reconhecido na resposta 

superovulatória e de produção de embriões ovinos (Torrès et al., 1987). Os primeiros estudos 

com superovulação de ovinos estabeleceram que a maior parte das diferenças na resposta 
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superovulatória estavam relacionadas com a prolificidade das diferentes raças utilizadas nos 

programas de MOTE (Cahill & Dufour, 1979), sendo observado que as raças altamente 

prolíferas respondem melhor a um estímulo com FSH exógeno (Bindon et al., 1971; Smith, 

1976).  

A diferença racial na resposta superovulatória provavelmente é explicada por 

uma variação no crescimento folicular, entre raças, em resposta ao FSH exógeno ao invés de 

diferenças na farmacocinética do FSH (Ammoun et al., 2006). Tais diferenças podem estar 

relacionadas com a expressão mais elevada ou uma maior sensibilidade dos receptores de 

FSH no ovário (Driancourt et al., 1986; Dufour et al., 2000). O estabelecimento de um 

protocolo de superestimulação específico para cada raça, somado a seleção dos indivíduos 

mais responsivos dentro de cada raça pode futuramente aumentar significativamente o número 

de embriões de boa qualidade produzidos durante os programas de MOTE. 

 

 

2.5 Repetidas superovulações e coleta de embriões 

 

 

O procedimento de coleta de embriões realizado atualmente é feito de forma 

cirúrgica, semelhantemente ao desenvolvido por Tervit & Havik (1976). A coleta é realizada 

entre o quinto e o sexto dia após a IA ou monta natural, com uma taxa de recuperação de 

estruturas em torno de 70% na primeira vez que o animal é submetido ao procedimento. 

Entretanto, no procedimento cirúrgico, a exteriorização do trato reprodutivo conduz 

frequentemente à formação de aderências pós-operatórias, induzindo uma queda significativa 

na produção de embriões depois de repetidas cirurgias (Torrès & Sevellec, 1987).  

Estudos em que a superovulação foi induzida duas, três ou cinco vezes durante 

a mesma estação reprodutiva causou uma redução progressiva no número de ovelhas 

superovuladas (Al-Kamali et al., 1985; Fuki et al., 1985), bem como uma taxa de ovulação 

significativamente menor no segundo tratamento (Al-Kamali et al., 1985; Fuki et al., 1985; 

McKelvey et al., 1986; Torrès & Sevellec, 1987). Esses autores sugerem que a refratariedade 

do ovário, ou aderências causadas pela recuperação cirúrgica, pode ter efeitos prejudiciais 
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sobre a taxa de ovulação subsequente quando a superovulação é repetida em intervalos curtos. 

Uma prática que pode ser adotada, após cada procedimento de coleta, seria manter um tempo 

para a recuperação cirúrgica e depois permitir uma gestação, por monta natural, em cada 

doadora.  

Devido as desvantagens da técnica convencional de coleta de embriões, foram 

criadas outras metodologias de coleta que permitem várias coletas da mesma doadora com 

mínima formação de aderência, como na técnica totalmente laparoscópica (Scudamore et al., 

1991; Nellenschulte & Niemann, 1992) ou na semi-laparoscópica (Bari et al., 1999). Contudo, 

essas técnicas apresentam resultados de recuperação menores do que a técnica cirúrgica. Um 

refinamento do procedimento semi-laparoscópico aumentou a recuperação de embriões em 

cerca de 12%, resultando em taxas de recuperação embrionária comparáveis com a 

abordagem cirúrgica e melhores do que as relatadas para o método laparoscópico (Bari et al., 

2000). Outra vantagem dessas técnicas é que atendem melhor os princípios de bem-estar 

animal. 

 

 

2.6 Anormalidades na ovulação e recuperação embrionária  

 

 

Alguns estudos evidenciaram que uma elevada dose de eCG pode causar o 

desenvolvimento de folículos grandes anovulatórios, que podem se tornar persistentes, 

provavelmente devido a elevada meia-vida desta gonadotrofina (Jabbour & Evans, 1991; 

Mahmood et al., 1991, Silva et al., 2003). Tais folículos podem produzir concentrações 

anormalmente elevadas de estradiol (Jabbour & Evans, 1991), os quais podem afetar o 

ambiente uterino e, portanto, interferir na captação dos oócitos pelas fímbrias ou com o 

transporte dos mesmos (Murray et al., 1994) e de espermatozóides ao longo do trato genital 

feminino (Evans & Armstrong, 1984). Simonetti, et al. (2008) verificaram que alguns 

protocolos de superovulação apresentaram uma maior taxa de folículos anovulatórios, e isto 

foi associado a menor recuperação embrionária comparado a tratamentos que apresentaram 

menor quantidade de folículos anovulatórios. Esses mesmos autores também sugeriram que a 



15 

 

captação de oócitos pelas fímbrias é prejudicada em ovelhas com alta resposta 

superestimulatória. Isso é consistente com o consenso geral de que a maior estimulação do 

ovário leva a uma diminuição na produção de oócito e/ou embriões (Armstrong & Evans, 

1983; Thompson et al., 1995; D'Alessandro et al., 2005). Outro fator que pode interferir 

negativamente sobre a captação de oócitos pelas fímbrias, e assim, ocasionar baixa 

recuperação de embriões após a superovulação de ovelhas, é a manipulação física da ovelha e 

do útero, bem como a taxa de inflação da cavidade abdominal no momento da IA (Bari et al., 

1999). 

