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RESUMO

A ovinocultura brasileira tem se intensificado nos últimos anos. A aspiração folicular por laparoscopia 
(LOPU) seguida de produção de embriões in vitro (PIV) em ovelhas surge como uma biotécnica promissora, 
uma vez que sua eficiência reprodutiva é maior que a inseminação artificial e a monta natural. Tem como 
vantagem ser menos invasiva, provocar mínimo trauma cirúrgico e ter possibilidade de realizar várias 
sessões de aspiração em um curto intervalo de tempo. A LOPU oferece a possibilidade de aceleração 
do ganho genético por meio da redução do intervalo entre gerações e a maximização do número de 
nascimentos a partir de fêmeas de alto valor genético. Entretanto, é de suma importância o continuo 
desenvolvimento e aplicação da técnica em reprodução de pequenos ruminantes, contribuindo cada vez 
mais com uma melhor qualidade oocitária dos animais. O objetivo desta revisão é abordar os principais 
fatores que envolvem a técnica de aspiração folicular por laparoscopia em ovelhas, visando a PIV de 
embriões.
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ABSTRACT

The Brazilian sheep industry has intensified in recent years. Laparoscopic ovum pick-up (LOPU) followed 
by in vitro embryo 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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INTRODUÇÃO

Nos últimos anos, a ovinocultura brasileira tem se 
intensificado, e representa um grande potencial para o 
desenvolvimento sócio-econômico do país, porém necessita de 
organização no setor produtivo e da demanda pela aplicação 
de tecnologias que possam contribuir para o incremento da 
produtividade dos rebanhos (BASSO et al., 2008).

A produção in vitro de embriões (PIV) surge como uma 
biotecnologia promissora, devido a possibilidade de otimização 
das fêmeas doadoras de oócitos e de incremento na quantidade 
de embriões produzidos (CROCOMO et al., 2012). Oferece a 
possibilidade de aceleração do ganho genético por meio da 
redução do intervalo entre gerações e a maximização do número 
de nascimentos a partir de fêmeas de alto valor genético, 
principalmente, quando doadoras jovens são utilizadas (BASSO 
et al., 2008). 

Para a execução da biotécnica de PIV, é de fundamental 
importância a obtenção de oócitos, os quais podem ser obtidos 
através da ovariectomia, de ovários oriundos de abatedouro, ou 
ainda, pela aspiração folicular in vivo: via transvaginal guiada 
por ultrassom, por laparotomia ou por laparoscopia (TEIXEIRA 
et al., 2013).

Em meados de 1980, um grupo de pesquisadores canadense 
relatou experimentos de colheita de oócitos in vivo (imaturos ou 
já maturados) por meio de laparotomia e, posteriormente, com 
o auxílio da laparoscopia (RODRIGUES et al., 2009). A aspiração 
folicular por laparoscopia (LOPU) tem sido provada como um 
método eficiente e pouco invasivo para coleta de oócitos em 
pequenos ruminantes (KOEMAN et al., 2002). O procedimento 
laparoscópico tem como vantagem provocar mínimo trauma 
cirúrgico, com a possibilidade de realizar colheitas repetidas 

de oócitos em um curto intervalo de tempo, compensando 
a produção relativamente baixa a cada sessão de aspiração 
(CORDEIRO et al., 2014). 

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

DESENVOLVIMENTO

Fisiologia do ciclo estral 

A maturidade sexual e puberdade da ovelha são reguladas 
por vários fatores: genética, estação do ano, condições 
nutricionais, manejo, fotoperiodicidade, temperatura e sanidade 
(GRUNERT et al., 2005). Estes animais são poliéstricos estacionais, 
dependendo do fotoperíodo, ou seja, a luz influencia na 
produção de melatonina e consequentemente na liberação de 
GnRH e FSH/LH. Desta forma, a atividade reprodutiva é dividida 
em estações de anestro (fim do inverno ao início do verão), 
de transição (verão) e de acasalamento (final do verão ao final 
do inverno, com uma maior frequência no outono – de março 
a maio). A ciclididade também é influenciada pela raça, com 
ovinos da raça Santa Inês, Morada Nova ou sem raça definida 
(SRD) apresentando atividade reprodutiva durante o ano inteiro 
(FONSECA, 2005a).   

