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Resumo

A presente revisdo tem por objetivo abordar aspectos relacionados ao bem-estar animal na
produgdo in vivo de embrides ovinos. A cobranga da sociedade tem impulsionado o uso de praticas que
atendam os preceitos de bem-estar na produgdo animal. Nesse contexto, destaca-se a necessidade de
aprimoramento de procedimentos menos invasivos, como a coleta ndo cirrgica de embrides. Avangos
recentes nos protocolos de dilatacdo cervical melhoraram os resultados e tornaram essa técnica uma
alternativa viavel na espécie ovina. No entanto, a avaliacdo do estado de bem-estar das doadoras submetidas
a coleta transcervical mostra a necessidade de melhor controle da dor durante a sua realizagdo. Assim,
acreditamos que a associacdo dos esforcos de diferentes pesquisas pode proporcionar a resolugdo desses
entraves e possibilitar maior aplicabilidade comercial da biotécnica.
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Abstract

This review aims to address aspects related to animal welfare in the in vivo production of ovine
embryos. The use of practices that meet the precepts of welfare in animal production has been driven by
demands from society. In this context, there is a need to improve less invasive procedures, such as non-
surgical embryo collection. Recent advances in cervical dilation protocols have improved results and made
this technique a viable alternative in sheep. However, the assessment of the state of welfare of donors
undergoing transcervical collection shows the need for better pain control during its performance. Thus,
the association of different research efforts can provide the resolution of these obstacles and enable greater
commercial applicability of the biotechnique.
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Introducao

A caprinovinocultura ¢ uma atividade de elevada importincia social e econdmica, seja pela
geragdo de renda para os produtores, seja pela perpetuagdo da atividade produtiva para as geragdes
seguintes. Embora essa atividade se encontre consolidada em algumas regides do Brasil e possua grande
potencial de desenvolvimento, a produgdo nacional (carne e laticinios) ndo abastece o mercado interno,
cujo consumo ainda ¢ bastante reduzido comparado a outros paises. Devido a qualidade nutricional e valor
agregado, hd um aumento expressivo na demanda por esses produtos (Viana e Silveira, 2009; Batista e
Bonifacio, 2015), porém, para expandir os sistemas de producdo, faz-se necessario investir em tecnologias
que aprimorem caracteristicas como genética, nutri¢do, sanidade, reproducao, bem-estar animal e gestdo.

Nesse cenario, as biotécnicas reprodutivas, como a transferéncia de embrides, ganham destaque,
principalmente por acelerar o ganho genético desses animais. No entanto, as técnicas de producdo de
embrides in vivo ou in vitro em pequenos ruminantes ainda necessitam de avangos técnico-cientificos para
possibilitar maior viabilidade desses procedimentos (Souza-Fabjan et al., 2014; Fonseca et al., 2016).

A produgdo in vivo de embrides, também conhecida como multipla ovulagdo e transferéncia de
embrides (MOTE), envolve as seguintes etapas: indugdo ou sincronizagdo do estro das doadoras;
superovulagdo; fecundag@o dos odcitos (por monta natural ou inseminagao artificial); colheita dos embrides
por meio de lavagem uterina; e posterior transferéncia (inovulag@o) para o utero de fémeas receptoras
sincronizadas. Outra possibilidade é a criopreservacao dos embrides produzidos para transferéncia em outro
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momento ou mesmo para investigacdes cientificas (Fonseca et al., 2014). A MOTE tem contribuido para a
multiplicagdo dos pequenos ruminantes em todo o mundo, possibilitando que uma fémea produza um
numero de crias superior ao que seria fisiologicamente possivel durante sua vida produtiva. Ainda, essa
biotécnica coopera sobremaneira com programas de conservacdo de racas ameacgadas de extingdo, na
importagdo e exportagdo de germoplasmas, bem como no apoio a outras biotécnicas relacionadas (Cognié
et al., 2003; Fonseca et al., 2014; Pinto et al., 2017).

Entretanto, essa biotécnica ainda possui alguns entraves que limitam sua aplica¢do na espécie
ovina, especialmente de maneira comercial, destacando-se a etapa de coleta dos embrides, tradicionalmente
realizada por procedimentos cirirgicos, que possui desvantagens como custos, riscos a saude animal e
impossibilidade de uso sucessivo das fémeas (Fonseca et al., 2016). A principal barreira para utilizagao de
técnicas ndo cirtirgicas nesta espécie € a anatomia da cérvix, que devido a sua tortuosidade dificulta o acesso
uterino por via transcervical. Atualmente, tem sido estudadas possibilidades para viabilizar a coleta ndo
cirargica em ovelhas, como alternativa aos métodos cirurgicos (Leite et al., 2018; Fonseca et al., 2019b;
Dias et al., 2020, 2023; Santos et al., 2020). Além disso, vale ressaltar que a crescente ateng@o ao bem-estar
animal tem pressionado o aprimoramento dos procedimentos veterinarios, incluindo as biotécnicas
reprodutivas (Scott et al., 2001; Fitzpatrick et al., 2006; Windsor et al., 2016).

