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USO DO ACESSO LATERAL PARA ASPIRAGAO FOLICULAR EM OVELHAS
SANTA INES

RESUMO - O procedimento de aspiracao folicular videolaparoscoépica € amplamente
utilizado dentro das biotecnologias reprodutivas, porém, existem alteragdes
fisiologicas que o posicionamento em “Trendelemburg” pode ocasionar ao sistema
cardiorrespiratério dos animais. Por este motivo e objetivando-se reduzir estas
intercorréncias, desenvolveu-se uma nova abordagem cirurgica em decubito lateral
direito para aspiragao folicular em ovelhas Santa Inés. Foram utilizadas 24 fémeas
ovinas Santa Inés divididas aleatoriamente em dois grupos com 12 animais cada
sendo: GL — posicionadas em decubito lateral direito com inclinacdo de 10° em
cefalodeclive; GD - posicionadas em decubito dorsal com inclinagdo 35° em
cefalodeclive. Os animais foram submetidos ao procedimento de aspiragao folicular
por videolaparoscopia utilizando trés portais e pneumoperitdneo induzido com COa.
Os tempos cirurgicos, foliculos visualizados e aspirados, odcitos recuperados,
frequéncia cardiaca e respiratéria, pressado arterial média, pressao ao final da
expiracdo de COz2, analgesia pds operatodria e concentragédo sérica de fibrinogénico
foram avaliados nos periodos pré, trans e pdés cirurgicos. O tempo cirurgico total, a
frequéncia cardiaca, pressao arterial média, e EtCO2 apresentaram maiores valores
no GL. Enquanto que os foliculos visualizados e aspirados, odcitos recuperados,
fibrinogénio, frequéncia respiratoria e analgesia pds operatéria foram similares entre
os grupos. A técnica de aspiragao folicular por acesso lateral apresenta-se como um
procedimento viavel e efetivo para a recuperagao oocitaria em ovelhas Santa Inés.
Entretanto é importante comentar que este acesso acarreta alteracdes consideraveis
no sistema cardiorrespiratério quando comparada ao procedimento convencional,
fazendo com que sua aplicabilidade pratica seja limitada.

Palavras-chave: Ovinos, videocirurgia, biotecnologia da reprodugdo, sistema

geniturinario.



SIDE ACESS FOR LAPAROSCOPIC OVUM PICK-UP IN SANTA INES SHEEP

ABSTRACT - The laparoscopic ovum pick-up is widely used in reproductive
biotechnology, although there are physiological changes in the cardiorespiratory
system due to Trendelenburg position. For this reason and in order to decrease these
events we developed a new surgical approach in the lateral position for follicular
aspiration. 24 Santa Ines sheep randomly divided into two groups with 12 animals: GL
- positioned in right lateral position and head down position of 10 degree; GD — supine
positioned and an head down inclination of 35 degree. The animals were submitted to
laparoscopic ovum pick-up procedure, using three portals and CO:2
pneumoperitoneum. The surgery times, visualized and aspirated follicles, oocytes
recovery, heart and respiratory rate, mean arterial pressure, pressure at the end of the
exhaled COg, post surgery analgesia and serum fibrinogenic were evaluated before,
during and after surgery. The total surgery time, heart rate, mean arterial pressure, and
EtCO2 were higher in the GL. While visualized and aspirated follicles, recovery
oocytes, fibrinogen, respiratory rate and post surgery analgesia were similar between
groups. The follicular aspiration technique for lateral approach presents as viable and
effective procedure for oocytes recovery in Santa Ines sheep. However, it is important
to mention that this approach requires considerable changes in cardiorespiratory
system compared to the conventional approach, making their practical applicability
limited.

Keywords: sheep, videolaparoscopy, biotechnology of reproduction, genitourinary
system.



1. INTRODUGAO

O avango em biotecnologias reprodutivas aplicada em pequenos ruminantes
teve um crescimento mundial, incluido o Brasil. O mesmo foi paralelo a evolugcdo da
ovinocultura, que teve significativo destaque econdmico (BALDASSARE 2012;
DEMINICIS et al., 2008).

Nos ultimos 20 anos, a producéo interna brasileira do rebanho de ovinos dobrou
de tamanho (IBGE, 2010). Entre 2002 e 2011, o rebanho ovino aumentou em 23% na
regido nordeste, 34% na regiao norte e na regidao sudeste o aumento foi de 56%
(ANUALPEC, 2013).

Os procedimentos de aspiragéao folicular, maturacao in vitro (MIV) e fertilizagcao
in vitro (FIV) de odcitos permitem a exploragéo do potencial reprodutivo das fémeas
de maneira revolucionaria. A producédo in vitro de embrides oferece ainda a
possibilidade de aceleragdo do ganho genético por meio da diminuigdo do intervalo
entre partos e a maximizagao do numero de descendentes em um reduzido espaco
de tempo (BALDASSARE et al., 2012; CROCOMO et al., 2012; EARL et al., 1995).

Assim, a videolaparoscopia destaca-se por ser um procedimento minimamente
invasivo, que é um forte recurso para as biotécnicas reprodutivas, em especial para
ovinos e caprinos, sendo a aspiragao folicular laparoscopica (LOPU) um destaque na
reprodugao animal, por se tratar de tecnologia de ponta, comparada as outras formas
de recuperacao oocitaria, e firma-se como técnica ideal para recuperacéo eficiente de
oocitos em pequenos ruminantes (CORDEIRO et al, 2014; TEIXEIRA et al., 2013;
BASSO, 2008).

