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MATURACAO IN VITRO DE OOCITOS DE OVELHAS SANTA INES SUBMETIDAS A
SUCESSIVAS SESSOES DE ASPIRACAO FOLICULAR POR
VIDEOLAPAROSCOPIA

RESUMO - O sucesso da producéo in vitro de embrides requer a utilizacao de
uma técnica de recuperacédo eficiente de odcitos, e os melhores resultados tém sido
obtidos pela aspiracdo laparoscopica. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de
sucessivas sessoes de aspiracdes foliculares na quantidade, qualidade e capacidade
de maturacéo in vitro de odécitos obtidos de ovelhas submetidas a estimulacdo hormonal
prévia (80 mg FSH + 300 Ul eCG). Foram selecionadas seis ovelhas (n=6) da raca
Santa Inés, as quais foram submetidas a nove sessbes de aspiracdo folicular por
videolaparoscopia com intervalo de sete dias, totalizando 56 aspiracdes. Ao final do
periodo de cultivo de 24 horas, os odcitos foram corados e classificados quanto ao
estadio de maturacdo nuclear e citoplasmatica. A taxa de recuperacéo foi de 61,4+2%,
observando-se auséncia de variacdo entre as sessoes (p>0,05), e a média de odcitos
recuperados por fémeas de 6,412 por semana, com um total de 249 od0citos
recuperados, sendo a média de 42+4 odcitos por fémea no total das apiracdes. Nao
houve diferenca significativa entre a classificacdo da maturacéo nuclear (p=0,937), mas
sim entre a maturacao citoplasmatica (p<0,0001), entretanto n&o foi observado variacédo
estatistica entre as semanas quanto a maturacdo nuclear (p=0,908) e a maturacéo
citoplasmética (p=0,792). Concluimos que apdés nove sessdes consecutivas de
aspiracdo folicular o numero e a qualidade dos odcitos recuperados permaneceram
constantes assim como as taxas obtidas de maturagdo nuclear e citoplasmatica,
demonstrando a viabilidade desta técnica para repetidas aspiracdes foliculares em uma

mesma doadora.

Palavras-chave: laparoscopia, maturagao citoplasmatica, maturacao nuclear, ovino
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IN VITRO MATURATION OF OVINE OOCYTES OF SANTA INES BREED
SUBMITTED TO SUCCESSIVE FOLLICLE ASPIRATION SESSIONS

SUMMARY - The success of in vitro production requires an effective collection
technique as well as an efficient oocyte recovery. In addition, the best results have been
applied for using laparoscopic aspiration. The aim of the present study was to evaluate if
successive follicle aspiration sessions may interfere on quantity, quality and in vitro
maturation of oocytes recovery from ewes submitted to hormonal stimulation. Santa Ines
ewes (N=6) were submitted to a total of nine sessions (one session per week) of follicle
aspiration performed by videolaparoscopy. The oocytes from each session were
classified in according to quality and to in vitro maturation capacity. Nuclear and
citoplasmatic maturation were assessed. The recovery rate was 61,39+19,97%, with no
variation among the sessions (p>0,05) and the mean of recovered oocytes per ewe was
6,361£2,0 per week. There was no significant difference among nuclear maturation
classification (p=0,937), but there was significant difference among citoplasmatic
maturation (p<0,0001). There was no statistical variation among weeks to nuclear
maturation (p=0,908), neither to citoplasmatic maturation (p=0,792). We could conclude
that after nine consecutive sessions of follicle aspiration the number and quality of the
recovery oocytes were constant, as well as nuclear and citoplasmatic maturation rates.
Therefore, laparoscopic recovery of oocytes is a viable technique for repeated follicle

aspiration in the same donor.

Keywords: laparoscopy, citoplasmatic maturation, nuclear maturation, ovine



1. INTRODUCAO

A ovinocultura é uma atividade pecuaria de importancia crescente em todo
mundo (CARNEIRO et al., 2007). Este fato decorre de incentivos governamentais,
ampliacdo do mercado consumidor, além da boa capacidade de adaptacdo desta
espécie a diferentes condicbes de ambiente e a situacdo edafoclimaticas das mais
rigorosas em todo mundo (GUSMAO & ANDRADE MOURA, 2005). No entanto,
irregularidades de oferta e qualidade das carcacas séo fatores que limitam o consumo
da carne ovina no Brasil (LEAO, 2008).

A otimizacdo na producdo esta diretamente relacionada a manejos nutricionais,
sanitarios e reprodutivos adequados. Neste quesito, a utilizacdo de biotécnicas
reprodutivas, associadas a programas de melhoramento genético tem possibilitado
avancos importantes (CARNEIRO et al., 2007).

