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Resumo 
 

Esta revisão apresenta uma visão geral e crítica da base técnica dos procedimentos de superovulação, 
expondo as limitações e os últimos avanços dessa tecnologia na produção de embriões ovinos. Entre os 
responsáveis pelas limitações dos protocolos comumente empregados, destacam-se a variabilidade no grau de 
purificação das gonadotrofinas derivadas da hipófise, a falta de controle da dinâmica folicular, as falhas no 
processo de fertilização e o elevado índice de regressão prematura do corpo lúteo. Algumas abordagens foram 
empregadas visando ao controle desses limitantes e obteve-se aceitável resposta superovulatória, como: a 
utilização de gonadotrofinas recombinantes; a superestimulação no dia, ou em até 24 h, da emergência de uma 
onda folicular; a administração de GnRH e seus agonistas, como indutores de ovulação, principalmente quando 
for realizada inseminação artificial com sêmen congelado; e a aplicação de hCG, GnRH ou inibidores da 
prostaglandina F2α após a ocorrência das ovulações múltiplas. Essas abordagens resultaram em melhorias 
relevantes nos programas de MOTE em ovinos. 
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Abstract 
 

The present paper reviews an overview and critique of the technical basis of the procedures for 
superovulation, exposing the limitations and recent advances in this technology in production of sheep embryos. 
Among those responsible for the limitations of commonly used protocols, those that stand out are the variability in 
the degree of purification of pituitary gonadotropins, the lack of control of follicular dynamics, failures in the 
fertilization process and the high rate of premature regression of the corpus luteum. Some approaches have been 
employed for the control of these impediments, enhancing superovulatory response, such as the use of recombinant 
gonadotropins; superstimulation on the day or within 24 h of emergence of a follicular wave; and the administration 
of GnRH agonists to induce ovulation, especially when artificial insemination is carried out with frozen semen; and 
the administration of hCG, GnRH or prostaglandin F2α inhibitors after the occurrence of multiple ovulations. 
These approaches have resulted in significant improvements to MOET programs in sheep. 
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Introdução 
 

A multiplicação de animais geneticamente superiores é realizada, sobretudo, com o auxílio de 
tecnologias de reprodução assistida (TRA). A inseminação artificial é a biotécnica mais empregada, contudo 
apenas o germoplasma masculino é multiplicado. A produção de embriões in vivo é uma importante ferramenta 
para aumentar a contribuição de fêmeas superiores para o conjunto de genes da população, principalmente se ela 
for realizada por meio da múltipla ovulação e transferência de embriões (MOTE). Essa, além de aumentar o 
número de descendentes de fêmeas geneticamente superiores, pode acelerar testes de progênie, permitir o 
intercâmbio de germoplasma para outras regiões ou países com o mínimo risco de transmissão de doenças, 
reduzir os custos e eliminar o estresse causado pelo transporte de animais. 

Durante as três últimas décadas, houve um grande progresso no uso de germoplasma feminino por meio 
da MOTE, revisados por Cognie (1999) e Cognie et al. (2003), Gonzalez-Bulnes et al. (2004) e Menchaca et al. 
(2010). No entanto, a aceitação dessa tecnologia em ovinos tem sido lenta, principalmente devido à variabilidade 
da resposta ovariana ao tratamento superovulatório (Cognieet al., 1999; Gonzalez-Bulnes et al., 2004). Nesta 
revisão, serão abordadas as recentes melhorias e algumas oportunidades de pesquisa para tornar a superovulação 
mais econômica e eficaz, levando a sua ampla utilização em programas de seleção de pequenos ruminantes. 
 

Superovulação 
 

Em ovinos, um programa de múltipla ovulação e transferência de embriões (MOTE) tradicionalmente inclui 
a inserção de uma esponja vaginal contendo análogos da progesterona, como o acetato de fluorogestona (FGA) ou o
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 acetato de medroxiprogesterona (MAP), ou mesmo a progesterona em si, por uso do dispositivo interno de liberação 
de progesterona (DILP), que permanecem por 12 ou 14 dias, a fim de induzir e sincronizar o ciclo estral.  

As gonadotrofinas mais utilizadas para a superovulação são a gonadotrofina coriônica equina (eCG) e o 
hormônio folículo estimulante (FSH) de origem suína (pFSH) ou ovina (oFSH). Desses, a eCG foi a primeira 
droga utilizada para superovulação, em dose única de 1000 a 2000 UI, um ou dois dias antes da remoção do 
progestágeno (Cognie, 1999).  

