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APRESENTAÇÃO

Em todas as áreas de conhecimento a pesquisa é uma das formas de se alcançar 
respostas e dar origem a teorias. Para se criar uma teoria não é suficiente a afirmação 
de uma suposição, deve-se seguir algumas fases do que é chamado de investigação 
científica, que através de procedimento lógico, produz conhecimento científico testado, 
comprovado e seguro. As fases que que devem ser seguidas são a observação, as 
hipóteses, o método de pesquisa e a conclusão. 

Desta forma os estudos científicos (prático) têm a intenção de aumentar os 
horizontes destas teorias, servindo para contrapor ou melhorá-las, podendo acrescentar 
informações, integrar dados, corrigir resultados ou ainda expandir os grupos de estudo.

Neste segundo volume, a Atena Editora traz Investigações e técnicas científicas 
na área de Medicina Veterinária e Zootecnia, abrangendo diversas culturas (apicultura 
avicultura, bovinocultura, caprinocultura, cinocultura, ovinocultura e piscicultura) 
e a investigação científica dentro da clínica médica veterinária, onde você poderá 
aprofundar seus conhecimentos na área e conhecer as técnicas utilizadas para o 
estudo científico.

Boa leitura!
Valeska Regina Reque Ruiz
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EFEITO DE DIFERENTES MOMENTOS DE 
INSEMINAÇÃO ARTIFICIAL LAPAROSCÓPICA 

EM PROGRAMAS COMERCIAIS DE MÚLTIPLA 
OVULAÇÃO E TRANSFERÊNCIA DE EMBRIÕES EM 
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RESUMO: Avaliou-se dois momentos da 
inseminação artificial laparoscópica (IAL) com 
uso de sêmen resfriado e criopreservado em 
ovelhas submetidas a programa comercial de 
múltipla ovulação e transferência de embriões 
(MOTE). Vinte fêmeas foram divididas em 
quatro tratamentos definidos quanto ao horário 
da IAL e tipo de sêmen utilizado: T1 – 36 h 
/ resfriado; T2 – 48 h / resfriado; T3 – 36 h / 
criopreservado e; T4 – 48 h / criopreservado. 
Cinco dias após IAL, os embriões foram 
coletados por laparotomia e, as estruturas 
recuperadas avaliadas e transferidas para 
receptoras sincronizadas. Não houve diferença 
no número de estruturas viáveis, do T1 e T2, 
entretanto, foi observado aumento significativo 
(P< 0,05) no percentual de prenhez entre os 
tratamentos, T3 = 9,1 ± 13,3 % e T4 = 49,2 ± 
30,1 %, demonstrando que o uso da IAL com 
sêmen criopreservado, na condição de pré-
ovulação (36 h), não foi eficaz na fertilização 
das estruturas oocitárias. Observou-se ainda 
que uma única IAL, foi suficiente para produção 
embrionária, com exceção do T3, alcançando-
se melhores índices no T4, com fertilização 



Investigação Científica e Técnica em Ciência Animal 2 Capítulo 16 115

de 62,5 ± 39,3 %, e confirmação ultrassonográfica de 49,2 ± 30,1 %, das estruturas 
produzidas, sendo possível a indicação deste procedimento em programas comerciais 
de MOTE em ovinos.
PALAVRAS-CHAVE: laparoscopia, ovulação, ovinos, transferência de embriões.