A manifestação de uma onda pré-ovulatória de 
gonadotrofinas é o primeiro evento endócrino da puberdade 
em ovelhas, provavelmente induzida por estrógenos produzidos 
por folículos em desenvolvimento, resultando na produção de 

estrutura lútea. Após a morte da estrutura lútea inicial, ocorre 
outra onda de gonadotrofina, levando a ovulação e formação 
de Corpo Lúteo (CL) e inicio da atividade ovariana cíclica 
(STABENFELDT e DAVIDSON, 2004). A duração do ciclo estral é, 
em média, de 17 dias, com fase luteínica de 13 dias e folicular de 
4 dias (FONSECA, 2005a). O estro tem duração aproximada de 30 
horas e com a ovulação ocorrendo em seu terço final (BICUDO, 
2005). 

Dinâmica de crescimento folicular 

Para o desenvolvimento de técnicas que maximizem 
a fertilidade em ovinos, é importante o conhecimento da 
dinâmica de crescimento folicular (ALVARES, 2005). A dinâmica 
folicular é um processo contínuo de crescimento e regressão 
dos folículos antrais que permitem o desenvolvimento do 
folículo pré-ovulatório (SILVA, 2008). Durante o ciclo estral, são 
observados nos ovários quatro tipos de folículos: primordiais ou 
primários; secundários (pré-antrais) em crescimento; folículos 
terciários e folículo ovulatório ou De Graaf, cujo aparecimento, 
desenvolvimento e atresia ocorrem em ondas (GRUNERT et al., 
2005). 

Aspiração folicular laparoscópica (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 laparoscópico tem como vantagem ser menos 
invasivo e provocar mínimo trauma cirúrgico, com a possibilidade 
de realizar colheitas repetidas de oócitos em um curto intervalo 
de tempo em que compensará a produção relativamente baixa 
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a cada sessão de aspiração (CORDEIRO et al., 2014; TEIXEIRA et 
al., 2011).

A técnica de LOPU pode ser ou não associada a vídeo, a 
abordagem pode ser realizada após um jejum de 36 horas de 
sólido e 24 horas de líquido, mesmo em animais pré-púberes, e 
em casos de animais com maior porte até 48 horas. Mesmo que 
o intervalo seja consideravelmente longo, a aplicação do jejum 
é indispensável na tentativa de diminuir o volume de conteúdo 
ruminal, melhorar a visualização dentro da cavidade abdominal, 
bem como evitar problemas de timpanismo e refluxo gástrico. 
Associado ao jejum, realiza-se a intubação endotraqueal com 
sondas (de 8 mm), com balonete insuflável, evitando a aspiração 
do conteúdo ruminal em caso de regurgitação, a fim de permitir o 
fornecimento de oxigênio medicinal umidificado, sob ventilação 
assistida, quando possível (CORDEIRO et al., 2014; TEIXEIRA et 
al., 2011; TEIXEIRA et al., 2013).

Após um plano anestésico adequado, sob anestesia 
inalatória, os animais devem ser contidos e posicionados 
em Trendelenburg, com inclinação de 45°, o que facilita a 
visualização do sistema geniturinário, pelo deslocamento dos 
órgãos. Esse posicionamento pode, em alguns casos, promover 
a depressão respiratória dos animais, por pressão dos órgãos 
abdominais ao diafragma. Com isso, há necessidade de maior 
atenção ao monitoramento cardiorrespiratório (WIECZOREK et 
al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2013). 

Na técnica descrita por Teixeira et al., (2011), após 
obtida a manutenção anestésica, analgesia local e realizado 
o posicionamento, é procedida  incisão cutânea com o auxílio 
de um bisturi,  seguido da introdução dos trocáteres (de 5 ou 
10 mm), usando três portais para o procedimento (Figura 1), 
estabelecendo a triangulação necessária. O pneumoperitônio 

com CO2 deve obter pressão intrabdominal (PIA) de 5 mmHg e 
velocidade de insuflação de 5 L/min, permitindo a manipulação 
do útero, tubas e bursas ováricas e individualização dos ovários, 
fixando o órgão pelo mesovário e de maneira a evitar lesar 
qualquer estrutura da cavidade abdominal.

Figura 1 – Locais de inserção dos portais laparoscópicos para procedimento de aspiração folicular. 1- Ótica do 
laparoscópio; 2- Pipeta de aspiração; 3- Pinça atraumática. Fonte: KOWALSKI, 2011.