Apesar da cirurgia laparoscopia se destacar dentro dos procedimentos
cirargicos (CAMPOS et al., 2003) existem alteragdes fisioldgicas que a técnica pode
ocasionar (COHEN et al, 2003) ao sistema cardiorrespiratério devido o
posicionamento em inclinagdo que desloca cranialmente as visceras ao campo de

trabalho e ao pneumoperiténeo induzido (FISCHER et al., 1995).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspiragao folicular

O termo laparoscopia deriva do grego “lapara” e “skopein” que significam
respectivamente abdémen e examinar (USON GARGALLO et al., 2003).

O titulo de “pai da endoscopia”, segundo Harrinson (1976), citado por Brun e
Beck (1999), foi atribuido a Philipp Bozzini, que desenvolveu o primeiro endoscopio
no inicio do século XX. Em 1860, Friedrich “Trendelenburg” popularizou o
posicionamento empregado para procedimentos pélvicos que levaria seu nome e €
obtido com a colocagéo do paciente em cefalodeclive de 10 a 30° (LEME et al., 2002).
Em 1974, Snyder e Dukelow descreveram a primeira aspiragéo folicular em ovelhas
através de laparoscopia.

Para a producao de embrides in vitro, € fundamental a obtencao de odcitos,
que podem ser colhidos in vifro de ovarios obtidos em abatedouros ou por
ovariectomia, ou in vivo por meio da aspiragao de foliculos por via transvaginal guiada
por ultrassom, laparotomia ou laparoscopia, sendo que o treinamento nestes
procedimentos influéncia na recuperacgao oocitaria (WANI, 2002).

A industria da tecnologia de embrides sofreu uma importante mudanga nos
ultimos anos com o advento da producgéo in vitro (PIV) (SENEDA et al., 2005). O Brasil
€ 0 primeiro pais do mundo em numero de embrides produzidos in vitro. Durante o
ano de 2003, mais de 60.000 embrides foram gerados por esse método e
aproximadamente 87.000 embrides pelo método in vivo. Mesmo que o numero de
embrides obtidos por meio da lavagem uterina seja alto, aqueles produzidos pelo
procedimento in vitro vem ganhando um espago de destaque no pais, confirmando
ser um procedimento economicamente viavel, bastante divulgado e empregado na
pecuaria moderna (THIBIER, 2004).

Além disso a producéo in vitro de embrides destaca-se pelo alto potencial de
gerar maior numero de descendentes de fémeas excelentes que a ovulagdo multipla
e transferéncia de embrides (TE). A recuperacdo de odcitos por laparoscopia, frente
a lavagem uterina para recuperacao de embrides, tem como vantagem a repeticdo do
procedimento na mesma doadora, permite também produzir progénie a partir de

animais de alto valor em circunstancias que a transferéncia de embrides ndo permite,



como em pré puberes, idosos e gestantes. A produgéao in vitro de embrides pode fazer
o sistema de produgao de animais transgénicos eficiente pelo uso de zigotos oriundos
de oocitos recuperados por laparoscopia. Assim, acredita-se que a produgao in vitro
de embrides estda bem desenvolvida para substituir a transferéncia de embrides
(AISEN, 2008).

2.2. Alteragoes cardiorrespiratéoria nos procedimentos de videocirurgia

O procedimento cirurgico laparoscopico necessita da criagdo do
pneumoperitdnio por meio da insuflagdo da cavidade abdominal com gas, € o
posicionamento do paciente em “Trendelemburg” para facilitar a visualizagdo dos
orgaos geniturinarios que é obtida com a colocagao do paciente em cefalodeclive com
inclinagdo que pode variar de 10° a 30° (ALLEN, 1996). A abordagem videocirurgica
€ realizada por meio de um endoscoépio introduzido transabdominal, de modo a serem
observados os 6rgaos no interior das cavidades abdominal e pélvica, podendo ser
realizada diversas vezes no mesmo animal, se necessario, porém com 0O maior
inconveniente o custo do material utilizado (BALDASSARRE, 2012; TEIXEIRA et al.,
2011).

Como citado anteriormente, o pneumoperitdnio faz-se necessario para a
realizacdo do procedimento, como também o posicionamento do paciente,
proporcionando o deslocamento gravitacional das visceras e favorecendo uma melhor
visibilidade das estruturas anatémicas afastando-as da parede abdominal, criando um
maior espago para a realizagao da cirurgia. Essas situagdes induzem alteragdes
fisiologicas e efeitos deletérios aos o6rgaos e sistemas no intraoperatério que
comprometem o bom andamento da anestesia (REBUGLIO et al., 2004).

Segundo Steuder (1998), embora existam métodos mecéanicos de distensao da
cavidade abdominal, a insuflagdo abdominal por gas é pratica padrdao. Os agentes
insuflantes utilizados para a indugdo do pneumoperiténio sao didxido de carbono
(CO2), 6xido nitroso (N20) (REMEDIOS e FERGUSON, 1996; COELHO et al., 1995;),
nitrogénio (N2) (GILROY e ANSON, 1987), oxigénio (O2), ar atmosférico (COELHO et
al., 1995; REMEDIOS e FERGUSON, 1996) e o hélio (He) (LEIGHTON et al., 1993;
FITZGERALD et al., 1992).



