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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo verificar a resposta superovulatória de fêmeas 
ovinas juvenis da raça Santa Inês e avaliar a viabilidade dos oócitos obtidos para produção in 

vitro (PIV) de embriões. Foram selecionadas 08 fêmeas com idade entre 6 e 8 semanas, 
distribuídas em 2 grupos homogêneos de 04 animais. As fêmeas do Grupo 1 (G1) foram 
submetidas à estimulação ovariana exógena e o Grupo 2 (G2) as fêmeas foram aspiradas 
livres de tratamento hormonal. De um total de 309 oócitos recuperados (G1=187 e G2=122), 
foram obtidos índices de clivagem de 49,2% e 40,2% para G1 (n=92) e G2 (n=45) 
respectivamente, e de 18,72% e 17,96% de desenvolvimento de embriões viáveis no D7 
(G1=35 e G2=19). Embora os resultados sugiram uma melhor eficiência na recuperação de 
oócitos e taxa de clivagem no G1, os índices de obtenção de embriões viáveis no D7 não 
diferiram numericamente entre os dois grupos. Nossos resultados sugerem que, embora tenha 
havido grande variação da quantidade de oócitos obtidos e da produção de embriões entre os 
animais, independentemente do tratamento, a produção de embriões por fecundação in vitro 
(FIV) a partir de fêmeas juvenis tratadas ou não com hormônios exógenos demonstrou-se 
viável, inclusive com boa eficiência do protocolo hormonal utilizado para fêmeas da raça Santa 
Inês. 
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INTRODUÇÃO 
  

O Brasil dispõe de um rebanho ovino em franca ascensão embora não tenha atingido 20 
milhões de animais, sendo que a demanda por carne ovina vem crescendo no mercado interno 
e projeções revelam a possibilidade do país se tornar importante exportador no setor. Com o 
respaldo destas previsões a ovinocultura vem se expandindo por todo território nacional e na 
região Sudeste a adesão dos produtores é crescente, firmando-se como alternativa promissora 
de produção animal. Alguns poucos estudos científicos envolvendo as raças brasileiras: 
Somalis Brasileiro, Morada Nova e Santa Inês, comprovam que a raça Santa Inês contempla 
cordeiros com melhores índices de peso ao nascimento e maior rapidez em ganho de peso 
(FIGUEIREDO et al., 1982; RAJAB et al., 1992), difundindo-se como animal ideal para a 
produção de carne e couro adaptado às condições tropicais e tornando-se a base do plantel 
nacional, sendo comum entre os criadores brasileiros a apologia à raça como o “Nelore da 
ovinocultura”. Contudo, não se pode deixar de considerar a notória necessidade da 
implantação de um programa de melhoramento genético conduzido por critérios científicos a 
exemplo do que vem ocorrendo em várias raças em países desenvolvidos. 

Em favor deste processo, o cenário que se dispõe no campo da biotecnologia da 
reprodução animal é de rápida progressão, principalmente das tecnologias “in vitro”, que 
demonstram a tendência de forte evolução dos sistemas de produção animal. 

Os procedimentos de aspiração folicular, maturação e fertilização in vitro de oócitos, 
viabilizaram a exploração do potencial reprodutivo das fêmeas de maneira revolucionária, 
oferecendo a possibilidade de aceleração do ganho genético através da redução do intervalo 
entre gerações e a maximização do número de nascimentos a partir de fêmeas de alto valor 
genético (LOHUIS et al., 1995), principalmente, quando doadoras juvenis são utilizadas (EARL 
et al., 1995; BALDASSARRE et al., 1996), além de protocolos de estimulação ovariana 



(BERLINGUER et al., 2003; COGNIÉ et al., 2004) e as técnicas de criopreservação 
(MARTINEZ et al., 1998). 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 