A eCG apresenta uma longa meia-vida in vivo, por isso pode resultar em uma alta incidência de 
folículos anovulatórios, que são responsáveis por alta produção de estradiol. É provável que a condição 
estrogênica, provocada por esses folículos, altere o transporte de gametas através do trato genital e, portanto, 
diminua as taxas de recuperação embrionária (Evans e Armstrong, 1984). Tais efeitos adversos são reduzidos 
quando se neutraliza a eCG com anticorpo monoclonal, após a estimulação folicular (Martemucci et al., 1995). 
Uma alternativa para evitar o uso do anti-eCG seria a administração do hormônio liberador de gonadotrofina 
(GnRH) no início da manifestação do estro (Jabbour e Evans, 1991).  

A menor eficácia da eCG para a produção de embriões in vivo, nas últimas três décadas, contribuiu para 
uma substituição desse hormônio por preparados comerciais de pFSH (Jabbour e Evans, 1991; Menchaca et al., 
2009) e, em menor escala, de oFSH (Veiga-Lopez et al., 2008). Bettencourt et al. (2008) mostraram que o FSH 
parece ser mais vantajoso do que o pFSH, devido a um aumento significativo no número de embriões 
produzidos. Contudo, nesse trabalho os autores não verificaram diferença no número de ovulações entre os tipos 
de FSH, sendo a diferença no número de embriões explicada pela alta taxa de recuperação embrionária no 
protocolo utilizando o FSH (80%) em comparação ao contendo pFSH (30%). Acredita-se que outros fatores, 
mencionados nesta revisão, possuem maior influência na taxa de recuperação embrionária do que o tipo de FSH 
utilizado na superestimulação. Portanto, mais pesquisas, com os FSH de origem ovina e suína, seriam 
necessárias para confirmar se há diferença na superestimulação e na produção de embriões. 

Estudos recentes comparando múltiplas aplicações de pFSH e uma única aplicação de eCG, para 
superovular ovelhas da raça Awassi, apresentaram resultados superiores para o pFSH em ambas as estações 
(Azawi e Al-Mola, 2010; Cueto et al., 2011). Na estação reprodutiva, apenas a resposta superovulatória foi 
significativamente maior, enquanto na estação não reprodutiva tanto a resposta superovulatória como a produção 
de embriões foram melhores na superestimulação com FSH (Azawi e Al-Mola, 2010). Esses dados sugerem que 
a diferença entre os protocolos com pFSH e eCG seja mais evidente na estação não reprodutiva. 

Devido à sua meia-vida curta, as preparações de FSH têm que ser administradas repetidamente, 
ocasionando em um maior manejo. Dessa forma, são necessárias seis a oito aplicações, em intervalos de 12 h, a 
partir de dois ou três dias antes da remoção do progestágeno. O regime de administração (número de aplicações e 
protocolo de dosagem: constante ou doses decrescentes) são comumente questionados.  

Torrès et al. (1987) foram os primeiros a usar um regime de doses decrescentes de pFSH na superovulação 
de ovelhas, obtendo maiores taxas de ovelhas superovuladas. Esse tratamento pode reduzir a incidência de folículos 
anovulatórios ao final da estimulação gonadotrófica, devido à menor quantidade de FSH administrada ao final da 
superestimulação, levando a uma menor atresia de folículos grandes (Gonzalez-Bulnes et al., 2004). 

Na tentativa de correlacionar a resposta superovulatória com o fluxo sanguíneo folicular, ovelhas Santa 
Inês foram submetidas a protocolos curtos e longos, com oito aplicações decrescentes de 200 mg de pFSH. Nesse 
estudo, não foram encontradas correlações entre o aumento do fluxo sanguíneo e a resposta superovulatória das 
ovelhas. No entanto, surpreendentemente, foram observadas correlações positivas significativas entre as estimativas 
quantitativas do fluxo sanguíneo folicular nas duas últimas aplicações de pFSH e o número e percentual de oócitos 
não fertilizados (Oliveira et al., 2014). Devido à existência dessa correlação, os autores sugerem que os protocolos 
com seis aplicações de pFSH são mais eficientes do que os com oito aplicações. 

Comumente são usados protocolos com doses totais ≥ a 200 mg de FSH por ovelha superestimulada 
(Menchaca et al., 2009; Cueto et al., 2011). Estudos recentes estão sendo desenvolvidos utilizando-se protocolos 
com dose total de 133 mg e obtendo-se desempenho (taxa de ovulação e produção de embriões viáveis) similar 
aos relatados na literatura e em resultados de campo (Brasil, 2013). 