A superovulação de ovelhas está associada a um elevado grau de regressão 

prematura de corpo lúteo (RPCL), podendo acontecer em quase 40% das doadoras de 

embriões (Schiewe et al., 1991). A razão para a ocorrência deste fenômeno não é clara, sendo 

este acompanhado por uma baixa taxa de recuperação de embriões ou recuperação de 

embriões de má qualidade (Cognie et al., 2003) ou mesmo nenhuma recuperação (Schiewe et 

al., 1990), 

Lopes Junior et al. (2006), verificaram a ocorrência da regressão em 33% das 

ovelhas da raça Morada Nova superovuladas, e a mesma ocorreu de forma total ou parcial. 

Como existem casos de coexistência de corpo lúteo com morfologia e coloração normal e 

corpo lúteo em regressão, é provável que isso seja uma função do tempo de observação em 

relação ao início luteólise (Lopes Junior et al., 2006). Portanto, se a laparoscopia é realizada 

apenas quando o processo luteolítico se inicia, é possível que alguns corpos lúteos já mostrem 

alterações na morfologia enquanto que outros ainda se apresentem morfologicamente 

normais, embora todos eles já tenham começado a regredir (Saharrea et al., 1998).  

A inibição da síntese de agentes luteolíticos pelo flunixine meglumina entre o 

dia da ovulação e recuperação de embriões, permite uma redução da RPCL (Battye et al., 

1988). A libertação prematura de agentes luteolíticos pode ser induzida pela persistência de 

grandes folículos estrogênicos entre três e quatro dias após a superovulação. A indução da 

ovulação dos folículos anovulatórios, três dias após o estro, com gonadotrofina coriônica 

humana (hCG) evita a RPCL em cabras superovuladas (Saharrea et al., 1998) apoiando esta 

hipótese. A suplementação alimentar, durante o tratamento superovulatório, também pode ser 

adotada como ferramenta para reduzir o número de ovelhas com RPCL, uma vez que, a 

suplementação alimentar com grãos de tremoço, durante a superestimulação reduziu a 

ocorrência deste problema (Jabbour et al., 1996). 
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2.7 Variabilidade na resposta superovulatória e uso de indutor de ovulação  

 

 

A variabilidade na resposta superovulatória é o principal fator limitante para os 

programas de MOTE em pequenos ruminantes (Cognie, 1999). Cerca de 20 a 40% das fêmeas 

tratadas não respondem ao tratamento de superovulação (D'Alessandro et al., 1996; Cordeiro 

et al., 2003). Um dos problemas associados com os tratamentos de superovulação é a 

variabilidade no início do estro após o tratamento e, consequentemente, o momento da 

ovulação. A variação entre os indivíduos conduz a uma diminuição da taxa de fertilização, em 

especial, após a inseminação em tempo fixo, e, portanto, menos embriões transferíveis são 

produzidos (Thibier & Guérin, 2000).  

Veiga-Lopez et al. (2008) também reforçam que há uma alta variabilidade 

individual na manifestação do estro, no pico de LH e no momento da ovulação, e isto é capaz 

de levar a falha na fertilização, dependendo do momento e frequência das inseminações 

artificiais. Vários fatores contribuem para o aumento no intervalo de tempo entre as 

ovulações, como ovulações prematuras, o fato de alguns animais levarem muito tempo entre a 

primeira e última ovulação e também a falta de sincronia no início da superovulação das 

ovelhas (Walker et al., 1986).  

O hormônio liberador de gonadotrofinas e seus análogos (GnRH) tem sido 

usado por alguns pesquisadores após a estimulação ovariana com FSH, melhorando a 

sincronia das ovulações (Walker et al., 1986), reduzindo o número de folículos anovulatórios 

e cistos foliculares (Ryan et al. 1991; Naqvi & Gulyani 1999), elevando a taxa de ovulação 

(Azawi & Al-Mola, 2011) e produção de embriões viáveis (Menchaca et al., 2009). Apesar do 

consenso do efeito benéfico do GnRH, ao final do tratamento superovulatório, segundo 

Jabbour et al. (1996) a administração durante a estação não reprodutiva não melhorou a taxa 

de ovulação e produção embrionária. 

Segundo Walker et al. (1986) a administração de 100 µg de GnRH, 24 horas 

após a remoção do progestágeno, em ovelhas superestimuladas com múltiplas aplicações de 

FSH ou com uma única aplicação de eCG, reduz o tempo entre a primeira e última ovulação e 

o tempo de início das ovulações. Em outro estudo a administração de 50 μg GnRH,  também 

aplicado 24 horas após a remoção do dispositivo de progesterona, levou a ovulação de 44-



17 

 

46% das ovelhas dentro de 24 horas, e em todos os animais em até 34 horas (Quirke et al., 

1979). A maioria dos resultados desses trabalhos indicam que o GnRH pode ser usado nos 

programas de MOTE para aumentar a taxa de fertilização, e assim aumentar a produção de 

embriões. 
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CAPÍTULO 2 

 

MAIOR TEMPO DE EXPOSIÇÃO À PROGESTERONA ASSOCIADO AO USO DE 

AGONISTA DE GnRH NA SUPEROVULAÇÃO E PRODUÇÃO DE EMBRIÕES 

OVINOS 

 

 

 

 

 

 



 

 

1 RESUMO 

 

Os programas de múltipla ovulação e transferência de embriões (MOTE) vêm evoluindo ao 

longo dos últimos anos, contudo ainda existe uma grande variabilidade na resposta 

superovulatória e produção embrionária que limita o sucesso desta tecnologia na ovinocultura. 