O didéxido de carbono (COz) foi citado como de escolha em um estudo realizado
por Safran et. al (1994) e por Hendrickson et al. (1996) em relagdo aos demais gases,
pelo fato de ndo ser comburente, apresentar alta solubilidade no sangue, além da
rapida eliminacao pelos pulmdes e baixa ocorréncia de embolia gasosa.

Os efeitos combinados do pneumoperitdénio, da posi¢cao do paciente, anestesia
e hipercarbia secundaria ao CO2 absorvido promovem alteragées importantes no
sistema cardiorrespiratério. A extensao dessas alteracdes depende da pressao intra-
abdominal obtida, do volume de CO2 absorvido, volume intravascular do paciente e
estado funcional cardiorrespiratério prévio, sendo que a elevagdo do diafragma
causada pelo pneumoperitdnio e pela posicdo em cefalo-declive pode provocar a
reducao da capacidade pulmonar residual funcional, bem como alteragdes na relagao
ventilagao-perfusdo por aumento da pressao da via aérea (SHARMA et al., 1996).

A posicdo “Trendelenburg”, empregada nos procedimentos de
videolaparoscopias, requer o uso de ventilagao preferencialmente positiva durante o
procedimento de anestesia, para que assim reduza os efeitos deletérios do
pneumoperitdnio associado a compressao exercida do diafragma com as visceras
abdominais (FISCHER et al., 1995). Hendrickson et al. (1996), cita em um estudo feito
por Safran et al. (1994) sobre a questao da pressao utilizada para insuflar a cavidade,
em que esta deveria estar entre 15 a 20 mmHg, assim evitando complicagbes
advindas de uma pressao excessiva intracavitaria.

O pneumoperitbnio realizado com CO:2 leva a um aumento progressivo da
pressdo parcial de CO2 arterial (PaCO2), principalmente durante insuflagdo nos
pacientes submetidos a ventilagdo controlada, atingindo um platé 15 a 30 minutos
apos o inicio da insuflagdo (RADEMAKER, 1995; MULLETT et al., 1993).

A realizacdo do pneumoperitbneo leva a um aumento da pressao intrabdominal
(PIA) o que resulta em uma diminuigdo do retorno venoso, o aumento da frequéncia
cardiaca, aumento da resisténcia vascular periférica, aumento da pressao venosa
central e consequente diminuigdo do débito cardiaco. A taquicardia € uma resposta
simpatica compensatoéria a diminuicdo do retorno venoso, mas pode ser decorrente
do aumento do CO:2 sanguineo. Devido a presséo sobre o diafragma causada pelo
pneumoperitdneo, ocorre diminuigdo do volume respiratorio e aumento da resisténcia
vascular pulmonar (CHANDRAKANTH et al., 2001; SCHAUER et al., 2000; KRAUT et



al., 1999; STRUTHERS e CUSCHIERI, 1998; JORISJ et al., 1993). Da mesma forma,
a pressao intrabdominal resultante do pneumoperitoneo, ocasiona diminuigcdo da
complacéncia pulmonar e menor capacidade pulmonar residual que por sua vez leva
a atelectasia pulmonar e hipoxemia (HAYDEN E COWMAN, 2011).



3. HIPOTESE

A recuperacdo oocitaria em ovelhas Santa Inés é factivel com a utilizagao da

técnica videolaparoscopica com animal em decubito lateral direito.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicabilidade da técnica de aspiragao
folicular videolaparoscopica em ovelhas Santa Inés para recuperagao oocitaria,

posicionadas em decubito lateral direito ou decubito dorsal.

4.2 Objetivos Especificos

> Padronizar o acesso videolaparoscoépico lateral ao utero e ovario, comparando
o desempenho do procedimento por acesso lateral direito e em decubito dorsal.

> Comparar a colheita e viabilidade oocitaria resultante dos posicionamentos.

> Registrar a taxa de recuperagdo e qualidade oocitaria nos grupos
experimentais.

> Avaliar os parametros cardiorrespiratérias durante os procedimentos cirurgicos.



5. MATERIAL E METODOS

5.1 Localizagao e caracterizagcao da area

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista,
Campus Jaboticabal - Sdo Paulo — Brasil (protocolo n°002478/11).

Foram utilizadas 24 ovelhas da raca Santa Inés, multiparas, ndo prenhes, com
idade média de 3,1+1,1 anos, escore de condigdo corpérea médio de 3,0 (escala de
1-5), peso médio de 35,116,2 kg, consideradas higidas apos realizacdo de exame
fisico geral que constitui de inspecao, palpagao, percussao, auscultacdo e cada um
dos sistemas corporais; exame do sistema reprodutivo por meio de inspeg¢ao vulvar,
vaginal e ultrassonografia transretal; hemograma e dosagem de proteina plasmatica
total.

Os animais foram mantidos em regime intensivo, recebendo silagem de milho
e ragao balanceada duas vezes ao dia e acesso ad libitum a agua e sal mineral.

Para a realizacdo do estudo os animais foram distribuidos aleatoriamente em
dois grupos de 12 ovelhas de acordo com o posicionamento cirurgico a ser estudado:
- Grupo Dorsal (n=12), animais submetidos a videolaparoscopia com posicionamento
em decubito dorsal e inclinacdo em cefalodeclive de 35°
-Grupo Lateral (n=12), animais submetidos a videolaparoscopia com posicionamento

em decubito lateral direito e inclinacdo em cefalodeclive de 10°.