O incremento no uso de biotécnicas na reproducdo animal vem promovendo
melhorias na criacdo de animais de interesse zootécnico. Neste aspecto, 0s pequenos
ruminantes se apresentam como um bom modelo para o desenvolvimento destas
tecnologias, a exemplo do primeiro animal clonado por transferéncia nuclear de célula
somaética, entre as espécies domésticas, foi um ovino (FREITAS et al., 2007).

A producao in vitro (PIV) otimiza a obtengdo de embrides e nascimentos em
periodo de tempo inferior ao que se verifica por outras técnicas, tais como a
inseminacéo artificial, transferéncia de embrides, dentre outras. Sua aplicacdo pode ser
realizada em fémeas pré-puberes, aciclicas ou em anestro estacional, gestantes e
ainda, as previamente submetidas a tratamentos superestimulatérios. E uma biotécnica
utilizada, alternativamente, para acelerar a producdo de animais geneticamente
superiores e impedir, pela aspiracdo in vivo de foliculos, o descarte precoce de fémeas
geneticamente privilegiadas portadoras de alteracdes adquiridas que impedem que a
reproducdo ocorra de forma natural ou até mesmo pela transferéncia de embrides
(GONCALVES et al., 2002).



Repetidas colheitas laparoscépicas de odcitos seguidas de fertilizacao in vitro e
cultivo dos zigotos até o estadio de blastocisto possibilitam a obtencdo de um grande
namero de embrides e consequiente aumento na progénie de fémeas de elite, quando
comparado a producdo de embrides in vivo. Essas técnicas permitem produzir, em
tempo relativamente curto, mais embribes a partir de uma mesma fémea. A puncao
folicular também €& menos invasiva e mais simples que a colheita de embrides dos
cornos uterinos, e pode ser repetida em um nimero maior de vezes sem a necessidade
de um tratamento hormonal (BESENFELDER et al., 1999).

Esta biotécnica envolve a colheita de odcitos e procedimentos in vitro (maturacao
— M1V, fertilizacdo - FIV e o cultivo - CIV), até o estadio de desenvolvimento compativel
para a transferéncia a receptora (BALDASSARE, 2008).

A escolha do melhor e mais eficiente método de recuperacdo de odcitos € o
passo mais importante e o primeiro para o desenvolvimento embrionario de sucesso
(BUCCIONE et al., 1990). A recuperacdo de odcitos de boa qualidade é a primeira
etapa da prética de PIV, sendo muito importante, desde o envolvimento da qualidade e
guantidade dos complexos cumulus-oécitos (COC) recuperados até a preservacdo dos
ovarios e bem estar do animal doador. A colheita pode ser feita em ovarios de animais
de abatedouro, animais vivos destinados a pesquisa ou de alto valor zootécnico. Apesar
de vérios fatores influenciarem a colheita, a finalidade de recuperar odécitos intactos é
sempre a mesma. Sendo assim, como recuperar estes COCs de uma maneira mais
eficaz € o inicio de todo trabalho. Além disso, um grande numero de od0citos
recuperados de boa qualidade é necessario, pois somente 30% aproximadamente
destas células se desenvolvem em blastocistos (GULER et al. 2000; ALBERIO et al.,
2002; MORTON et al., 2005a; SHABANKAREH & ZANDI, 2009).

Em pequenos ruminantes, nos quais nao € possivel, ou facil, manipular o trato
reprodutivo pelo reto como ocorre em bovinos e equinos, opta-se por intervencdes
cirirgicas para facilitar o diagnoéstico e manejo da reproducdo, sendo a mais antiga a
laparotomia. Nesta técnica, no entanto, a exteriorizacdo do trato reprodutivo
inevitavelmente leva a algum grau de trauma cirargico e quase sempre a formacéo de

aderéncias pos-operatorias envolvendo utero, tubas e ovario, o que a torna impropria



como método de obtencdo de odcitos, a médio e longo prazo, em especial em fémeas
de alto valor genético. Assim, uma alternativa € o emprego da laparoscopia, a qual é
uma técnica menos invasiva, proporcionando recupera¢do mais rapida da doadora e
podendo ser realizada diversas vezes na mesma fémea. Por estas razdes, esta técnica
tem sido utilizada para a obteng&o de o0citos in vivo para uso na pesquisa fundamental
e na producéo in vitro de embrides em caprinos (CORDEIRO, 2006) e ovinos.

