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Coleta transcervical de embriées em ovinos da raca Dorper no semiarido do Nordeste
brasileiro
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RESUMO

Estudou-se o efeito da aplicacdo de misoprostol intravaginal, na dilatagdo cervical de ovelhas Dorper,
com o objetivo de se viabilizar a coleta transcervical de embrides. Para isso, 68 fémeas foram
sincronizadas com dispositivo intravaginal de progesterona, superovuladas com FSHp, inseminadas por
laparoscopia com sémen fresco, 36 horas apods a remogdo do dispositivo intravaginal, e submetidas a
coleta transcervical de embrides. Os animais foram distribuidos em dois tratamentos: tratamento 1 (n=10),
controle, sem aplicagdo de misoprostol intravaginal antes da coleta de embrides, e tratamento 2 (n=58),
com aplicagdo prévia de 200ug de misoprostol no fundo do saco vaginal, cinco horas antes da coleta dos
embrides. Nao foi possivel realizar a transposigdo cervical em nenhum dos animais do tratamento 1, o que
inviabilizou as coletas dos embrides, diferentemente do tratamento 2, em que foi possivel a transposi¢@o
cervical em 94,8% dos animais (P<0,05). A técnica de coleta descrita foi realizada no tempo médio de
30,14+9,00 minutos, com recuperacdo média de 6,024+3,61 embrides/animal. Conclui-se que a técnica
transcervical, com administragdo prévia vaginal de misoprostol, mostrou-se vidvel para coleta de
embrides em ovelhas Dorper.
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ABSTRACT

The effect of intravaginal misoprostol application on the cervical expansion in Dorper ewes was
evaluated to make feasible the transcervical embryo recovery. Sixty-eight female donors were
synchronized with an impregnated vaginal device of progesterone; superovulated with FSHp;
inseminated by laparoscopy technique with fresh semen, 36 hours after the removal of impregnated
vaginal device; and submitted to transcervical embryo recovery. The ewes were arranged in two
treatments: treatment 1 (n=10), representing the control group, without intravaginal misoprostol
application before embryo recovery, and treatment 2 (n=58), with application of 200ug of misoprostol in
the vagine, five hours before the embryo recovery. The control group did not allow the cervical
transposition, making unfeasible the recovery. Animals from treatment 2 reached 94.8% of cervical
transposition, resulting in significant (P<0.05) difference between treatments. The described recovery
technique was accomplished in a mean time of 30.14+£9.00 minutes, allowing a mean recovery of
6.02+3.61 of embryos per animal. It was concluded that the transcervical technique, with previous
intravaginal misoprostol application, was a feasible method to recover embryos of Dorper ewes.
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INTRODUCAO

A cérvice da ovelha é uma estrutura complexa e
consistente, que se estreita & medida que se
aproxima do limen uterino, apresentando anéis
que se dispdem excentricamente ¢ lhe conferem
uma forma intrincada e de dificil acesso. A
porcdo caudal possui formato de bico de pato,
flap, roseta ou espiral (Silva et al., 2004), criando
um obstaculo a passagem de instrumentos que
permitam o acesso ao Utero pela via
transcervical, dificultando a inseminagdo
artificial e a coleta de embrides. A baixa
fertilidade de ovelhas obtida na inseminagdo
artificial cervical ¢ causada, principalmente, pelo
comprometimento do espermatozoide em seu
deslocamento através da cérvice. Dessa forma, a
utilizacdo  comercial  dessas  biotécnicas,
particularmente da transferéncia de embrides,
fica limitada aos procedimentos cirurgico e
laparoscopico, que favorecem a formagdo de
aderéncias (Andrioli et al., 1999).

O sucesso da transposi¢do da barreira cervical
parece depender de varios fatores, como raga,
ordem de partos e outros, inerentes ao individuo
(Sousa, 1999; Almeida et al., 2002).