Um aumento da qualidade folicular e oocitária associado a uma maior controle do momento 

das múltiplas ovulações poderia ser benéfico para aumentar o número de embriões 

produzidos. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da maior exposição à 

progesterona exógena, durante a superestimulação, associado ou não a adição de agonista de 

GnRH sobre a resposta superovulatória, produção e qualidade embrionária, usando sêmen 

congelado. Quarenta e oito fêmeas da raça Santa Inês, foram sincronizadas com a inserção de 

um implante intravaginal (CIDR). Os animais foram divididos aleatoriamente em três grupos 

experimentais: exposição à progesterona por 14 dias (Controle; n = 14); prolongamento de 12 

horas na exposição à progesterona (G12hP4; n = 21); e prolongamento de 12 horas associado 

a uma aplicação de 25 µg de lecirelina (G12hP4GnRH; n = 13). Para superestimulação, 133 

mg de pFSH foram administradas em doses decrescentes em 8 aplicações. A resposta 

superestimulatória e a quantidade de folículos grandes ainda não ovulados foram avaliadas 

por ultrassonografia (US), ao final do tratamento com FSH e 12 horas após a segunda 

inseminação artificial (IA), respectivamente. O estro foi detectado com auxílio de rufiões após 

a remoção do CIDR, e as inseminações foram realizadas 36 e 48 horas após a retirada do 

mesmo, usando sêmen congelado (100x10
6
 epz/dose). Cinco dias após a primeira 

inseminação, o número de corpos lúteos (CL) foi avaliado por laparoscopia e os embriões 

colhidos por laparotomia pré-púbica. A quantidade de ovelhas em estro e o tempo de início do 

estro após a remoção do dispositivo de progesterona foi semelhante entre os grupos (P>0,05). 

Todos os grupos tiveram uma elevada resposta superestimulatória (médias variando de 14,33 

a 16,18 folículos ≥ 4 mm) (P>0,05). O número de CL foi elevado em todos os grupos
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 (variação de 11 a 12) (P>0,05). O percentual de fertilização foi maior (P<0,05) no 

G12hP4GnRH do que no Controle e G12hP4 (77%, 34%, e 41%, respectivamente). O maior 

tempo de exposição à progesterona reduziu (P<0,05) a proporção de embriões degenerados 

(Controle = 30%; G12hP4 = 7% e GP12hP4GnRH = 10%). A associação do aumento da 

exposição à progesterona com administração de GnRH reduziu a degeneração embrionária e 

aumentou a fertilização dos oócitos, podendo ser adotada nos programas de MOTE. 

 

Palavras chaves: produção embrionária, Santa Inês, superestimulação, FSH.  

 

 

 

 

 

 



 

 

2 ABSTRACT 

 

LONGER EXPOSURE TO PROGESTERONE ASSOCIATED WITH GnRH 

AGONIST FOR SUPEROVULATION AND EMBRYO PRODUCTION IN SHEEP 

 

Multiple ovulation and embryo transfer programs (MOET) have been evolving over the past 

few years, however there is still wide variability in superovulatory response and embryo 

production which limits this technology success of for the sheep industry. An increase in 

follicular and oocyte quality associated with a control of multiple ovulations moment could be 

beneficial to increase the produced embryos number. This study aimed to evaluate the effect 

of increased the exposure time to exogenous progesterone during overstimulation, with or 

without the addition of GnRH agonist at superovulatory response. For the experiments of 

embryo production and to access the quality frozen semen was used. Forty-eight Santa Ines 

ewes were synchronized with intravaginal insertion of progesterone implant (CIDR). The 

animals were randomly divided into three groups: exposure to progesterone for 14 days 

(Control, n = 14); extension of 12 hours progesterone exposure (G12hP4, n = 21); and 12 

hours extension associated with an application of 25 µg of Lecirelin (G12hP4GnRH, n = 13). 

For overstimulation, 133 mg of pFSH in decreasing doses were administered in eight 

applications. Superstimulatory response and large follicles amount that has not ovulated were 

evaluated by ultrasonography (US), after the treatment with FSH and 12 hours after the 

second artificial insemination (AI), respectively. Estrus was detected with the aid of thugs 

after CIDR removal and inseminations were performed 36 and 48 hours after removal, using 

frozen semen (100x10
6
 sptz/dose). Five days after the first insemination, the number of 

corpora lutea (CL) was measured by laparoscopy and the embryos were collected by prepubic 

laparotomy. The amount of oestrus ewes and time of onset of estrus after device removal of
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 progesterone was similar between groups (P > 0.05). All groups had a high superstimulatory 

response (averages ranging from 14.33 to 16.18 follicles ≥ 4 mm) (P > 0.05). The number of 

CL was high in all groups (averages ranging from 11 to 12.00) (P > 0.05). The fertilization 

rate was significantly higher in the G12hP4GnRH compared to the Control and G12hP4 

(77%, 34% and 41%), respectively. The longer exposure to progesterone reduced degenerated 

embryos proportion (Control = 30%; G12hP4 = 7% and G12hP4GnRH = 10%). The 

association of increased progesterone exposure time and GnRH administration reduces 

embryonic degeneration and increased oocytes fertilization rates and it may be adopted at 

MOET programs. 

 

Keywords: embryos, conservation, superstimulation, FSH. 



 

 

3 INTRODUÇÃO 

 

 

Os ovinos tem uma significante contribuição para a produção global de 

alimentos. Esses animais apresentam um papel enfático, principalmente para as economias 

dos países em desenvolvimento e, em particular, para aqueles com condições climáticas 

desfavoráveis, ou com terras na sua maioria subférteis. No Brasil o rebanho ovino é formado 

por aproxiamadamente 17,6 milhões de cabeças (IBGE, 2011), sendo a raça Santa Inês a mais 

criada nas diferentes regiões por apresentar características como alta rusticidade, fertilidade e 

precocidade (Silva et al., 2010). Contudo, muitos animais ainda exibem baixos índices 

zootécnicos e outras raças localmente adaptadas apresentam-se ameaçadas de extinção. Dessa 

forma a adoção de tecnologias de reprodução assistida (TRA), como a produção in vivo de 

embriões, é uma tecnologia importante para o melhoramento genético e para o resgate e 

conservação ex situ, em bancos de germoplasma, de raças localmente adaptadas e ameaçadas 

de extinção. 