Observados estes pontos, o objetivo desta revisdo foi rever os aspectos relacionados a producédo in
vivo de embrides na espécie ovina, com énfase na técnica de coleta ndo cirtrgica dos embrides e no bem-
estar animal. Procuramos incluir os resultados do nosso grupo de pesquisa vinculados ao tema.

Coleta de embrides na espécie ovina

A coleta de embrides produzidos in vivo € feita através da lavagem dos cornos uterinos entre o
sexto e o oitavo dia apds o inicio do estro, periodo baseado no tempo necessario para que o embrido percorra
a tuba uterina e atinja o apice do corno do utero (Fonseca et al., 2014). Essa etapa da MOTE, em pequenos
ruminantes, pode ser realizada por laparotomia, laparoscopia ou por via transcervical, as quais propiciam
diferentes resultados quanto ao niimero de embrides recuperados e danos ao sistema genital das doadoras
(Andrioli et al., 1999; Ishwar e Memon, 1996; Fonseca et al., 2019a).

Técnicas de coleta de embrices

A coleta cirtrgica por laparotomia ainda é o procedimento mais utilizado em ovinos. Essa técnica
possui taxas de recuperagdo de embrides satisfatorias, porém é o método mais invasivo e apresenta como
desvantagem o custo relativamente alto, o estresse dos animais e todos os riscos € sequelas inerentes a
procedimentos cirurgicos que envolvem manipula¢do de 6rgaos abdominais (Fonseca, 2006; Fonseca et al.,
2014, 2016; Santos et al., 2020). Em cabras, por exemplo, Andrioli et al. (1999) observaram aderéncias no
sistema genital e nos orgdos circunvizinhos em 100% dos animais a coleta cirurgica, limitando o uso
sucessivo dessas doadoras. Portanto, devido as desvantagens supracitadas, alternativas como a coleta semi-
cirurgica por laparoscopia e a ndo cirtrgica transcervical ganharam espaco.

A laparoscopia ¢ uma técnica precisa e com boa recuperagdo embriondria, mas requer
equipamentos especiais e pessoal altamente treinado (Fonseca, 2006). Apesar de apresentar menor indice
de sequelas que a técnica anterior, ainda ha possibilidade de aderéncias em até 70% das fémeas submetidas
as coletas sequenciais (Andrioli et al., 1999).

Por muito tempo, as coletas cirirgica ou laparoscopica foram as unicas opgdes para essa etapa.
Mas, nas ultimas décadas, o desenvolvimento e aprimoramento da técnica ndo cirurgica de coleta de
embrides em pequenos ruminantes tém ampliado a sua utilizagcdo nos programas de MOTE, visto que
minimiza a ocorréncia de complicagdes e possibilita a realizagdo de coletas sucessivas (Fonseca et al.,
2014). O Brasil ¢ referéncia na obtengdo ndo cirurgica de embrides nessas espécies, atualmente, quase
100% das coletas em cabras sdo feitas pela via transcervical (Fonseca et al., 2010), com eficiéncia muito
proxima as obtidas por meio de técnicas cirurgicas (Fonseca et al., 2013).

Resumidamente, para a coleta ndo cirirgica de embrides, apos a contenc¢do do animal, ¢ inserido
um espéculo vaginal e a cérvix ¢ fixada e tracionada caudalmente, com auxilio de pingas. Incialmente, um
dilatador uterino tipo vela de Hegar ¢ utilizado para transpor os anéis cervicais e determinar o “mapa
cervical”, permanecendo in situ por 30 segundos, sendo substituido, em seguida, por uma sonda uretral
guiada com um mandril metélico. Quando o corno uterino é alcancgado, retira-se o mandril e a sonda ¢
conectada a um circuito fechado (Circuito Embrapa® para recuperagdo de embrides caprinos/ovinos),
composto por duas vias, uma que se comunica com o filtro de coleta de embrides e a outra com o meio de
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lavagem, permitindo assim a lavagem de ambos os cornos e a recuperacdo dos embrides (Fonseca et al.,
2013). Esse método, apesar de simples, exige experiéncia do técnico para transpor os anéis cervicais e
perceber caso ndo tenha acessado o Utero, além da habilidade de recuperar todo o liquido infundido.