Pesquisadores tém testado varios tipos de
medicamentos com o objetivo de promover o
relaxamento cervical e viabilizar a coleta de
embrides e a inseminagdo artificial através do
canal cervical em ovelhas. Foi testada uma
combina¢do de PGE,, associada ao estradiol
(Barry et al., 1990; McKelvey et al., 1997), a
ocitocina (Sayre e Lewis, 1996), a ocitocina com
estradiol (Flohr et al., 1999; Wulster-Radcliffe et
al., 1999), a PGF,, (Sousa, 1999), a interleucina
humana (Croy et al., 1999), ao cloridrato de
bromexina (Almeida et al., 2002), ao PGE; ¢ ao
estradiol (Oliveira, 1992; Ishwar e Memon,
1996). Foi relatada, nesse contexto, a ndo
interferéncia dessas drogas na qualidade e
viabilidade dos embrides. Ainda, os autores
obtiveram passagem transcervical que variou de
33,0% a 100,0%.

Dentro dessa perspectiva, este estudo teve como
objetivo avaliar o efeito da aplicagdo do
misoprostol intravaginal na dilatagdo cervical de
ovelhas Dorper, superovuladas com FSHp,
tornando viavel a coleta de embrides pela técnica
transcervical.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 68 ovelhas da raga Dorper,
pluriparas, higidas, com faixa etiria de dois a
cinco anos, mantidas em regime semi-intesivo de
manejo, alimentadas, diariamente, com pasto de
capim-buffel e 200 gramas diarias de ragdo
comercial, sendo, além disso, fornecida
suplementagdo mineral e agua a vontade.

As fémeas foram sincronizadas utilizando-se
dispositivos intravaginais impregnados com
0,33g de progesterona' durante 13 dias, que
foram trocados no nono dia de tratamento por
dispositivos novos. O tratamento superovulatorio
teve inicio no 11° dia, sendo utilizados 200mg
NIH-FSH-S1 de FSHp® divididos em seis
aplicagdes, em doses decrescentes, administradas
em intervalos de 12 horas. No momento da
ultima aplicagdao de FSHp, foram administradas
também 200Ul de eCG’, com retirada da fonte
de progesterona. A inseminagdo artificial foi
realizada com sémen fresco de reprodutores da
mesma propriedade, utilizando-se a técnica
laparoscopica com deposigdo seminal intra-
uterina, 36 horas apds a remog¢do do dispositivo
intravaginal de progesterona.

As doadoras foram submetidas a coleta
transcervical de embrides no 21° dia do
programa, sendo distribuidas em  dois
tratamentos: T1 — controle (n=10), referente aos
animais que ndo receberam aplicagdo prévia de
misoprostol para promover a dilatagdo cervical
antes da coleta de embrides e T2 (n=58),
referente aos animais que receberam infusdo de
200pg de misoprostol’, analogo sintético da
prostaglandina E; (PGE,), no fundo do saco
vaginal, cinco horas antes da coleta de embrides.

Para a coleta dos embrides via transcervical, os
animais foram mantidos em esta¢cdo, numa
plataforma de contengdo, sendo feita, em
seguida, a higienizacdo da regido perineal. Foi
realizada, entdo, anestesia epidural, utilizando-se
ImL de lidocaina’ a 1,0%, introduzindo-se, mais
adiante, um espéculo vaginal para visualizagdo e
localizagdo cervical, a qual foi fixada com o
auxilio de duas pingas modelo Pozzi e tracionada
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até o ponto mais proximo possivel do vestibulo
vaginal.

Com uma vela de Hegar, o 6stio caudal da cérvice
foi transposto e dilatado mecanicamente e,
imediatamente, foi introduzida, com o auxilio de
um mandril de ago inoxidavel, uma sonda
desprovida de baldo, com via unica tipo Nelaton-
Robinson® até o corpo do itero, sendo direcionada
ao corno desejado. A sonda foi acoplada a uma
mangueira de duas vias, sendo, por uma das
extremidades, introduzido o meio de lavagem
constituido de solugdo salina fosfatada tamponada’
a 37°C, acrescido 0,5% de surfactante®. Cada corno
uterino foi lavado 12 vezes, utilizando-se 20mL de
meio por lavagem, totalizando 240mL por corno
uterino e 480mL para cada animal.

