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A ovinocultura brasileira tem se intensificado nos ultimos anos. A aspiracao folicular por laparoscopia
(LOPU) sequidade producaode embridesinvitro (PIV) em ovelhas surge como uma biotécnica promissora,
uma vez que sua eficiéncia reprodutiva é maior que a inseminacao artificial e a monta natural. Tem como
vantagem ser menos invasiva, provocar minimo trauma cirurgico e ter possibilidade de realizar varias
sessoes de aspiracao em um curto intervalo de tempo. A LOPU oferece a possibilidade de aceleracao
do ganho genético por meio da reducao do intervalo entre geracdes e a maximizacao do numero de
nascimentos a partir de fémeas de alto valor genético. Entretanto, é de suma importancia o continuo
desenvolvimento e aplicacdao da técnica em reproduc¢ao de pequenos ruminantes, contribuindo cada vez
mais com uma melhor qualidade oocitaria dos animais. O objetivo desta revisao é abordar os principais
fatores que envolvem a técnica de aspiracao folicular por laparoscopia em ovelhas, visando a PIV de
embrides.
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The Brazilian sheep industry has intensified in recent years. Laparoscopic ovum pick-up (LOPU) followed
by invitroembryo production (IVP) in sheep emerges as a promising reproduction biotecnique, since their
reproductive efficiency is greater than artificial insemination and natural mating. It has the advantage of
being less invasive, cause minimal surgical trauma and have possibility of performing multiple sessions
suction in a short time interval. The biotechnical offers the possibility of acceleration of genetic gain
by reducing the generation interval and maximizes the number of births from females of high genetic
value. However, it is of utmost importance the continued development and application of technical in
reproduction of small ruminants, increasingly contributing to a better oocyte quality of the animals.
The aim of this review is to discuss the main factors that involve the technique of follicular aspiration by

laparoscopy in sheep in order IVP embryos.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a ovinocultura brasileira tem se
intensificado, e representa um grande potencial para o
desenvolvimento sécio-econdmico do pais, porém necessita de
organiza¢ao no setor produtivo e da demanda pela aplicacao
de tecnologias que possam contribuir para o incremento da
produtividade dos rebanhos (BASSO et al., 2008).

A producao in vitro de embrides (PIV) surge como uma
biotecnologia promissora, devido a possibilidade de otimiza¢ao
das fémeas doadoras de odcitos e de incremento na quantidade
de embrides produzidos (CROCOMO et al., 2012). Oferece a
possibilidade de aceleracdo do ganho genético por meio da
reducdo dointervalo entre geracdes e a maximiza¢ao do numero
de nascimentos a partir de fémeas de alto valor genético,
principalmente, quando doadoras jovens sao utilizadas (BASSO
et al., 2008).

Para a execucao da biotécnica de PIV, é de fundamental
importancia a obtencao de odcitos, 0s quais podem ser obtidos
através da ovariectomia, de ovarios oriundos de abatedouro, ou
ainda, pela aspiracao folicular in vivo: via transvaginal guiada
por ultrassom, por laparotomia ou por laparoscopia (TEIXEIRA
etal., 2013).

Emmeadosde 1980, umgrupode pesquisadores canadense
relatou experimentos de colheita de odcitos in vivo (imaturos ou
ja maturados) por meio de laparotomia e, posteriormente, com
o auxilio da laparoscopia (RODRIGUES et al., 2009). A aspiracao
folicular por laparoscopia (LOPU) tem sido provada como um
método eficiente e pouco invasivo para coleta de odcitos em
pequenos ruminantes (KOEMAN et al., 2002). O procedimento
laparoscopico tem como vantagem provocar minimo trauma
cirurgico, com a possibilidade de realizar colheitas repetidas

de odcitos em um curto intervalo de tempo, compensando
a producdo relativamente baixa a cada sessao de aspiracao
(CORDEIRO et al., 2014).