Embora a PIV possa ser realizada a partir de od6citos recuperados de ovarios de
matadouro, a maioria das aplicacfes préaticas requer que estas estruturas sejam de
animais vivos. BALDASSARE (2008) relatou que os melhores resultados foram obtidos
quando se utilizou a técnica de recuperacdo de o0citos por aspiracao laparoscoépica, e
segundo MORTON et al. (2008), poderiam ser ainda melhores se o nimero de odcitos
coletados fosse maior, sem prejudicar a competéncia de seu desenvolvimento.

O sucesso da PIV de embries esté totalmente relacionado a taxa de sucesso da
MIV, a qual é fator limitante para todo o processo. Assim, mesmo apoOs cuidadosa
selecdo de COCs homogéneos, somente 35% irdo atingir completa maturacédo nuclear
e citoplasmatica e produzir blastocistos viaveis para serem transferidos (BLONDIN &
SIRARD, 1995). Portanto, inadequada maturacao citoplasmatica ou nuclear resulta em
baixas taxas de fertilizacdo e desenvolvimento embrionéario. De acordo com este fato,
reconhecemos a necessidade de avaliar a condicdo de maturacdo citoplasmatica e
nuclear dos odécitos provenientes de um processo de aspiragao folicular, o qual submete
esta célula a certa pressdo de vacuo, 0 que causa danos que comprometem a sua
viabilidade. Sendo assim € que formulamos a hipOtese se aspiracdes foliculares
semanais, consecutivas, realizadas por videolaparoscopia interferem na obtencéo de
oo0citos em quantidade e qualidade que permita adequada maturacdo in vitro, tanto
citoplasmética quanto nuclear.

Por esta razdo, aventou-se quantificar e avaliar a qualidade de odcitos
provenientes de ovelhas superovuladas submetidas a varias sessdes de aspiracao
folicular por videolaparoscopia, bem como verificar se a repeticdo deste procedimento

influencia nas taxas de MIV dos od0citos recuperados.



Em vista do exposto, o escopo geral deste trabalho foi avaliar comparativamente
as taxas de MIV, tanto nuclear quanto citoplasmatica, de odcitos provenientes de
ovelhas da raca Santa Inés superovuladas, submetidas a sucessivas sessdes de
aspiracao folicular por videolaparoscopia, bem como estabelecer o niumero ideal de
sessOes consecutivas de aspiracdes, por pelo menos até nove semanas. Uma vez que
esta técnica de aspiracéo folicular estd sendo amplamente difundida, estes resultados
trardo, em nosso entendimento, uma importante contribuicdo no avanco biotecnolégico
da reproducdo animal, possibilitando a padronizacdo de técnicas e gerando mais

conhecimentos sobre os fendmenos bioldgicos da reproducdo nesta espécie animal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Métodos de obtencédo de o6citos em ovinos

Em pequenos ruminantes os COCs podem ser obtidos in vitro a partir da
aspiracao de foliculos ovarianos (SLAVIK et al., 1992; WATSON et al., 1994; SAMAKE
et al., 2000), disseccéao folicular (CROSBY et al., 1981; FUKUI et al., 1988) ou“slicing”
(fatiamento) dos ovarios (WAHID et al., 1992a, b; SAMAKE et al., 2000) provenientes
de abatedouro ou, in vivo, por laparotomia, “ovum pick-up” guiada por laparoscopia
(BALDASSARRE et al., 2002), ou ainda por “ovum pick-up” via transvaginal guiada por
ultrassom (GRAFF et al., 1999). A maior parte destes métodos in vitro tem seu uso
limitado a pequisas, pois apresentam desvantagens que 0s tornam inviaveis para uso
comercial. A abordagem por ultrassonografia apresenta uma baixa taxa de colheita (4,3
oocitos/doadora) (FREITAS, 2007), enquanto a por laparoscopia, realizada em ovinos e
caprinos (BALDASSARRE et al., 1996; BALDASSARRE et al., 2002), apresenta uma
taxa de colheita oocitaria de aproximadamente 16 odcitos/doadora (FREITAS, 2007). A
recuperacao oocitaria apos LOPU em fémeas hormonalmente tratadas fornece um bom
namero de odcitos/doadora/sessdo, 0s quais sao utilizados ao procedimento in vitro,
sendo o primeiro passo a MIV (FREITAS, 2007).