Pela outra extremidade da sonda, a solugdo foi
recolhida em filtro coletor e levada ao
estereomicroscopio para identificagdo, remogdo e
avaliacdo dos embrides. O tempo gasto para a
realizagdo do processo, desde a contengéo até o fim
da coleta e liberagdo do animal, foi registrado para
posterior avaliagdo.

Os animais foram manejados e submetidos as
diferentes etapas inerentes ao processo, de acordo
com os principios €ticos da experimentacdo animal
dispostos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal.

Os dados foram submetidos a analise de variancia
com auxilio do Programa SPSS (SPSS..., 1992),
comparando-se as médias por meio do teste Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A coleta transcervical de embrides, nas ovelhas
do TI, foi impossivel em 100,0% dos animais
(Tab. 1). Este resultado ratifica aqueles descritos
por Barry et al. (1990), McKelvey et al. (1997),
Sousa (1999) e¢ Almeida et al. (2002), que
também ndo obtiveram éxito na transposi¢do do
canal cervical de animais ndo tratados
previamente.

Das 58 ovelhas do T2, ndo foi possivel transpor a
barreira cervical em, apenas, trés animais (5,2%),
o que demonstra a eficiéncia da técnica de coleta
transcervical em ovelhas da raca Dorper,
submetidas a aplicagdo prévia de misoprostol.

Rusch (ref. 220500 n. 10) - EUA.
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Dos trés animais em que a passagem cervical foi
impossivel, pdde-se perceber, em um deles, uma
disposicdo anormal do 6stio caudal do canal
cervical.

Os resultados de permeabilidade da cérvice
foram mais elevados que os descritos por
McKelvey et al. (1997), que utilizaram quatro
dias de tratamento com PGE, e estradiol e
conseguiram 33,0% de eficiéncia na transposi¢do
do canal cervical de ovelhas Suffolk. Além disso,
superaram também os resultados encontrados por
Croy et al. (1999), que fizeram uso da
interleucina  humana e s6  alcangaram
transposicao cervical parcial das fémeas tratadas.
Houve, no entanto, similaridades com os
resultados descritos por Barry et al. (1990),
Oliveira (1992), Sayre e Lewis (1996) e Sousa
(1999), que utilizaram PGE, associado ao
estradiol, PGE; associado ao estradiol, a
ocitocina e ao PGF,, respectivamente, como
agentes dilatadores do canal cervical em ovelhas.

A condigdo de pluripara das fémeas usadas,
provavelmente, facilitou a passagem do
equipamento de coleta. Sousa (1999) conseguiu a
passagem cervical em 100,0% das fémeas ovinas
Santa Inés pluriparas, enquanto, nas fémeas
nuliparas,o insucesso foi também de 100,0%.

Ressalta-se que, além da utilizagdo da PGE;, a
tragdo cervical com pingas de Pozzi e o emprego
de velas tipo Hegar para auxiliar na dilatagdo
mecanica do canal cervical foram indispensaveis
para a execugdo da técnica com sucesso. O
calibre da vela, n® 2 ou 3, variou de acordo com
o didmetro do canal cervical do animal em
coleta. Souza et al. (1994) também descreveram
a tracdo cervical como um passo fundamental
para a transposi¢ao da cérvice na espécie ovina.

A porcentagem média de recuperagdo do meio de
lavagem alcancada neste estudo foi de 95,7%
(Tab. 1), resultado semelhante ao alcangado com
coletas de embrides realizadas em circuito
fechado por Salles (2002) e Gusmao et al.
(2002), na espécie caprina (95,0%). No entanto,
o valor foi mais alto que os descritos por Barry et
al. (1990) e Oliveira (1992), quando utilizaram
previamente o mesmo medicamento para
provocar relaxamento cervical.
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Tabelal. Transposi¢do da cérvice e coleta transcervical de embrides, sem e com administragdo de
misoprostol como agente dilatador cervical em ovelhas Dorper superovuladas com FSHp

Variavel T1* T2**
Animais (n) 10 58
Animais coletados (n) Oa 55b
Execug¢do (min) (y = o) - 30,14+9,0
Meio recuperado (%) - 95,7

*Tratamento 1: sem aplicagdo de misoprostol; **tratamento 2: com aplicagdo de misoprostol, cinco horas antes da

coleta transcervical no canal vaginal.