EFFECT OF DIFFERENT TIMES OF LAPAROSCOPIC ARTIFICIAL INSEMINATION 

IN A MULTIPLE OVULATION AND EMBRYO TRANSFER COMMERCIAL PROGRAM 

IN SHEEP

ABSTRACT: Two different moments of laparoscopic artificial insemination (LAI) were 
evaluated in sheep using cooled and frozen semen subjected to multiple ovulation and 
embryo transfer (MOET) in a commercial program. Twenty ewes have been divided 
into four treatments defined as time of the LAI and type of semen used: T1-36 h/cooled; 
T2-48 h/cooled; T3-36 h/frozen and; T4-48 h/frozen. Five days after LAI, embryos 
were collected by laparotomy and recovered structures evaluated and transferred to 
synchronized recipients. No difference was seen in the number of viable structures from 
T1 and T2, however, a significant increase was observed (P < 0.05) in the percentage 
of pregnancies between T3 = 9.1 ± 13.3% and T4 = 49.2 ± 30.1%, demonstrating that 
the use of LAI with frozen semen, in a preovulatory condition (36 h), was not effective 
in fertilizing the oocytes. It was observed that a single LAI was sufficient for embryo 
production, with the exception of T3, reaching better results in T4, with 62.5 ± 39.3% 
fertility rate, and pregnancy rate of 49.2 ± 30.1% in the recipients, being possible to 
indicate this procedure to MOET commercial programs in sheep.
KEYWORDS: laparoscopy, ovulation, ovine, embryo transfer 

1 |  INTRODUÇÃO

A transferência de embriões (TE) apresenta-se como uma biotecnologia da 
reprodução aplicada a fêmeas com sua importância comparada ao que representa 
a inseminação artificial (IA) para o macho. Entretanto, alguns entraves limitam sua 
difusão na espécie ovina, tais como: dificuldades da técnica, custo elevado, eficiência 
variável e pouco previsível (BALDASSARE; KARATZAS, 2004; SIMPLÍCIO; FREITAS; 
SANTOS, 2005), horário da ocorrência da ovulação após a sincronização do estro 
(DONOVAN et al., 2000) e, ausência da definição do melhor momento da IA visando a 
fertilização in vivo (ALMEIDA et al., 2011), o que poderia ser reduzido melhorando-se 
a sincronia entre as ovulações e os procedimentos da IA em animais superovulados. 
(MENCHACA et al., 2010).

A partir do conhecimento da dinâmica folicular e do momento da ovulação em 
animais superovulados, torna-se possível incrementar os resultados da inseminação 
artificial laparoscópica (IAL), em programas de biotecnologias reprodutivas, com elevada 
contribuição para o melhoramento genético, eficiência reprodutiva e produtividade do 
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rebanho nacional (ALMEIDA et al.,2011).
Quando do emprego de sêmen criopreservado, um dos maiores entraves é a 

relação entre o tempo de vida útil da célula espermática no trato reprodutivo da fêmea 
e a ovulação. A determinação do melhor momento para a IA em pequenos ruminantes 
ainda é uma incógnita devido ao pouco conhecimento sobre a dinâmica ovariana 
nestas espécies. Todavia, faz-se prudente destacar que a determinação do momento 
em que ocorre a ovulação em ovelhas submetidas a programas de múltiplas ovulações 
e transferência de embriões (MOTE), possibilitará melhor entendimento sobre o tempo 
ideal para a deposição de sêmen no trato genital da fêmea ovina, estabelecendo-se 
um protocolo de IATF para animais superovulados (ALMEIDA et al., 2011). 

Em adição, Evans e Maxweel (1987) e Mylne, Hunton e Buckrell (1997), 
consideram a determinação exata do momento da ovulação como crucial para o 
sucesso da IA, visto que o oócito tem uma duração de vida fértil muito curta, 12 a 24 
horas. Em assim sendo, o objetivo maior é que o espermatozóide atinja o oviduto no 
momento em que ali exista um oócito viável. Entretanto, o momento recomendado 
para realizar a IATF é discutível, em virtude do desconhecimento do momento preciso 
em que ocorrem as ovulações de doadoras sincronizadas pelos diferentes protocolos 
hormonais disponíveis. 

Almeida et al. (2011), estudando o momento da ovulação em ovelhas submetidas 
a um programa de MOTE, apontam que ovelhas superovuladas, apresentam maior 
concentração das ovulações entre 40 e 52 horas, indicando que o momento da IAL 
nestes animais seja compreendido em torno deste período. 