A aspiragdo folicular por laparoscopia (LOPU) em ovelhas foi primeiramente
descrita por SNYDER & DUKELOW (1974), os quais aspiraram 21 foliculos e
recuperaram 6 odcitos. Este procedimento foi entdo desenvolvido e a técnica de
aspiracao folicular por laparoscopia tem sido refinada (SMITH et al., 1994; TERVIT et
al.,1992; 1993; 1995; BALDASSARE et al., 1994a, b; 1996), como a pressao de vacuo
e o tipo de agulha, e apds vinte anos, BALDASSARE et al. (1994 a, b) estudaram a
LOPU em 46 ovelhas com uma taxa de recuperacao de 82%. Dois anos subsequentes,
estes autores produziram embrides in vitro, pela mesma técnica, em ovelhas

superovuladas.



A colheita de odcitos imaturos por laparoscopia em conjunto com PIV é uma
alternativa para MOET (Multiplas OvulagbBes para Transferéncia de Embrides). LOPU
combinada com PIV sdo usadas pra tentar minimizar os efeitos deletérios durante o
desenvolvimento dos odcitos e dos embrides associado com superovulacdo em um
programa de MOET, e pode ser um processo mais eficiente (KAFI & MCGOWAN,
1997). Um dos principais determinantes no numero de embrides produzidos € o nimero
de odcitos recuperados. Como mencionado anteriormente, segundo MORTON et al.
(2008), a eficiéncia da tecnologia LOPU-PIV poderia ser melhorada se o nimero de
oocitos coletados fosse maior sem prejudicar a competéncia de seu desenvolvimento.

Para o sucesso da MIV, os odécitos devem ser submetidos a maturagao nuclear e
citoplasmética in vitro. O meio de cultura usualmente empregado para maturacdo de
oocitos de caprinos e ovinos € o TCM-199 tamponado e suplementado com piruvato,
soro de origem animal tratado pelo calor e horménios (FSH, LH, estradiol)
(BALDASSARRE et al., 1996).

WANI et al. (2000) compararam 3 técnicas de recuperacdo de COCs de ovarios
de ovelhas de abatedouro e seus efeitos na maturacéao e fertilizacdo in vitro: puncéo
folicular (toda superficie ovariana puncionada com uma agulha hipodérmica 18 G),
“slicing” dos ovarios (incisdes por toda superficie ovariana com uma lamina de bisturi) e
a aspiracao folicular (foliculos visiveis aspirados utilizando uma agulha hipodérmica 20
G acoplada a uma seringa). Nos dois primeiros métodos, 0s ovarios permaneceram
completamente submersos no meio de colheita na placa de Petri, enquanto os o0citos
foram recuperados. Embora, o ndmero total de odcitos recuperados por ovario por
puncéo (9,5+0,45) e “slicing” (9,5+0,4) tenha sido significativamente maior do que por
aspiracao (6,8+0,3), a porcentagem de odcitos de melhor qualidade foi maior no método
de aspiracao folicular (64,4) comparado ao de puncao (54,7) e “slicing” (54,3). As
técnicas de puncado e “slicing” obtiveram numeros similares de odcitos, entretanto, o
método por “slicing” resultou na maior producéo de debris, o que interferiu na selecéo
dos odcitos sob estereomicroscopio. Todavia, ndo houve diferenca significativa nas
taxas de maturacado e fertilizagdo dos oocitos obtidos pelas 3 técnicas e também em

relacdo ao numero de odcitos que atingiram a MIl. Achado semelhante foi descrito em



bovinos (CAROLON et al., 1992), caprinos (PAWSHE et al., 1994) e ovinos (WAHID et
al., 1992a,b). Outros estudos realizados em bovinos (IWASAKI et al., 1987; KATASKA,
1984; LONERGAN et al., 1991), caprinos (MOGAS et al., 1992; PAWSHE et al., 1994) e
ovinos (WAHID et al., 1992a,b) encontraram resultados similares e demonstraram que a
puncdo de toda superficie ovariana através de uma agulha hipodérmica 18 G € um
método simples e eficiente de recuperacao de alto numero de odécitos morfologicamente
normais, o que também pode ser atribuido ao método por “slicing”. O baixo numero de
oocitos recuperados pela técnica de aspiracdo pode ser atribuido a presenca de alguns
foliculos se encontrarem dentro do cértex, os quais podem ser alcancados atraves da
puncdo ou “slicing” do ovario, mas ndo pela aspiracdo, evitando a perda de odcitos.
Portanto, estes autores acreditam que a puncédo da superficie ovariana com uma agulha
hipodérmica é um método simples e pratico e o mais eficiente para colheita de odcitos
em ovelhas, comparado ao “slicing”.