Dentre os diversos fatores que implicam no sucesso da
aspiracao folicular por laparoscopia (Laparoscopic ovum pick-
up — LOPU), a qualidade dos COCs é essencial (CROCOMO et
al., 2012). Deste modo, o objetivo desta revisao é abordar os
principais fatores que envolvem a técnica de aspiracao folicular
por laparoscopia em ovinos, visando a PIV de embrides.

DESENVOLVIMENTO
Fisiologia do ciclo estral

A maturidade sexual e puberdade da ovelha sao requladas
por varios fatores: genética, estacao do ano, condicoes
nutricionais, manejo, fotoperiodicidade, temperatura e sanidade
(GRUNERT etal., 2005). Estes animais sao poliéstricos estacionais,
dependendo do fotoperiodo, ou seja, a luz influencia na
producao de melatonina e consequentemente na liberacao de
GnRH e FSH/LH. Desta forma, a atividade reprodutiva é dividida
em estacoes de anestro (fim do inverno ao inicio do verao),
de transicao (verao) e de acasalamento (final do verao ao final
do inverno, com uma maior frequéncia no outono — de marco
a maio). A ciclididade também é influenciada pela raca, com
ovinos da raca Santa Inés, Morada Nova ou sem raca definida
(SRD) apresentando atividade reprodutiva durante o ano inteiro
(FONSECA, 2005a).

A manifestacdo de uma onda pré-ovulatéria de
gonadotrofinas é o primeiro evento enddcrino da puberdade
em ovelhas, provavelmente induzida por estrégenos produzidos
por foliculos em desenvolvimento, resultando na producao de
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estrutura lutea. Apds a morte da estrutura lutea inicial, ocorre
outra onda de gonadotrofina, levando a ovulacao e formacao
de Corpo Luteo (CL) e inicio da atividade ovariana ciclica
(STABENFELDT e DAVIDSON, 2004). A duracao do ciclo estral é,
em média, de 17 dias, com fase luteinica de 13 dias e folicular de
4 dias (FONSECA, 2005a). O estro tem duragao aproximada de 30
horas e com a ovulagao ocorrendo em seu terco final (BICUDO,
2005).

Dinamica de crescimento folicular

Para o desenvolvimento de técnicas que maximizem
a fertilidade em ovinos, é importante o conhecimento da
dinamica de crescimento folicular (ALVARES, 2005). A dinamica
folicular € um processo continuo de crescimento e regressao
dos foliculos antrais que permitem o desenvolvimento do
foliculo pré-ovulatdrio (SILVA, 2008). Durante o ciclo estral, sao
observados nos ovarios quatro tipos de foliculos: primordiais ou
primarios; secundarios (pré-antrais) em crescimento; foliculos
terciarios e foliculo ovulatério ou De Graaf, cujo aparecimento,
desenvolvimento e atresia ocorrem em ondas (GRUNERT et al.,
2005).

Aspiracao folicular laparoscopica (LOPU)

A LOPU para PIV tem sido proposta como um eficiente
método para o “resgate reprodutivo” de ovelhas valiosas
que adquiriram fertilidade reduzida, principalmente como
resultado do aumento da idade (BALDASSARRE et al., 2007). O
procedimento laparoscopico tem como vantagem ser menos
invasivo e provocar minimo traumacirurgico,coma possibilidade
de realizar colheitas repetidas de o6citos em um curto intervalo
de tempo em que compensara a producao relativamente baixa
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a cada sessao de aspiracao (CORDEIRO et al., 2014; TEIXEIRA et
al., 2011).