Os Bancos de Germoplasma constituem um recurso fácil e de grande 

importância na preservação do germoplasma das raças naturalizadas. Pela criopreservação de 

sêmen e de embriões poder-se-á, no futuro, resgatar populações que por algum motivo possam 

ter se extinguido e que tenham importantes características para a pecuária nacional. Dessa 

forma há a possibilidade de buscar a variabilidade necessária e características de 

adaptabilidade às intempéres da natureza, com vista a aumentar a produção ou acrescentar 

genes de interesse econômico às raças comerciais (Hiemstra et al., 2006). A criopreservação 

de embriões permite a conservação do germoplasma de fêmeas, além de permitir o 

intercâmbio deste material para outras regiões ou países, com o mínimo risco de transmissão 

de doenças (Baril et al., 1995). 
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Apesar dos avanços nos últimos anos, ainda há uma variabilidade na produção 

in vivo de embriões ovinos, que possivelmente está relacionada à elevada variação na resposta 

superovulatória, que limita a difusão desta tecnologia (Sharma et al., 1993; Cognie et al., 

1999; Cognie & Baril, 2002). O tratamento superestimulatório e a diferença na composição 

dos preparados de hormônio folículo estimulante (FSH) disponível comercialmente são 

apontados como algumas das causas (Gonzalez-Bulnes et al., 2000; D'Alessandro et al., 

2005). O sucesso da resposta ovariana ao tratamento superovulatório também é dependente de 

fatores como a condição folicular, a genética, a estação do ano e o estado nutricional dos 

animais (Gonzalez-Bulnes et al., 2003; Kakar et al., 2005; Ammoun et al., 2006). Esses 

fatores podem agir direta ou indiretamente influenciando a qualidade oocitária/embrionária 

e/ou a sincronia das múltiplas ovulações.  

Para o desenvolvimento de um embrião saudável é necessário que o oócito 

adquira competência, e isto ocorre entre o final da fase de crescimento e início da fase de 

maturação oocitária, por meio de mudanças estruturais e moleculares (Hyttel et al., 1997; 

Dieleman et al., 2002). Entretanto, durante o fim do tratamento superestimulatório é possível 

que existam oócitos que não adquiriram a competência completa. Portanto, acredita-se que 

uma exposição prolongada à progesterona durante a superestimulação com FSH iniba por um 

maior tempo o pico de LH. Isso possivelmente permitiria que os folículos que contenham 

oócitos ainda não competentes venham a desenvolver competência, e assim, produzam 

embriões viáveis. 

Além disso, o uso do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) ou seus 

agonistas, após a estimulação com FSH, proporciona uma boa sincronia das ovulaões e maior 

produção de embriões (Walker et al., 1986; Menchaca et al., 2009), apesar de alguns relatos 

controversos (Baril et al., 1996; Jabbour et al., 1996).  

A adoção de estratégias como um maior tempo de exposição à progesterona 

exógena associada à indução da ovulação parece ser uma alternativa viável para melhorar a 

taxa de fertilização oocitária e qualidade embrionária principalmente quando é empregado 

sêmen congelado nas inseminações em tempo fixo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o 

efeito da maior exposição à progesterona exógena, durante a superovulação, associado ou não 

a adição de agonista de GnRH como indutor de ovulação sobre a resposta superovulatória, 

produção e qualidade embrionária, usando sêmen congelado.  



 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Este Experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso Animal (CEUA) 

do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília sob protocolo UnBDOC no. 

99694/2012. 

 

 

4.1 Local do Experimento 

 

 

O estudo foi realizado, no período de maio a julho de 2012, no Setor de Campo 

Experimental Fazenda Sucupira, pertencente a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 

situado a sudoeste da cidade de  Brasília, DF (15º52’ a 15º56’S e 48º00’ a 48º02’W), com 

altitudes que variam de 1050 a 1250m. O clima predominante é o tropical chuvoso, indicando 

inverno seco e verão chuvoso. A fazenda conta com uma área total de 118 ha, distribuída em 

áreas de cerrado, pastagem e agricultura (Walter & Sampaio, 1998). 
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4.2 Animais e tratamentos 

 

 

Foram usadas 48 fêmeas ovinas adultas da raça Santa Inês, consideradas 

hígidas após realização de exame clínico geral. Os animais foram submetidos à avaliação 

ginecológica, por meio de inspeção e diagnóstico por imagens, na qual todas foram 

consideradas aptas para a reprodução. Os animais foram mantidos em pasto de Panicum 

maximum, e tiveram livre acesso à água e sal mineral.  

Todas as fêmeas foram sincronizadas com a inserção de um implante 

intravaginal (Dia 0) contendo 0,3 g de progesterona (Eazi- Breed CIDR™ - Controlled 

Internal Drug Release, Pfizer, Nova Zelândia), que foi substituído por um novo, sete dias 

depois (Dia 7), e mantido por mais sete dias (Dia 14). No momento da troca do CIDR foi 

aplicado 37,5 μg de d-cloprostenol (Prolise®, Tecnopec, ARSA S. R. L., Argentina), por via 

intramuscular.  