Alguns estudos preconizam a utilização de mais de uma IAL como forma de 
se melhor alcançar a amplitude da janela de ovulações, principalmente, em animais 
superovulados, como observam Fonseca (2005) e Gusmão (2006), Simonetti, 
Ramos e Gardón (2002). Entretanto, com a utilização de um indutor de ovulação, 
GnRH exógeno (Conceptal®, Intervet), no final do tratamento superovulatório, tende 
a contribuir para uma maior sincronia das ovulações (MENCHACA et al., 2009, 2010; 
OLIVEIRA et al., 2008). Desta forma, sendo possível preconizar a utilização de apenas 
uma IAL, quando do uso do referido protocolo superovulatório, tornando-se assim, um 
procedimento prático e economicamente viável (ALMEIDA et al., 2011). 

Ademais e, com base nas informações adquiridas nos estudos de dinâmica 
ovulatória em animais superovulados, o presente estudo objetivou avaliar a eficácia 
de dois momentos de IAL, para uso de sêmen resfriado e criopreservado em ovelhas 
submetidas a programa comercial de MOTE. 

MATERIAL E MÉTODOS

O estudo foi desenvolvido em rebanho comercial, localizado na cidade 
de Limoeiro (latitude 07º52’29” sul e longitude 35º27’01” oeste, altitude de 138 
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metros), estado de Pernambuco. Foram utilizadas vinte fêmeas ovinas, raça Dorper, 
denominadas de doadoras de embriões, sexualmente adultas, pluríparas, com idade 
entre 20 e 50 meses, não prenhes, não lactantes, com peso médio de 50 ± 5,5 kg, 
as quais foram identificadas e, consideradas hígidas após exame clinico-ginecológico 
por ultrassonografia. Os animais foram separados e submetidos a um período de 
adaptação e socialização do grupo por 30 dias, em manejo semi-intensivo, recebendo 
suplementação concentrada (200g de ração comercial), sal mineral e água ad libitum. 
Aos 15 dias do início da superovulação, buscou-se melhorar o fornecimento do 
concentrado energético, flushing alimentar, promovendo o balanço energético positivo 
das fêmeas. 

A sincronização do estro foi realizada com o uso de dispositivos intravaginais 
de silicone impregnado com 0,3g de progesterona (CIDR®, Pfizer) e indução da 
superovulação por administrações sucessivas de Hormônio Folículo Estimulante-
FSHp (Foltropin®, Bioniche), em oito doses decrescentes e intervaladas por doze 
horas (6:00/18:00h), tendo início no dia doze do protocolo, sendo 200mg/doadora, 
em doses de: 40/40mg; 30/30mg; 20/20mg; 10/10mg. No dia quinze do protocolo, às 
6:00h, foram removidos os dispositivos intravaginais e administrado 200UI de eCG 
(Novormon®, Intervet). Após 24 horas da remoção dos dispositivos intravaginais, 
administrou-se GnRH (4μg de acetato de buserelina - Conceptal®, Intervet) e, as 
fêmeas tratadas foram submetidas a presença de um macho vasectomizado por até 
60 horas.

Vinte e quatro horas da remoção dos dispositivos intravaginais, as fêmeas foram 
submetidas a jejum alimentar e hídrico por um período de 12 horas e, divididas em 
quatro tratamentos, os quais foram definidos com base nos achados de Almeida et al. 
(2011), quanto ao horário da IAL com base na remoção do dispositivo intravaginal e 
quanto ao tipo de sêmen utilizados, a saber: T1 – IAL às 36 h, indicativo da condição 
de pré-ovulação, com sêmen resfriado; T2 – IAL às 48 h, indicativo da condição de 
pós-ovulação, com sêmen resfriado; T3 – IAL às 36 h, indicativo da condição de pré-
ovulação, com sêmen criopreservado; T4 – IAL às 48 h, indicativo da condição de pós-
ovulação, com sêmen criopreservado.

O sêmen resfriado e criopreservado utilizado no referido estudo foram 
provenientes de reprodutores de alta qualidade genética e, adquirido de Central 
idônea, registrada no Ministério da Agricultura e, processado segundo Bicudo et al. 
(2005).

