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do benzoato de estradiol na aspiração folicular e transporte de gametas e embriões 
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RESUMO 
 
O objetivo do presente trabalho foi comparar o número de folículos, oócitos e a taxa 
de recuperação em ovelhas submetidas ao protocolo One Shot com e sem o uso do 
Benzoato de Estradiol; e com base nos resultados do primeiro experimento, utilizou-
se o melhor protocolo hormonal para obtenção de oócitos e assim relatar a 
viabilidade do transporte de gametas femininos e embriões ovinos produzidos in vitro 
por longas distâncias. No primeiro experimento utilizou-se 33 ovelhas pluríparas, 
mestiças (1/2 sangue Texel), lanadas, não lactantes, idade média 5 anos e com ECC 
3,0±0,3 que foram divididas em 3 grupos. O grupo One Shot (n=10) recebeu 1,5 mg 
de norgestomet (Crestar®, Intervet, Holanda) no D0 e este foi mantido por 10 dias. 
No D8 foi administrado 0,04mg de D-cloprostenol sódico (Preloban®, Intervet, 
Holanda), 200 UI FSH (Pluset®, Hertape Calier, Espanha) e 300 UI de eCG 
(Folligon®, Intervet, Holanda). No grupo Benzoato (n=11), a única diferença em 
relação ao grupo One Shot foi a administração de 0,6 mg de benzoato de estradiol 
(Estrogin®, Famavet, Brasil) em D0. No Grupo Sem Tratamento (n =12) os animais 
não receberam nenhum estímulo hormonal. A coleta dos oócitos foi realizada 
através de laparotomia 36 horas (D10) após a administração das gonadotrofinas. Foi 
observado aumento (P<0,05) na média de folículos aspirados no grupo One Shot em 
relação ao grupo sem estímulo hormonal e o Benzoato (16,3±5,6; 9,5±2,4 e 
12,1±4,1). As médias de oócitos recuperados e a taxa de recuperação foram 
superiores (P<0,05) no grupo One Shot e no Benzoato em relação ao grupo Sem 
Tratamento, resultando em 14,2±9,0/87,1% (142/163); 11,0±6,2 /91,4% (122/134) e 
6,8±3,5 /71,9% (82/114), respectivamente. No segundo experimento, foram 
utilizadas 5 ovelhas pluríparas da raça Santa Inês com ECC médio de 3,0 que foram 
submetidas a tratamento hormonal  One Shot. A aspiração folicular (OPU) foi  via 
laparotomia. Os oócitos selecionados foram envasados em TCM 199 (Nutricell, 
Brasil), gaseificados com CO2. e armazenados em incubadora de transporte (WTA, 
Sorocaba, São Paulo) com ambiente controlado em  38,5 °C e 5% de CO2. O 
transporte dos oócitos por 583 km foi realizado por meio rodoviário durante 14 horas 
até o laboratório de produção in vitro de embriões (PIVE), onde os oócitos 
completaram o período de maturação, foram fecundados com a mesma partida de 
sêmen e tiveram o cultivo iniciado em meio de cultivo SOF ovine. Após 4 dias, os 
embriões foram submetidos ao trajeto de retorno e enviados nas mesmas condições 
de transporte. Obtevê-se uma média de 9,8 ± 3 (49 / 5) embriões por doadora e 25 
mórulas da Grau I foram transferidas em 7 receptoras, sendo 3 a 4 embriões no 
estágio de mórula, no ápice do corno uterino ipslateral ao corpo lúteo. O diagnóstico 
de gestação foi realizado por ultrassonografia transretal 30 dias após a 
transferência. Uma prenhez (14,3% - 1/7) foi confirmada de uma receptora que 
apresentava 4 CLs. Um cordeiro saudável nasceu de parto eutócico após período 
gestacional normal. Os resultados demonstram que o One Shot foi o melhor 
protocolo para obtenção de oócitos e é possível obter-se prenhez a partir da PIVE, 
com transportes de oócitos e embriões por até 14 horas.  
 

Palavras-chave: Ovinos. One Shot. Benzoato de Estradiol. Oócitos. Protocolos. 



 

MAX, Marilu Constantino. In vitro production of embryos in sheep: effects of 
estradiol benzoate in follicular aspiration and transportation of gametes and embryos 
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ABSTRACT 
 
 
The aim of this study was to compare the number of follicles, oocytes and the 
recovery rate in sheep submitted to One Shot protocol with and without the use of 
estradiol benzoate, and based on the results of the first experiment, we used the best 
hormonal protocol to obtain oocytes and thus to report the feasibility of transporting 
sheep female gametes and embryos produced in vitro over long distances. In the first 
experiment we used 36 sheep pluriparous, crossbred (1 / 2 blood Texel), tossed, not 
lactating, mean age 5 years and 3.0 ± 0.3 with BCS who were divided into three 
groups. The One Shot group (n = 10) received 1.5 mg of norgestomet (Crestar ®, 
Intervet, Holland) at D0 and it was maintained for 10 days. D8 was administered 0.04 
mg D-cloprostenol (Preloban ®, Intervet, Holland), 200 IU FSH (Pluset ®, Hertape 
Calier, Spain) and 300 IU of eCG (Folligon ®, Intervet, Holland). In benzoate group (n 
= 11), the only difference with the One Shot group was the administration of 0.6 mg 
of estradiol benzoate (Estrogin ®, Famavet, Brazil) in D0. In the untreated group (n = 
12) animals received no hormone stimulation. The collection of oocytes was 
performed by laparotomy 36 hours (D10) after administration of gonadotropins. An 
increase was observed (P <0.05) in the middle of aspirated follicles in group One 
Shot against the group without hormonal stimulation and benzoate (16.3 ± 5.6, 9.5 ± 
2.4 and 12.1 ± 4 , 1). The mean of oocytes recovered and recovery rate were higher 
(P <0.05) in One Shot and benzoate as compared to group without treatment, 
resulting in 14.2 ± 9.0 / 87.1% (142/163 ), 11.0 ± 6.2 / 91.4% (122/134) and 6.8 ± 3.5 
/ 71.9% (82/114), respectively. In the second experiment, five pluriparous Santa Ines 
ewes with BCS average of 3.0 were subjected to hormone treatment One Shot. 
Follicular aspiration (OPU) was by laparotomy. The selected oocytes were loaded in 
TCM 199 (Nutricell, Brasil) and aerated with CO2 and stored in a transport incubator 
(WTA, Sorocaba, Brasil) with a controlled environment at 38.5 ° C and 5% CO2. The 
transport of oocytes by 583 km was carried out by road for 14 hours to the laboratory 
for in vitro production of embryos (IVEP), where the oocytes completed the period of 
maturation, were fertilized with semen from the same male and had started growing 
in culture medium SOF ovine. After four days, the embryos were subjected to the 
return path and sent under the same conditions of carriage. It was obtained an 
average of 9.8 ± 3 (49 / 5) embryos per donor and 25 morulae were transferred into 7 
recipients, 3 to 4 embryos at morula stage, at the height of the uterus ipslateral the 
corpus luteum. Pregnancy diagnosis was performed by transrectal ultrasonography 
30 days after embryo transfer. One pregnancy (14,3% - 1/7) was confirmed and one 
healthy lamb was born after an eutocic parturition and normal pregnancy period. The 
results show that the One Shot was the best protocol to obtain oocytes and it is 
possible to get pregnant from IVEP, with transport of oocytes and embryos for 14 
hours. 
 
 
Keywords: Ovine. One Shot. Estradiol benzoate. Oocytes. Protocols..
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INTRODUÇÃO 

 

 

A ovinocultura é uma atividade em crescimento no Brasil. Nos 

últimos anos,  

têm se observado volumes crescentes dos abates, da demanda do 

mercado doméstico, das importações e do consumo da carne (SILVA, 2008). O 

levantamento do último censo mostra que o Brasil apresenta um efetivo de 16.811 

milhões de cabeças (IBGE, 2009).  

O crescente interesse dos produtores pelas atividades da ovino e 

caprinocultura explica-se principalmente por alguns fatores: a grande valorização de 

áreas rurais, a competição de espaço entre a agricultura e a pecuária e a rapidez do 

ciclo produtivo, que nos ovinos é aproximadamente 2,5 vezes mais rápido que nos 

bovinos (HINDO, 2006).  

A necessidade de aumentar e melhorar o rebanho ovino demonstra 

a busca premente de um real estabelecimento das biotecnologias da reprodução, 

em todas as suas etapas de desenvolvimento. Estas biotecnologias, quando 

devidamente empregadas, são fortes aliadas e respondem por significativas 

melhorias na produtividade e rentabilidade dos rebanhos (SIMPLICIO et al., 2007).  

Técnicas como inseminação artificial (IA), manipulação e 

conservação do sêmen tem registros desde a década de 40 (Mies Filho, 1987). 

Entretanto, históricos e até mesmo anátomo-fisiológicos jamais tomaram a 

proporção observada em bovinos. 

A demanda atual tem feito com que diversas pesquisas sejam 

realizadas para que, tanto as técnicas acima citadas, bem como a transferência de 

embriões (TE), e mais recentemente, a produção in vitro de embriões (PIVE) tornem-

se cada vez mais aplicadas na cadeia produtiva de ovinos.  

Apesar das perspectivas promissoras, os programas de TE 

apresentam algumas limitações, como a grande variação dos animais com relação à 

resposta superovulatória, as dificuldades anatômicas para a colheita de embriões e 

mesmo para a IA com sêmen congelado. 

Em decorrência das limitações da TE, a PIVE vem se destacando, 

pois pode ser uma técnica alternativa ou complementar à produção in vivo de 

embriões. A PIVE torna mais eficiente e racional o uso de sêmen congelado, pois na 
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fecundação in vitro há um controle melhor da manipulação do gameta masculino. 