A técnica de LOPU pode ser ou nao associada a video, a
abordagem pode ser realizada ap6s um jejum de 36 horas de
solido e 24 horas de liquido, mesmo em animais pré-puberes, e
em casos de animais com maior porte até 48 horas. Mesmo que
o intervalo seja consideravelmente longo, a aplicacao do jejum
é indispensavel na tentativa de diminuir o volume de contetudo
ruminal, melhorar a visualizacao dentro da cavidade abdominal,
bem como evitar problemas de timpanismo e refluxo gastrico.
Associado ao jejum, realiza-se a intubacao endotraqueal com
sondas (de 8 mm), com balonete insuflavel, evitando a aspiracao
do conteudo ruminal em caso de regurgita¢ao, a fim de permitiro
fornecimento de oxigénio medicinal umidificado, sob ventilagao
assistida, quando possivel (CORDEIRO et al., 2014; TEIXEIRA et
al., 2011; TEIXEIRA et al., 2013).

Apdés um plano anestésico adequado, sob anestesia
inalatoria, os animais devem ser contidos e posicionados
em Trendelenburg, com inclinagao de 45°, o que facilita a
visualizagcao do sistema geniturindrio, pelo deslocamento dos
orgaos. Esse posicionamento pode, em alguns casos, promover
a depressao respiratdria dos animais, por pressao dos 6rgaos
abdominais ao diafragma. Com isso, ha necessidade de maior
atencdao ao monitoramento cardiorrespiratorio (WIECZOREK et
al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2013).

Na técnica descrita por Teixeira et al, (2011), apos
obtida a manutencao anestésica, analgesia local e realizado
0 posicionamento, é procedida incisao cutanea com o auxilio
de um bisturi, sequido da introducao dos trocateres (de 5 ou
10 mm), usando trés portais para o procedimento (Figura 1),
estabelecendo a triangula¢cdao necessaria. O pneumoperiténio

com CO2 deve obter pressao intrabdominal (PIA) de 5 mmHg e
velocidade de insuflacao de 5 L/min, permitindo a manipulacao
do utero, tubas e bursas ovaricas e individualizacao dos ovarios,
fixando o drgao pelo mesovario e de maneira a evitar lesar
qualquer estrutura da cavidade abdominal.

Figura 1 — Locais de insercdo dos portais laparoscopicos para procedimento de aspiracio folicular. 1- Otica do
laparoscopio; 2- Pipeta de aspiracao; 3- Pinca atraumatica. Fonte: KOWALSKI, 2011.

Previamente a aspiracao folicular, os ovarios devem ser
examinados e o numero de foliculos com dimensbes entre
2 - 8 mm contabilizados, para futura aspiracdao. Somente sao
aspirados foliculos nessa escala, uma vez que foliculos menores
que esse limite minimo sao invidveis de se aspirar pelo tamanho
e 0S maiores ja apresentam menor qualidade. Em sequida, a
agulha de aspiracao é introduzida de forma percutanea na
cavidade préxima ao local onde se encontra o ovario (Figura 2).
A puncao é realizada movimentando os ovarios em diferentes
posi¢cdes, com auxilio da pinca de manipulagao atraumatica. A
agulha é colocada em posicao paralela a superficie ovariana, o
que permite as perfuracdes dos foliculos nas suas extremidades.
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Uma vezinserida nofoliculo, a agulha é cuidadosamente movida
para garantir que todo o seu conteudo seja aspirado (TEIXEIRA
etal., 2011).

Figura 2 -Sequéncia do procedimento de videolaparoscopia da cavidade abdominal de uma ovelha, demostra-
do o posicionamento dos portais laparoscdpicos (A), imagem intraperitoneal em aumento aproximado de 10X,
notando a fixacdo do ovério (1) pela pinca de apreensdo atraumatica (B) e presenca de foliculos na superficie
ovariana, posicionamento da agulha para aspiracao (C) e a aspira¢do dos foliculos (D).