Previamente à aspiração folicular, os ovários devem ser 
examinados e o número de folículos com dimensões entre 
2 - 8 mm contabilizados, para futura aspiração. Somente são 
aspirados folículos nessa escala, uma vez que folículos menores 
que esse limite mínimo são inviáveis de se aspirar pelo tamanho 
e os maiores já apresentam menor qualidade. Em seguida, a 
agulha de aspiração é introduzida de forma percutânea na 
cavidade próxima ao local onde se encontra o ovário (Figura 2). 
A punção é realizada movimentando os ovários em diferentes 
posições, com auxílio da pinça de manipulação atraumática. A 
agulha é colocada em posição paralela à superfície ovariana, o 
que permite as perfurações dos folículos nas suas extremidades. 

Uma vez inserida no folículo, a agulha é cuidadosamente movida 
para garantir que todo o seu conteúdo seja aspirado (TEIXEIRA 
et al., 2011).

Figura 2 –Sequência do procedimento de videolaparoscopia da cavidade abdominal de uma ovelha, demostra-
do o posicionamento dos portais laparoscópicos (A), imagem intraperitoneal em aumento aproximado de 10×, 
notando a fixação do ovário (1) pela pinça de apreensão atraumática (B) e presença de folículos na superfície 
ovariana, posicionamento da agulha para aspiração (C) e a aspiração dos folículos (D). 

O uso desta técnica permite o acesso seguro e rápido 
para os órgãos do abdômen, fácil estabilização dos ovários e 
aspirações de folículos ovarianos (WIECZOREK et al., 2010), O 
qual pode ser utilizada até em ovelhas pré-púberes, gestantes, 
e em fêmeas com infertilidade temporária ou irreversível 
(CROCOMO et al., 2012).  Entretanto, este método é limitado por 
sua eficiência variável, pois recupera de 50-80% dos oócitos a 
partir de folículos aspirados do ovário e 30-90% são aceitos para a 
maturação e fertilização in vitro. A eficiência da técnica depende 
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da boa seleção de doadoras, estimulação hormonal, frequência 
de recuperação de oócitos e fatores técnicos (WIECZOREK et al., 
2010).

A LOPU em ovelhas não tratadas com hormônios propicia 
a recuperação, de aproximadamente, quatro oócitos por fêmea. 
Porém quando são submetidas ao tratamento de estimulação 
com FSH, o número de oócitos obtidos por sessão de aspiração 
é de 10 a 11 (CHAVES et al., 2010). Com base nestas observações, 
portanto, é necessário otimizar a técnica de LOPU para melhorar 
a quantidade e qualidade dos embriões produzidos in vitro 
(BERLINGUER et al., 2004).

Superestimulação Ovariana

Os animais submetidos à LOPU podem ou não receber 
tratamento hormonal prévio, sendo que em fêmeas não 
estimuladas o número de oócitos recuperados é de 4-6/animal, 
considerado um valor baixo (TEIXEIRA et al., 2013). O tratamento 
com FSH antes da LOPU aumenta a população de 2-4 mm folículos 
ovarianos e resulta em maior coleta de oócitos (WIECZOREK et 
al., 2010). Geralmente, em fêmeas com estimulação hormonal 
prévia, o número de oócitos obtidos é maior do que aquele 
obtido de fêmeas não estimuladas (BERNARDI, 2005; CROCOMO 
et al., 2012), o que torna indispensável a estimulação ovariana 
para melhores índices reprodutivos.

O estro pode ser induzido de forma sincronizada em 
qualquer época do ano. Desta forma, a indução e sincronização do 
estro em ovinos vêm sendo bastante utilizada,  proporcionando 
atividade reprodutiva mesmo durante o anestro sazonal e 
após o parto. Os métodos mais utilizados para a sincronização 
do estro e estimulação do crescimento folicular em pequenos 
ruminantes envolvem prostaglandinas, progesterona e/ou 

progestágenos e a administração de eCG (URIBE-VELÁSQUEZ, 
2011). A progesterona (P4) é administrada através de dispositivos 
intravaginais de liberação lenta, esponjas impregnadas com 
acetato de fluorogesterona ou acetato de medroxiprogesterona 
(MAP), implantes auriculares, administrações diárias de P4 por 
via intramuscular ou, ainda, administrações orais diárias de 
MAP (FONSECA et al., 2005b). Comumente as fêmeas doadoras 
de oócitos são sincronizadas com dispositivos intra-vaginais 
(CROCOMO et al., 2012).