Além disso, fêmeas com restrições anatômicas em cérvix e útero podem ser 

submetidas à obtenção in vivo dos oócitos, aumentando assim sua longevidade 

reprodutiva. 

Apesar dos aspectos promissores, muitos outros ainda apresentam 

restrições para uma ampla utilização da PIVE, desde os protocolos para a aspiração 

folicular, passando pelos procedimentos de maturação oocitária, fecundação e 

desenvolvimento dos embriões, até o momento da transferência. 

Considerando-se os protocolos de aspiração folicular, um aspecto 

peculiar é a reduzida utilização do Benzoato de Estradiol na espécie ovina, pois este 

fármaco, de baixo custo, tem sido amplamente utilizado em bovinos, em protocolos 

para diversas biotecnologias. Desta maneira, seria de alta pertinência um estudo 

para aferir os efeitos do BE sobre a obtenção de oócitos, visando a produção in vitro 

de embriões. 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a utilização da produção in 

vitro de embriões na espécie ovina, desde os protocolos pré aspiração folicular até 

manipulação de gametas e embriões in vitro. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

A ovinocultura é carente em tecnologias avançadas bem como em 

investimentos na formação e qualificação de mão de obra especializada. Apesar das 

limitações existentes, tem havido uma crescente demanda por parte da iniciativa 

privada nas biotecnologias da reprodução que visem o incremento da produtividade 

e da rentabilidade dos rebanhos. Dentre estas biotecnologias podemos ressaltar a 

sincronização de estros, inseminação artificial (IA), utilização da ultrassonografia, 

transferência de embriões (TE) e a produção in vitro de embriões (PIVE; GUSMÃO; 

ANDRADE MOURA, 2005).   

As biotecnologias reprodutivas estão diretamente ligadas ao sucesso 

da produção de ovinos, pois este é determinado, entre outros fatores, pela produção 

de cordeiros para abate, que varia em função do número de matrizes e seu 

desempenho reprodutivo (SASA, 2003). 

A produção de cordeiros alcançou um patamar mais sólido com o 

desenvolvimento da sincronização do estro, na década de 60, pois isto facilitou o 

uso de técnicas de inseminação artificial em ovelhas e permitiu a concentração dos 

partos (Menchaca et al., 2004). Com o melhor conhecimento da sincronização do 

estro, os progestágenos passaram a ser amplamente utilizados, tanto no período de 

atividade reprodutiva, como no período de estacionalidade (UNGERFELD; 

RUBIANES, 2002; KOHNO et al., 2005; DOGAN; NUR, 2006; OZYURTLU et al., 

2008). 

Como vantagens da sincronização de estros, podemos citar a 

concentração dos cios, concentração da mão-de-obra, indução da ciclicidade de 

fêmeas em anestro, diminuição do intervalo entre partos, melhor utilização do 

reprodutor, maiores taxas de prenhez no início das estações de monta e 

homogeneização dos lotes, com maiores ganhos na comercialização (HENDERSON 

et al., 1984). 

A sincronização de estro é uma técnica bastante utilizada 

juntamente com a inseminação artificial, gerando benefícios como, por exemplo, a 

diminuição do intervalo entre gerações e maior homogeneidade dos lotes. Entretanto 

é uma biotecnologia que propicia uma melhor disseminação do material genético dos 
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machos. Já a produção de embriões, seja a TE ou a PIVE, propicia uma 

complementaridade biológica dos genomas masculino e feminino, resultando em 

rápido incremento genético e menor intervalo entre gerações (FREITAS; SIMPLÍCIO, 

2001; MOBINI; HEATH; PUGH, 2005). 

A TE vem sendo utilizada há vários anos, mas com resultados muito 

variáveis. Gusmão et al. (2007) relataram que 26% das doadoras superovuladas não 

responderam ao tratamento, com uma grande variação de embriões recuperados - 0 

a 31 por doadora. Simonetti et al. (2007), demonstraram casos de ampla variação na 

produção de embriões em até 77% das doadoras. Além da variabilidade à resposta 

superovulatória, falhas na fecundação dos oócitos são muito comuns (COGNIÉ et 

al., 2003; TRALDI, 2006; BALDASSARRE, 2007; GUSMÃO et al., 2007, SIMPLÍCIO 

et al., 2007). Acredita-se que uma das causas da variação da resposta 

superovulatória esteja relacionada com a presença de folículos maiores ou iguais a 6 

mm no momento do início da superovulação. Traldi (2006) afirmou ainda que fatores 

genéticos, nutricionais e estacionais exerçam forte influência em tal aspecto. A baixa 

taxa de fecundação ocorre provavelmente pela assincronia das ovulações após a 

retirada do progestágeno (COGNIÉ et al., 2003). Traldi (2006) acrescentou que uma 

das causas da baixa taxa de fecundação dos oócitos em programas TE refere-se a 

grande quantidade de muco produzido por fêmeas superovuladas, o que 

incompatibiliza o transporte espermático e consequentemente a fecundação dos 

oócitos ovulados.  

Considerando as informações supra citadas, a produção de 

embriões in vitro (PIV) tem se tornado uma alternativa bastante interessante para a 

realização de pesquisas básicas, bem como para uso comercial das biotecnologias 

da reprodução (COGNIÉ et al., 2004). Algumas das vantagens da PIV em relação a 

TE foram citadas por Baldassarre (2007), sendo elas: o método de obtenção dos 

oócitos in vivo, realizado através de laparoscopia é menos traumático que os 

métodos tradicionais de recuperação de embriões em programas TE de ovinos. Por 

esse motivo o procedimento pode ser repetido com maior frequência durante a vida 

reprodutiva das doadoras. Além disso, a OPU evita problemas como a baixa taxa de 

ovulação, baixa taxa de fecundação e alta incidência de regressão prematura de 

corpos lúteos. O mesmo autor ressalta que é extremamente raro que na OPU uma 

doadora produza menos que um embrião transferível por sessão. Outra vantagem 

ainda é o fato desta biotécnica parecer ser menos influenciada pelos fatores da 
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estacionalidade (PIERSON et al., 2004). Apesar de todas as vantagens 

apresentadas, muitos aspectos ainda precisam ser melhores definidos, desde os 

protocolos pré-aspiração e técnicas de colheita dos oócitos até o momento da 

transferência. 

Um dos pontos que tem sido largamente estudado é a preparação 

das doadoras para OPU. Vários autores avaliaram protocolos, testando estimulações 

com doses únicas ou múltiplas de eCG ou FSH, e até mesmo a associação entre 

eles, bem como o uso de GnRH ou seus antagonistas e também de estradiol, tendo 

em vista a busca do maior número de folículos por aspiração, melhor taxa de 

recuperação, melhor qualidade dos oócitos recuperados, bem como a melhor 

produção de embriões in vitro (BERLINGUER et al., 2006; KELLY et al., 2005; 

BERLINGUER et al., 2004; COGNIÉ et al., 2004; KELLY et al., 2004; KOEMAN et 

al., 2003; ALBERIO et al, 2002; BALDASSARRE et al., 2002; BALDASSARRE et al, 

1996; PTAK et al., 1999; O´BRIEN et al, 1997).  

Tais protocolos culminaram em ampla variação em todos os 

aspectos, contudo os mais promissores são os de Baldassarre (2007) que afirmou 

que tem obtido há vários anos uma média de 14 oócitos por doadora, com uma taxa 

de recuperação média de 80%, e uma média de 8 embriões por doadora, seguidas 

de 50 a 80% de taxa de prenhez após transferência. Os dados apresentados 

mostram o potencial da técnica em produzir bons resultados, os quais podem ser 

inclusive melhorados com a aplicação de novas tecnologias. 

O número final de embriões transferíveis aumenta de acordo com o 

maior número de folículos responsivos às gonadotrofinas. Isto depende da ausência 

do folículo dominante ao início do tratamento superovulatório (GONZALEZ-BULNES 

et al., 2004). Em bovinos a ablação do folículo dominante tem sido descrita como 

método para melhorar a recuperação de embriões (BUNGARTZ; NIEMMAN, 1994) 

embora menos eficiente em ovinos devido ao tamanho dos animais e suas 

características do trato genital (GONZALEZ-BULNES et al., 2004). A melhor opção 

nesta espécie é induzir baixos níveis de LH e FSH, visto que a dominância é 

estabelecida em altas concentrações de LH (GONZALEZ-BULNES et al., 2004).  

O número de folículos disponíveis para a aspiração folicular 

apresenta considerável variação conforme a dinâmica folicular, sendo o início da 

onda o momento mais favorável para a recuperação, pelo maior número de folículos 

e pela melhor eficiência na captação dos oócitos a partir de folículos menores 



19 
 

(SENEDA et al., 2001). Em bovinos, quando a aspiração folicular é realizada 

independente da fase do ciclo estral, mais de 85% dos folículos ovarianos são 

atrésicos. Existem fortes evidências de que o estágio de desenvolvimento do folículo 

é importante para determinar a qualidade do oócito (SIRARD et al., 1999, 

CASTILHO et al., 2007). 

 Com o objetivo de incrementar a recuperação de oócitos, diversos 

protocolos pré-aspiração tem sido estabelecidos visando controlar a onda de 

crescimento folicular. Em bovinos, dentre as formas de controle do crescimento 

folicular, o tratamento com progesterona e estradiol têm sido eficazes para promover 

a atresia dos folículos em desenvolvimento, e a emergência de uma nova onda 

folicular 3 a 5 dias após (4,3 em média), devido à ação inibitória destes dois 

hormônios sobre o FSH (BÓ et al., 1994; BÓ et al., 2006). Assim, a resposta 

gonadotrófica em bovinos é melhor quando é iniciada exatamente no momento da 

emergência da onda folicular (NASSER et al.,1993, ADAMS et al., 1994). Nesta 

condição, pode-se obter maior número de folículos após a aplicação das 

gonadotrofinas (BÓ et al., 2002). 