As inseminações laparoscópicas e o protocolo anestésico foram realizadas 
como descrito por Medeiros et al. (2002) e, passados cinco dias deste procedimento, 
foram realizadas as colheitas de embriões por meio da técnica de laparotomia como 
descrito por Armstrong e Evans (1983). As estruturas recuperadas nas colheitas foram 
avaliadas e classificadas morfologicamente, sob estereomicroscópio, seguindo-se 
as normas técnicas preconizadas pela International Embriyo Transfer Society. Os 
embriões viáveis e classificados em graus de I a III, foram transferidos, de imediato, 
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para receptoras que apresentaram estro sincronizado com as doadoras. 
Concomitante a separação do grupo das doadoras de embriões, foi separado 

um grupo de receptoras, sendo estas em número de cinco por doadora, as quais 
foram avaliadas por critérios idênticos ao grupo das doadoras e, apesar de terem sido 
mantidas em piquete separado, receberam manejo e dieta alimentar idêntico a estas. 
Quando do início do protocolo hormonal do grupo das doadoras, deu-se também início 
a sincronização do estro das receptoras, recebendo para tanto, dispositivo vaginal 
impregnado com 60 mg de medroxiprogeterona – MAP (Progespon®), por um período 
de 15 dias, quando se deu a sua retirada e aplicação de 400UI de gonadrotofina 
coriônica eqüina – eCG (Folligon®) por via intramuscular. A detecção do estro foi 
realizada duas vezes ao dia, com auxílio de um macho vasectomizado da mesma 
espécie.

A transferência dos embriões colhidos foi realizada pela técnica de semi-
laparoscopia, segundo Carneiro (2009), no mesmo dia da colheita, sendo estes 
transferidos a fresco. As receptoras foram mantidas sob o mesmo manejo e, avaliadas 
quanto ao estado gestacional por meio de ultrassonografia aos 35 dias da transferência, 
pela via transabdominal com a parelho Aloka SSD 500 (Aloka Co., Ltda., Tokio, Japan) 
equipado com transdutor convexo de 3,5MHz. 

Para a comparação dos tratamentos em relação às variáveis de número total de 
estruturas colhidas, % de estruturas não fertilizadas, % de estruturas degeneradas, % 
de estruturas viáveis (embriões) e, % de embriões confirmados pela ultrassonografia, 
inicialmente foi realizado um teste de normalidade para a verificação da distribuição 
dos dados. Para variáveis com distribuição normal foi utilizada a análise de variância 
(ANOVA) com um critério de classificação e comparações múltiplas com o teste de 
Tukey; para variáveis sem distribuição normal foi utilizado o teste não-paramétrico 
de Kruskal-Wallis com comparações múltiplas pelo teste de Nemenyi (ZAR, 1999). O 
nível de significância adotado foi de 5%. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Todas as doadoras responderam ao tratamento hormonal e, não houve diferença 
significativa (P<0,05) no número total de estruturas colhidas entre os tratamentos, 
demonstrando uniformidade da resposta das doadoras ao protocolo empregado e, 
apresentando um resultado médio de recuperação de estruturas de 11,15 ± 6,35, 
como observado na Tab 1, demonstrando, ainda, a eficiência do procedimento de 
lavagem uterina e, do protocolo hormonal na garantia de uma resposta ovulatória 
satisfatória. Este resultado se assemelha aos encontrados por outros autores como 
observa-se nas avaliações de protocolos hormonais de superovulação realizadas por 
D´Alessandro et al. (2005), onde obtiveram média de 11,4 estruturas colhidas em seu 
melhor grupo e, superior aos encontrados por Lymberopoulos et al. (2001), com média 
de 6,3 estruturas recuperadas.
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Os resultados quanto ao número de estruturas viáveis, embriões transferíveis, 
nos tratamentos com IATF com sêmen resfriado (T1 e T2), não variou significativamente 
apesar do T2 (8,4 ± 5,5) terem apresentado média numericamente superior ao T1 
(5,0 ± 3,1), como observado na Tab. 2. Médias semelhantes às encontradas por Bari 
et al. (2001), de 8,6 embriões por doadora e, Mcevoy et al. (1996), que obtiveram 
média de 4,9 embriões por doadoras.