Além da incapacidade de manipulacdo retal do trato reprodutivo, inerente aos pequenos
ruminantes, a coleta ndo-cirtrgica também ¢ dificultada pelas caracteristicas anatdmicas da cérvix ovina.
A tortuosidade da estrutura, a quantidade de anéis cervicais e os varios tipos de apresentagédo (lisa, roseta,
papila, fenda, bico de pato ou flap) atrapalham ou impedem a passagem (transposi¢do) de instrumentos por
toda a extensdo cervical (Kershaw et al., 2005; Gusmao, 2011; Pinto et al., 2019). Na tentativa de reduzir
a interferéncia cirurgica no trato reprodutivo dessas fémeas, protocolos de dilatagdo cervical tém sido
estudados (Fonseca et al., 2019a, 2019b, 2019c; Prellwitz et al., 2019; Dias et al., 2020, 2023) objetivando
facilitar o acesso uterino na espécie ovina.

Protocolos de dilatacdo cervical para coleta ndo cirurgica de embrioes

Os protocolos hormonais que visam a dilatacdo cervical tém participagdo significativa na
transposi¢do e coleta ndo cirargica de embrides, bem como na MOTE ovina. Normalmente, esses
protocolos mimetizam as concentragdes hormonais de eventos fisiologicos que promovem o relaxamento
natural da cérvix, como o parto e o estro.

Resumidamente, na fase folicular do ciclo estral e no processo de desencadeamento do parto, ha
aumento das concentragdes de estradiol, ocitocina e prostaglandinas, especialmente prostaglandina F2a
(PGF2a) e prostaglandina E, (PGE;; Liggins et al., 1973). Essas alteracdes induzem a reorganizacao das
fibras colagenas da matriz extracelular, seja alterando a microestrutura das fibras ou estimulando a
producdo de glicosaminoglicanos. Como resultado, hd o relaxamento da musculatura lisa e,
consequentemente, a dilatagdo do colo uterino (Ji et al., 2008; Kershaw-Young et al., 2009).

Na tentativa de simular esses mecanismos, varios hormdnios tém sido utilizados para dilatagdo da
cérvix, com diferentes doses, horarios ¢ vias de administragdo, mas, em geral, baseados na associagdo de
estradiol, ocitocina e PGF2a. Os avangos recentes nesses protocolos melhoraram as taxas de transposi¢ao
cervical e sucesso da lavagem uterina, tornando a coleta ndo cirtirgica de embrides uma realidade viavel
também na espécie ovina (Tab. 1; Gusmaio et al., 2007, 2009; Leite et al., 2018; Fonseca et al., 2019b,
2019c; Prellwitz et al., 2019; Dias et al., 2020, 2023).

No Brasil, os primeiros protocolos estudados envolveram o uso de andlogos da PGF2a
(cloprostenol so6dico) e PGE; (Misoprostol), 12 horas e 5 horas antes da coleta, respectivamente. Gusmao
et al. (2007, 2009) obtiveram resultados promissores com o uso desses fairmacos possibilitando a
transposi¢ao cervical e a coleta de embrides em animais das ragas Santa Inés e Dorper.

Posteriormente, Fonseca et al. (2016) desenvolveram o “Protocolo Embrapa” para relaxamento
cervical e lavagem uterina por via transcervical em ovinos, visando a coleta de embrides. Este protocolo ¢
baseado na administragdo de 37,5 pg de d-cloprostenol (andlogo da PGF2a) e 1 mg de benzoato de estradiol
im., 18 a 16 horas antes da coleta, além de 50 UI de ocitocina i.v., 20 minutos antes do procedimento. Sua
utilizag@o ja foi testada em doadoras das ragas Santa Inés (Fonseca et al., 2019b; Oliveira et al., 2020),
Dorper (Dias et al., 2020), Lacaune (Figueira et al., 2020a), Morada Nova (Oliveira et al., 2022) ¢ mesticas
(Dias et al., 2023).

Leite et al. (2018) estabeleceram um protocolo farmacologico com anestesia epidural (2,0 mg.kg
! cetamina), associada com benzoato de estradiol (100 pg i.v., 12 horas antes), d-cloprostenol (37,5 pug i.m.,
12 horas antes) e ocitocina (100 Ul i.v., 15 minutos antes), que permitiu a transposicao cervical em 90%
das ovelhas da raga Santa Inés utilizadas. Santos et al. (2020) compararam os métodos de coleta cirurgico
e transcervical em ovelhas da mesma raga utilizando o mesmo protocolo de dilatagdo e observaram maior
taxa de recuperacao embriondria na coleta nao cirurgica (60,5% vs. 37,1%).