 
Foram utilizadas 08 fêmeas da raça Santa Inês com idade de 6 a 7 semanas, distribuídas 

em 02 grupos homogêneos de 04 animais. As fêmeas do Grupo 1 (G1) foram submetidas à 
estimulação ovariana utilizando-se 4 doses constantes de 40mg de hormônio folículo 
estimulante (FSH) em intervalos de 12 horas, administrando-se 500UI de eCG adicionais à 
última dose de FSH, e a aspiração foi realizada 12 horas após o tratamento. O Grupo 2 (G2) foi 
mantido como controle, sendo que as fêmeas foram aspiradas livres de tratamento hormonal. O 
procedimento de aspiração folicular foi realizado por laparotomia, posicionando-se as doadoras 
em decúbito dorsal em maca inclinada 60º, com a cabeça voltada para o lado inferior, 
utilizando-se atropina (0,02 mg/Kg) como medicação pré-anestésica, associação anestésica de 
xilazina (0,1 mg/Kg) e quetamina (5 mg/Kg) e cloridrato de lidocaína no local da incisão. Foi 
realizada uma incisão na linha alba de aproximadamente 5 centímetros através da qual se 
realizou a exposição ovariana para aspiração. Durante o procedimento de aspiração, os ovários 
expostos e eventualmente porções uterinas, foram constantemente umedecidos com solução 
fisiológica e lavados ao término da aspiração, com a solução soro fisiológico (500 mL), 
Dimetilsulfóxido (DMSO) (5 mL) e Heparina (1 mL) no intuito de se prevenir possíveis 
aderências. Os folículos ovarianos foram aspirados com agulha 25x7 acoplada a uma bomba 
de vácuo calibrada em 40 mmHg, através de um sistema de aspiração e os oócitos coletados 
em um tubo Falcon de 50 mL contendo 10 mL de meio para cultivo celular TCM199, 
suplementado com 10% de soro fetal bovino, heparina (0,05 mg/mL) e sulfato de gentamicina 
(0,05mg/mL), mantidos a 39º C em banho-maria. Após cada procedimento os ovários foram 
lavados com solução fisiológica. Os oócitos recuperados foram lavados 3 vezes em meio 
TCM199 suplementado com 10% de soro fetal bovino, transferidos para gotas de 90µL de meio 
de maturação TCM199, enriquecido com 10% de soro inativado de ovelha em estro, FSH 
(5µg/mL), Hormônio Luteinizante (LH) (5 µg/mL), estradiol (1 µg/mL), piruvato de sódio (0,3  
mM) e Cisteamina (100 µM), cobertas com óleo mineral em placas de 50mm e incubados a 39º 
C com  5% de CO2, 5% de O2, 90% de N2 e máxima umidade durante 24 à 26hs. Após 
maturação os oócitos foram parcialmente desnudos das células do cúmulus através da 
pipetação. Para fecundação foi utilizado sêmen congelado comercial do carneiro da raça Santa 
Inês Tingui 655, sendo que as palhetas foram descongeladas em banho-maria a 39º C e 
submetidas a centrifugação à 2500 rotações por minuto em gradiente de percol por 30 minutos. 
Os espermatozóides coletados foram diluídos na concentração de 1 x 106 espermatozóides/mL 
e incubados por 1 hora para capacitação em meio enriquecido com 20% de soro inativado de 
estro de ovelha, piruvato (22 µg/ml) e solução de 2 µM de penicilamina, 1 µM de hipotaurina e 
0,25 µM de epinefrina) e isoproterenol (16 µM).  Os oócitos maturados foram lavados 3 vezes 
em meio pré FIV e 3 vezes em meio FIV. O processo de fecundação ocorreu em gotas de 100 
µL de meio FIV ovinos, com 1x106 espermatozóides/mL e aproximadamente 20 oócitos por 
gota, durante 18 à 20 horas a 39º C com  5% de CO2, 5% de O2, 90% de N2 e máxima 
umidade. Os supostos zigotos foram cultivados em gotas de 50µL de meio de cultura SOF 
enriquecido com 2% de aminoácidos essenciais, 1% de aminoácidos não essenciais, 1 mM de 
glutamina e 10% de soro de ovelha em cio. Decorridas 18 a 20 horas pós-inseminação (D0), foi 
avaliada a taxa de clivagem, a renovação do meio de cultivo e o cultivo até D7, para avaliar a 
competência de desenvolvimento e a taxa de embriões. 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
De um total de 309 oócitos recuperados (G1=187 e G2=122), foram obtidos índices de 