5.2 Videolaparoscopia para aspiragao folicular

Apos jejum hidrico e alimentar de 36 horas, foi realizada tricotomia ampla da
regido abdominal, pescogo ventral e face caudal das orelhas. Realizou-se medicagao
pré-anestésica (MPA) com a associacdo de Clorpromazina (Cloridrato de
Clorpromazina®, Unido Quimica, Sdo Paulo, Brasil) 0,5 mg/kg via IM e tramadol
(Cloridrato de Tramadol®, Hipolabor, Sabara, Brasil) 4 mg/kg via IM. Dez minutos
depois, um cateter sobre a agulha (Angiocath®, Becton Dickinson, Juiz de Fora,

Brasil) calibre 16G foi introduzido e fixado na veia jugular e induzida anestesia



mediante a injegao intravenosa da associagao de cloridrato de cetamina (Dopalen®,
Sespo, Paulinia, Brasil) 5 mg/kg e midazolam (Dormire®, Cristalia, Itapira, Brasil) 0,2
mg/kg. Imediatamente promoveu-se como o auxilio de um laringoscépio a intubagao
orotraqueal com sonda de Magill estendida de diametro 7,5F e o balonete insuflado
no intuito de evitar a broncoaspiracdo. A manutengdo anestésica foi realizada
mediante a infusdo continua intravenosa de cetamina 10 mg/kg/h e midazolam 0,2
mg/kg/h diluidos na fluidoterapia de manuten¢cdo com NaCl 0.9% na dose de 5ml/kg/h.
Os animais nao receberam suplementacéo de oxigénio e a ventilagdo foi mantida
espontaneamente durante o procedimento, a fim de mimetizar a anestesia a campo.

Uma vez que o0s animais se encontravam em plano dissociativo eram
posicionados de acordo com o grupo experimental, em decubito dorsal com posterior
inclinagdo em cefalodeclive de 35° (“Trendelenburg”) ou em decubito lateral direito
com inclinagao de 10°

Ap0ss o preparo asséptico do campo cirurgico, os pontos de acesso cirurgico
foram definidos e em cada um deles infiltrou-se superficial e profundamente 3 mL de
Cloridrato de lidocaina (Xylestesin®, Cristdlia, Itapira, Brasil). Para o grupo em
decubito dorsal, o procedimento foi realizado conforme Teixeira et al. (2013), com
introdug&o as cegas do primeiro trocater 10 a 15 cm cranial ao ubere e 5 cm a direita
da linha média, sendo os demais portais posicionados apds o estabelecimento do
pneumoperitdnio, o segundo semelhante ao primeiro, porém a esquerda, e o terceiro
colocado na linha média, aproximadamente 20 cm cranial ao ubere, respeitando a
triangulacéo. Ja no grupo em decubito lateral se trabalhou colocando o primeiro portal
na fossa paralombar esquerda, estabelecendo o pneumoperiténio com CO2 Em
seguida, o segundo portal laparoscopico foi posicionado aproximadamente 15 cm no
sentido ventral e o terceiro entre os dois, introduzido de 5 a 10 cm cranial e ventral ao
primeiro portal.

A incisdo cutanea com o auxilio de bisturi dos pontos selecionados foi
realizada para facilitar introdugao dos trocateres. O primeiro trocater de 5 mm, com
valvulas para insuflagdo (Endoscopy Surgery, Rio de Janeiro, Brasil), lente e camera
(Dyonics® Digital, Smith & Nepheu, Andover, USA) ligada a um monitor de alta
resolugdo foi posicionado a cegas e em ambos 0s grupos o pneumoperiténio foi

induzido utilizando CO2 com pressao intrabdominal (PIA) de 5 a 8 mmHg e velocidade



de insuflacdo de 5 L/min. Para a manipulagdo do utero, tubas e bursas ovaricas e
individualizagcado dos ovarios, foram utilizadas as pingas atraumaticas (Babcock).
Para o procedimento de aspiragao folicular, os ovarios foram apreendidos e
examinados contabilizando o numero de foliculos com dimensdes entre 2-8 mm. Estas
estruturas foram puncionadas apds a introdugdo de uma agulha na cavidade (Figura
1) e aspiradas movimentando os ovarios em diferentes posigdes. Inicialmente, a
agulha foi colocada em posicao paralela a superficie ovariana, facilitando as
perfuragdes dos foliculos em suas extremidades. A pressao do vacuo foi ajustada para
no maximo 50 mmHg, sendo utilizado um sistema de aspiragdo com lumen simples,
composto de uma agulha de 18G com bisel curto (Cateter 18G - Angiocath®, BD,
Brasil), conectada a uma céanula de teflon de 50 cm de comprimento acoplada a uma
rolha de silicone e ligada ao tubo de colheita (50 mL). O vacuo foi obtido utilizando
bomba de aspiragdo (Bomba de vacuo digital BV 003D, WTA, Brasil) com

esfigmomandmetro, como descrito por Teixeira et al. (2011).

Figura 1: Imagem fotografica da cavidade abdominal de uma ovelha

em um aumento de aproximadamente 10X, notando a
fixagao do ovario pela pinca de apreensao atraumatica, e a

aspiragao do foliculo. Fonte: Arquivo Pessoal, 2015.
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Ao término do procedimento, o utero e os ovarios foram lavados com 0,3 mL/kg
de solugéo de: NaCl 0,9% (1,6 mL/kg) com a finalidade de remover os coagulos da
superficie, na tentativa de evitar a formacao de aderéncias. Posteriormente realizou-
se a dermorrafia dos pontos de acesso com sutura de tipo Wolff, utilizando nylon 2-0,
limpeza da ferida cirdrgica com clorexidina 2% e aplicagao de unguento (Unguento
Plus®, Pearson, Brasil) ao redor da ferida cirurgica.