Para maior difusdo da biotécnica, o protocolo utilizado para a dilatagdo cervical, essencial para a
coleta ndo cirargica nessa espécie, deve considerar o uso de medicamentos disponiveis mundialmente. Em
alguns paises, como os da Unido Europeia e Oceania, o uso de estrogenos na producdo animal € restrito ou
proibido (Diretiva 81/602/EEC; Diretiva 2008/97/EEC; Decisao de execugdo 2022/679/EEC). Embora o
uso dessas drogas nos protocolos reprodutivos ainda ndo seja restrito no Brasil, hd uma tendéncia para a
sua reducdo ou remocgdo, tanto pelos potenciais riscos a satide humana e ao ambiente, como para o
fornecimento de produtos compativeis com as exigéncias do mercado externo.

Neste contexto, Dias et al. (2020, 2023) estudaram a reducdo do uso de analogos do estrogénio no
“Protocolo Embrapa”. Os resultados evidenciaram que a coleta ndo cirtrgica pode ser eficientemente
realizada em ovelhas Dorper e mesti¢as (Lacaune x Santa Inés), a partir de um protocolo de relaxamento

Rev Bras Reprod Anim, v.47, n.2, p.275-285, abr./jun. 2023 277



DY

Ribeiro et al. Bem-estar animal nos procedimentos de produgéo in vivo de embrides na espécie ovina.

cervical utilizando d-cloprostenol e ocitocina, com auséncia ou redu¢do da dose (0,5 mg) de benzoato de
estradiol. Nesse estudo, a redug@o ou auséncia de estrogeno ndo prejudicou os resultados relacionados com
a eficiéncia da coleta de embrides.

Vale ressaltar que para maior sucesso da técnica, além do protocolo farmacologico, ¢ necessario
selecionar adequadamente as doadoras a serem submetidas a coleta ndo ciriirgica de embrides. Sabe-se que
a raga ¢ um fator determinante, devido a variagdo na anatomia ¢ no grau de penetragdo da cérvix entre os
varios genotipos ovinos. Da mesma forma, a proximidade do parto deve ser considerada como um fator de
selecdo, uma vez que nuliparas ou fémeas que pariram hé mais de um ano apresentam maior constri¢cao
cervical (Fonseca et al., 2019a). Outros critérios de selecdo incluem o teste de transposi¢do cervical no
estro, para identificar animais com maior facilidade de transposi¢do (Santos et al., 2019), a avaliacdo do
grau de dificuldade de visualizagdo, pingamento e retragao do colo uterino e a identificagdo da presenca de
anormalidades anatomicas que dificultem o procedimento (Fonseca et al., 2016, 2019a; Prellwitz et al.,
2019). Outra abordagem que pode ser util ¢ a definicdo do “mapa cervical” antes da coleta por
ultrassonografia (Figueira et al., 2020b) ou com a vela de Hegar durante a transposi¢do (Fonseca et al.,
2019a).

Efeitos dos protocolos de dilatagdo cervical sobre o ambiente uterino e embrioes

Os embrides geralmente sdo coletados durante a fase luteal do ciclo estral, quando o ambiente
uterino esta sob influéncia de altas concentragdes de P4 (Spencer et al., 2004). Assim, a administragdo de
hormoénios exdgenos nesse momento, pode interferir na motilidade uterina e na atividade das glandulas
uterinas (Murray, 1992; Wathes et al., 1996; Stellflug et al., 2001), expondo os embrides a um ambiente
modificado durante as ultimas horas antes da coleta.

Em ovinos, o efeito dos hormonios administrados in vivo para dilatagdo cervical sobre o ambiente
uterino e a qualidade embrionaria ainda ndo estd bem elucidado. Dias et al. (2023) relataram que protocolos
de dilatacdo cervical, com analogo da PGF2a, associado ou ndo ao benzoato de estradiol, interferiram na
morfologia do corpo luteo e alteraram a relagdo sérica de E2:P4, 16h apo6s a aplicagdo. Apesar de ndo terem
sido observadas diferengas no niimero ou na qualidade dos embrides produzidos, as alteragdes ja citadas
podem ser criticas para o desenvolvimento inicial dos embrides. Vale ressaltar que néo apenas o estradiol,
mas também o d-cloprostenol isoladamente afetou a fungdo luteal e o perfil endocrino das ovelhas doadoras.

Oliveira et al. (2020) observaram uma correlagdo positiva entre a concentragdo de estradiol sérico
no momento da coleta transcervical e a taxa de viabilidade embrionaria, em doadoras submetidas a regime
curto de sincronizacdo de estro. Tal achado sugere que, nesse caso, a alteragdo enddcrina induzida pelo
protocolo de dilatacdo cervical ndo afetou a morfologia dos embrides.