Um dos mais consagrados protocolos para a aspiração folicular em 

ovinos é o One Shot, com o qual pode-se obter média de 12 folículos/doadora por 

procedimento, com uso associado de FSH, eCG e PGF2α, além de uso 

concomitante do implante de progesterona (BALDASSARRE et al., 1996). Tal valor 

mostra-se bastante superior à média de 7 folículos por doadora, quando não se usa 

nenhum protocolo (KÜHHOLZER et al., 1999). 

Na espécie bovina, obtém-se maior eficiência dos protocolos quando 

se programa a regressão folicular ao início do tratamento, com de uso do Benzoato 

de Estradiol, em conjunto com uma fonte de Progesterona (BÓ et al., 2006). Desta 

maneira, há um maior aproveitamento das gonadotrofinas exógenas quando estas 

são aplicadas exatamente no momento da emergência da onda folicular iniciada 

após a regressão da primeira onda (NASSER et al.,1993, ADAMS et al., 1994). De 

modo geral, fêmeas da espécie bovina apresentam emergência de uma nova onda 

folicular ao redor de três a quatro dias após a aplicação de estradiol 17 beta e 

progesterona (MEIKLE et al., 2001, BARRET et al., 2008). Apesar da eficácia do 

estradiol 17 beta, este tem sido cada vez mais substituído pelo benzoato de 

estradiol, considerando-se a eficácia semelhante e um custo muito menor. 
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Apesar dos avanços e ampla utilização da associação estrógeno e 

progesterona em bovinos, como recurso eficiente para induzir a regressão de 

folículos antrais, há escassos trabalhos semelhantes na espécie ovina. Talvez o 

reduzido número de relatos seja causado pelas restrições da espécie, como grandes 

variações no intervalo entre ondas (BARRET et al., 2008), no número de ondas 

(GINTHER et al., 1995) e na extensão do ciclo (BARTLEWISKI et al., 1999). Apesar 

de tais desafios, a expectativa de agregar uma fonte de estrógeno ao consagrado 

protocolo One Shot mostra-se bastante promissora, pela perspectiva de incrementar 

o aproveitamento do eCG, caso o estrógeno, em colaboração com o implante de 

progesterona, fosse eficiente em causar a regressão folicular ao primeiro dia do 

protocolo. 

Já foi estudada a utilização do estradiol 17 beta juntamente com 

uma fonte de progesterona, tendo as ovelhas apresentado emergência de nova 

onda folicular aproximadamente 4 a 7 dias após (BARRET et al., 2008). No entanto, 

seria interessante considerar a substituição do estradiol 17 beta pelo benzoato de 

estradiol, considerando o menor custo e a maior disponibilidade deste. 

Considerando os aspectos supracitados, o presente trabalho refere-

se à associação do benzoato de estradiol ao protocolo One Shot, buscando-se 

incrementar a obtenção in vivo de oócitos para a produção in vitro de embriões. 
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JUSTICATIVA 

 

 

A produção in vitro de embriões na espécie ovina apresenta uma 

aplicação reduzida em rebanhos comerciais, contrastando com o amplo 

desenvolvimento verificado na espécie bovina, especialmente no rebanho brasileiro.  

A utilização de protocolos hormonais certamente representa uma 

condição muito promissora de incrementar a PIVE em ovinos, com a perspectiva de 

disponibilizar um maior número de oócitos disponíveis por procedimento. No entanto 

o número de protocolos para a espécie ovina é mais restrito quando comparado aos 

bovinos, sendo possível considerar a possibilidade de adaptação de algumas 

estratégias farmacológicas utilizadas nos bovinos para as ovelhas. 

O estrógeno, em especial o Benzoato de Estradiol, representa uma 

importante ferramenta hormonal em bovinos, embora haja pouquíssima informação a 

respeito na espécie ovina. Apesar das semelhanças reprodutivas com a espécie 

bovina, não há registros do uso do BE associado à progesterona no primeiro dia dos 

protocolos hormonais utilizados em ovinos. A perspectiva dessa associação 

hormonal é a mesma observada em bovinos, ou seja, induzir a regressão dos 

folículos em crescimento e emergência de nova onda folicular. 

Outro aspecto limitante para a PIVE em ovinos é o número restrito 

de laboratórios especializados nesta espécie. Assim, o estabelecimento de um 

método eficiente de transporte de oócitos e embriões poderia contribuir para uma 

maior expansão desta biotécnica na espécie ovina.  
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HIPÓTESES 

 

 

EXPERIMENTO A 

 

O uso do Benzoato de Estradiol associado ao protocolo One Shot proporciona 

maior número de folículos e oócitos para a aspiração folicular, quando comparado 

com o One Shot isoladamente.  

 

 

EXPERIMENTO B 

 

Pode-se produzir prenhezes da espécie ovina após transportar oócitos e 

embriões por períodos de até 14 horas. 
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OBJETIVOS 

 

 

EXPERIMENTO A 

 

Objetivo Geral  

Testar a eficiência do acréscimo do Benzoato de Estradiol ao protocolo One 

Shot para a aspiração folicular em ovelhas.  

 

 

Objetivo Específico 

Avaliar a eficiência do protocolo One-Shot, na presença ou ausência do 

Benzoato de Estradiol, quanto ao número de folículos, oócitos e a taxa de 

recuperação. 

 

  

EXPERIMENTO B 

 

Objetivo Geral  

Utilizar o melhor protocolo obtido no Experimento I para a produção de 

embriões in vitro. 

 

 

 Objetivo Específico 

Produzir prenhezes na espécie ovina, a partir da produção in vitro de 

embriões, considerando-se transporte de oócitos e embriões por até 14 horas.  
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Resumo 
 
Considerando o efeito benéfico do Benzoato de Estradiol (BE) na sincronização do 
crescimento folicular em bovinos, o objetivo do presente trabalho foi comparar o 
número de folículos, oócitos e a taxa de recuperação em ovelhas submetidas ao 
protocolo One Shot com e sem o uso do BE. Ovelhas pluríparas, mestiças (1/2 
sangue Texel), lanadas, não lactantes (n = 33), idade média 5 anos e com ECC 
3,0±0,3 foram divididas em 3 grupos. O grupo One Shot (n=10) recebeu 1,5 mg de 
norgestomet (Crestar®, Intervet, Holanda) no D0 e este foi mantido por 10 dias. No 
D8 foi administrado 0,04mg de D-cloprostenol sódico (Preloban®, Intervet, Holanda), 
200 UI FSH (Pluset®, Hertape Calier, Espanha) e 300 UI de eCG (Folligon®, 
Intervet, Holanda). No grupo BE (n=11), a única diferença em relação ao grupo One 
Shot foi a administração de 0,6 mg de benzoato de estradiol (Estrogin®, Famavet, 
Brasil) em D0. No Grupo Sem Tratamento (n =12) os animais não receberam 
nenhum estímulo hormonal. A coleta dos oócitos foi realizada através de laparotomia 
36 horas (D10) após a administração das gonadotrofinas. O meio utilizado para 
aspiração era composto por solução fisiológica 0,9% aquecida e acrescida de 0,05 
mg/mL de heparina (Parinex®, Hipolabor, Brasil, 5000 UI/0,25ml). Os resultados 
foram submetidos à análise de variância e teste do Qui-quadrado com nível de 
significância de 5%. Foi observado aumento (P<0,05) no número de folículos 
aspirados no grupo One Shot em relação ao grupo sem estímulo hormonal e o 
Benzoato (16,3±5,6; 9,5±2,4 e 12,1±4,1; P<0,05). As médias de oócitos recuperados 
e a taxa de recuperação foram superiores (P<0,05) no grupo One Shot e no 
Benzoato em relação ao grupo Sem Tratamento, resultando em 14,2±9,0/87,1% 
(142/163); 11,0±6,2 /91,4% (122/134) e 6,8±3,5 /71,9% (82/114), respectivamente. 
Concluímos que o One Shot apresentou o melhor resultado quanto ao número de 
folículos e oócitos obtidos, quando comparado com One Shot associado ao BE.  
 
Palavras-chave: Ovinos. One Shot. Benzoato de Estradiol. Oócitos. Protocolos. 
 

 

Abstract 
 

Our objective was to compare the number of follicles, oocytes and the recovery rate 
in sheep submitted to protocol One Shot with or  without the use of EB . Pluriparous 
sheep, crossbred (1 / 2 blood Texel), tossed, non-lactating (n = 33), mean age 5 
years and 3.0 ± 0.3 with BCS were divided into three groups. The One Shot group (n 
= 10) received 1.5 mg of norgestomet (Crestar ®, Intervet, Holland) at D0 and  it was 
maintained for 10 days. On D8 it was administered 0.04 mg D-cloprostenol (Preloban 
®, Intervet, Holland), 200 IU FSH (Pluset ®, Hertape Calier, Spain) and 300 IU of 
eCG (Folligon ®, Intervet, Holland). In the EB group (n = 12), the only difference with 
the One Shot group was the administration of 0.6 mg of estradiol benzoate (Estrogin 
®, Famavet, Brazil) in D0. In the untreated group (n = 12) animals received no 
hormone stimulation. The collection of oocytes was performed by laparotomy 36 
hours (D10) after administration of gonadotropins. The medium used for aspiration 
consisted of warmed 0,9% saline plus 0.05 mg / mL heparin (Parinex®, Hipolabor, 
Brazil, 5000 UI/ml ampoule 5ml). The results were subjected to analysis of variance 
and chi-square test with significance level of 5%. An increase was observed (P 
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<0.05) on the number of aspirated follicles in group One Shot against the group 
without hormonal stimulation and benzoate (16.3 ± 5.6, 9.5 ± 2.4 and 12.1 ± 4 ,1; 
P<0,05). The mean of oocytes recovered and recovery rate were higher (P <0.05) in 
One Shot and benzoate as compared to group without treatment, resulting in 14.2 ± 
9.0 / 87.1% (142/163 ), 11.0 ± 6.2 / 91.4% (122/134) and 6.8 ± 3.5 / 71.9% (82/114), 
respectively. We conclude that the One Shot had the best result on the number of 
follicles and oocytes, as compared with One Shot associated with BE. 
 