A videolaparoscopia com finalidade reprodutiva apresenta grande indicagcdo em
ovinos, pela dificuldade da transposicdo cervical. Com o uso de biotecnologias
avancadas de reproducdo assistida em pequenos ruminantes, a videolaparoscopia
encontra atualmente espaco para sua utilizacdo nas aspiracdes de foliculo para colheita
de odcitos, nos lavados uterinos para recuperacdo e transplante de embribes, ou
simplesmente para uma inseminacao artificial. (GHELLER, 2008)

A recuperacao de odcitos imaturos seja por ultrassom ou LOPU em conjunto com
a PIV é uma alternativa para a MOET. A natureza laparoscopica de recuperagédo de
oocitos permite repetir o procedimento na mesma doadora maior quantidade de vezes
gue a recuperacgao de embrides por lavagem uterina, sendo esse um procedimento que
deixa sequelas (aderéncias) que limitam sua repetibilidade no mesmo animal
(GONCALVES et al., 2002). Para obtencdo de odcitos procedentes de animais vivos, de
alto valor econémico e/ou que tenham uma histdria sanitaria documentada, os melhores
resultados obtidos foram através da aplicacdo da técnica de recuperacao de odcitos por
aspiracao laparoscoépica. Para recuperacdo de odcitos in vivo via transvaginal guiada
por ultrassom, “ovum pick-up”, largamente realizada em bovinos, em pequenos

ruminantes tal técnica é ainda bastante limitada, tornando-se de dificil execucdo até



para operadores com habilidade, além de ser mais traumatica que por laparotomia ou a
laparoscopia (TEIXEIRA et al., 2011a). Ja a laparotomia inevitavelmente acarreta algum
grau de trauma cirargico, necessitando-se de extremo cuidado para nao ocorrer
formacédo de aderéncias poés-operatorias (BASSO et al.,, 2008). Tais consequéncias
tornam-na imprépria a médio e longo prazo, em especial em fémeas de alto valor
genético (FREITAS e SIMPLICIO, 2002). Por outro lado, a laparoscopia se destaca por
ser menos invasiva, proporcionando recuperacdo mais rapida do animal e podendo ser
realizada diversas vezes na mesma fémea (TEIXEIRA, 2010). Mais recentemente esta
técnica tem sido utilizada para a obtencdo de odcitos in vivo para uso na pesquisa
fundamental e na producdo in vitro de embrides em pequenos ruminantes
(BALDASSARRE et al., 2002; CORDEIRO, 2006).

Foi observado por TEIXEIRA (2010) e TEIXEIRA et al. (2011b, c) que aspiracdes
foliculares consecutivas, através da videolaparoscopia em ovelhas ndo ocasionaram
alteracbes macroscopicas no trato genital interno dos animais e nem alteracdes
microscopicas nos ovarios. Tais autores relataram que a repeticdo do procedimento de
aspiracao folicular ndo causou desconforto doloroso nos animais que pudesse limitar a
técnica; o intervalo de sete dias entre as sessOes de aspiracdo folicular permitiu a
adequada recuperacdo dos animais; e ainda a sequéncia operatéria para a realizacdo
das aspiracdes foliculares ndo causou lesées macro e microscopicas em nenhuma das
estruturas avaliadas, particularmente nos ovarios.

Durante os programas de OPU-PIV os odécitos sdo geralmente recuperados com
uma agulha e uma seringa (KUHHOLZER et al. 1997; PTAK et al. 1999; STANGL et al.
1999; BERLINGUER et al. 2004; MORTON et al. 2005b) ou através de aspiracao por
bomba de vacuo com diferentes pressbes (15 mmHg: SMITH et al. 1994; 25 mmHg:
SMITH et al. 1994; ALBERIO et al. 2002; 50 mmHg: SMITH et al. 1994,
BALDASSARRE et al. 1996; 100 mmHg: ANEL et al. 1997). Um estudo realizado por
MORTON et al. (2008) determinou um sistema de aspiracdo para recuperacdo de
odcitos de ovinos provenientes de ovarios de abatedouros e o desenvolvimento in vitro
de embrides ovinos, utilizando uma bomba de aspiracdo a vacuo acoplada a uma