Nosso grupo estudou a hipétese de que a coleta transcervical em ovinos, utilizando um protocolo
de dilatacdo com estradiol, PGF2a e ocitocina, 12 horas antes da coleta, poderia afetar a fun¢do luteal, a
qualidade dos embrides ¢ o ambiente uterino. Nao encontramos alteragdes detectaveis na qualidade
morfologica, no estagio de desenvolvimento ou na incidéncia de apoptose dos embrides produzidos. No
entanto, induziu luteolise, reduziu as concentragdes de P4 e alterou transitoriamente a expressdo génica
embrionaria, diminuindo a quantidade de mRNA dos genes NANOG e OCT-4, envolvidos com a
diferenciagdo celular e pluripoténcia, respectivamente (Santos et al., 2022). O protocolo de dilatagdo
também modificou o perfil proteico do lavado uterino recuperado apds a coleta dos embrides. Foram
identificadas 1.447 proteinas, das quais 436 foram encontradas exclusivamente no grupo tratado e 126 no
grupo controle. Um total de 17 proteinas foram altamente expressas no grupo tratado, incluindo proteinas
relacionadas a biossintese de prostaglandinas e a regulacdo do estradiol. No grupo controle, cinco proteinas
foram reguladas positivamente, incluindo proteinas ligadas a regulagdo positiva do desenvolvimento
embrionario (Santos et al. dados nao publicados).

A forma mais eficiente de avaliagdo da qualidade embrionaria em programas de MOTE ¢ a
confirmagao da prenhez, indicando a capacidade do embrido produzido realizar a implantagdo na receptora.
Lewis (2010) avaliou os efeitos da administragdo de estradiol, ocitocina ou ambos, no dia seis apds o
acasalamento, ndo encontrando efeitos em nenhum dos tratamentos sobre a fungao luteal ou taxa de prenhez
das ovelhas. O estudo ndo envolveu coleta, manipulagéo, criopreservagdo e/ou transferéncia dos embrides,
porém ¢ possivel inferir que os tratamentos utilizados poderiam influenciar a qualidade embrionaria ¢ a
taxa de prenhez. Figueira et al. (2019) avaliaram a taxa de prenhez apds a transferéncia de embrides
criopreservados de ovelhas Lacaune, coletados por via transcervical. A taxa de prenhez obtida foi de 29,3%
e a taxa de parto de 18,8%, demonstrando que os embrides expostos a um protocolo hormonal para dilatagao
da cérvix antes da coleta apresentaram uma competéncia razoavel para estabelecimento da prenhez. Outros
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estudos mais aprofundados, envolvendo todas as etapas da MOTE com coleta ndo cirargica dos embrides,

podem continuar contribuindo para o melhor esclarecimento dessa relagao.

Tabela 1. Coleta ndo cirtirgica de embrides em ovelhas: protocolos para dilatagdo cervical, sucesso da
técnica e produ¢do de embrides.

Protocolo de

Taxa de

Estruturas

Referéncia Raca da dilatacio Sucesso recuperacd  recuperada Embrides
doadora cervigal da coleta l:) ¢ ps vidveis*
Gusmao et al. Santa Sem fArmacos 0% 3 B
(2007)B Inés (0/13)
Gusmao et al. Santa 59%
(2007)° s SOug CPSOD 1% 6,5+2 33435
Gusmao et al. Santa 200pg 63%
(2007 Inés  Misoprostol  (12/19) - 6,547  40+43
Gusmao et al. Dorper Sem farmacos 0% - - -
(2009)3 P (0/10)
Gusmao et al. 200pg 94,8%
_ + +
(2009)® Domper  ficoprostol  (55/58) 6£36  3,5%32
Fonseca et al. Santa 37iirtlgg](31;3CP 77,8% 1412
A A - 5 —
(2019b) Inés 50 ULOT (7/9)
Dias et al. 37,5ng d-CP 83,3% o B
(2020)* Dorper 50U1 OT (10/12) 52,6% 1£03
. 37,5g d-CP .
])(?Sze(;)il' Dorper 0,5mg BE 311’71?) 39,1% 0,9+03 -
50U OT
. 37,5ng d-CP 0
D(j‘gze(;)il' Dorper Img BE (ig%’) 40% 0,7+02 -
50U OT
L 37,5ng d-CP o
Flg(“ze(;rzzfé - Lacaune  ImgBE (92%/92?) 67,8 % 87+1,1  69+11
50U OT
0,12mg
Santos et al. Santa CPSOD 61,4% o
(2020 Inés 100ug BE  (35/57) 00”0 42£07  27+06
100UI OT
. 37,5ng d-CP o
ot S Thhel SO s s
50U OT
- 37,5g d-CP .
OII(V;(E;’Q al. I\/I[\‘I’éija Img BE ?111’/61?) 71,4% 86+18  58+19
50U OT
Dias et al. . 37,5pg d-CP 90% o
(2023)8 Mestiga S0UL OT (9/10) 60,4% 6,1 £22 3,7+ 1,5
. 37,5g d-CP ,
D(‘z"ﬁ‘gzeg)?} Mestiga ~ 0,5mg BE 53()’/31?) 107.2% 89+17  62+17
50U OT
. 37,5ug d-CP .
D;;Sgﬁj' Mestica 1mg BE ?3 /’f 4/; 82,5% 89427  48+2]1
50U OT