Keywords: Ovine. One Shot. Estradiol Benzoate. Oocytes. Protocols. 
 

 

INTRODUÇÃO 

 

A recuperação de oócitos de fêmeas vivas, ovum pick-up (OPU), é 

largamente realizada em diversas espécies, com maior destaque para bovinos. 

Contudo sua exploração comercial em pequenos ruminantes é ainda bastante 

limitada, sendo mais utilizada na pesquisa fundamental para produção de clones e 

animais transgênicos produtores de proteínas recombinantes de interesse da 

indústria farmacêutica e na medicina humana (Baldassarre et al., 1994 e 1996; Graff 

et al., 1999; Baldassarre et al., 2002 e 2004b).  

Na espécie ovina a produção in vitro de embriões (PIVE) evita 

problemas como a baixa taxa de ovulação e fecundação, além da alta incidência de 

regressão prematura de corpos lúteos. Estes aspectos são considerados 

responsáveis por 25% das fêmeas que não produzem embriões transferíveis nos 

lavados uterinos, além de possibilitar a utilização de fêmeas velhas ou animais com 

problemas reprodutivos (Baldassarre et al., 2004a, Baldassarre et al., 2007). O 

mesmo autor ressalta que é extremamente raro a produção de menos de um 

embrião por doadora por procedimento, na PIVE.  

A média de oócitos obtidos por doadora na OPU via laparotomia e 

laparoscopia em pequenos ruminantes é de, respectivamente, 12 e 14. Com base 

nestes dados é possível notar que não há diferenças no número de oócitos obtidos 

entre os métodos de aspiração folicular (Ptak et al., 1999; Baldassarre et al., 2007). 

No entanto a laparoscopia é uma técnica menos invasiva que pode ser repetida 

várias vezes na mesma fêmea, entretanto é um material honeroso que requer mão-

de-obra experiente na técnica (Kühholzeret al., 1997). 

Apesar das vantagens apresentadas, muitos aspectos ainda 

precisam de aperfeiçoamento, desde os protocolos hormonais para a aspiração 
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folicular, técnicas de colheita dos oócitos, procedimentos in vitro (maturação, 

fecundação e cultivo) até o momento da transferência dos embriões. 

Os protocolos hormonais proporcionam um significativo incremento 

na obtenção de oócitos e consequentemente embriões produzidos, quando 

comparado com ovelhas não tratadas (Baril, 2006). Dentre os procedimentos 

testados, nota-se diversas variáveis, com protocolos hormonais utilizando 

progestágenos, eCG e/ou FSH com diversas estratégias de utilização (Kelly et al., 

2005; Berlinguer et al., 2004; Cognié et al., 2004; Koeman et al., 2003; Alberio et al., 

2002; Baldassarre et al., 2002; Stangl  et al., 1999; Ptak et al., 1999).   

Em bovinos, o controle do folículo dominante ao início do protocolo 

permite a realização da aspiração folicular no começo da onda subsequente, com 

mais vantagens para a recuperação dos oócitos, pelo maior número de folículos de 

menor diâmetro (Seneda et al., 2001). Além da maior quantidade de oócitos, a 

qualidade dos oócitos também pode ser superior, quando a aspiração folicular é 

realizada na emergência da onda (Sirard et al., 1999, Castilho et al., 2007). Ainda na 

espécie bovina, a regressão folicular ao início do tratamento é realizada 

principalmente com progesterona e estradiol, os quais têm sido eficazes para 

promover a atresia dos folículos em desenvolvimento, propiciando a emergência de 

uma nova onda folicular após 3 a 5 (4,3 em média) dias, devido à ação inibitória 

destes dois hormônios sobre o FSH (Bó et al., 1994; Bó et al., 2006). 

Em ovinos o uso do estradiol 17 beta com progesterona resultou em 

uma nova emergência da onda folicular aproximadamente 4 a 7 dias após (Barret et 

al., 2008). Já o Benzoato de Estradiol ainda não possui seu uso estabelecido, 

apesar ser mais acessível que o estradiol 17 beta.  

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a utilização do Benzoato 

de Estradiol em um protocolo hormonal já estabelecido (One Shot) na recuperação 

de oócitos em ovinos. 

 

 



34 
 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 

Local 

 

O experimento foi conduzido em uma propriedade localizada no 

município de Londrina, no norte do estado do Paraná, Brasil (23⁰ 30’ 26” de latitude 

sul, 51⁰ 14’ 06’’ de longitude oeste) no início da estação reprodutiva. O clima 

predominante no local é o subtropical, com concentração de chuvas no verão.  

Durante o período experimental os animais foram mantidos em 

pastagem composta de grama Estrela Roxa (Cynodon pletostachyrus Pilger) e 

grama Mato Grosso (Paspalum notatum), sob pastejo contínuo, com acesso a sal 

mineral a água ad libitum. À noite, os animais eram levados para o aprisco e, pela 

manhã, era fornecido 200 g/dia de casquinha de soja por animal. 

 

 

Animais 

 

Foram utilizadas 33 fêmeas pluríparas, mestiças (1/2 sangue Texel), 

lanadas, com idade média de 5 anos, não lactantes, clinicamente saudáveis e com 

escores de condição corporal (ECC) 3,0±0,3 escala de 1 a 5 (Caldeira e Vaz 

Portugal, 1998). 

 

 

Distribuição dos grupos e tratamentos 
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Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais de acordo 

com o ECC. O grupo One Shot (n=10) recebeu um implante via auricular de 1,5 mg 

de norgestomet (Crestar®, Intervet, Holanda) no D0 e este foi mantido por 10 dias. 

No D8 foi administrado via intramuscular 0,04mg de D-cloprostenol sódico 

(Preloban®, Intervet, Holanda), 200 UI FSH (Pluset®, Hertape Calier, Espanha) e 

300 UI de eCG (Folligon®, Intervet, Holanda) (Figura 1). No grupo Benzoato (n=11), 

a única diferença em relação ao grupo One Shot foi a administração via 

intramuscular de 0,6 mg de benzoato de estradiol (Estrogin®, Famavet, Brasil) no D0 

(Figura 2). A dose de estrogênio foi baseada na dose utilizada em bovinos de acordo 

com o peso corporal (Bogacz et al., 1999). No Grupo Sem Tratamento (n =12) os 

animais não receberam nenhum estímulo hormonal, sendo que estes receberam 

administração de solução salina via intramuscular para serem manejados da mesma 

maneira que os animais que receberam tratamento hormonal. A coleta dos oócitos 

foi realizada através de laparotomia 36 horas (D10) após a administração das 

gonadotrofinas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 –  Diagrama esquemático do protocolo do grupo One Shot 
administrado em ovelhas adultas e lanadas no início da 
estação reprodutiva.  
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Figura 2 –  Diagrama esquemático do protocolo do grupo Benzoato 
administrado em ovelhas adultas e lanadas no início da 
estação reprodutiva. 

 

 

 

 

Descrição da técnica de laparotomia e aspiração folicular 

 

Antes de cada procedimento, os animais foram submetidos a jejum 

hídrico e sólido (12 e 24 horas, respectivamente). Para realização da laparotomia, os 

animais eram canulados na veia jugular com cateter número 18G (Becton Dickson, 

Barsil) e mantidos em fluidoterapia lenta com solução fisiológica 0,9% (1 gota a cada 

2 segundos) durante todo o procedimento. O protocolo anestésico utilizado foi com 

Xilazina 2% (0,05 mg/kg a 0,2 mg/kg - Dorcipec®, Vallée – Brasil) via intravenosa e 

infiltração no local da incisão com Lidocaína 2% (Lidovet®, Bravet, Brasil). Após a 

administração da Xilazina os animais eram contidos em decúbito dorsal em maca 

cirúrgica, para realização da tricotomia e anti-sepsia com Iodo Degermante e Álcool 

70˚GL na região abdominal, cranialmente ao úbere. Em seguida, uma incisão 

retroumbilical de aproximadamente de 5 cm era feita na linha Alba. O peritôneo era 

divulsionado e o útero assim, como os ovários, eram localizados e cuidadosamente 

exteriorizados. Durante todo o procedimento, os cornos uterinos e ovários eram 

lavados com solução fisiológica heparinizada (0,1UI/ml) aquecida, visando manter a 

vitalidade do órgão e prevenir futuras aderências. 

Para realização da punção folicular foi utilizada uma agulha 

hipodérmica descartável de 30x8 mm (Becton Dickson, Brasil) conectada a um tubo 

cônico de 50 ml (Corning, USA), por uma mangueira de silicone de 0,8 m e diâmetro 

interno de 2 mm. A aspiração foi realizada a partir de uma pressão negativa 

correspondente à vazão de 13 ml de H20/min, gerada por uma bomba de infusão 

contínua (Nutrimat II, B-Braun, Brasil), conforme descrito por Seneda et al., (2005). 