O tratamento pos-operatorio consistiu da aplicagao de tramadol (Cloridrato de
Tramadol®, Hipolabor, Sabara, Brasil) 2mg/kg IM BID durante trés dias associado a
penicilina+streptomicina (Penfort PPU®, Ourofino, Cravinhos, Brasil) IM em dose
unica recomendada pelo fabricante. Apds serem retiradas da maca cirurgica, as
fémeas foram colocadas em local limpo e tranquilo, observadas até ficarem em
posicdo quadrupedal e avaliadas clinicamente a cada 12 horas durante a recuperacao

anestésica imediata até a retirada das suturas 10 dias depois do procedimento.

5.3 Avaliagao intraoperatoéria

O transcirurgico foi dividido em cinco etapas: inicio de cirurgia (IC); entrada do
primeiro portal laparoscépico (P1); entrada do segundo e terceiro portal (P23);
manipulagdo e aspiragcao do primeiro ovario (MA1); manipulacdo e aspiragao do
segundo ovario (MA2); inspe¢cdo da cavidade, retirada do pneumoperitbnio e
dermorrafia (D). Em cada etapa foram registradas possiveis intercorréncias,
particularidades e tempo, além de cronometrado o tempo cirurgico total.

Durante o procedimento cirurgico a artéria auricular caudal foi cateterizada com
um cateter sobre a agulha 20G acoplado a uma torneira de trés vias e um equipo
extensor conectado ao transdutor de pressdo do monitor multiparamétrico (DIXTAL®
2023, Dixtal biomédica, Manaus, Brasil) para a monitoragdo constante da pressao
arterial. Por meio deste monitor também foram constantemente observadas a
eletrocardiografia, oximetria de pulso, capnografia e temperatura corpoérea. Os
parametros clinicos: frequéncia cardiaca (FC), respiratéria (FR), presséo arterial
média (PAM), tensao final de CO: ao final da expiragao (EtCO2) e temperatura retal

(T) foram registradas a cada 10 minutos.
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Foi utilizada uma pinga Babcock para apreensdo dos ovarios, e foram
contabilizados o numero de foliculos visualizados (FV), aspirados (FA) e presenca ou

nao de corpo luteo (CL), e o ovario onde 0 mesmo se encontrava.

5.4 Avaliagao pos cirurgica

Durante as primeiras seis horas apds o procedimento os animais foram
monitorados em relagao a expressao de sinais de dor, sendo esta avaliacéo realizada
de acordo com um protocolo para ovelhas submetidas a intervengdes traumaticas
(FITZPATRICK et al., 2006; GUEDES et al., 2006), que consiste na observagao dos
parametros aparéncia, postura, marcha e palpacao da ferida cirurgica, assinando uma
pontuacdo numérica entre 0 a 10 (Apéndice 1). Se observado algum desconforto
doloroso realizava-se o resgate analgésico com tramadol (Cloridrato de Tramadol®,
Hipolabor, Sabara, Brasil) 4mg/kg IV.

Para avaliacdo do processo inflamatério e cicatricial, foram coletadas amostras
sanguineas por meio de pungdo da veia jugular no periodo pré-operatério, pos-
operatoério imediato e 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 dias apds o procedimento cirurgico,
objetivando-se mensurar os niveis séricos de fibrinogénio, analisado por precipitacéo
pelo calor (56°C) e leitura do plasma em refratbmetro manual, com valores expressos
em mg/dL, bioquimico, hemograma e leucograma segundo as recomendagdes de
Thrall (2007).

5.5 Analises dos odcitos recuperados

Foi utilizado tubo falcon de 50 mL contendo 15 mL de meio de colheita aquecido
a 36°C, para receber os odcitos recuperados durante as aspiragdes foliculares. O
transporte deste meio ja com os odcitos era imediato, pela proximidade entre os locais
da cirurgia e do laboratério.

Em laboratério, o liquido aspirado foi cuidadosamente depositado em placas de

Petri e levado a observagao em estereomicroscopio em aumento de 40X, no mesmo
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meio de colheita. Uma vez localizados, os odcitos foram classificados de acordo com
sua qualidade adaptado de Leibfried e First (1979).
e Grau l: COC com ooplasma homogéneo, escuro e rodeado completamente por
mais de trés camadas de células do cumulus.
e Grau Ill: COC com o ooplasma levemente pigmentado com menos de trés
camadas de células do cumulus completa.
e Grau lll: COC com o ooplasma palido, frequentemente disformes e camadas
de células do cumulus incompletas ou cumulus expandido.

e Degenerados: desnudo, sem células do cumulus.