A: Ovelhas submetida a sincronizagdo do estro; B: Ovelhas submetida a superovulagdo; CPSOD:
cloprostenol sédico; d-CP: d-cloprostenol; OT: ocitocina; BE: benzoato de estradiol; *embrides viaveis ou

transferiveis classificados como graus I, II ou III.
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Bem-estar na coleta na coleta nio cirtirgica de embrides

O bem-estar animal ¢ um conceito complexo ¢ abstrato relacionado a qualidade de vida dos
animais, incluindo aspectos fisicos e psicoldgicos, condigdes de saude, comportamento e manejo (Scott et
al., 2001; Fitzpatrick et al., 2006; Windsor et al., 2016).

A crescente preocupagdo do publico em geral com o bem-estar na producdo de alimentos de
origem animal tem pressionado a adogdo de procedimentos veterinarios menos invasivos. Pesquisas
comprovam que procedimentos de manejos ainda presentes nos sistemas pecudrios causam alteracdes em
parametros de bem-estar (Alsemgeest et al., 1995; Petyim et al., 2007; Arthington et al., 2008; Long et al.,
2011; Fisher et al., 2013; Santos et al., 2020; Windsor et al., 2016). Consequentemente, a exigéncia dos
consumidores por melhores condi¢des de vida para os animais de producdo vem se tornando maior e, em
breve, isso devera se estender aos procedimentos utilizados para a producao de embrides in vivo. Logo, é
imperativo que haja um controle efetivo da dor e do estresse dos animais em todas as etapas da MOTE
(Fonseca et al., 2019a).

Nesse cenario, a coleta ndo cirurgica de embrides se apresenta como uma excelente alternativa.
Por afetar menos o bem-estar do que a técnica cirurgica e possuir vantagens como: ser realizada em estagao
ou decubito esternal; sem necessidade de jejum prolongado; necessidade minima de sedativos; recuperagéo
mais rapida; e ocorréncia rara de lesdes ou sequelas no trato genital da doadora (Andrioli et al., 1999;
Fonseca et al., 2019a; Pinto et al., 2019).

Avali¢dao do bem-estar animal

O estado de bem-estar em ruminantes pode ser avaliado através de pardmetros como observagdes
comportamentais (apetite, comportamento, interacdo social), avaliagdo de sinais clinicos (frequéncia
respiratoria, frequéncia cardiaca, temperatura retal), bem como de marcadores sanguineos de estresse ou
lesdo tecidual, como cortisol e proteinas de fase aguda (Fitzpatrick et al., 2006; Stafford, 2014; Costa et al.,
2018). Adicionalmente, uma série de escalas para avaliar a gravidade da dor com base em sinais clinicos e
patologicos tém sido estudadas em ovinos (Fitzpatrick et al., 2006; McLennan et al., 2016; Héger et al.,
2017; Goldberg, 2018;). Porém, o reconhecimento da dor em pequenos ruminantes ¢ uma tarefa dificil,
especialmente ovelhas, que tendem a ser estoicos € ndo mostrar sinais evidentes de desconforto (Plummer
e Schleining, 2013).

A dor aguda ¢ capaz de produzir uma resposta sistémica ao estresse por induzir a ativagdo do
sistema nervoso simpatico, secrecdo de glicocorticoides, hipermetabolismo, retengdo de sddio e dgua e
metabolismo alterado de carboidratos e proteinas (Anderson e Muir, 2005). Além disso, ha aumento de
catecolaminas plasmaticas e efeitos cardiovasculares que geram aumento nas frequéncias cardiaca e
respiratéria e alteracdo de pressdo arterial, débito cardiaco e resisténcia vascular sistémica (Demarco e
Pascoe, 2008; Karas et al., 2008; Stewart et al., 2010). Entretanto, é importante levar em consideragdo que
a manipulagdo dos animais para a mensuragdo dessas variaveis também pode interferir nos resultados.