Dentre os protocolos disponíveis de estimulação ovariana 
em ovelhas, é destacado o seguinte protocolo que vem sendo 
utilizado pelo grupo do pesquisador Baldassarre: associação 
de FSH (80 UI) e eCG (300 UI), administrados 36 horas antes da 
aspiração folicular, em dose única (BASSO et al., 2008). A alta 
dose de FSH é hábil para recrutar, mas não para sustentar o 
desenvolvimento de um grupo de folículos FSH-responsivos. A 
longa meia-vida do eCG possibilita a continuação do crescimento 
folicular iniciado pela alta dose de FSH, sendo preferível a 
aplicação única ao invés de múltiplas, pela praticidade, uma 
vez que o resultado final é semelhante (CORDEIRO et al., 2014). 
Basso et al. (2008), realizaram 1580 procedimentos de aspiração 
folicular por laparoscopia, recuperando em média 13,4 oócitos 
por doadora. Com este protocolo há obtenção de maior número 
de folículos a serem aspirados utilizando a LOPU, e redução 
do número oócitos com cúmulus expandido inviáveis à MIV,  e 
ainda promove menor intervalo entre a estimulação hormonal 
e a LOPU (36 horas) (TRALDI, 2009).

Fatores que contribuem para melhor qualidade 
oocitária

A idade do animal possui efeito no número e na qualidade 
dos oócitos colhidos ou na taxa de maturação e fecundação. 

Deste modo, as taxas de blastocistos obtidas utilizando oócitos 
oriundos de ovelhas adultas, são significativamente superiores 
quando comparadas às recém-púberes, porém não havendo 
diferenças na taxa de gestação (LIMA VERDE et al., 2003). 
Contudo, Crocomo et al. (2012) consideram importante os 
fatores intrínsecos da doadora de oócitos, que são eles: condição 
corporal, raça, idade, e potencial genético, pois estes influenciam 
a dinâmica folicular e , consequentemente, a qualidade e o 
número de COCs obtidos.

Dentre os diversos fatores que implicam no sucesso da 
LOPU, a qualidade do complexo cumulus-oophorus (COCs), 
caracterizada, principalmente, pela presença das células do 
cumulus, é essencial para o sucesso da PIV e está diretamente 
relacionada às peculiaridades dos métodos empregados na 
recuperação oocitária (CROCOMO et al., 2012). A presença das 
células do cumulus é benéfica para obtenção de embriões após 
a FIV, pois oócitos desnudos têm uma baixa taxa de clivagem 
(CHAVES et al., 2010). As células do cumulus garantem a nutrição 
e a conexão do oócito com o meio externo, modulam os efeitos 
dos hormônios e fatores de crescimento e ainda participam 
da regulação da maturação oocitária, através da transferência 
de nutrientes, íons, nucleotídeos e substâncias de baixo peso 
molecular (CROCOMO et al., 2012). Estudos demonstram que 
não há maturação ou esta ocorre em menor escala, quando 
as células do cumulus são removidas antes dos oócitos serem 
maturados in vitro (CORDEIRO et al., 2014).

A eficiência da recuperação de COCs sofre influência de 
alguns aspectos físicos da aspiração folicular, tais como calibre 
da agulha e da cânula de aspiração utilizadas; o fluxo (mL 
água/minuto) e a pressão de aspiração (mmHg). Além disso, o 
tratamento prévio das fêmeas doadoras de oócitos, bem como 
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o tamanho do ovário e dos folículos, e as habilidades manuais 
do operador também estão diretamente relacionados com a 
qualidade e a quantidade de COCs obtidos (WIECZOREK et al., 
2010; CROCOMO et al., 2012).

O fluxo (mL água/minuto) e a pressão de aspiração 
(mmHg) são importantes aspectos físicos da aspiração folicular 
com agulha acoplada à seringa ou à bomba a vácuo, e estão 
diretamente relacionados à eficiência da recuperação de COCs 
(PADILHA et al., 2013).