O meio utilizado para aspiração era composto por solução fisiológica 

acrescida de 0,05 mg/mL de heparina. Todos os folículos visíveis de ambos ovários 

D0  D8  D10 
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foram contados e aspirados. Os folículos com maior diâmetro no momento da 

aspiração foram classificados como dominantes, apesar de não ter sido estabelecido 

se os mesmos se encontravam ativos. Ao término da aspiração, o útero e os ovários 

foram recolocados em sua posição anatômica e em seguida foi realizada a sutura da 

ferida cirúrgica. A camada muscular e o subcutâneo foram suturados com fio categut 

número 0 (PolySuture, Brasil) e a pele com fio Nylon número 1 (PolySuture, Brasil).  

Todos os animais receberam antibiótico (Tribrissem®, Intervet, 

Holanda, Trimetropin e Sulfadiazina, 30 mg/kg/IM/SID por 5 dias) e antiinflamatório 

(Desflan®, Ouro Fino, Brasil, Flunexin Meglumine, 2.2 mg/kg/IM/SID por 5 dias). Os 

pontos foram retirados após 10 dias. 

 

 

Descrição da técnica para busca e classificação dos oócitos 

 

Após a aspiração de todos os folículos, era realizada a aspiração de 

20 mL de meio para recuperar os oócitos que eventualmente se encontrassem no 

interior da agulha. Imediatamente após a aspiração, o fluido folicular recuperado era 

passado em um filtro de 70 micras (Emcom, Nutricell, Brasil) e subsequentemente 

lavado com solução salina 0,9% aquecida. Finalmente era realizada a busca e 

classificação dos oócitos em estereomicroscópio (Meiji Techno, EMZ, Japão). Todos 

os procedimentos foram realizados pelo mesmo Médico Veterinário. 

Imediatamente após a recuperação dos oócitos, foi realizada a 

classificação dos mesmos de acordo com Seneda et al., 2001.  

 

 

Delineamento experimental e Análise Estatística 

 

Os parâmetros avaliados foram número de folículos, número e 

qualidade dos oócitos e taxa de recuperação por tratamento, no dia da aspiração 

folicular. 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância e 

teste do Qui-quadrado com nível de significância de 5%.  
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RESULTADOS 

 

Das 33 ovelhas utilizadas no presente experimento foram aspirados 

411 folículos e obteve-se 346 oócitos, resultando em uma taxa de recuperação total 

de 84,18%. 

Foi observado aumento (P<0,05) no número de folículos aspirados 

no grupo One Shot em relação ao grupo Sem Tratamento Hormonal e o Benzoato 

(Tabela 1). A taxa de recuperação foi superior (P<0,05) nos grupos One Shot e 

Benzoato com relação ao grupo sem tratamento hormonal (Tabela 1). As médias de 

oócitos recuperados foram superiores (P<0,05) no grupo One Shot e no Benzoato 

em relação ao grupo Sem Tratamento Hormonal, resultando em 14,2±8,0; 10,5±6,1 

e 6,1±3,2, respectivamente (Tabela 2). 

Houve uma maior porcentagem de folículos dominantes, no 

momento da aspiração, nas fêmeas do grupo Benzoato (81%), em relação aos 

animais dos grupos One Shot (60%) e sem tratamento (58%) (Figura 3). 

 

 

Tabela 1 –  Média de folículos, oócitos e porcentagem da taxa de recuperação 
obtidos de ovelhas adultas e lanadas submetidas a protocolos 
hormonais pré aspiração folicular no início da estação reprodutiva.  

Valores seguidos de letras diferentes mesma coluna indicam diferença (P<0,05). 
 

 

     

Grupos N Folículos 

(Média±DP) 

Oócitos 

(Média±DP) 

Taxa recuperação 

(%) 

 

Sem Tratamento 

 

12 

 

9,5±2,4a 

 

6,8±3,5a 

 

71,9 (82/114)a 

 Benzoato 11 12,1±4,1a 11,0±6,2a 91,4 (122/134)a 

One Shot 

 

10 

 

16,3±5,6b 

 

14,2±9,0b 

 

87,1 (142/163)b 
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Tabela 2 –  Número total de oócitos e média de viáveis obtidos após a aspiração 
folicular de ovelhas adultas e lanadas submetidas a dois protocolos 
hormonais pré aspiração folicular no início da estação reprodutiva.  

Valores seguidos de letras diferentes na mesma coluna indicam diferença (P<0,05). 

 

 

 

Figura 3 – Porcentagem de folículos dominantes por grupo observados no momento 
da aspiração folicular de ovelhas adultas e lanadas, submetidas a 
protocolos hormonais pré aspiração folicular no início da estação 
reprodutiva.  

 

Grupos 

 

N 

 

Total de Oócitos 

 

Oócitos Viáveis  

 

 

Sem Tratamento 

 

12 

 

82 

 

6,1±3,2a 

 

Benzoato 11 122 10,5±6,1ab  

One Shot 

 

10 142 14,0±8,0b  

% 

folículos 
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DISCUSSÃO 

 

No presente trabalho concluiu-se que ovelhas submetidas ao 

protocolo hormonal One Shot apresentaram melhores resultados na aspiração 

folicular do que as tratadas com Benzoato de Estradiol mais One Shot.  A 

superioridade ocorreu em número de folículos aspirados, total de oócitos obtidos, 

qualidade dos oócitos e taxa de recuperação. 

Com relação aos folículos aspirados, obtivemos, em média, 16 

folículos por doadora submetida ao One Shot, valor superior ao descrito por 

Baldassarre et al., (1996), utilizando o mesmo protocolo, cuja média obtida foi de 12 

folículos por ovelha. Nos animais que não receberam estímulo hormonal, obtêve-se 

uma média de 9 folículos por doadora, valor superior ao obtido por Kühholzer et al. 

(1999), os quais obtiveram uma média de 7 folículos por animal. Em relação ao 

Benzoato de Estradiol, a média de folículos por animal foi de 12, valor inferior ao 

One Shot isoladamente, demonstrando uma menor eficiência no crescimento 

folicular quando a associação do BE foi utilizada.  

A proposta do uso do Benzoato de Estradiol, em conjunto com uma 

fonte de progesterona presente no One Shot, foi buscar a mesma ação verificada em 

bovinos, ou seja, promover a regressão dos folículos e emergência de nova onda 

folicular (Bó et al., 2006). Isto poderia proporcionar uma melhor sincronia do 

desenvolvimento folicular, favorecendo um resultado superior quando fossem 

aplicados o FSH e o eCG (One Shot). Em bovinos, já está descrita a resposta 

superovulatória superior quando é iniciada exatamente no momento da emergência 

da onda folicular (Nasser et al.,1993, Adams et al., 1994). No entanto, a média de 

oócitos obtida nos animais tratados com Benzoato de Estradiol foi inferior à média 

das fêmeas que só receberam One Shot. Algumas possíveis explicações podem ser 

consideradas, como, por exemplo, o intervalo entre a aplicação do BE e das 

gonadotrofinas. Este espaço de tempo – 8 dias – pode ter sido longo, considerando-

se a possibilidade de emergência de uma nova onda três a quatro dias após a 

aplicação de estradiol 17 beta e progesterona (Meikle et al., 2001, Barret et al., 

2008). Entretanto este momento pode ter sido adequado, pois os mesmo autores 
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relatam a emergência de ondas foliculares até 7 dias após a administração de 

estrógeno e progesterona. 

Um fator que deve ser levado em consideração é que o grupo 

tratado com BE pode ter tido uma sincronia da onda folicular satisfatória, pois houve 

um maior número de folículos dominantes. Este dado nos leva a crer que neste 

intervalo de 8 dias entre a aplicação do BE e das gonadotrofinas foi suficiente para 

haver a regressão e emergência de nova onda e que no momento da administração 

da gonadotrofinas já houvesse a divergência folicular. Neste caso o protocolo teria 

favorecido apenas o desenvolvimento do folículo que já expressasse receptores 

para as gonadotrofinas. Para programas de inseminação artificial em tempo fixo, isto 

poderia até ser vantajoso. No entanto, para nosso propósito de aspiração folicular, a 

presença do folículo dominante não era almejada. Embora tenhamos estabelecido o 

exame ultrassonográfico diário para poder acompanhar o desenvolvimento folicular, 

as dificuldades anatômicas da espécie não permitiram a acurácia dos achados.  

O aspecto das ondas foliculares em ovinos mostra-se bastante 

complexo, pois as referências são bastante contraditórias. Há citações de 3, 4, 5 e 

até 6 ondas foliculares por ciclo estral (Ginther et al., 1995). A extensão do ciclo 

também é bastante controversa, com citações de ciclos de 9, 14, 22 e até 24 dias 

(Bartlewiski et al., 1999). Outro aspecto crítico refere-se ao tamanho folicular durante 

as avaliações. Os folículos são detectados, pela maioria dos ultrassons, ao redor de 

2 mm de diâmetro, sendo possível considerar que a dominância ou emergência e a 

atresia ocorrem em intervalos muito próximos deste tamanho (Seekallu et al., 2010). 

As dificuldades em acompanhar o crescimento e a regressão dos folículos são 

evidentes, considerando-se o reduzido tamanho dos ovários e a impossibilidade de 

manipulação dos mesmos. 

Considerando-se a obtenção de oócitos, as ovelhas tratadas com o 

One Shot produziram 14 oócitos, média superior à descrita na literatura (Baldassarre 

et al., 1996), de 9,1 em fêmeas Merino/Corriedale, mas bastante aproximada à 

média descrita em condições brasileiras, de 14,3 oócitos a partir de ovelhas de 

diversas raças submetidas ao One Shot (Basso et al., 2008). A associação do BE ao 

One Shot resultou em número menor de oócitos – 11 – como resultado esperado, 

posto o menor número de folículos obtidos com o BE, em comparação ao One Shot. 