O uso desta técnica permite o acesso seguro e rapido
para os 6rgaos do abdémen, facil estabilizacdao dos ovarios e
aspiracdes de foliculos ovarianos (WIECZOREK et al., 2010), O
qual pode ser utilizada até em ovelhas pré-puberes, gestantes,
e em fémeas com infertilidade tempordria ou irreversivel
(CROCOMO et al., 2012). Entretanto, este método é limitado por
sua eficiéncia variavel, pois recupera de 50-80% dos odcitos a
partir defoliculos aspirados do ovario e 30-90% sao aceitos paraa
maturacao e fertilizagdo in vitro. A eficiéncia da técnica depende
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da boa selecao de doadoras, estimulacao hormonal, frequéncia
de recuperacao de odcitos e fatores técnicos (WIECZOREK et al.,
2010).

A LOPU em ovelhas nao tratadas com hormonios propicia
a recuperacao, de aproximadamente, quatro oocitos por fémea.
Porém quando sao submetidas ao tratamento de estimulagao
com FSH, o niumero de odcitos obtidos por sessao de aspiracao
éde 10a 11 (CHAVES et al., 2010). Com base nestas observacodes,
portanto, é necessario otimizar a técnica de LOPU para melhorar
a quantidade e qualidade dos embrides produzidos in vitro
(BERLINGUER et al., 2004).

Superestimulacao Ovariana

Os animais submetidos a LOPU podem ou ndo receber
tratamento hormonal prévio, sendo que em fémeas nao
estimuladas o nimero de odcitos recuperados é de 4-6/animal,
considerado um valor baixo (TEIXEIRA et al., 2013). O tratamento
comFSHantesdaLOPUaumentaapopulacaode2-4mmfoliculos
ovarianos e resulta em maior coleta de odcitos (WIECZOREK et
al., 2010). Geralmente, em fémeas com estimulacao hormonal
prévia, o nimero de odcitos obtidos é maior do que aquele
obtido de fémeas ndo estimuladas (BERNARDI, 2005; CROCOMO
et al., 2012), o que torna indispensavel a estimulacao ovariana
para melhores indices reprodutivos.

O estro pode ser induzido de forma sincronizada em
qualquerépocadoano.Destaforma,ainducaoesincronizacaodo
estro em ovinos vém sendo bastante utilizada, proporcionando
atividade reprodutiva mesmo durante o anestro sazonal e
apos o parto. Os métodos mais utilizados para a sincronizacao
do estro e estimulacao do crescimento folicular em pequenos
ruminantes envolvem prostaglandinas, progesterona e/ou

progestagenos e a administracdo de eCG (URIBE-VELASQUEZ,
2011).Aprogesterona (P4) é administrada através de dispositivos
intravaginais de liberacao lenta, esponjas impregnadas com
acetato de fluorogesterona ou acetato de medroxiprogesterona
(MAP), implantes auriculares, administracdes diarias de P4 por
via intramuscular ou, ainda, administracées orais didrias de
MAP (FONSECA et al., 2005b). Comumente as fémeas doadoras
de o0dcitos sao sincronizadas com dispositivos intra-vaginais
(CROCOMO et al., 2012).

Dentre os protocolos disponiveis de estimulacao ovariana
em ovelhas, é destacado o sequinte protocolo que vem sendo
utilizado pelo grupo do pesquisador Baldassarre: associagao
de FSH (80 Ul) e eCG (300 Ul), administrados 36 horas antes da
aspiracao folicular, em dose unica (BASSO et al., 2008). A alta
dose de FSH é habil para recrutar, mas nao para sustentar o
desenvolvimento de um grupo de foliculos FSH-responsivos. A
longa meia-vida do eCG possibilitaa continuagao do crescimento
folicular iniciado pela alta dose de FSH, sendo preferivel a
aplicacao unica ao invés de multiplas, pela praticidade, uma
vez que o resultado final é semelhante (CORDEIRO et al., 2014).
Basso et al. (2008), realizaram 1580 procedimentos de aspiragao
folicular por laparoscopia, recuperando em média 13,4 odcitos
por doadora. Com este protocolo ha obten¢ao de maior numero
de foliculos a serem aspirados utilizando a LOPU, e reducao
do numero odcitos com cumulus expandido invidveis a MIV, e
ainda promove menor intervalo entre a estimulacao hormonal
e a LOPU (36 horas) (TRALDI, 2009).