O estresse ¢ uma reagdo do corpo a um desafio e pode ativar o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal,
aumentando as concentragdes séricas de corticosteroides (Goff, 2015). O cortisol é o biomarcador
sanguineo de estresse e dor mais utilizado (Costa et al., 2018). Além da coleta transcervical de embrides
(Santos et al., 2020; Ribeiro et al., 2023), sua elevacao foi constatada em outros procedimentos reprodutivos
potencialmente estressantes em fémeas ruminantes, como colocagdo de implantes intravaginal de
progesterona (Long et al.,, 2011), inseminag@o artificial (Nakao et al., 1994; Houdeau et al., 2002),
laparoscopia (Martin et al., 1981) e aspiragao folicular transvaginal (Chastant-Maillard et al., 2003; Petyim
et al., 2007). De maneira fisiologica, as variagdes da glicemia tendem a acompanhar as do cortisol, uma
vez que durante o estresse a secrecdo do cortisol intensifica processos catabdlicos, estimulando a
gliconeogénese ¢ a elevagdo da glicemia (Goff, 2015; Lee et al., 2015).

A resposta fisiologica a injuria tecidual envolve inflamagao local e o inicio de eventos que levam
auma reagdo inflamatoria sistémica. Essa resposta pode determinar alteragdes na concentragio de um grupo
de proteinas sanguineas, chamadas proteinas de fase aguda. De acordo com o nivel sérico dessas proteinas,
as mesmas podem ser classificadas em positivas, quando suas concentra¢des aumentam em resposta a
inflamagao, ou negativas caracterizadas pelo decréscimo das concentragdes sé€ricas na presenga de processo
inflamatorio. As principais proteinas de fase aguda positivas em ovinos sdo haptoglobina e sérum amiloide
A, enquanto a albumina ¢ a principal de fase aguda negativa (Ceciliani et al., 2012; Tothova et al., 2014;
Iliev e Georgieva, 2018). O potencial uso de proteinas de fase aguda como indicadores de estresse também
tem sido estudado em ruminantes (Alsemgeest et al., 1995; Arthington et al., 2008; Gonzalez et al., 2008;
Lomborg et al., 2008). Nessa perspectiva, a avaliagao desses marcadores clinicos e sanguineos pode auxiliar
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tanto na analise das condi¢cdes de bem-estar dos animais de producdo, como da eficacia de medidas de
controle de dor e estresse.

Recentemente, Santos et al. (2020) compararam os métodos de coleta de embrides em ovinos em
relacdo ao bem-estar animal. Nesse estudo foi possivel observar respostas menos intensas em marcadores
clinicos e bioquimicos de estresse/dor na coleta transcervical, porém nenhuma diferenca foi identificada
nos parametros comportamentais (tempo para levantar-se ¢ comer apos as coletas). Intrigantemente, a
coleta por via transcervical ainda resultou em elevacdo da frequéncia cardiaca e das concentracdes de
cortisol e glicose em alguns momentos avaliados. Oliveira et al. (2018) observaram uma resposta
inflamatoria aguda em ovelhas submetidas a coleta de embrides cirirgica ou transcervical, com elevacao
de proteina total e haptoglobina. Esses autores associaram os resultados encontrados ao estresse e dor
gerados pela manipulagdo cervical, além das lesdes decorrentes da coleta. Deste modo, menos sendo menos
invasiva essa técnica ainda pode interferir no bem-estar dos animais utilizados, mostrando a necessidade
do controle da dor durante o procedimento.

Controle da dor na coleta ndo cirurgica de embrices

O controle da dor ¢ parte integrante do conceito de bem-estar e a utilizacdo de protocolos com
analgésicos e anti-inflamatorios durante procedimentos dolorosos pode reduzir o estresse e garantir
melhores condigdes de bem-estar para os animais de produgdo (Windsor et al., 2016).

O tipo de dor mais fécil de tratar ¢ a induzida, cuja magnitude ¢ influenciada pelo procedimento,
pelos métodos utilizados e pela experiéncia e habilidade do profissional. Dentre as estratégias para
minimizar a dor de maneira preventiva estdo: anestesia local, anestesia geral, sedagdo e tranquilizacdo, que
inibem a deteccdo ou modulam a intensidade da dor. Porém esses medicamentos ndo tratam os processos
fisiolégicos, como a inflamacao, induzidos pela lesdo tecidual que podem levar a dor “patologica” apos a
o procedimento (Anderson e Muir, 2005).

Segundo Adams (2017), a dor associada a inflamagéo ¢ provavelmente a principal fonte de dor
em pequenos ruminantes, comumente acompanhada por alodinia (percepgdo de um estimulo ndo nocivo
como doloroso) e hiperalgesia (respostas exageradas ou prolongada a estimulos nocivos). Assim, as
estratégias de controle da dor nessas espécies devem ser clinicamente eficazes, economicamente viaveis
para o proprietario e sempre que possivel centradas na analgesia preventiva (Plummer e Schleining, 2013).