agulha descartavel de 20 G ou a uma seringa de 2,5 mL com igual agulha, com



diferentes pressdes (25, 50 e 100 mm Hg). Os resultados deste estudo sugeriram que a
recuperacao de odcitos foi semelhante entre as duas técnicas, apesar da proporgéo de
oocitos de melhor qualidade ter sido menor para o grupo de 100 mm Hg. A taxa de
desenvolvimento embrionario foi maior para odcitos aspirados com 50 mm Hg (45.4%
de odcitos cultivados), 100 mm Hg (43.8%) e seringa e agulha (45.0%) do que com 25
mm Hg de presséo (18.8%), assim como outros autores 0s quais também utilizaram
dessas pressdes em ovinos (BALDASSARRE et al. 1996; ANEL et al. 1997, 1998;
SEVILLANO et al. 1997). Outros estudos mostraram que o aumento da presséo
aumenta o numero de odcitos recuperados mas reduz o numero de o00citos viaveis
(bovinos: UDY et al., 1994; BOLS et al., 1996; FRY et al., 1997; SASAMOTO et al.,
2003; ovinos: TERVIT et al., 1995; RODRIGUEZ et al., 2000, 2006) devido a remocéao
das células do cumulus e deformagdo da membrana vitelinica (FRY et al. 1997). Na
maioria dos estudos foi observado que a competéncia de desenvolvimento oocitario é
afetada pela pressao de vacuo durante a aspiracao folicular (bovino: BOLS et al. 1996;
WARD et al. 2000; ovino: SMITH et al. 1994).

Em baixas pressbes de aspiragdo ou quando utilizada uma mangueira de
conexdo muito longa, h4 aumento do tempo entre a saida do odcito do foliculo e
chegada deste no tubo coletor, ocorrendo exposicdo dos o00citos a oscilacdes de
temperatura (RODRIGUEZ et al., 2006). Inclusive, o diametro interno desta mangueira
afeta a taxa de recuperacdo dos odcitos, a qual € maior em mangueiras com 1 e 3 mm
de didmetro (RODRIGUEZ et al., 2006). Neste mesmo estudo de RODRIGUEZ et al. a
proporgdo de odcitos de boa qualidade foi maior quando utilizado mangueiras de 1 e 2
mm, provavelmente devido a um maior movimento laminar do fluido dentro da
mangueira, ou a menor turbuléncia quando os oocitos passam da agulha a mangueira
(BOLS et al., 1997; HASHIMOTO et al., 1999).

O diametro da agulha de aspiracdo também interfere na recuperagdo dos
oocitos. Em ovelhas, a maioria dos estudos utiliza agulhas entre 18 G (BALDASSARRE
et al. 1996; ANEL et al. 1998; ALVAREZ et al.1999; RODRIGUEZ et al. 2000), 19 e 20
G (TERVIT et al.,, 1995; PTAK et al., 1999; MORTON et al., 2005a, 2006) e 21 G
(O'BRIEN et al., 1997), com taxas de recuperacao entre 50,4% e 88,2%. BALDASSARE



10

et al. (1994) obtiveram uma taxa de recuperacao de 81% utilizando uma agulha 16 G, e
ALBERIO et al. (2001) uma taxa de 45% com 23 G. Em um estudo feito por
RODRIGUEZ et al. (2006) foi avaliado o comprimento da agulha, e o0s autores
observaram que agulhas mais curtas produziam melhores resultados, por causa da
curta passagem desde o foliculo até a mangueira de silicone, o que € menos traumatico
para os oocitos comparado a agulha de aco.

A taxa de recuperacdo de odcitos varia muito, oscilando de 32% a 90%
dependendo dos procedimentos de aspiracdo. A propor¢cao de odcitos de boa qualidade
recuperados €& usualmente de 70-80%, apesar desses valores variarem
consideravelmente dependendo da taxa de fluxo de aspiracdo, como explicado
anteriormente. A propor¢cdo de o0citos viaveis recuperados por foliculo aspirado
também tem grande variacdo, com valores entre 9,5% e 42,5% (RODRIGUEZ et al,
2006b).

A selecdo folicular pode ser util na recuperacao laparoscopica in vivo de odcitos,
pois o numero de puncdes poder ser reduzido, minimizando o dano causado ao ovario,
bem como diminuindo o tempo de intervencdo e exposicdo do animal ao anestésico
(RODRIGUEZ et al., 2006). Em estudo feito por RODRIGUEZ et al. (2006) em ovinos, a
taxa de recuperacdo ndo foi afetada pelo tamanho do foliculo o que também foi
observado em bovinos por HELEIL et al. (2000), os quais conseguiram taxas de 69%,
66,1% e 71%, para pequenos, médios e grandes foliculos, respectivamente. Entretanto,
SENEDA et al. (2001) observaram para odécitos bovinos melhores taxas de recuperacao
de foliculos menores do que 4 mm de didmetro, comparado a grandes foliculos (taxa de
recuperacao de 50% e 72% para >4 mm e <4 mm, respectivamente). Similarmente,
nesta mesma espécie, PIETERSE et al. (1991) obtiveram taxas de recuperagdo de
59%, 55% e 4% para tamanhos de foliculos entre 3-5, 6-10 e >10 mm, respectivamente.
Estes autores concluiram que os foliculos maiores sao aspirados mais facilmente, mas
devido ao denso contetdo, o niumero de o00citos recuperados € baixo e talvez se
justifique pelo colapso do foliculo com o orificio da agulha. Assim, o tamanho do foliculo
afeta a proporcdo de odcitos de boa qualidade e a eficiéncia da OPU, com valores