Fatores que contribuem para melhor qualidade
oocitaria

A idade do animal possui efeito no nimero e na qualidade
dos odcitos colhidos ou na taxa de maturacao e fecundacao.
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Deste modo, as taxas de blastocistos obtidas utilizando odcitos
oriundos de ovelhas adultas, sao significativamente superiores
quando comparadas as recém-puberes, porém nao havendo
diferencas na taxa de gestacao (LIMA VERDE et al.,, 2003).
Contudo, Crocomo et al. (2012) consideram importante os
fatores intrinsecos da doadora de oécitos, que sao eles: condicao
corporal, raca, idade, e potencial genético, pois estes influenciam
a dinamica folicular e , consequentemente, a qualidade e o
numero de COCs obtidos.

Dentre os diversos fatores que implicam no sucesso da
LOPU, a qualidade do complexo cumulus-oophorus (COCs),
caracterizada, principalmente, pela presenca das células do
cumulus, é essencial para o sucesso da PIV e esta diretamente
relacionada as peculiaridades dos métodos empregados na
recuperacao oocitaria (CROCOMO et al., 2012). A presenca das
células do cumulus é benéfica para obtencao de embrides apds
a FIV, pois oocitos desnudos tém uma baixa taxa de clivagem
(CHAVES etal., 2010). As células do cumulus garantem a nutricao
e a conexao do odcito com o meio externo, modulam os efeitos
dos horménios e fatores de crescimento e ainda participam
da regulacao da maturacdao oocitaria, através da transferéncia
de nutrientes, ions, nucleotideos e substancias de baixo peso
molecular (CROCOMO et al., 2012). Estudos demonstram que
nao ha maturacao ou esta ocorre em menor escala, quando
as células do cumulus sao removidas antes dos odécitos serem
maturados in vitro (CORDEIRO et al., 2014).

A eficiéncia da recuperacao de COCs sofre influéncia de
alguns aspectos fisicos da aspiragao folicular, tais como calibre
da agulha e da canula de aspiracao utilizadas; o fluxo (mL
agua/minuto) e a pressao de aspira¢ao (mmHg). Além disso, o
tratamento prévio das fémeas doadoras de odcitos, bem como
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o tamanho do ovario e dos foliculos, e as habilidades manuais
do operador também estao diretamente relacionados com a
qualidade e a quantidade de COCs obtidos (WIECZOREK et al.,
2010; CROCOMO et al., 2012).

O fluxo (mL agua/minuto) e a pressao de aspiracao
(mmHg) sao importantes aspectos fisicos da aspiracao folicular
com agulha acoplada a seringa ou a bomba a vacuo, e estao
diretamente relacionados a eficiéncia da recuperacao de COCs
(PADILHA et al., 2013).

A pressao a vacuo nao so afeta a qualidade, mas também
a quantidade dos odcitos obtidos. O aumento da pressao
pode levar a maior taxa de obtencdo, contudo ha reducao
no numero de odcitos viadveis. A perda de células do cumulus
(desnudamento) pode ocorrer durante o transito dos odcitos
do foliculo ao tubo de colheita. Estas podem ser preservadas,
ajustando-se adequadamente a pressao a vacuo (CORDEIRO et
al., 2014). Os melhores resultados que consideram as pressoes
de aspiracdo com bomba a vacuo sao entre 50 e 70 mmHg
(CROCOMO et al., 2012; PADILHA, 2013).