Para superestimulação, 133 mg de pFSH (Folltropin®, Tecnopec, Bioniche A. 

H. C. Inc.,Canadá) foram administrados em doses decrescentes em 8 aplicações, duas vezes 

ao dia, iniciando na manhã do Dia 12 e encerrando na tarde do Dia 15. No Dia 14 do 

protocolo, as ovelhas foram divididas aleatoriamente em três grupos experimentais: 

progestágeno retirado à tarde (Controle; n=14); mantido por mais 12 horas (G12hP4; n=21); e 

além do prolongament de 12 horas de exposição a progesterona uma aplicação de 25 µg de 

lecirelina, agonista de GnRH (Gestran Plus®, Tecnopec, ARSA S. R. L., Argentina), 

juntamente com a última aplicação de FSH (G12hP4GnRH; n = 13) (Figura 1).  
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Figura 2.1 Protocolos hormonais destinados à superovulação das ovelhas Santa Inês doadoras 

de embriões. 

 

 

4.3 Avaliação da resposta superestimulatória e superovulatória 

 

 

Foram realizadas duas avaliações ultrassonográficas dos ovários de todas as 

fêmeas, usando scaner modo-B em tempo-real (Aloka SSD 500 Echo Camera, Overseas 

Monitor Corp. Ltd., Richmond, BC, Canadá) e transdutor de 7,5 MHz adaptado para exame 

transretal. O primeiro exame foi ralizado após a última aplicação de FSH para avaliar a 

resposta superestimulatória presente no fim do tratamento gonadotrófico. O segundo exame 

foi realizado 12 horas após a última IA com a finalidade de avaliar a quantidade de folículos 
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grandes ainda não ovulados. Todos os folículos capazes de ovularem (≥ 4 mm) (Salehi et al., 

2010) foram quantificados e desenhados em mapas. 

Cinco dias após a primeira inseminação, momento que precedeu a coleta dos 

embriões, o número de corpos lúteos (CL) foi avaliado por laparoscopia. Os CL foram 

classificados como normais ou prematuramente regredidos de acordo com a cor e condição de 

desenvolvimento.  

 

 

4.4 Avaliação do estro 

 

 

A detecção do estro foi realizada após a remoção do dispositivo de 

progesterona. As ovelhas foram colocadas em uma baia coletiva com a presença de um rufião 

que teve a região peitoral pintada com uma mistura de tinta xadrez e óleo de soja. As 

identificações das fêmeas marcadas foram realizadas em intervalos de quatro horas, até o dia 

da primeira inseminação artificial, detectando assim o momento inicial do estro e a sincronia 

deste. Todas as ovelhas marcadas na região da garupa foram consideradas em estro, sendo 

retiradas da presença do rufião.  

 

 

4.5 Inseminação artificial 

 

 

As inseminações foram realizadas pelo método de laparoscopia descrito por 

Maxwell & Butler (1984), as 36 e 48 horas após a retirada do CIDR, usando 100 x 10
6
 

espermatozóides/dose com os parâmetros mínimos para o uso de sêmen congelado, 

estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 1998). Previamente as 
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ovelhas foram submetidas a um jejum alimentar e hídrico de 24 e 12 horas, respectivamente. 

No momento da inseminação as fêmeas foram colocadas em uma maca cirúrgica apropriada, 

em posição de Trendelenburg. No campo cirúrgico, região abdominal cranial ao úbere, foi 

realizado tricotomia e antissepsia com tintura de iodo a 2% e álcool 70%, e em seguida feito 

anestesia local infiltrativa na dose de 0,04 mg de cloridrato de lidocaína (Lidovet™, Bravet, 

Brasil) por botão anestésico, no local em que foram introduzidos os trocartes. O sêmen foi 

depositado na porção médio-distal de cada corno uterino, utilizando metade da dose 

inseminante em cada corno. 

 

 

4.6 Coleta de embriões 

 

 

As fêmeas foram previamente mantidas em jejum alimentar e hídrico de 24 

horas, e então, colocadas em maca cirúrgica apropriada em posição de Trendelenburg. Todos 

os animais receberam como medicação pré-anestésica 0,11 mg/Kg de cloridrato de xilazina 

(Rompun™, Bayer, Brasil) e anestesia geral com 0,6 mg/kg de cloridrato de cetamina 

(Ketamina™, Agener, Brasil), via intramuscular.  

No campo cirúrgico destinado aos procedimentos de laparoscopia e 

laparotomia, foi feito a tricotomia e antissepsia com tintura de iodo 2% e álcool 70%, seguida 

por anestesia local infiltrativa, na dose de 0,04 mg de cloridrato de lidocaína, em cada ponto 

onde foram introduzidos os trocartes. Somente as ovelhas que apresentaram ≥ 3 CL, com 

morfologia normal na avaliação da resposta superovulatória, foram submetidas a coleta de 

embriões. Nessas foi realizada anestesia infiltrativa na dose de 0,2 mg de cloridrato de 

lidocaína na linha média, e posterior incisão de aproximadamente 8 cm da parede abdominal. 

Após identificação, tracionamento cuidadoso e exposição dos cornos uterinos, teve início à 

lavagem.  

Para o procedimento de lavagem, uma sonda “foley” nº 8 ou 10, de acordo com 

o tamanho do útero, foi introduzida na porção proximal de cada corno uterino, tendo o balão 

inflado para evitar refluxo de líquido. Na porção distal, próxima à junção útero-tubárica foi 
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colocado um cateter nº 20G, por onde o meio tampão fosfato salina (PBS) suplementado com 

1% de soro fetal bovino, previamente aquecido a 37ºC foi introduzido. Foi usado um volume 

total de 60 mL de meio de lavagem por corno uterino.  