Os preparados de FSH disponíveis comercialmente a partir de extratos de pituitária, inevitavelmente, 
não possuem uma composição uniforme. O teor em LH é variável de lote para lote, podendo afetar seriamente o 
resultado superovulatório em termos de resposta ovariana, taxa de fertilização e qualidade embrionária (Wu et 
al., 2011). O baixo teor de LH pode ser melhor para o desenvolvimento folicular e a obtenção de mais embriões 
transferíveis. Entretanto, tomando por base o conceito de que a relação FSH:LH em condições fisiológicas 
diminui da regressão luteal para o pico pré-ovulatório, protocolos que seguem esse princípio foram usados com 
sucesso em ovinos (D'Alessandro et al., 1997). 

Os protocolos convencionais requerem manejo intensivo devido às múltiplas aplicações de FSH, 
portanto estão sujeitos a erros na dosagem e no horário de aplicação do hormônio, assim como são fatores 
estressantes que podem prejudicar o desempenho reprodutivo dos animais (Simonetti et al., 2008). Assim, a 
simplificação dos protocolos seria benéfica e contornaria tais problemas.  

A associação da eCG (500 UI) com uma única aplicação de FSH (Simonetti et al., 2008) ou com três 
aplicações (Wu et al., 2011) resultou em produção de embriões viáveis semelhantes aos resultados obtidos com 
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protocolos clássicos de múltiplas aplicações de FSH. A simplificação do protocolo, também, foi obtida com uma 
única aplicação de FSH dissolvido em polivinilpirrolidona (PVP), um polímero orgânico sintético, solúvel em 
água e em muitos solventes orgânicos. O PVP é responsável por estabilizar e aumentar a meia-vida do FSH, 
elevando a resposta superovulatória (D'Alessandro et al., 2001). 

Em um estudo pioneiro, uma única aplicação intravenosa de 1,25 UI Fcα/kg, uma gonadotrofina humana 
recombinante de cadeia única e com atividade de FSH com maior meia-vida (hFSHβ-CTP-α; Fcα), promoveu a 
ovulação múltipla de cordeiras na estação reprodutiva (≈ 7 ovulações) e sincronizou o pico pré-ovulatório de LH 
(Rutigliano et al., 2014). A utilização dessa gonadotrofina recombinante poderá ser uma alternativa eficaz para a 
simplificação dos protocolos e a redução da variabilidade da resposta superestimulatória em programas de MOTE. 
As gonadotrofinas convencionais derivadas da pituitária apresentam uma alta variabilidade entre lotes, quanto à 
pureza e potência, podendo também ser fonte de transmissão de doenças infecciosas (Wrathall et al., 2008). A 
utilização da hFSHβ-CTP-α é promissora, entretanto mais estudos são necessários para avaliar a produção e a 
qualidade dos embriões em protocolos de superovulação utilizando essa gonadotrofina recombinante. 
 

Controle da população ovariana 
 

Independentemente do tipo de gonadotrofina utilizada e do esquema de aplicação, a condição folicular 
ovariana, no início do tratamento superestimulatório, é de suma importância para a resposta superestimulatória 
final (Gonzalez-Bulnes et al., 2004; Veiga-Lopez et al., 2008). Em particular, no dia de início do tratamento com 
a gonadotrofina, a presença de folículo(s) dominante(s) atenua a resposta superovulatória (Veiga-Lopez et al., 
2008), enquanto a taxa de ovulação é aumentada quando estão presentes apenas folículos antrais de tamanho 
pequeno e/ou médio (Gonzalez-Bulnes et al., 2002). 

Fêmeas com um folículo dominante apresentam alterações no desenvolvimento folicular, que incluem 
maior atresia, atraso no recrutamento e no crescimento folicular, além de apresentarem folículos com menor 
tamanho e oócitos com redução da qualidade e capacidade de retomada da meiose durante a maturação. Portanto, 
é desejável que o tratamento superovulatório inicie durante a emergência da onda folicular ou na ausência de 
uma dominância estabelecida (Menchaca et al., 2010), como pode ser observado na Fig. 1. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Representação esquemática do recrutamento e das ondas foliculares no ciclo estral da ovelha, 
mostrando a fase ideal (até um dia após o recrutamento da onda) para o início da superestimulação com 
gonadotrofinas exógenas; compilada de dados publicados (Scaramuzzi et al., 1993; Toosi et al., 2010). Eixo 
vertical: tamanho dos folículos durante o ciclo estral da ovelha. Eixo horizontal: dias do ciclo estral da ovelha e 
padrão de onda folicular (painel superior) e especificação dos dias adequados para aplicação de gonadotrofinas 
exógenas (painel inferior). 