Valores seguidos por letras diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste Tuckey (P<0,05).

O periodo de tempo para execucdo da coleta
transcervical em circuito fechado foi de 30,14
minutos, em média (Tab. 1), sendo superior aos
21,32 minutos gastos por Andrioli et al. (1999) para
a coleta transcervical em caprinos, e aos 20 minutos
gastos por McKelvey et al. (1997), quando
realizaram coletas transcervicais em ovelhas
tratadas com estradiol e PGE, como agentes
dilatadores cervicais. Isso evidencia que a técnica
descrita ¢ de rapida execugdo quando comparada
com os resultados obtidos por Andrioli et al. (1999)
na coleta laparoscopica e ciriurgica em pequenos
ruminantes. Ressalta-se a  importancia da
qualificacdo técnica e da habilidade do operador
para o alcance do sucesso com a técnica.

Neste estudo, ndo foi avaliada a taxa de
recuperagdo embrionaria, pois a coleta de
embrides foi realizada pela técnica transcervical,

0 que ndo permitiu a visualizagdo prévia dos
ovarios e a contagem dos corpos luteos. Dessa
forma, a resposta ao desafio superovulatorio foi
avaliada somente pela quantidade total de
embrides recuperados por animal (Tab. 2).

A porcentagem de animais que ndo respondeu ao
desafio superovulatorio, quando se considerou
como uma resposta positiva a obtengdo de mais
de dois embrides por doadora, foi de 15,5%,
valor semelhante ao encontrado por Cognie
(1999), de 20,0%, para ovelhas nio responsivas
em programas de multiplas ovula¢des. Ainda
assim, os valores citados foram mais baixos que
os descritos por Naqvi e Gulyani (1999), que
alcancaram  indice de 100,0%, quando
associaram o FSHp ao eCG, e de 75,0%, quando
usaram somente o FSHp.

Tabela 2. Resposta superovulatoria e numero de embrides coletados sem e com administragcdo de
misoprostol como agente dilatador cervical em ovelhas Dorper superovuladas com FSHp

Variavel T1* T2**
Animais coletados (n) Oa 55b
Resposta a superovulagao (%) - 85
Embrides viaveis/animal (y + o) - 3,50+3,18
Estruturas degeneradas/animal (y + o) - 2,5242,43
Total de embrides/animal (y + ©) - 6,02+3,61

*Tratamento 1: sem aplicagdo de misoprostol; **tratamento 2: com aplicagdo de misoprostol, cinco horas antes da

coleta transcervical.

Valores seguidos por letras diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste Tuckey (P<0,05).

Existiu uma grande variabilidade individual na
resposta superovulatoria dos animais, dentro de
um mesmo tratamento. Essa variabilidade
confirma os achados de Naqvi e Gulyani (1999),
Traldi (2000), Silva et al. (2001) e Naqvi et al.
(2001), ao descreverem essa situagdo como um
importante entrave para a difusdo da biotécnica.

Os valores médios do numero total de embrides,
de embrides viaveis e de estruturas degeneradas,
por animal, encontram-se na Tab. 2. Estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados por
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Blanco et al. (2003), 5,2 embrides totais/doadora,
utilizando a associacao de eCG e FSHp, e por
Folch et al. (2001), com 3,9 embrides viaveis por
doadora, e empregando  horménio de
crescimento, em ovelhas superovuladas com
FSHp. Contudo, os resultados de coleta de
embrides alcancados neste estudo foram mais
altos que os obtidos por Barry et al. (1990), que
alcangaram média de 2,2 embrides por fémea
superovulada, ¢ mais baixos que os de Steyn
(2000), que relata a coleta de 4,8 embrides
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transferiveis por doadora, aplicando protocolo
similar ao utilizado neste estudo.

Pode-se concluir que o misoprostol tornou
possivel a transposi¢do do canal cervical e a
coleta ndo-ciriirgica de embrides, em circuito
fechado, em ovelhas da raga Dorper pluriparas.
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