5.6 Analise estatistica

Realizada com ajuda do Software R (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria). Os parametros referentes a: tempo, foliculos, oocitos, bioquimica
sérica e parametros cardiorrespiratorios; apés comprovacdo de normalidade dos
residuos e homocedasticidade das variancias (transformagao dos dados se preciso)
foram submetidos a analise de varidncia no desenho inteiramente casualizado e
parcelas subdivididas no tempo com poés-teste de Tukey. O nivel de significancia

utilizado foi de 5%.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos prévios foram realizados do presente experimento, objetivando avaliar
0 acesso cirurgico ao utero e ovarios com os animais posicionados em decubito lateral
(USCATEGUI et al., 2014). Inicialmente realizou-se o procedimento sem inclinagao,
porém deste modo nao foi possivel a manipulacdo dos 6rgaos reprodutivos devido a
dificuldade na visualizagao, ocasionada pelos 6rgaos abdominais principalmente o
ramen. Como citado por Allen (1996) o posicionamento do corpo inclinado com a
cabecga para baixo com angulagdo de 10 a 30° é importante para o deslocamento
cranial das visceras e consequente facilidade operatéria dos 6rgaos reprodutivos,
minimizando o risco de lesdes durante a introdugcéo as cegas do primeiro trocater.
Neste contexto inclinou-se o corpo dos animais em 30° e deste modo a visualizagao
e manipulagédo dos 6rgéos reprodutivos foi possivel, porém resultou em hipercapnia
clinica (EtCO, > 60 mmHg) indicando provavelmente que a compressao
diafragmatica consequente desta inclinagdo resultou em depressao respiratoria.
Assim, os animais foram posicionados com inclinagdo de 10° conseguindo a
visualizagdo e manipulagédo dos 6rgaos reprodutivos, sem hipercapnia ou depresséo
cardiorrespiratoria evidente.

Apos estes pilotos, ja na fase experimental, a duragdo média do procedimento
cirargico foi de 42+2 minutos para o grupo GD e 52+4 para o grupo GL. Observou-se
diferenga significativa entre o tempo em fungdo do posicionamento cirurgico, sendo
maior pelo acesso lateral (p=0,04), o que pode ser justificado pela dificuldade na
manipulacdo que o rumen e outros 6rgdos abdominais ocasionam, sendo a
abordagem cirurgica aos 6rgaos reprodutivos neste decubito mais laboriosa.

A equipe cirurgica participante do presente estudo iniciava sua experiéncia na
videocirurgia e deste modo o tempo cirurgico ainda na abordagem tradicional foi
relativamente maior aos descritos por Cordeiro (2014) e Teixeira et al. (2011). E
consabido que o treinamento continuo neste tipo de procedimentos reduz
significativamente o tempo cirurgico (TEIXEIRA et al., 2013), deste modo a técnica
lateral que em média demorou 10 minutos (23%) a mais do que a abordagem em

decubito dorsal poderia ter seu tempo reduzido, com o incremento da experiéncia e
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habilidade dos cirurgides. Destaca-se que, na fase inicial do estudo a técnica lateral
demorava 74 minutos e na fase final 34 minutos (MARIANO et al., 2014a).

O tempo médio para a apreensao e aspiracdo dos ovarios foi de 23+2 minutos
para o grupo GD e significativamente maior (p=0,03) 31+3 minutos para o grupo GL
(Tabela 1), o que demostra que nesta abordagem a manipulagdo ovariana € mais
complicada, porém o numero de foliculos visualizados (FV), e aspirados (FA) foram
similares entre grupos (Tabela 1), e correlacionam-se com os resultados de Cordeiro
(2006) e Stangl et al. (1999) na aspiracéo folicular videolaparoscépica de cabras e
ovelhas adultas nao submetidas a estimulagdo ovariana, demonstrando a
aplicabilidade da técnica por acesso lateral para a visualizacdo e manipulagéo dos

orgaos reprodutivos.

Tabela 1: Valores médios + erro padrao de tempos cirurgicos, foliculos visualizados
(FV), aspirados (FA) e corpo luteo (CL) por grupo experimental de acordo com o
posicionamento de ovelhas Santa Inés submetidas a aspiracao folicular por
videolaparoscopia. (FCAV campus de Jaboticabal — UNESP / 2015)

Grupos Experimentais

Parametros GD GL
Tempo cirtirgico (min) 42423 52+4°
Tempo primeiro ovario 14+1,9° 1842,6°
Tempo segundo ovario 23+2,2° 31+3°P

Fol. Visualizado OE 5,7+0,7 3,9+0,9
Fol. Visualizado OD 5,5+0,8 5,0+1

Fol. Aspirado OE 4,3+0,5 3,5+0,9

Fol. Visualizado OD 4,5+0,7 4,3+0,8
CL 1+0 1+0

OE: Ovario esquerdo, OD: Ovario direito; CL: Corpo luteo. Letras diferentes

representam diferenca estatistica de 5%

Visto que o objetivo da biotécnica reprodutiva de aspiragao folicular por
videolaparoscopia é a recuperacao de odcitos para a produgao de embrides in vitro
(SOUZA-FABJAN et al., 2014) é digno enfatizar que, de acordo com o numero de
odcitos recuperados e classificados como viaveis, ndo houve diferenca (p>0,05) em

relacdo ao posicionamento entre os grupos (Tabela 2). Os resultados obtidos neste
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estudo foram semelhantes aos publicados por Stangl et al. (1999) utilizando
protocolos similares. Dentro da expectativa inicialmente proposta, conseguiu-se inferir
que a técnica escopo deste estudo pode ser utilizada como alternativa viavel para a

recuperacao in vivo de odcitos em ovelhas.

Tabela 2: Valores médiosterro padrdao da qualidade oocitaria, total de odcitos
viaveis e valores totais por grupo experimental. (FCAV campus de Jaboticabal —
UNESP / 2015).