Neste contexto, destacam-se os anti-inflamatdrios nao esteroidais (AINEs), firmacos amplamente
utilizados na medicina veterindria, devido a sua facilidade de administragdo, meia-vida longa e potente
acdo anti-inflamatoria e analgésica, além de ndo induzir efeito sedativo. Suas propriedades terapéuticas se
devem a regulagdo da enzima ciclooxigenase (COX), reduzindo a produ¢do de mediadores inflamatorios,
e a outros efeitos analgésicos mediados centralmente (Lizarraga e Chambers, 2012; Clark-Price, 2014;
Adams, 2017). Acredita-se que a associacdo de AINEs com outros analgésicos pode melhorar a prevencao
da dor aguda e minimizar os efeitos colaterais de cada medicamento (Windsor et al., 2016).

Nosso grupo vem estudando diferentes protocolos farmacoldégicos para o controle da dor em
ovelhas Santa Inés submetidas a coleta ndo cirirgica de embrides. Nos ultimos estudos, avaliamos o efeito
da administragdo do AINE meloxicam (1 mg.kg™! i.v. antes da coleta e i.m. 24 h ap6s) associado ou ndo ao
analgésico dipirona (50 mg.kg!' i.m. antes, 12 h e 24 h ap6s a coleta), sobre alguns pardmetros de bem-
estar: frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, concentragdo sanguinea de cortisol, glicose, proteinas
totais, albumina e globulinas. Nas condigdes experimentais, a coleta transcervical induziu alteracdes
transitorias indicativas de estresse e possivelmente dor. A administragdo de meloxicam foi ineficaz para
reduzir essas respostas e sua associacdo com dipirona promoveu apenas efeitos leves, sem modificar as
principais respostas indicativas de bem-estar (Ribeiro et al., 2023). Em outro estudo, a associacdo de
meloxicam (1 mg.kg™! i.v.) com o analgésico opioide butorfanol (0,1 mg.kg! i.m.) antes da coleta, também
nao reduziu as mesmas respostas avaliadas no grupo tratado. De maneira geral, as doadoras apresentaram
elevagdo das frequéncias cardiaca e respiratoria e das concentragdes sanguineas de glicose e cortisol
(Schmidt et al. dados ndo publicados). Em ambos os estudos, as principais alteragdes ocorreram proximas
aos momentos de maior manipulagdo cervical, confirmando que o procedimento causa estresse/dor ¢
interfere no bem-estar das fémeas coletadas.

E importante ressaltar que a sedagfio e a anestesia epidural, recomendadas para a realizagio da
coleta ndo cirurgica, contribuem para o controle da dor durante o procedimento, que envolve intensa
manipulacdo da vagina e da cérvix. Além disso, a anestesia epidural favorece o relaxamento cervical
(Derossi et al., 2005; Santos et al., 2009; Leite et al., 2018). O “Protocolo Embrapa” (Fonseca et al., 2016,
2019a, 2019b), por exemplo, recomenda que as doadoras submetidas a coleta de embrides transcervical
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recebam: sedagdo com maleato de acepromazina (0,1 mg.kg! i.m.); epidural sacrococcigea com cloridrato
de lidocaina 2% (1-2 mL); anestesia topica no colo uterino (gaze estéril embebida em 3 mL de cloridrato
de lidocaina 2%); e solugdo de dipirona sodica e N-butilbrometo de hioscina (Buscofin®, Agener Unido; 5
mL i.v. + 5 mL i.m.). J4 no protocolo de dilatagdo cervical recomendado por Leite et al. (2018) os animais
sdo previamente sedados com de maleato de acepromazina (0,1 mg.g”! i.v.) e diazepam (0,2 mg.kg!'iv.) e
submetidos a anestesia peridural lombossacral com cloridrato de cetamina (2,0 mg.kg™).

Os procedimentos necessarios para a coleta ndo cirirgica de embrides (manipulagdo dos animais,
sedacdo, contenc¢do, anestesia, coleta dos embrides) sdo estressantes e a coleta propriamente dita também é
dolorosa. Portanto, outras op¢des de controle da dor devem continuar sendo consideradas para melhorar o
bem-estar de ovelhas submetidas a essa biotécnica reprodutiva.

Consideracoes finais

A MOTE tem contribuido sobremaneira para o melhoramento genético, zootécnico e sanitario dos
rebanhos ovinos. A coleta de embrides pela técnica ndo cirirgica tem se destacado, tanto pelos resultados
promissores, como por proporcionar melhores condi¢des de bem-estar aos animais. No entanto, alguns
aspectos, como a interferéncia dos protocolos de dilatagdo cervical na qualidade embrionaria ¢ o controle
da dor durante os procedimentos, ainda demandam estudos mais aprofundados. Assim, acreditamos que a
resolugdo desses pontos criticos ¢ fundamental para o maior viabilidade e difusdo da produgéo in vivo de
embrides na espécie ovina.
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