O líquido recuperado foi armazenado em placas de Petri e em seguida, foi 

realizada a avaliação das estruturas recuperadas. Após as lavagens dos cornos, o interior da 

cavidade abdominal foi irrigado com solução heparinizada, com a finalidade de minimizar a 

formação de aderências. A sutura das camadas muscular, subcutânea e dérmica foi realizada 

após o procedimento de coleta. 

 

 

4.7 Avaliação embrionária e resposta superovulatória 

 

 

As estruturas recuperadas foram avaliadas em aumento de 20 a 50X em 

estéreo-microscópio. Quando encontradas foram transferidas para gotas de meio de 

manutenção (Holding plus™, 0,4% BSA, Embriocare, Cultilab, Brasil) para posterior 

avaliação. Os embriões coletados foram classificados de acordo com o estádio de 

desenvolvimento e qualidade seguindo os parâmetros morfológicos preconizados pela 

Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS) (Robertson e Nelson, 1999). 

Estadio de desenvolvimento: mórula, blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido, 

blastocisto eclodido e brastocisto eclodido em expansão. Qualidade: grau I (excelente ou 

bom): massa embrionária esférica e simétrica com células individuais uniformes no tamanho, 

cor e densidade; grau II (regular): moderadas irregularidades na forma geral da massa 

embrionária ou no tamanho, cor e densidade de células individuais; grau III (pobre), maiores 

irregularidades na forma geral da massa embrionária ou no tamanho, cor e densidade de 

células individuais; grau IV (morto ou degenerado): embriões em processo degenerativo e 

embriões de uma célula. 

Foram calculados os índices para cada grupo: taxa de recuperação (total de 

estruturas recuperadas/número CL); taxa de fertilização (total de embriões/estruturas 
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recuperadas); taxa de embriões congeláveis (embriões congeláveis/embriões viáveis); taxa de 

degenerados (embriões degenerados/total de embriões). 

 

 

4.8 Análise estatística 

 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o pacote estatístico SAS 

(V9, SAS Institute Inc, Cary, NC, 2003). Os parâmetros relativos à quantidade de folículos na 

última aplicação de FSH e 12 horas após a IA, número de corpos lúteos e o número total de 

estruturas coletadas foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA). As variáveis que 

não apresentaram distribuição normal, como o número de embriões viáveis e congeláveis 

foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis. Os dados como a porcentagem de fêmeas que 

exibiram estro, resposta superovulatória, assim como, a taxa de recuperação, fertilização, 

embriões congeláveis e degeneração embrionária foram analisados pelo teste do Qui-

quadrado. Os resultados estão apresentados em Média ± Desvio Padrão ou porcentagem, e as 

diferenças foram consideradas significativas quando o P < 0,05. 

 



 

 

5 RESULTADOS 

 

 

Todos os grupos manifestaram alta taxa de estro, não havendo efeito (P>0,05) 

da maior exposição à progesterona, associado ou não ao GnRH, sobre o número de ovelhas 

em estro e tempo de início do estro após a remoção do dispositivo de progesterona (Tabela 

2.1). 

Considerando que as fêmeas que responderam ao tratamento superovulatório 

apresentaram uma quantidade ≥ 3 corpos lúteos com morfologia e coloração normal, um 

número significativamente menor de doadoras do G12hP4 em relação aos grupo controle e 

G12hP4GnRH, foram consideradas superovuladas. A regressão prematura dos corpos lúteos 

(RPCL) foi verificada em menos de 10% dos animais tratados (Tabela 2.1). 

Tabela 2.1 Efeito da maior exposição à progesterona com ou sem agonista do GnRH sobre o 

comportamento de estro e resposta ovulatória das doadoras Santa Inês 

 

 Controle  G12hP4  G12hP4GnRH  

Comportamento do estro    

    Ovelhas em estro 14/14 (100%) 18/21 (85,7%)  12/13 (92,3%) 

    Remoção do CIDR ao estro (h) 

 

21 ± 4,37 20 ± 7,11 23 ± 5,70 

Resposta das doadoras    

    Ovelhas com RPCL
1
 1/14 (7,1%) 2/21 (9,5%) 0/14 (0%) 

    Doadoras superovuladas (≥ 3 CL)  12/14 (85,7%)
 a
 11/21 (52,4%)

 b
 11/13 (84,6%)

 a
 

1 
Regressão prematura de corpo lúteo

 
 

(P>0,05) 
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Todos os grupos tiveram uma elevada resposta superestimulatória, com 

médias variando entre 14,33 e 16,18 folículos maiores ou iguais a 4 mm de diâmetro, e 

superovulatória, com média variando entre 11,11 e 12,00 corpos lúteos (P> 0,05). A 

quantidade de folículos ainda não ovulados 12 horas após a última inseminação não 

diferiu entre os grupos (P>0,05). A taxa de ovulação foi menor em G12hP4GnRH do 

que nos demais grupos (P<0,05), que não diferiram entre si (Tabela 2.2). 