superiores observados para médios e grandes foliculos (RODRIGUEZ et al., 2006b).
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Demais autores normalmente aspiram foliculos de ovelhas entre 2-6 mm (SHIRAZI et
al., 2008; SHI et al., 2009), 2-4 mm (MORTON et al., 2008), 2-8 mm (SHABANKAREH
& ZANDI, 2009), 2-10 mm (MAALOUF et al., 2009) ou foliculos visiveis
(SHABANKAREH et al., 2010).

Outro fator que influencia a qualidade do odcito recuperado € o transporte
adequado do material coletado, seja ovario ou o0cito. A temperatura, 0 meio e 0 tempo
do transporte sdo aspectos fundamentais para preservacdo do material e com este
objetivo cada autor tem uma maneira de fazé-lo. Este tempo também deve ser o mais
curto possivel, mas se realizado no periodo de até 3 horas parece ndo afetar a
viabilidade dos COCs (GONCALVES et al., 2002). Ovarios coletados de abatedouro
normalmente sdo transportados em solucéo salina a 0,9% de NaCl aquecida 30-35 °C
(SHI et al., 2009) e, como descrito anteriormente, pode ser adicionado de antibiéticos
(SHI et al.,, 2009) em uma embalagem térmica, dentro de 2-3 horas. Apos a
sedimentacdo em placa de Petri, os COCs sdo examinados sob estereomicroscopio e
somente aqueles de boa qualidade séo selecionados para MIV, geralmente de grau | e
II, dependendo da classificacdo adotada: citoplasma uniforme ou até mesmo citoplasma
granulado e com no minimo de trés camadas de células do cumulus (SHABANKAREH
& ZANDI, 2009; MAALOUF et al, 2009; SHI et al, 2009; ZHANG et al, 2009), somente
agueles com cumulus-oophorus-corona radiata compacta e nao atrésico e citoplasma
homogéneo (NATARAJAN et al, 2010); COCs com 4 a 10 camadas de células da
granulosa e citoplasma uniforme com distribuicdo homogénea de gotas de lipideos
(LEONI et al, 2007) dentre outras classificacoes.

2.2. Maturacao oocitaria

Sabe-se que uma fertilizacdo normal e um desenvolvimento embrionario de
sucesso estdo intimamente ligados com a maturacédo do odcito, na qual ocorre diversas
mudancas, tanto estruturais quanto bioquimicas. Tais mudancas podem ser
classificadas como maturacdo nuclear e citoplasmatica (ALBERTINI, 1992; EPPIG,
1996; MATTSON & ALBERTINI, 1990).
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A maturacdo nuclear refere-se a progressao da cromatina durante a meiose do
estagio de vesicula germinativa (VG) a MIl. A competéncia meidtica tem sido
relacionada com mudangas no crescimento do od0cito, organizagdo da cromatina,
estagio do ciclo celular meidtico, fosforilacdo da proteina reativa a fosfoproteina mitética
monoclonal-2 (MPM-2), atividade transcricional e organizacdo dos microtubulos
citoplasméticos em odcitos de varias espécies de mamiferos (COMBELLES et al., 2002;
FAIR et al., 1995; SCHRAMM et al., 1993; WICKRAMASINGHE et al., 1991). O controle
da maturacdo nuclear esta intrinsicamente ligado as atividades enzimaticas de
proteinas cinases citoplasmaticas, fator promotor da maturacdo (MPF) e proteina cinase
ativada por mitbgeno (MAPK) (RUDERMAN et al., 1991). Odcitos incompetentes sao
deficientes em RNAs mensageiros que codificam para MPF. Enzimas cinases e
fosfatases estdo envolvidas no reinicio e na completa maturacdo meidtica do odcito
(GONCALVES et al., 2002). O aumento das atividades de ambas cinases € responsavel
pelo inicio da quebra de vesicula germinativa (QVG) e essencial para a parada do
oocito na metafase da segunda divisdo meidtica (MIl) (KALOUS et al., 1993; NURSE,
1990; KOSAKO, 1994; FISSORE et al., 1996; MASUI e MARKERT, 1971), a qual &
entdo mantida pelas atividades elevadas continuas de ambas cinases (KOSAKO et al.,
1994; MASUI & MARKERT, 1971; HASHIMOTO & KISHIMOTO, 1986). Existem
evidéncias que os odcitos sdo mantidos em MIl por acdo de fatores citostaticos (CSF)
gue sdo capazes de manter a atividade elevada do MPF (GONCALVES et al., 2002).
Atividade da proteina cinase, nucleacdo do centrossomo do microtubulo e modificacbes
pos-translacionais da tubulina influenciam na reorganizacdo dos microtibulos e
establidade na transicdo da interfase para metéafase. De fato, os microtibulos tem um
importante papel para o movimento do cromosssomo, bem como para uma grande
variedade de eventos celulares tais como na forma celular, transporte e secrecéo
intracelular, e mudancas na fluidificacdo da membrana. Microtibulos também
constituem o fuso meidtico que sdo formados pela polimeracdo da a-tubulina e -
tubulina (ZHOU et al., 2002), e comecam dos centros de organizacdo de microtubulos
(MTOCs) em ambos os polos e ancoram 0S cromossomos ao cinetocoro, ficando em