Tr
at

am
en

to
s Estruturas colhidas em TE

Total  Não fertilizados  Degenerados

N° % N° % N°

T 1 7,6 ± 2,8 a 24,9 ± 31,7 a,b 1,4 ±1,5 13,6 ± 13,2 a 1,2 ± 1,3

T 2 9,8 ± 5,1 a 9,8 ± 15,8 a 1,0 ± 1,7 3,6 ± 8,1a 0,4 ± 0,9

T 3 14,8 ±10,0 a 68,1 ± 23,0 b 9,6 ± 6,8 11,8 ± 12,1 a 1,2 ± 1,3

T 4 12,4 ± 4,6 a 30,0 ± 44,7 a,b 3,2 ± 4,9 7,5 ± 10,3 a 0,8 ± 0,8

Tabela 1 – Índice de produção de estruturas embrionárias totais, não fertilizadas e degeneradas, 
colhidas pela técnica de laparotomia em ovelhas submetidas a programa comercial de múltipla 

ovulação e transferência de embriões.
Na mesma coluna, letras diferentes indicam diferença significativa (p < 0,05).

Observou-se que o uso de uma única IAL com sêmen resfriado, apresentou 
excelentes taxas de fertilização em animais superovulados, nos diferentes tempos 
e, mesmo com diferença de 11 ± 3,2 horas no momento da IA entre os tratamentos, 
demonstrando que após a IA, o sêmen manteve-se viável e foi capaz de superar uma 
série de barreiras físicas, passar o oviduto, pela junção útero-tubárica, interagir com o 
epitélio do oviduto e fertilizar o oócito (SARTORI, 2004). Soma-se a isto, o conhecimento 
de que a viabilidade espermática do sêmen resfriado é superior ao criopreservado, 
principalmente em virtude dos danos causados pela técnica de criopreservação, como 
demonstrado por Bicudo et al. (2007). Esta superior viabilidade do sêmen resfriado foi 
então entendida como capaz de possibilitar uma maior vida útil da célula espermática 
e, fertilização das estruturas oocitárias mesmo após 11 ± 3,2 horas da realização da 
IAL, como observado no presente estudo. Achados semelhanes foram alcançados por 
Evans e Maxwell (1987), com sêmen fresco, em uma única IAL realizada no intervalo 
compreendido entre 36 a 48 horas. 
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Tr
at

am
en

to
s Estruturas colhidas em TE

Total Viáveis (embriões) % de Confirmados

N° % N° % N°

T 1 7,6 ± 2,8 a 61,5 ±26,1 a,b 5 ± 3,1 31,9±18,0 a,b,c 2,6 ±1,7

T 2 9,8 ± 5,1 a 86,6 ± 23,6 a 8,4± 5,5 41,5 ± 19,7 a,c 4,2 ±3,3

T 3 14,8 ±10,0 a 20,1 ± 19,0 b 4,0 ±4,4 9,1 ± 13,3 b 2,0 ±2,7

T 4 12,4 ± 4,6 a 62,5 ±39,3 a,b 8,4± 7,3 49,2 ± 30,1 a 5,0 ±4,5

Tabela 2 – Índice de produção de estruturas embrionárias totais, viáveis (embriões) e, 
confirmadas por ultrassonografia, colhidas pela técnica de laparotomia em ovelhas submetidas 

a programa comercial de múltipla ovulação e transferência de embriões.
Na mesma coluna, letras diferentes indicam diferença significativa (p < 0,05).