Folículos responsivos a gonadotrofinas  
(≈25 folículos entre 1,0 a 2,5 mm) 

[LH] entre 0,5 e 3,0 ng mL-1; [FSH] entre 0,5 e 1,0 ng mL1 
Número de células da granulosa por folículo = 1 a 2 milhões. Aromatase 
presente nas células da granulosa e presença de receptores de FSH e LH nas 
células da teca e da granulosa. Nessa fase, o crescimento pode continuar na 
ausência de FSH ou LH, mas a presença de gonadotrofinas pode influnciar no 
processo de crescimento. 
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Em pequenos ruminantes, o controle da população folicular pode ser conseguido com o uso de fármacos 
que inibam o desenvolvimento folicular no início da superovulação (Cognie, 1999; Cognie et al., 2003). A 
dominância é adquirida em um ambiente com altas concentrações de LH e, deste modo, intervenções 
farmacêuticas com administração de agonista ou antagonistas do GnRH podem ser realizadas com o intuito de 
suprimir a secreção de LH (Cognie et al., 2003). 

Os antagonistas de GnRH produzem um efeito imediato por bloquear de forma competitiva os 
receptores de GnRH, provocando um rápido declínio das concentrações séricas de FSH e LH (Diedrich et al., 
1994). Suas propriedades não necessitam de um período de dessensibilização, e, além disso, a pituitária mantém 
a sua capacidade de resposta à estimulação com GnRH ou seus agonistas (Reissmann et al., 1995). Uma única 
aplicação, subcutânea, de 1,5 mg de antagonista do GnRH, diminui a secreção de gonadotrofinas, e, assim, inibe 
a secreção pulsátil de LH por pelo menos 48 h, após a administração, causando a atresia dos folículos grandes 
dependentes dessa gonadotrofina, enquanto aumenta significativamente o número de pequenos e médios 
folículos (Lopez-Alonso et al., 2005). Essa é uma metodologia promissora para ser adotada em protocolos de 
superovulação. 

Outra abordagem que pode ser empregada, visando ao maior controle do crescimento da população 
folicular é o “método do dia zero”, que consiste em iniciar a superestimulação com FSH no dia da ovulação, a 
qual coincide com o surgimento da primeira onda folicular (Menchaca et al., 2009). Uma desvantagem do uso 
desse método é que os folículos da primeira onda crescem em um meio com menores concentrações de 
progesterona (Viñoles et al., 1999). Portanto, o uso de um dispositivo de progesterona durante o momento da 
superestimulação com FSH poderia ser benéfico sobre a qualidade folicular e a oocitária, assim como verificado 
em bovinos também utilizando o “método do dia zero” (Nasser et al., 2011). 
 

Anormalidades na ovulação e recuperação embrionária 
 

Alguns estudos evidenciaram que uma elevada dose de eCG resultaria no desenvolvimento de folículos 
grandes anovulatórios, que podem se tornar persistentes, provavelmente devido à elevada meia-vida dessa 
gonadotrofina (Jabbour e Evans, 1991; Chagas e Silva et al., 2003). Simonetti et al. (2008) também reforçaram 
que alguns protocolos de superovulação apresentam maior taxa de folículos anovulatórios. Tais folículos 
produzem concentrações anormais de estradiol (Jabbour e Evans, 1991), as quais poderiam estar afetando o 
ambiente uterino e, portanto, interferindo na captação dos oócitos pelas fímbrias ou no transporte deles (Murray 
et al., 1994) e também dos espermatozoides ao longo do trato genital feminino (Evans e Armstrong, 1984).  

A elevada resposta superestimulatória também é amplamente reconhecida como fator prejudicial à 
captação do oócito (D'Alessandro et al., 2005; Simonetti et al., 2008), reduzindo, assim, a produção de embriões. 
Também é visto que a manipulação física da ovelha e do útero, bem como o grau de inflação da cavidade 
abdominal no momento da IA, poderia influenciar na baixa captação oocitária pelas fimbrias (Bari et al., 1999). 

A superovulação de ovelhas está associada a um elevado grau de regressão prematura de corpo lúteo 
(RPCL), podendo acontecer em quase 40% das doadoras de embriões (Schiewe et al., 1991). A razão para a 
ocorrência desse fenômeno não é clara, sendo este acompanhado por uma baixa taxa de recuperação de embriões 
ou recuperação de embriões de má qualidade (Cognie et al., 2003) ou mesmo nenhuma recuperação (Schiewe et 
al., 1990). 