Quanto às fêmeas não tratadas, obtivemos 7 oócitos em média, valor aproximado ao 
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obtido de fêmeas da raça Merino – 5 – também sem estímulo hormonal (Kühholzer 

et al., 1997).  

A taxa de recuperação dos dois grupos tratados não diferiu entre os 

grupos tratados, mas foi superior à dos animais sem tratamento. Em bovinos, está 

demonstrado a maior eficiência de recuperação folicular a partir de folículos < 4 mm 

(Seneda et al., 2001), em decorrência da menor pressão intra-folicular e menor 

viscosidade do fluido folicular, quando em comparação a folículos > 4 mm. Nas 

ovelhas deste experimento, as aspirações foram realizadas com laparotomia, o que 

não permitiu uma precisa mensuração folicular. No entanto, em ambos os grupos 

tratados, o número de folículos foi superior ao das fêmeas sem tratamento. Talvez 

os folículos estivessem com menor diâmetro nas ovelhas tratadas, mas as limitações 

anatômicas não permitiram uma precisa mensuração de cada folículo, inviabilizando 

uma analogia direta com a situação descrita para bovinos.  

Em relação aos oócitos viáveis, o protocolo One Shot produziu o 

melhor resultado (98%), comparado com o BE (95%). Possivelmente a melhor 

sincroniza do desenvolvimento folicular e oocitário tenha ocorrido sem a presença do 

BE. Mas é interessante notar que os dois grupos tratados apresentaram médias 

superiores aos animais não tratados, sugerindo um efeito benéfico dos hormônios 

sobre a qualidade oocitária. A porcentagem de oócitos viáveis nos animais que 

receberam estímulo hormonal (95% - BE, 98% - One Shot) foi superior à descrita por 

Alberio et a. (2002), no qual obteve-se 90% de viáveis. Considerando o impacto da 

qualidade do oócito sobre a produção embrionária (Kelly et al., 2007), é possível 

admitir que o protocolo One Shot também poderia produzir melhores resultados na 

produção embrionária, aspecto corroborado pela utilização deste protocolo por 

importantes grupos de pesquisa (Baldassarre et al., 1996 e Basso et al., 2008). 

Considerando-se os aspectos citados, torna-se bastante difícil 

apontar a causa exata da ineficácia do uso do BE.  No entanto, os dados de número 

de folículos e de oócitos obtidos no estudo em questão mostraram a não 

necessidade de uso do BE, pois o One Shot, usado isoladamente, apresentou 

resultados superiores.  

 

 

CONCLUSÃO 
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O BE na dose e momento em que foi associado ao One Shot não foi 

efetivo em aumentar o número de folículos e oócitos nem incrementou a taxa de 

recuperação de oócitos para a aspiração folicular em ovelhas. 
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Resumo 
 

O objetivo deste trabalho foi relatar a viabilidade do transporte de oócitos e embriões 
ovinos produzidos in vitro em longas distâncias. 05 Ovelhas pluríparas Santa Inês 
com ECC de 3, foram submetidas ao tratamento hormonal One Shot. Este 
tratamento consistiu na inserção via intravaginal de 0,3 mg de progesterona (CIDR®, 
Pfizer) no D0, que foi mantida por 10 dias. Trinta e seis horas antes da aspiração 
folicular (D8) foi administrado 0,04 mg D-cloprostenol sódico (Preloban ®, Intervet), 
200 UI de FSH (Pluset ®, Hertape Calier) e 300 UI de eCG (Folligon ®, Intervet). A 
aspiração folicular foi via laparotomia. A classificação dos oócitos foi realizada sob 
estereomicroscópio. Os oócitos obtidos foram acondicionados em meio TCM 199 
(Nutricell, Brasil), gaseificados com 5% de CO2 e armazenados em uma incubadora 
de transporte (WTA, Sorocaba, São Paulo) a 38,5 °C e 5% de CO2. Os oócitos foram 
transportados por via rodoviária até o laboratório de PIVE (In Vitro Brasil, Mogi 
Mirim/SP), por 583 km durante 14 horas. No laboratório os oócitos completaram a 
maturação in vitro e foram fecundados com a mesma partida de sêmen. O cultivo foi 
em meio SOF ovin. Após 4 dias de cultivo, os embriões em estágio de mórula foram 
submetidos ao trajeto de retorno (Mogi Mirim/SP a Londrina/PR) e enviados nas 
mesmas condições de transporte (km e horas). 07 receptoras, previamente 
preparadas, com pelo menos um CL receberam 3-4 embriões de grau I via 
laparotomia. Os embriões foram depositados no ápice do corno uterino ipsilateral ao 
CL. Foram obtidos 9,8 ± 5,7 oócitos (49 / 5), por doadora, sendo a taxa de clivagem 
de 100%. O diagnóstico de gestação foi realizado por ultra-sonografia transretal 30 
dias após a transferência dos embriões. Uma prenhez (14,3% - 07/01) foi confirmada 
e um cordeiro saudável nasceu após parto eutócico e período de gestação normal. 
Estes resultados indicam a viabilidade da PIVE em ovinos após o transporte de 
oócitos e embriões por longas distâncias, como recentemente demonstrado em 
bovinos. 
 
Palavras-chave: Ovinos. Oócitos. Embriões. Transporte. Prenhez. 
 

 

Abstract 
 

The purpose of this study was to report the feasibility of transporting sheep oocytes 
and embryos in vitro produced over long distances. Pluriparous Santa Ines ewes (n = 
5) with a body condition average of 3, were submitted to the hormone treatment 
named One Shot.  This treatment consisted in a intravaginal insertion of 0.3 mg of 
progesteron (CIDR®, Pfizer) on D0,  which was kept for 10 days. Thirty-six hours 
prior  the follicular aspiration (D8) it was administered 0.04 mg sodic D-cloprostenol 
(Preloban®, Intervet), 200 IU of FSH (Pluset®, Hertape Calier) and 300 IU of eCG 
(Folligon®, Intervet). After the progestagen withdrawal we performedthe oocyte 
retrieval via laparotomy. Oocyte classification was performed under 
stereomicroscope. The selected oocytes were loaded into TCM 199 (Nutricell, Brasil), 
aerated with 5% CO2 and stored in a transport incubator (WTA, Sorocaba, São 
Paulo) at  38.5 °C. The oocyte transport  by 583 km was carried out by road, during 
14 hours, to the laboratory of in vitro embryo production (IVP) In  Vitro Brazil (Mogi 
Mirim/SP), where the oocytes completed  in vitro maturation, in vitro fertilization (only 
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one ram) and then for embryo culture with SOF ovine culture medium. Embryos 
returned to the farm under the same transport conditions (Mogi Mirim/SP – 
Londrina/PR) (km and hours), and transferred into recipients 4 days after oocytes 
retrieval. Recipients (n = 10) previously prepared with at least one CL received by 
laparotomy 3-4 embryos at the morula stage. The embryos were deposited in the 
apex of the uterine horn ipsilateral to the CL. Pregnancy diagnosis was performed by 
transrectal ultrasonography 30 days after embryo transfer. It was obtained 9,8 ± 5,7 
oocytes (49/5) per donor and the cleavage rate was 100%. Twenty five morulae 
grade I were transferred into 7 recipients that had among 1 and 4 CLs. One 
pregnancy (14,3% - 1/7) was confirmed and one healthy lamb was born after an 
eutocic parturition and normal pregnancy period. These results indicate the feasibility 
of sheep IVP after transport of oocytes and embryos for long distances, as recently 
demonstrated in bovine. 
 
Keywords: Ovine. Oocytes. Embryos. Transport. Pregnancy. 
 

 

INTRODUÇÃO 

 

A recuperação de oócitos de fêmeas vivas, ovum pick-up (OPU), é 

largamente realizada em diversas espécies, com maior destaque para bovinos, 

contudo sua exploração em pequenos ruminantes é ainda bastante limitada 

(Baldassarre et al., 1994 e 1996; Graff et al., 1999). 

Uma limitação consiste nas restrições anatômicas da espécie ovina, 

com grande dificuldade para manipulação ovariana por via transvaginal. A 

possibilidade de obtenção de oócitos via transvaginal foi, na espécie bovina 

(Pieterse, 1988), uma alavanca importante na difusão da técnica. Em pequenos 

ruminantes há descrição apenas para espécie caprina (Graff, 1999), mas a técnica 

não foi reproduzida por nenhum outro grupo, mesmo passados mais de 10 anos. 

Desta forma, a necessidade da abordagem cirúrgica representa um empecilho 

constante para uma maior difusão da obtenção de oócitos em ovinos.  

Outra restrição refere-se ao estabelecimento de protocolos pré-

aspiração adequados que promovam adequado controle das ondas foliculares e 

consequentemente levem ao aumento do número de oócitos obtidos. Existem 

dificuldades de um efetivo acompanhamento da onda de crescimento folicular em 

ovinos, haja visto a complexidade da dinâmica folicular nesta espécie, com relatos 

de até 6 ondas por ciclo e ciclos de 9 a 22 dias. Além disso suas características 

anatômicas dificultam o acesso dos ovários e consequentemente a avaliação 
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ultrassonográfica precisa da dinâmica folicular (Ginther et al., 1995; Bartlewiski et al., 

1999). 

Adaptações tem sido implementadas para a superação das 

dificuldades anatômicas, das restrições de controle de onda, assim como de outros 

aspectos de campo. Mas o domínio das técnicas de maturação, fecundação e cultivo 

in vitro permanece restrito a pouquíssimos laboratórios, não só no Brasil, mas em 

todo o mundo, dificultando a expansão desta biotécnica.  