Tabela 2.2 Efeito da maior exposição à progesterona com ou sem agonista do GnRH 

sobre a resposta ovariana 

  Controle  G12hP4  G12hP4GnRH  

Resposta ovariana 

 

   

    Folículos (≥ 4 mm)
1
 14,33 ± 5,84 15,22 ± 5,87 16,18 ± 7,36 

    Folículos após a IA (≥ 4 mm)
2
  5,50 ± 2,81 5,78 ± 1,86 5,00 ± 3,22 

    Corpos Lúteos 12,00 ± 6,48 11,11 ± 5,64 11,81 ±7,6 

1 
Quantidade de folículos ≥ 4 mm na última administração de FSH 

2
 Quantidade de folículos ≥ 4 mm 12 horas após a última IA  

 

O número total de estruturas coletadas, embriões viáveis e congeláveis e 

o percentual de embriões congeláveis foram semelhantes entre os grupos (P>0,05). A 

taxa de recuperação embrionária foi maior (P<0,05) no Grupo G12hP4 do que no 

Controle e G12hP4GnRH. O percentual de fertilização foi maior (P<0,05) no Grupo 

G12hP4GnRH do que no Controle e G12hP4. O maior tempo de exposição à 

progesterona reduziu (P<0,05) a proporção de embriões degenerados (Tabela 2.3).  

Tabela 2.3 Efeito da maior exposição à progesterona com ou sem agonista do GnRH 

sobre a produção embrionária das doadoras Santa Inês 

 

  Controle  G12hP4  G12hP4GnRH  

Produção de embriões    

    Total de estruturas 4,83 ± 3,86 6,89 ± 5,06 4,36 ± 3,26 

    Embriões viáveis 1,17 ± 1,70  2,55 ± 2,77 2,91 ± 2,59 

    Embriões congeláveis 0,92 ± 1,51 1,91 ± 2,63 2,27 ± 2,20 

    Recuperação (%) 58/144 (40)
b
 74/123 (60)

a
 48/130 (37)

b
 

    Fertilização (%) 20/58 (34)
b
 30/74 (41)

b
 37/48 (77)

a
 

    Embriões congeláveis (%) 11/14 (79) 21/28 (75) 25/32 (78) 

    Embriões degenerados (%) 06/20 (30)
b
 02/28 (7)

a
 05/32 (10)

ab
 

a, b
 Valores dentro da mesma linha com letras sobescritas diferem significativamente (P <0,05). 

 



 

 

6 DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados deste estudo demonstram que os tratamentos empregados foram 

eficientes em induzir o estro na grande maioria das ovelhas Santa Inês. As ovelhas 

identificadas em estro, em todos os grupos, apresentaram uma variação de 12 a 32 horas, após 

a remoção do CIDR para o início do comportamento estral, tendo médias entre 20 a 23 horas. 

Como a avaliação do estro foi realizada durante 36 horas após a retirada do CIDR, alguns 

animais podem ter vindo a manifestar o estro mais tardiamente. Um fato importante é que 

todos os animais que não foram verificados em estro também não apresentaram resposta 

superovulatória. O curto período de observação do estro favorece os animais com resposta 

superestimulatória, que reconhecidamente apresentam uma manifestação de estro precoce 

após a remoção do dispositivo de progesterona. A importâcia da avaliação do estro é que este 

evento está associado com o pico de LH e com as ovulações (Gonzalez-Bulnes et al., 2002b).  

A ausência de resposta superovulatória (< 3 ovulações) foi aproximadamente 

15%, no Controle e G12P4GnRH, enquanto que no G12hP4, cerca de 48% das fêmeas não 

responderam ao tratamento superovulatório. Alguns trabalhos mostram variações entre 20 a 

40% de fêmeas que não respondem ao tratamento superestimulatório (D’Alessandro et al., 

1996; Cordeiro et al., 2003). A maior quantidade de fêmeas não responsivas no G12hP4 

provavelmente se deve a diferenças individuais que ocorrem mesmo dentro da mesma raça 

(Cognie, 1999; Ammoun et al., 2006), uma vez que o aumento de exposição a P4 não justifica 

a maior quantidade de fêmeas não responsivas neste grupo, confirmado pela pequena taxa de 

animais não responsivos verificada no G12P4GnRH que também teve exposição a P4 

prolongada. 



44 

 

A regressão prematura de corpos lúteos (RPCL) no presente estudo não foi um 

problema associado à superovulação, uma vez que, as taxas foram baixas em todos os grupos. 

Resultados semelhantes também foram verificados por Cordeiro et al. (2003), onde também 

foram utilizadas ovelhas da raça Santa Inês em programa de superovulação. Contrariamente, 

alguns trabalhos demonstram que a RPCL pode ocorrer em uma grande quantidade das 

doadoras (~40%) (Schiewe et al., 1991; Lopes Junior et al., 2006), entretanto, a razão para a 

ocorrência desse fato não é clara (Cognie et al., 2003). 

A alta resposta superestimulatória encontrada na última aplicação de FSH 

mostrou que a dose de 133 mg de FSH usada em todos os grupos foi eficiente em promover o 

crescimento folicular múltiplo. Quando observado a diferença entre os folículos presentes nas 

duas US, o G12hP4GnRH tem uma relação mais próxima ao número de CL, o que nos sugere 

que a maior parte das ovulações ocorreram entre a última dose de FSH e 12 h após a 

inseminação. A alta taxa de fertilização das estruturas recuperadas no G12hP4GnRH também 

reforça essa hipótese, sugerindo que o tempo entre a primeira e a última ovulação tenha 

ocorrido de forma mais sincronizada, assim, ao se utilizar sêmen congelado, este grupo 

favoreceu a condição de viabilidade mais curta dos espermatozóides, gerando maior taxa de 

fertilização. Segundo Walker et al. (1986) a administração de GnRH ao final da 

superestimulação com FSH reduz o tempo entre a primeira e a última ovulação e o tempo de 

inicio das ovulações. Em outro estudo o GnRH  levou a ovulação de 44-46% das ovelhas em 

24h e em todos animais em 34h (Quirke et al., 1979), indicando o efeito benéfico no uso do 

GnRH sobre a sincronia da ovulação e consequentemente aumentando a taxa de fertilização. 