clivagem de 49,2% e 40,2% para G1 (n=92) e G2 (n=45) respectivamente, e de 18,72% e 
17,96% de desenvolvimento de embriões viáveis no D7 (G1=35 e G2=19). Embora os 
resultados mostrem uma melhor eficiência na recuperação de oócitos e taxa de clivagem no 
G1, os índices de obtenção de embriões viáveis no D7 não diferiram numericamente entre os 
dois grupos. Entretanto, a avaliação individual dos animais revelou grande variabilidade da 
condição ovariana em ambos os grupos com destaque para uma fêmea do grupo tratado (G1), 
da qual recuperou-se 78 oócitos, e para uma fêmea do G2, livre de tratamento hormonal, que 



proporcionou a recuperação de 50 oócitos. Por outro lado, obteve-se 26 oócitos e 02 embriões 
de um dos animais do grupo G1 e 06 oócitos e nenhum embrião de outro animal no grupo 
controle (G2). Embora bem estabelecidas na espécie bovina, pesquisas demonstram que a 
utilização de técnicas superovulatórias em fêmeas ovinas apresenta grande variabilidade de 
resposta e resultados controversos são comumente encontrados na literatura, atribuídos 
principalmente a raça e idade das doadoras (MARIANA et al., 1998; ABDENNEBI, 1999; 
GALLI, et al., 2001). Baldassarre em 1996, realizando aspiração folicular em ovelhas 24 horas 
após o tratamento com gonadotrofinas, obtiveram média de 1,1 blastocistos por doadora a 
partir de 06 oócitos selecionados em média para maturação e FIV. No mesmo ano e utilizando 
o mesmo procedimento, Tervit e colaboradores, embora tenham registrado alto grau de 
variação entre as doadoras, reportaram a obtenção de 2 a 3 blastocistos de boa qualidade que 
resultaram média de 1,5 cordeiros nascidos por ovelha; resultados estes, confirmados em 1999 
pelo grupo do pesquisador Ptak.  

A aspiração folicular realizada após tratamento com dose única de 1500 UI de 
gonadotrofina coriônica eqüina (ECG), proporcionou menor número de oócitos comparado com 
fêmeas não tratadas, além de não haver diferenças na qualidade dos complexos de oócitos e 
células granulosas obtidos (STANGL et al., 1999). Resultados semelhantes foram publicados, 
comparando a qualidade dos oócitos coletados de ovários de matadouro provenientes de 
ovelhas tratadas com eCG e ovelhas não submetidas a estimulação (SEVILLANO et al., 1997). 
Dentre os protocolos disponíveis de estimulação ovariana em ovelhas, merece destaque a 
associação de FSH (80 UI de Folltropin-V®) e eCG (300 UI), administrados em dose única 36 
horas antes da aspiração folicular, o qual vem sendo utilizado há 4 anos pelo grupo do 
pesquisador Baldassarre, que realizaram 1580 procedimentos de aspiração folicular por 
laparoscopia, recuperando em média 13,4 oócitos por doadora (BALDASSARRE et al., 2004). 
A associação de FSH e eCG também foi utilizada no tratamento superovulatório de fêmeas 
ovinas juvenis com 5 a 9 semanas de idade, resultando na aspiração de um alto número de 
oócitos, que submetidos a cultura e fertilização in vitro, resultaram taxa de clivagem de 19%, 
frente a 65% de blastocistos obtidos a partir de oócitos aspirados de fêmeas adultas (LEDDA et 

al., 1999). Na espécie bovina, embora se constate resultados concordantes com o baixo 
rendimento na obtenção de embriões em laboratório a partir de doadoras juvenis (REVEL et al., 
1995; DUBY et al., 1997), relatos de rendimentos melhores (ARMSTRONG et al., 1992) ou 
iguais (ARMSTRONG et al., 1994) aos obtidos utilizando-se doadoras adultas, demonstram a 
potencialidade de produção de embriões in vitro a partir de fêmeas pré-púberes.  

 
CONCLUSÃO 
 

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que, embora tenha havido grande 
variação da quantidade de oócitos obtidos e da produção de embriões entre os animais, 
independentemente do tratamento, a produção de embriões por FIV a partir de fêmeas juvenis 
demonstrou-se viável, inclusive com boa eficiência do protocolo hormonal utilizado para fêmeas 
da raça Santa Inês. Considerando o volume de oócitos e embriões obtidos, esta prática revela-
se de grande potencial não só para a drástica redução no intervalo entre gerações e para a 
exploração do potencial reprodutivo de fêmeas de alto valor genético, como também, uma 
alternativa ao desenvolvimento e avaliação de protocolos laboratoriais mais eficientes. 
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