No mesmo contexto é importante ressaltar que não existem 

protocolos eficientes de criopreservação de embriões ovinos produzidos in vitro. 

Portanto, para sobrepor as barreiras geográficas existentes entre o laboratório e o 

campo, outras alternativas devem ser utilizadas para permitir que a transferência de 

embriões frescos seja realizada. Para a espécie bovina já há a descrição de 

estratégias altamente eficientes para transporte de oócitos e embriões em longas 

distâncias entre o laboratório e o campo (Pontes et al., 2010). No entanto, o 

transporte de oócitos e de embriões requer condições especiais, tanto de meios, 

quanto temperatura e atmosfera gasosa. Para a espécie ovina, não há relatos 

semelhantes. 

O objetivo deste trabalho foi relatar o nascimento de um cordeiro 

após o transporte de oócitos e embriões por longas distâncias durante o processo de 

produção in vitro de embriões.   

     

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Local 

 

O experimento foi conduzido em uma propriedade localizada no 

norte do estado do Paraná, Brasil (23⁰ 30’ 26” de latitude sul, 51⁰ 14’ 06’’ de 

longitude oeste), no inicio da estação reprodutiva. O clima predominante no local é o 

subtropical, com concentração de chuvas no verão.  
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Durante o período experimental os animais foram mantidos em 

pastagem composta de grama Estrela Roxa (Cynodon pletostachyrus Pilger) e 

grama Mato Grosso (Paspalum notatum), sob pastejo contínuo, com acesso a sal 

mineral a água ad libitum.  

 

 

Animais 

 

Foram utilizadas como doadoras 5 fêmeas pluríparas, da raça Santa 

Inês, com idade média de 3 anos, não lactantes, clinicamente saudáveis e com 

escores de condição corporal médio (ECC) 3,0±0,3. 

Como receptoras, utilizou-se 10 fêmeas pluríparas, da raça Santa 

Inês, clinicamente saudáveis e com ECC 3,0±0,3. 

 

 

Preparação das doadoras  

 

Para preparação das doadoras foi realizado o protocolo pré-

aspiração folicular denominado One Shot (Baldassarre et al., 2007). As doadoras 

receberam via intravaginal 0,3 mg de progesterona (CIDR®, Pfizer, Holanda) no D0 

e este foi mantido por 10 dias. No D8 foi administrado via intramuscular 0,04mg de 

D-cloprostenol sódico (Preloban®, Intervet, Holanda), 200 UI FSH (Pluset®, Hertape 

Calier, Espanha) e 300 UI de eCG (Folligon®, Intervet, Holanda) (Figura 1). A coleta 

dos oócitos foi realizada através de laparotomia 36 horas (D10) após a 

administração das gonadotrofinas. 

 

 

 

 

 

 
D0  D8  D10 

Inserção Implante P4 

1,5mg norgestomed 

0,04ml PGF 2α (manhã) 

200UI eCG+ 80mg FSH 
(tarde) 

Retirar  

Implante P4 

+ 

OPU 

36 horas
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Figura 1 –  Diagrama esquemático do protocolo One Shot 
administrado nas doadoras Santa Inês no início da estação 
reprodutiva. 

 
 
 
 

Preparação das receptoras 

 

As receptoras receberam via auricular subcutânea 1,5 mg de norgestomed 

(Crestar®, Intervet, Holanda) no D0 (mesmo dia em que as doadoras receberam o 

dispositivo) que permaneceu nos animais por 9 dias (D9) (Figura 2). Imediatamente 

após a retirada do progestágeno as receptoras receberam 400 UI de eCG 

(Folligon®, Intervet, Holanda) e 0,04 mg de D-cloprostenol sódico (Preloban®, 

Intervet, Holanda). No D13, as receptoras foram avaliadas quanto a presença de 

corpo lúteo por meio de laparotomia e aquelas que apresentaram pelo menos 1 

corpo lúteo receberam 3 ou 4 mórulas da grau I no ápice do corno uterino ipsilateral 

ao CL.  O diagnóstico de gestação foi realizado 30 dias após a transferência dos 

embriões. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 –  Diagrama esquemático do protocolo de sincronização 
realizados nas receptoras Santa Inês para transferência dos 
embriões no início da estação reprodutiva. 

 

 

Descrição da técnica de aspiração folicular via laparotomia  

 

Antes de cada procedimento, os animais foram submetidos a jejum 

hídrico e sólido (12 e 24 horas, respectivamente). Para realização da laparotomia, os 

animais eram canulados na veia jugular com cateter número 18G (Becton Dickson, 

D0  D9  D13 

Transferência 
dos embriões 
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Barsil) e mantidos em fluidoterapia lenta com solução fisiológica 0,9% (1 gota a cada 

2 segundos) durante todo o procedimento. O protocolo anestésico utilizado foi com 

Xilazina 2% (0,05 mg/kg a 0,2 mg/kg - Dorcipec®, Vallée – Brasil) via intravenosa e 

infiltração no local da incisão com Lidocaína 2% (Lidovet®, Bravet, Brasil). Após a 

administração da Xilazina os animais eram contidos em decúbito dorsal em maca 

cirúrgica, para realização da tricotomia e anti-sepsia com Iodo Degermante e Álcool 

70˚GL na região abdominal, cranialmente ao úbere. Em seguida, uma incisão 

retroumbilical de aproximadamente de 5 cm era feita na linha Alba. O peritôneo era 

divulsionado e o útero assim, como os ovários, eram localizados e cuidadosamente 

exteriorizados. Durante todo o procedimento, os cornos uterinos e ovários eram 

lavados com solução fisiológica heparinizada (0,1UI/ml) aquecida, visando manter a 

vitalidade do órgão e prevenir possíveis aderências. 

Para realização da punção folicular foi utilizada uma agulha 

hipodérmica descartável de 30x8 mm (Becton Dickson, Brasil) conectada a um tubo 

cônico de 50 ml (Corning, USA), por uma mangueira de silicone de 0,8 m e diâmetro 

interno de 2 mm. A aspiração foi realizada a partir de uma pressão negativa 

correspondente à vazão de 13 ml de H20/min, gerada por uma bomba de infusão 

contínua (Nutrimat II, B-Braun, Brasil), conforme descrito por Seneda et al., (2005). 

O meio utilizado para aspiração era composto por PBS (Nutricell, 

Brasil) acrescida de 0.05 mg/mL de heparina. Todos os folículos visíveis de ambos 

ovários foram contados e aspirados Ao término da aspiração, o útero e os ovários 

foram recolocados em sua posição anatômica e em seguida foi realizada a sutura da 

ferida cirúrgica. A camada muscular e o subcutâneo foram suturados com fio categut 

número 0 (PolySuture, Brasil) e a pele com fio Nylon número 1 (PolySuture, Brasil).  

Todos os animais receberam antibiótico (Tribrissem®, Intervet, 

Holanda, Trimetropin e Sulfadiazina, 30 mg/kg/IM/SID por 5 dias) e antiinflamatório 

(Desflan®, Ouro Fino, Brasil, Flunexin Meglumine, 2.2 mg/kg/IM/SID por 5 dias). Os 

pontos foram retirados com 10 dias. 

 

 

Manipulação e classificação dos oócitos 

 

O líquido aspirado foi avaliado sob estereomicroscópio (Meiji 

Techno, EMZ, Japão) e os oócitos classificados segundo Seneda et al (2001). Os 
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oócitos obtidos foram colocados em criotubos devidamente identificados contendo 

TCM 199 (Nutricell, Brasil) e óleo mineral previamente estabilizado em incubadora à 

38,5 C e 5% de CO2. Antes de colocar o material na incubadora de transporte (WTA, 

Sorocaba, São Paulo) foi feita a injeção de CO2 nos criotubos, que eram então 

fechados e envolvidos com parafilme. A incubadora de transporte apresentava um 

ambiente de 38,5 C e 5% de CO2, sendo a autonomia da bateria de 24 horas.  

 

Transporte dos oócitos 

 

Os oócitos devidamente acondicionados na incubadora de 

transporte, foram transportados via rodoviária (em ônibus) de Londrina - Paraná para 

Mogi Mirim – São Paulo, totalizando 583 Km e 14 horas de viagem.  

 

Procedimentos no Laboratório de PIVE  

 

No laboratório (In Vitro Brasil), os oócitos foram novamente 

avaliados e classificados e após completar o período de 24 de maturação foram 

fecundados com a mesma partida de sêmen de um único reprodutor da raça Santa 

Inês. A preparação dos espermatozóides foi feita em gradiente Percoll e a 

fecundação em IVF-TALP por período de 18 horas. O cultivo foi realizado em um 

meio adaptado para ovinos, denominado SOF ovine. Após 24 horas de cultivo as 

estruturas foram colocadas em criotubo em meio de cultivo sob óleo mineral. Os 

criotubos foram devidamente identificados e colocados na incubadora de transporte 

a 38,5 C e 5% CO2 e enviados para Londrina – PR nas mesmas condições (km e 

horas). Após a chegada no destino os criotubos foram gaseificados a cada 12 horas 

até o momento da transferência dos embriões. 

 

Descrição da técnica de transferência dos embriões 

 

A transferência dos embriões foi feita em receptoras devidamente 

preparadas hormonalmente (Figura 2). A laparotomia foi realizada nas 10 receptoras 

tratadas, mas somente as que apresentaram pelo menos um corpo lúteo (n = 7) 

receberam os embriões.  
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Os embriões foram avaliados sob estereomicroscópio (Meiji Techno, 

EMZ, Japão) e envasados em palhetas de 0,25 mL (3 ou 4 embriões por palheta). 