Alguns fatores são apontados como responsáveis por baixa taxa de recuperação 

embrionária após um tratamento superovulatório como: a presença de grandes folículos 

anovulatórios, que elevam a concentração de estradiol (Jabbour & Evans, 1991), afetando o 

ambiente uterino e, portanto, interferindo na captação dos oócitos pelas fímbrias ou no 

transporte dos mesmos (Murray et al., 1994); a alta taxa de ovulação prejudica a captação 

oocitária (Armstrong & Evans, 1983; Thompson et al., 1995; D’Alessandro et al., 2005; 

Simonetti, et al., 2008);  a manipulação física da ovelha e do útero, bem como a taxa de 

inflação da cavidade abdominal no momento da IA por laparoscopia, também podem 

interferir negativamente sobre a captação de oócitos pelas fímbrias (Bari et al., 1999); e a 

RPCL também está associada a baixa recuperação de embriões (Cognie et al., 2003), ou 

mesmo a nenhuma recuperação (Schiewe et al., 1990). No presente trabalho a taxa de 

recuperação foi maior no G12hP4 (60%) do que no controle (40%) e G12hP4GnRH (37%). 
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No primeiro caso ela pode ser considerada moderada e se assemelha com os 52-59% obtidos 

por Oliveira et al. (2012) e inferior a excelente taxa de recuperação (80%) relatada por 

Cordeiro et al (2003), todos em ovelhas da raça Santa Inês. Das razões para a baixa 

recuperação geral neste experimento pode-se apontar o alto número de ovulações e o não 

controle da inflação da cavidade abdominal, apesar do procedimento ter sido realizado pelo 

mesmo técnico e a cavidade ter sido inflada apenas o suficiente para a visualização do trato 

reprodutivo.  

Apesar de não existir diferença na quantidade de embriões transferíveis e 

congeláveis, estes foram mais que o dobro no Grupo com maior tempo de exposição a 

progesterona e aplicação de GnRH (G12P4GnRH) do que no Grupo Controle, possivelmente 

pela menor degeneração embrionária e maior fertilização dos oócitos no primeiro grupo. 

Menchaca et al. (2009) verificaram uma maior taxa de fertilização que foi responsável por um 

aumento no número de embriões viáveis e congeláveis quando o GnRH foi aplicado no fim 

do período de superestimulação. 

Quando o tratamento não é capaz de manter concentrações fisiologicamente 

normais de progesterona, é possível que haja alterações nos padrões de crescimento folicular e 

dominância dos grandes folículos estrogênicos (Scaramuzzi et al., 1988; Leyva et al., 1998; 

Viñoles et al., 1999), bem como alterações no processo de fertilização e no desenvolvimento 

de um embrião de boa qualidade (Theodosiadou et al., 2004; Gonzalez-Bulnes et al., 2005). O 

maior tempo de exposição à progesterona, durante a superestimulação ovariana com FSH, no 

presente estudo foi responsável por uma redução na taxa de embriões degenerados, indicando 

o efeito benéfico sobre o oócito e/ou embrião.  

Durante o fim do tratamento superestimulatório existem folículos grandes em 

diferentes graus de desenvolvimento. Para o desenvolvimento de um embrião saudável é 

necessário que o oócito adquira competência, e isto ocorre entre o final do crescimento e 

início da maturação oocitária, por meio de mudanças estruturais e moleculares (Hyttel et al., 

1997; Dieleman et al., 2002). O Aumento do período de exposição à progesterona inibe, por 

um maior tempo, o pico de LH, e isto possivelmente permitiu que os folículos que ainda 

apresentam oócitos que não atingiram a completa competência venham a desenvolver. Mesmo 

que isso cause certo grau de atresia nos folículos com oócitos já competentes isto não seria 

prejudicial, uma vez que um grau médio de atresia folicular não prejudica a capacidade do 
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oócito (Campbell et al., 1991), podendo a capacidade de desenvolvimento embrionário ser até 

aumentado com baixo grau de atresia (Blondin & Sirard, 1995). 

A melhora na qualidade do oócito e consequentemente do embrião associado a 

uma maior sincronia das ovulações é uma abordagem promissora para aumentar a eficiência 

dos programas de múltipla ovulação e transferência de embriões ovino.  

 



 

 

7 CONCLUSÃO 

 

 

O aumento da exposição à progesterona durante o protocolo de superovulação 

ovina reduziu a proporção de embriões degenerados. A associação do aumento da exposição à 

progesterona com administração de GnRH é uma alternativa que pode ser adotada em 

programas de MOTE por aumentar a taxa de fertilização das estruturas coletadas, quando 

utilizado sêmen congelado nas inseminações artificiais. 
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CAPÍTULO 3 

 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

A Santa Inês é a raça de maior expressão na ovinocultura brasileira, devido a 

sua capacidade de adaptação a diferentes regiões, porte e potencial produtivo. Desta forma, o 

melhoramento genético desses animais é de grande importância, nesse sentido, os programas 

de múltipla ovulação e transferência de embriões são fundamentais para a multiplicação de 

indivíduos selecionados com redução no intervalo entre gerações.  

Devido à variação na resposta superovulatória provocada por fatores genéticos, 

torna-se importante estabelecer um método de superovulação específico para cada raça, capaz 

de fazer com que os animais expressem o máximo do seu potencial, principalmente pensando 

em raças localmente adaptadas ou ameaçadas de extinção.  

O aumento da exposição à progesterona associado a uso de agonista de GnRH 

é uma alternativa promissora para aumentar a quantidade de embriões transferíveis nos 

programas de múltipla ovulação e transferência de embriões ovino. 

 