Grupos Experimentais

Parametros GD GL

Odcitos recuperados 3+1 3+1

G1 0+0 1+0

G2 1+0 1+0

G3 240 1+0
Desnudo 0,3+0,2 0,3+0,1
Degenerado 0,4+0,2 0,4+0,3

G1: Odcitos de grau 1, G2: Odcitos de grau 2, Grau 3: Odcitos de grau 3. Significativa
a nivel de 5%.

Cabe salientar que a realizagdo de jejum hidrico e alimentar de 36 horas,
possibilitou uma adequada manipulagao e visualizagado da cavidade abdominal, além
de prevenir maioritariamente o refluxo do conteudo ruminal, como preconizado por
Fischer et al. (1986).

Assim como, que os parametros cardiorrespiratérios monitorados durante o
procedimento cirdrgico encontraram-se dentro dos padrdes esperados para ovelhas
anestesiadas (CLARKE et al., 2014). Algumas intercorréncias foram observadas em
um animal de cada grupo: colapso cardiorrespiratorio fatal durante o procedimento
cirargico no GD no qual foi observada lesao isquémica do pulmao, possivelmente pela
insuflagdo inadvertida de CO2 como descrito por Hayden e Cowman (2011), e a
perfuracdo do rumen resultante da introducdo a cegas do primeiro trocater num
individuo do GL, sendo a punc¢éo acidental de érgdos abdominais uma complicagao
frequente descrita pelo mesmo autor.

O posicionamento em cefalodeclive e 0 pneumoperitoneo induzido utilizados

para a realizagdo da técnica laparoscopica, ocasionam aumento na pressao intra-
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abdominal (PIA) e intratoracica (PIT) resultando em alteragbes cardiorrespiratérias
(HAYDEN e COWMAN, 2011). Deste modo, nos dois posicionamentos testados se
faca necessario o pneumoperitoneo e cefalodeclive, hipotetizou-se que uma menor
inclinagdo e o posicionamento em decubito lateral reduziriam a compressao
diafragmatica e consequentemente estas alteragcbes. Quando comparados os
parametros cardiorrespiratorios avaliados entre os grupos (Tabela 3, Figura 2),
observou-se que o posicionamento lateral promoveu maiores valores de frequéncia
cardiaca (p = 0,012), pressao arterial média (p = 0,009) e EtCO2 (p = 0,001), sem
alterar significativamente frequéncia respiratoria (p = 0,9) e sem estes resultados

serem dependentes do tempo cirurgico.

Tabela 3: Valores médiost erro padrdao dos pardmetros cardiorrespiratérios em
fungao do posicionamento cirurgico (FCAV campus de Jaboticabal — UNESP / 2015).

Grupos Experimentais

Parametros GD GL
FC 98,3+3,3 111+3,68
FR 36,712 40,9121
PAM 78+2 3A 87,4+2 6B
ETCO; 37,3+1,2A 42 5+18B

FC: Frequéncia cardiaca (bat/min), FR= Frequéncia respiratéria (ciclos/min), PAM:
Pressao arterial média (mmHg), ETCO2: Tenséo de diéxido de carbono ao final da
expiragdo. Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

* Significativo para p<0,05.
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Figura 2: Representacédo grafica demonstrando a (A) frequéncia cardiaca (FC), (B)
pressao arterial média (PAM), (C) tensao de didxido de carbono ao final da expiragcao
EtCO2) e (D) frequéncia respiratéria de ovelhas Santa Inés submetidas a LOPU

comparando dois posicionamentos (lateral/dorsal).

Com o aumento da PIA ocorre elevacado da resisténcia vascular sistémica,
pulmonar, da PIT e redugcdo do retorno venoso, devido a compressao da aorta,
pulmao, diafragma e veia cava caudal respectivamente (HAYDEN e COWMAN, 2011).
Estas alteragcbes conjuntas conduzem a redugado da pré-carga, do débito cardiaco e
do fluxo de sangue renal, ativando a produc¢édo de fatores neuro-humorais tais como a
vasopressina e 0 eixo renina-angiotensina-aldosterona (HIRVONEN-NUUTINEN e
KAUKO 1995) na tentativa de estabilizar o débito cardiaco por meio da elevagao da
frequéncia cardiaca e da pressé&o arterial, como foi comprovado por O’Learly et al.
(1996) em pessoas submetidas a colecistotomia laparoscépica em “Trendelemburg” e
insuflagdo peritoneal utilizando CO2 com pressdes intrabdominais de 14 mmHg,

similar ao evidenciado neste estudo.
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Outro fator proposto para o aumento da PAM e FC é a elevagao do CO:
sanguineo, devido ao aumento na absorcao pela insuflagdo cavitaria ou a depresséao
respiratoria induzida pela compresséao do diafragma (HAYDEN e COWMAN, 2011). O
acréscimo no CO2 acarreta vasodilatacao e acidose respiratoria que provoca liberagao
de catecolamina e aumento da frequéncia cardiaca e pressao arterial (RASSMUSSEN
et al. 1978). Corroborando as assertivas de O’Learly et al. (1996), Hirvonen-Nuutinen
e Kauko (1995);) Huang et al., (1991) e Punnonrn e Viinaniaki, (1982) relacionaram
diretamente o aumento da PIA com a producéo de fatores vasoativos, uma vez que
ainda mantendo os valores de CO2 no sangue arterial constantes a PAM incrementa-
se como resultado do pneumoperitoneo e cefalodeclive (Punnonrn e Viinaniaki, 1982).