Lopes Júnior et al. (2006) verificaram regressão em 33% das ovelhas da raça Morada Nova 
superovuladas, ocorrendo de forma total ou parcial. Devido à existência de casos de coexistência de CL com 
morfologia e coloração normal e CL em regressão, é provável que isto aconteça em função do tempo de 
observação em relação ao início da luteólise. Portanto, se a laparoscopia é realizada apenas quando o processo 
luteolítico se inicia, é possível que alguns CL já mostrem alterações na morfologia enquanto outros ainda se 
apresentem morfologicamente normais, embora todos eles já tenham começado a regredir (Saharrea et al., 1998). 

A inibição da síntese de agentes luteolíticos pela flunixinameglumina entre o dia da ovulação e a 
recuperação de embriões permite uma redução da RPCL (Battye et al., 1988). A liberação prematura de agentes 
luteolíticos pode ser induzida pela persistência de grandes folículos estrogênicos entre três e quatro dias após a 
superovulação. A indução da ovulação dos folículos anovulatórios, três dias após o estro, com gonadotrofina 
coriônica humana (hCG) evita a RPCL em cabras superovuladas (Saharrea et al., 1998) apoiando essa hipótese.  

Em ovelhas superestimuladas com uma aplicação de 1000 UI de eCG, a administração de duas doses de 
250 UI de hCG, uma no momento da remoção do pessário vaginal e a outra 24 h mais tarde, evitou a RPCL, 
aumentou o peso e o tamanho do CL e as concentrações de progesterona, embora tenha sido incapaz de reduzir o 
número de folículos grandes persistentes (Shabankareh et al., 2012). Provavelmente, em alta concentração de 
progesterona, a liberação endometrial de PGF2α é mu ito pequena e insensível ao estímulo do estrógeno e da 
oxitocina. Estudos detalhados são necessários para esclarecer o efeito da múltipla administração de hCG não 
somente na produção de progesterona e nas características morfológicas do CL, mas também no número e na 
qualidade dos embriões produzidos in vivo. 
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Indução da ovulação 
 

Existe uma variabilidade no início do estro após o tratamento superovulatório e, consequentemente, no 
momento da ovulação, bem como no pico de LH (Veiga-Lopez et al., 2008). Isso poderia levar à ocorrência de 
ovulações prematuras e a um alto tempo entre a primeira e a última ovulação, ocasionando uma assincronia das 
ovulações (Walker et al., 1986). Esses fatores estão relacionados a uma diminuição na taxa de fertilização, 
principalmente após a inseminação em tempo fixo, gerando menor número de embriões transferíveis (Veiga-
Lopez et al., 2008).  

O GnRH e análogos têm sido usados por alguns pesquisadores após a estimulação ovariana com FSH, o 
que tem reduzido o tempo de início das ovulações e melhorado a sincronia das ovulações (Walker et al., 1986), 
bem como reduzido o número de folículos anovulatórios e cistos foliculares (Naqvi e Gulyani,1999) e elevado a 
taxa de ovulação (Azawi e Al-Mola, 2011) e a produção de embriões viáveis (Menchaca et al., 2009). Apesar do 
consenso do efeito benéfico do GnRH, ao final do tratamento superovulatório, segundo Jabbour et al. (1996), a 
administração durante a estação não reprodutiva não melhorou a taxa de ovulação e a produção embrionária. A 
maioria dos resultados desses trabalhos indica que o GnRH pode ser usado nos programas de MOTE para 
aumentar a taxa de fertilização e, assim, a produção de embriões. 
 

Considerações finais 
 

Apesar dos avanços alcançados nos últimos anos, a variação da resposta superestimulatória continua 
sendo o grande gargalo da tecnologia de MOTE em ovinos. Resultados promissores foram obtidos usando-se 
gonadotrofinas recombinantes, protocolos que permitem iniciar a superestimulação ovariana no começo do 
crescimento da onda folicular, utilizando indutores de ovulação e com a administração de hCG, GnRH ou 
inibidores da prostaglandina F2α após as ovulações múltiplas para evitar a RPCL. 

Acredita-se que o uso conjunto dessas abordagens proporcionará uma melhoria considerável na 
produção de embriões em ovinos. Portanto, tais protocolos devem ser testados em ensaios de campo, em grande 
escala, para validar essas melhorias nos programas de MOTE em ovinos. 
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