A confirmação das prenhezes referentes aos embriões transferidos para 
as receptoras, não demonstraram diferença significativa nos resultados entre os 
tratamentos T1 (31,9 ± 18,0 %) e T2 (41,5 ± 19,7 %), demonstrando uniformidade 
na qualidade dos embriões produzidos em ambos os tratamentos quando do uso 
de sêmen resfriado. Os resultados apresentaram-se com médias pouco abaixo dos 
encontrados por Green et al. (2007), que transferindo embriões a fresco, obtiveram 
taxa de prenhez de 50%.

A análise dos dados referentes ao uso de sêmen criopreservado, revelou-
nos importantes achados que são determinantes na aplicação desta biotecnologia. 
Observou-se que o percentual de estruturas viáveis, fertilizadas com sêmen 
criopreservado quando do uso da IAL, nas condições de pré-ovulação no T3 e 
pós-ovulação no T4, demonstrou um discreto aumento numérico para o T4 (8,4 ± 
7,3), embora não tenha sido significativamente diferente (P<0,05) do T3 (4,0 ± 4,4). 
Entretanto, um aumento significativo (P<0,05), foi observado quanto ao percentual de 
confirmações de prenhezes por ultrassonografia ao comparar-se os dois tratamentos, 
T3 = 9,1 ± 13,3 %  / T4 = 49,2 ± 30,1 % do total de estruturas colhidas, demonstrando 
que o uso da IAL com sêmen criopreservado, na condição de pré-ovulação (36 h), 
não foi eficaz na fertilização das estruturas oócitarias e, consequentemente, obteve-se 
um baixo percentual de prenhezes. Fato este, evidenciado pela baixa capacidade da 
célula espermática permanecer viável por amplo período de antecedência ao momento 
da ovulação, neste caso, cerca de 11:11 ± 3,2 horas como descrito por Almeida et al. 
(2011). Estes achados corroboram com Baril, Brebion e Chesné (1995), que observa 
a curta duração da sobrevivência espermática após a descongelação, associado à 
imprecisão do momento da ovulação como fatores limitantes para o êxito da produção 
de embriões utilizando sêmen congelado.
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É prudente destacar que a utilização de apenas uma IAL, no T4 (IAL – 48 h / sêmen 
criopreservado), ou seja, no momento pós-ovulação, foi suficiente para fertilizar 62,5 
± 39,3 %, e alcançar índice de 49,2 ± 30,1% de confirmações ultrassonográficas do 
total das estruturas oócitarias produzidas, corroborando com os achados de Almeida 
et al. (2011), onde em seus estudos de dinâmica ovariana em ovelhas submetidas a 
um programa de MOTE, sugeriu que uma única IAL, fosse realizada no entorno das 48 
h pós-remoção do dispositivo intravaginal.    

A utilização de um único protocolo hormonal em todos os tratamentos, onde 
contempla-se a utilização de um indutor da ovulação no D-16, ou seja,  4μg de acetato 
de buserelina  (Conceptal®, Intervet), bem como, a uniformidade dos resultados entre 
os tratamentos, com exceção do T3, confirma que a associação entre a sincronização 
do estro com uso de progestágenos e a superovulação com FSH purificado associado 
ao GnRH, podem reduzir  a amplitude da janela de ovulações (NASCIMENTO et al., 
2009), entendido como a variabilidade ocorrida entre o momento em que o primeiro 
folículo é rompido até que o último folículo recrutado seja ovulado. Ademais, Almeida 
et al. (2011), demonstraram uma elevada tendência na concentração das ovulações 
as 48 h, em ovelhas submetidas a protocolo de superovulação idêntico ao proposto 
no presente estudo, vindo a corroborar com a eficácia de uma única IAL às 48 h pós-
remoção do dispositivo intravaginal do presente estudo.

CONCLUSÃO

Com base nos resultados observados no presente estudo e, com a utilização do 
protocolo proposto, é possível indicar a utilização de uma única IAL em programas 
comerciais de MOTE em ovinos, no entorno das 48 horas pós-remoção do dispositivo 
intravaginal, com uso sêmen resfriado e, criopreservado, com considerável ganho 
tecnológico e econômico.
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