A pressão a vácuo não só afeta a qualidade, mas também 
a quantidade dos oócitos obtidos. O aumento da pressão 
pode levar à maior taxa de obtenção, contudo há redução 
no número de oócitos viáveis. A perda de células do cumulus 
(desnudamento) pode ocorrer durante o trânsito dos oócitos 
do folículo ao tubo de colheita. Estas podem ser preservadas, 
ajustando-se adequadamente a pressão à vácuo (CORDEIRO et 
al., 2014). Os melhores resultados que consideram as pressões 
de aspiração com bomba à vácuo são entre 50 e 70 mmHg 
(CROCOMO et al., 2012; PADILHA, 2013).

O fluxo de aspiração e a qualidade dos COCs são 
inversamente proporcionais. O aumento do fluxo resulta na 
remoção parcial ou total das células do cumulus (CROCOMO et 
al., 2012).  Preconiza-se a utilização de fluxos de aspiração entre 
10 e 20 mL

água/minuto (PADILHA et al., 2013).

Agulhas de aspiração folicular

As agulhas de aspiração apresentam três variáveis 
importantes: comprimento, diâmetro e largura do bisel. Quanto 

menor o diâmetro da agulha, maior a força de atrito sob os COCs 
e, consequentemente, maior possibilidade de remoção das 
células do cumulus. Estudos relatam que melhores resultados 
foram constatados com agulhas curtas de calibre 18 ou 20, e 
cânulas de aspiração de menor diâmetro (1 ou 2 mm) (CROCOMO 
et al., 2012). 

Agulhas mais curtas produzem melhores resultados por 
causa da curta passagem desde o folículo até a mangueira de 
silicone, o que é menos traumático para os oócitos comparado 
à agulha de aço. A porcentagem de colheita dos COCs é 
determinada pelo bisel, enquanto o diâmetro da agulha 
determina a qualidade dos COCs recuperados. O comprimento e 
diâmetro do bisel são importantes para que não ocorra perda de 
líquido folicular e, consequentemente, dos oócitos no momento 
da punção (PADILHA et al., 2013).

Agulhas finas podem dificultar a passagem da massa pré-
ovulatória de células do cumulus, assim diminuindo a taxa de 
obtenção. O mesmo acontece em agulhas mais largas, devido à 
redução do trânsito e a maior turbulência entre as conexões do 
sistema de aspiração (CORDEIRO et al, 2014).

Tamanho dos folículos aspirados

A seleção dos folículos aspirados pode ser realizada 
conforme o diâmetro/categoria dos folículos. O tamanho dos 
folículos pode afetar a proporção de oócitos de boa qualidade 
e a eficiência da técnica de recuperação (PADILHA et al., 2013). 
Conforme o tamanho do folículo há uma combinação de 
variáveis que garantem maior eficácia: em folículos pequenos (< 
3mm) ou médios (3-5 mm), baixa pressão ou fluxo de aspiração 
e menor diâmetro da cânula de aspiração são encontrados 

resultados melhores. Em contrapartida ocorre com os folículos 
pré-ovulatórios (> 5 mm), os quais são mais adequados pressão 
e fluxo de aspiração e cânula de diâmetro maior (CROCOMO et 
al., 2012). 

A estimulação hormonal vem sendo empregada, visando 
potencializar a quantidade, qualidade e capacidade de 
desenvolvimento oocitário in vitro, o que aumenta o número de 
folículos em crescimento (TEIXEIRA et al., 2013).

Transporte do material

Um dos principais problemas encontrado na aplicação 
da produção de embriões in vitro a campo é a alta variação 
dos resultados obtidos, isto se deve em parte, às condições de 
transporte dos oócitos das fazendas para o laboratório, que 
as vezes são realizadas de maneira inadequada. Vários fatores 
podem afetar as condições de maturação dos COC’s durante o 
transporte, entre eles, o tipo de tampão utilizado, a temperatura 
e o tempo de transporte (NEGRI et al., 2009).

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

CONSIDERAÇÕES FINAIS

            A aspiração folicular por laparoscopia é uma 
biotecnologia que pode ser de especial interesse para a 
preservação de genótipos raros e ameaçados de extinção. O 
sucesso desta biotécnica seguida de produção in vitro de embrião 
está diretamente relacionado à qualidade oocitária, devido ao 
tamanho dos folículos aspirados, ao tipo da agulha de aspiração, 
ao fluxo e pressão administrados, e às condições de transporte 
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dos oócitos para o laboratório. Contudo, necessita-se de mais 
estudos sobre os fatores que contribuem para melhor qualidade 
oocitária de ovinos, para que possa ter o aperfeiçoamento desta 
biotecnologia.
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