O fluxo de aspiracao e a qualidade dos COCs sao
inversamente proporcionais. O aumento do fluxo resulta na
remocao parcial ou total das células do cumulus (CROCOMO et
al., 2012). Preconiza-se a utilizacao de fluxos de aspiracao entre
10e20mL

agua/minuto (PADILHA et al., 2013).
Agulhas de aspiracao folicular

As agulhas de aspiracao apresentam trés variaveis
importantes: comprimento, diametro e largura do bisel. Quanto

menor o diametro da agulha, maior a forca de atrito sob 0s COCs
e, consequentemente, maior possibilidade de remocao das
células do cumulus. Estudos relatam que melhores resultados
foram constatados com agulhas curtas de calibre 18 ou 20, e
canulas de aspiracao de menor diametro (1 ou 2 mm) (CROCOMO
etal., 2012).

Agulhas mais curtas produzem melhores resultados por
causa da curta passagem desde o foliculo até a mangueira de
silicone, o que é menos traumatico para os odcitos comparado
a agulha de aco. A porcentagem de colheita dos COCs é
determinada pelo bisel, enquanto o diametro da agulha
determina a qualidade dos COCs recuperados. O comprimento e
diametro do bisel sao importantes para que nao ocorra perda de
liquido folicular e, consequentemente, dos 06citos no momento
da puncao (PADILHA et al., 2013).

Agulhas finas podem dificultar a passagem da massa pré-
ovulatéria de células do cumulus, assim diminuindo a taxa de
obtencdao. O mesmo acontece em agulhas mais largas, devido a
reducao do transito e a maior turbuléncia entre as conexdes do
sistema de aspiracao (CORDEIRO et al, 2014).

Tamanho dos foliculos aspirados

A selecao dos foliculos aspirados pode ser realizada
conforme o diametro/categoria dos foliculos. O tamanho dos
foliculos pode afetar a proporcao de odcitos de boa qualidade
e a eficiéncia da técnica de recuperacao (PADILHA et al., 2013).
Conforme o tamanho do foliculo hd uma combinacdo de
varidveis que garantem maior eficacia: em foliculos pequenos (<
3mm) ou médios (3-5 mm), baixa pressao ou fluxo de aspiracao
e menor diametro da canula de aspiracao sao encontrados
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resultados melhores. Em contrapartida ocorre com os foliculos
pré-ovulatorios (> 5 mm), os quais sao mais adequados pressao
e fluxo de aspiracao e canula de diametro maior (CROCOMO et
al., 2012).

A estimula¢ao hormonal vem sendo empregada, visando
potencializar a quantidade, qualidade e capacidade de
desenvolvimento oocitario in vitro, 0 que aumenta o numero de
foliculos em crescimento (TEIXEIRA et al., 2013).

Transporte do material

Um dos principais problemas encontrado na aplicagao
da producao de embrides in vitro a campo é a alta variacao
dos resultados obtidos, isto se deve em parte, as condi¢coes de
transporte dos odcitos das fazendas para o laboratério, que
as vezes sao realizadas de maneira inadequada. Varios fatores
podem afetar as condi¢cbes de maturacao dos COC’s durante o
transporte, entre eles, o tipo de tampao utilizado, a temperatura
e o tempo de transporte (NEGRI et al., 2009).

O intervalo entre a colheita dos ovarios e a obtencao
dos odcitos sem efeitos deletérios, se em meio e temperatura
adequados, varia de 1 a 3 horas (TEIXEIRA et al., 2013).

CONSIDERACOES FINAIS

A aspiracao folicular por laparoscopia é uma
biotecnologia que pode ser de especial interesse para a
preservacao de gendétipos raros e ameac¢ados de extin¢ao. O
sucessodestabiotécnicaseguidade producaoinvitrodeembriao
esta diretamente relacionado a qualidade oocitaria, devido ao
tamanho dos foliculos aspirados, ao tipo da agulha de aspiracao,
ao fluxo e pressao administrados, e as condi¢des de transporte
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dos odcitos para o laboratério. Contudo, necessita-se de mais
estudos sobre os fatores que contribuem para melhor qualidade
oocitaria de ovinos, para que possa ter o aperfeicoamento desta
biotecnologia.
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