A elevacdo na PAM, FC e EtCO: tém sido relatadas como alteragdes
observadas na cirurgia laparoscépica (LENZ et al, 1976; MOTEW et al.,, 1973;
KELMAN et al, 1972; MARSHALL et al, 1972). Porém, poucos trabalhos tem estudado
estas mudangas na videocirurgia em decubito lateral, entre estes Mullet et al. (1993)
os quais afirmam que durante procedimentos laparoscoépicos pelvianos a EtCO:2 e o
volume de CO:2 eliminado foi significativamente maior do que em procedimentos
realizados em decubito supino, concatenando esta alteracdo com a insuflagao
constante de planos teciduais pelo CO2 na posigao lateral e consequente estimulacao
simpatica, taquicardia e hipertenséo, tal como evidenciamos nos resultados aqui
apresentados.

Ja no sistema respiratério o aumento da PIA limita a movimentagcao do
peritdnio, eleva a PIT, reduz a complacéncia e a capacidade funcional residual do
pulmao e pode resultar em atelectasia, desequilibrio da relagao ventilagao-perfusao,
hipoxia e hipercapnia (HAYDEN e COWMAN, 2011). Scott et al. (1966) citado por
Leme et al. (2002) relatam que a posicédo de Trendelemburg pode afetar a respiragéo
de trés maneiras: o peso visceral sobre o diafragma, que pode dificultar a excursao
diafragmatica; a elevagao do diafragma acarretando diminuigdo do volume do pulmao;
e a gravidade podendo alterar a circulagao pulmonar. Todavia, a avaliagao do sistema
respiratorio limitou-se a frequéncia respiratéria e EtCO2, sendo a elevagao deste
ultimo parametro no grupo em decubito lateral indicativa de hipercapnia, explicada

anteriormente. Estudos mais especificos da dindmica respiratoria e hemogasometria
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Sa0 necessarios para determinar as alteragdes que esta técnica pode ocasionar sobre
o sistema respiratério de animais.

O fibrinogénio é uma das proteinas de fase aguda produzidas pelo figado.
MEYER et al. (1995) relataram que valores elevados indicam a existéncia de um
processo inflamatério. No presente trabalho, os niveis séricos de fibrinogénio
plasmatico apresentaram-se dentro dos valores de normalidade estabelecida por JAIN
(1993) para a espécie ovina, ndo havendo diferenga entre os grupos e entre os
momentos avaliados (p>0,05), como observado na Tabela 4, corroborando com os
resultados obtidos por MARIANO et al. (2014b) em ovelhas submetidas a

videolaparoscopia.

Tabela 4: Valores médios da andlise de fibrinogénio para avaliagdo do processo
inflamatério e cicatricial durante os periodos pré operatorio (0), pdés operatorio
imediato (1), 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 dias pds cirlrgico nos grupos experimentais
(FCAV campus de Jaboticabal — UNESP / 2015).

Grupos Experimentais

Momentos GD GL
0 0,2+0,1 0,240
1 0,2+0,1 0,3+0,1
2 0,4+0,1 0,4+0,1
3 0,2+0,1 0,340,1
4 0,4+0,1 0,340,1
5 0,3+0,1 0,3+0,1
6 0,3+0,1 0,340,1
7 0,3+0,1 0,3%0,1
8 0,2+0,1 0,3%0,1
9 0,3+0,1 0,3+0,1

FIB: Fibrinogénio

Todos os animais apresentaram recuperacgao anestésica satisfatéria. Nenhum
sinal de desconforto doloroso aparente foi verificado durante a monitoracdo pos
anestésica e o escore médio para desconforto doloroso foi de 0,6+0,7, ndo havendo
necessidade de resgate analgésico em qualquer ovelha. Ndo foram observadas

intercorréncias até a alta clinica dos animais.
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7. CONCLUSAO

A técnica de aspiragao folicular por acesso lateral apresenta-se como um
procedimento viavel e efetivo para a recuperagao oocitaria em ovelhas Santa Inés.
Entretanto € importante comentar que este acesso acarreta alteragdes consideraveis
no sistema cardiorrespiratério quando comparada ao procedimento convencional,
fazendo com que sua aplicabilidade pratica seja limitada. Pesquisas mais acurados
relacionados ao processo inflamatério, alteragdes respiratérias e decorréncias clinicas
desfavoraveis devem ser desenvolvidas no intuito de promover estudos aprofundados
sobre as biotecnologias reprodutivas inovadores, especificamente a abordagem

laparoscopica, em ovinos.
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Apéndice 1
Paramentros Valores
Aparéncia
Alerta, interesse pelo ambiente, come, calmo 0
Alerta, desinteresse pelo ambiente, ndo come 1
Cabisbaixa, orelhas caidas, letargia, ranger de dentes, relutancia em se 2
movimentar
Letargia acentuada, exitado ou agitada, ranger de dentes, olhar fixo, 3
orelhas caidas
Postura
Deitada ou estacdo, aparéncia relaxada, tranquila 0
Deitada ou em estacdo, mas em constante troca de posicdo, inquieta e 1
letargica
Marcha
Deambulagdo normal 0
Postura em cifose e andar lento 1
Postura em cifose relutancia em movimentacao 2
Postura em cifose sem movimentagéo 3
Palpacao da ferida cirurgica
N&o responde 0
Resposta leve (ligeira retirada ou virada da cabega) 1
Resposta moderada (rapida retirada) 2
Resposta acentuada (retirada brusca, tentativa de fuga) 3
Pontuacao total 10
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