Como o número de embriões foi superior ao número de receptoras disponíveis, foi 

possível a transferência dos embriões de melhor qualidade. 

Antes de cada procedimento, os animais foram submetidos a jejum 

hídrico e sólido (12 e 24 horas, respectivamente). Para realização da laparotomia, os 

animais eram canulados na veia jugular com cateter número 18G (Becton Dickson, 

Barsil) e mantidos em fluidoterapia lenta com solução fisiológica 0,9% (1 gota a cada 

2 segundos) durante todo o procedimento. O protocolo anestésico utilizado foi com 

Xilazina 2% (0,05 mg/kg a 0,2 mg/kg - Dorcipec®, Vallée – Brasil) via intravenosa e 

infiltração no local da incisão com Lidocaína 2% (Lidovet®, Bravet, Brasil). Após a 

administração da Xilazina os animais eram contidos em decúbito dorsal em maca 

cirúrgica, para realização da tricotomia e anti-sepsia com Iodo Degermante e Álcool 

70˚GL na região abdominal, cranialmente ao úbere. Em seguida, uma incisão 

retroumbilical de aproximadamente de 5 cm era feita na linha Alba. O peritôneo era 

divulsionado e o útero assim, como os ovários, eram localizados e cuidadosamente 

exteriorizados. Durante todo o procedimento, os cornos uterinos e ovários eram 

lavados com solução fisiológica heparinizada (0,1UI/ml) aquecida, visando manter a 

vitalidade do órgão e prevenir possíveis aderências. 

A transferência foi feita no ápice do corno uterino ipsilateral ao (s) 

corpo (s) lúteo (s). A incisão foi feita com uma ponteira de micropipetador (ponteira 

de 100 µl – amarela). Em seguida o auxiliar fez a apresentação do útero e a palheta 

foi posicionada na incisão, sendo o êmbolo de um aplicador de inseminação artificial 

utilizado para empurrar o conteúdo da palheta cranialmente no interior do útero.  

Ao término da transferência, o útero foi recolocado em sua posição 

anatômica e em seguida foi realizada a sutura da ferida cirúrgica. A camada 

muscular e o subcutâneo foram suturados com fio categut número 0 (PolySuture, 

Brasil) e a pele com fio Nylon número 1 (PolySuture, Brasil).  

Todos os animais receberam antibiótico (Tribrissem®, Intervet, 

Holanda, Trimetropin e Sulfadiazina, 30 mg/kg/IM/SID por 5 dias) e antiinflamatório 

(Desflan®, Ouro Fino, Brasil, Flunexin Meglumine, 2.2 mg/kg/IM/SID por 5 dias). Os 

pontos da pele foram retirados com 10 dias. 
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RESULTADOS  

 

A aspiração das 5 doadoras resultou em 49 oócitos, sendo 

aproximadamente 10 oócitos por doadora de qualidade variável (Tabela 1). Todos os 

oócitos coletados foram enviados ao laboratório em Mogi Mirim – São Paulo. 100% 

das estruturas foram fecundadas, tornando-se embriões em estágio de mórula no 

quarto dia após a colheita dos oócitos (Tabela 1). Considerando-se que o número de 

receptoras disponíveis foi inferior ao número de embriões produzidos, somente 25 

embriões foram transferidos em receptoras que apresentaram de um a quatro corpos 

lúteos. Apenas uma prenhez (14,3%) foi confirmada em uma receptora que continha 

4 corpos lúteos. Um cordeiro saudável nasceu após parto normal e período de 

gestação compatível com a espécie. 

 

 

Tabela 1 –  Média e qualidade de oócitos recuperados e embriões obtidos por 
doadora após a aspiração folicular por laparotomia e produção de 
embriões ovinos in vitro. 

   
 
 

Média de oócitos ± DP 
 

Média de mórulas ± DP 
 

 

Grau 1 

 

4,5 ± 2,9  

 

5,4 ± 3,1  

Grau 2 1,6 ± 0,9  2,4 ± 1,67  

Grau 3 1,8 ± 0,8  - 

Desnudos 1,8 ± 1,2  - 

9,8± 3 Total 9,8 ± 5,7  

 
* Todos os oócitos obtidos foram cultivados em conjunto, sem que fossem separados por 

categoria. 
 

 

DISCUSSÃO 

 

O presente trabalho demonstrou a colheita de 9,8 ± 5,7 oócitos por 

doadora utilizando o método One Shot como protocolo pré-aspiração. Baldassarre 
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(2004) obteve a média de 13,4 oócitos por doadora no Canadá. No Brasil, Basso et 

al (2008) relataram média de 14,3 oócitos por doadora. Dados de campo informados 

por comunicação pessoal do mesmo grupo demonstraram que ovelhas da raça 

Santa Inês (n = 350), raça utilizada nesse trabalho, produzem em média 10 oócitos 

por doadora, produção compatível com a apresentada nesse trabalho. Na literatura 

não foi encontrado trabalho científico comparando a produção de oócitos entre as 

raças ovinas, mas acredita-se que existam diferenças relevantes nesse sentido. 

O método de colheita de oócitos e transferência dos embriões eleito 

nesse trabalho foi a laparotomia. A laparoscopia foi descrita como o método mais 

indicado para aspiração folicular visto que é um procedimento pouco traumático, 

permitindo a realização de repetidas sessões de aspiração folicular com poucos 

riscos de prejuízo futuro da fertilidade da doadora (Baldassarre et al., 1996; Stangl et 

al., 1999). No entanto essa técnica apresenta algumas desvantagens, como os altos 

custos em equipamentos e a necessidade de treinamento, tanto do operador quanto 

do auxiliar para efetivamente minimizar trauma e tempo cirúrgico (Tabet, 2007). 

Nesse sentido a laparotomia apresenta-se como método alternativo. Li et al (2008) 

demonstraram não haver diferença significativa na taxa de prenhez de embriões 

produzidos in vitro e transferidos por laparoscopia ou laparotomia. 

No presente caso foram obtidos oócitos de diferentes qualidades, 

graus I, II e III, bem como desnudos e degenerados. Todos os oócitos foram 

enviados ao laboratório para fecundação e cultivo. Surpreendentemente, 100% 

deles clivaram alcançando o estágio de mórula no terceiro dia após a fecundação. 

As taxas de clivagem descritas na literatura variam de 49,8 a 79,7% (Garcia-Garcia 

et al., 2007; Baldassare et al, 1996). Dados de campo da empresa In Vitro Brasil (n = 

601) demonstram taxa de clivagem de 86%. Kelly et al (2007) afirmaram que oócitos 

de maior qualidade apresentam maior eficiência na produção de blastocistos, mas 

como em ovinos o número de oócitos de grau I é inferior a outras espécies, a 

pressão de seleção torna-se também inferior. Considerando que a transferência 

precoce dos embriões não permite a avaliação da taxa de blastocistos e ainda que 

apesar da alta taxa de clivagem uma baixa taxa de prenhez foi obtida no presente 

caso, especula-se que um alto grau de fragmentação citoplasmática tenha ocorrido, 

talvez provocado pelo longo transporte dos oócitos e em seguida dos embriões. É 

importante ressaltar que a avaliação da estruturas foi feita tanto pela equipe de 
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laboratório, como pela equipe de campo, ambas com experiência na classificação de 

oócitos. 

A taxa de prenhez obtida nesse caso, 14,3% (1\7) foi um índice 

muito abaixo do que se considera adequado para um programa comercial de 

produção de embriões. Esse resultado, 0.2 cordeiros nascidos por doadora, foi 

inferior ao demonstrado por Traldi em 2009 (1,6 cordeiros nascidos por doadora) e 

Basso et al em 2008 (1,2 prenhezes por doadora). É preciso ressaltar que os 

métodos utilizados foram diferentes entre os trabalhos apresentados. Traldi (2009) 

afirmou que em ovinos ocorre com freqüência fragmentação citoplasmática do oócito 

que pode ser confundida com clivagem, no entanto a taxa de blastocistos obtida a 

partir dessas estruturas é muito baixa após 7 a 8 dias de cultivo. Alguns autores 

(Reggio et al, 2001; Baldassare et al 2003; Traldi et al, 2009) citaram que a 

realização da transferência de embriões 2 a 3 dias após a fecundação na região 

tubárica poderia reduzir o índice de anomalias do desenvolvimento de produtos da 

PIVE. Nesse caso a transferência dos embriões foi realizada 72 horas após a 

fecundação no ápice do corno uterino. A transferência de embriões tão 

precocemente pode permitir que embriões de qualidade inferior sejam transferidos, 

visto que não é possível saber como seria o seu desenvolvimento até o estágio de 

blastocisto. 

O transporte de oócitos e embriões em meios específicos durante 

longos períodos é uma alternativa que pode ser utilizada para transpor as barreiras 

geográficas entre laboratórios e o campo e também as dificuldades de 

criopreservação dos embriões produzidos in vitro. Em bovinos, utilizando a mesma 

técnica, foi possível obter taxas de prenhez compatível com a espécie, 35 a 40% 

(Pontes et al, 2010).  

O presente trabalho mostrou que o transporte de oócitos e embriões 

em longas distâncias é possível em ovinos, no entanto os resultados devem ser 

melhorados para que a PIVE torne-se uma alternativa mais atrativa e viável para a 

multiplicação da genética ovina. 

 

 

CONCLUSÃO 
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O transporte de oócitos e embriões da espécie ovina por até 14 

horas mostrou-se viável para a obtenção de prenhez e nascimento de cordeiro viável 

a partir da produção in vitro de embriões.  
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