forma de barril (MARO et al., 1986). Consequentemente, 0s cromossomos se alinham
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no plano equatorial do fuso meiético (CHEN et al., 2003). Portanto, os microtubulos séo
muito importantes para maturacéo nuclear (CAO et al., 2009).

O ovario de mamifero tem uma populacao diversa de odécitos “presos” em estagio
de VG antes da ovulacdo. A producéo de odcitos viaveis depende da sintese de RNAm
e proteinas durante o crescimento oocitario seguido pela complexa reorganizacdo do
citoesqueleto e organelas no citoplasma antes do odcito deixar o foliculo. A retomada
da meiose pelos odcitos requer sinais enddcrinos e paracrinos e a presenca de
moléculas vitais para mediar receptores e sinal de transducéo intercelular (MOOR et al.,
1998). A sequéncia de eventos, inclui QVG, condensacdo do cromossomo e progressao
para metafase da meiose | (Ml), extrusdo do primeiro corpusculo polar (CP) e para na
metafase Il da segunda meiose (KOCHHAR et al., 2002). Progressdo dos eventos
nucleares na maturagdo do odcito € também controlada pelos componentes
citoplasméticos (EPPIG et al.,, 1994). MOOR & CROSBY (1986) sugeriram que a
retomada da meiose requer a sintese de novas proteinas que s&o necessarias para
quebra da vesicula em odcitos de ovinos totalmente crescidos.

A maturacgéo citoplasmatica inclue todas as outras mudancas internas do 00cito
tais como, acumulo de RNAm e proteina, mudancas no metabolimso celular,
reorganizacdo do citoesqueleto ou organelas como os granulos corticais (GC),
mitocdndrias, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico ou exocitose dos GC
(DUCIBELLA et al., 1990, HERRICK et al., 2006; YOSHIDA et al., 1993). Ocorrem
também modificacbes em numero, tamanho e/ou posicdo das organelas
citoplasméticas. Nesta reestruturacdo, a maioria das organelas migram para o centro da
célula. Por exemplo, mitocondrias sao localizadas perifericamente em o6citos imaturos
e mais central em oocitos maturos. No entanto, durante o crescimento e maturagcdo do
oocito, os GCs, como vesiculas secretérias que circundam a membrana, aumentam em
namero e migram em direcao ao coértex, assumindo uma posi¢ao de 0,4-0,6 ym abaixo
da membrana plasmatica (DUCIBELLA & BUETOW, 1994), e tal redistribuicdo é um
importante critério para avaliacdo da maturacdo citoplasmatica (DAMIANI et al., 1996;
HOODBHOY & TALBOT, 1994; MIYARA et al., 2003b).
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Os GC sao organelas derivadas do Golgi formadas durante os estagios iniciais
do crescimento e maturacdo do odcito e estdo localizados dentro da sua regido cortical
(CRAN & ESPER, 1990). Os GC dos mamiferos contém enzimas, incluindo proteinases,
glicosidases e também material glicosilado. Apos a fusdo das membranas do oécito
com o espermatozoéide ocorre a exocitose destes e seu contetudo € subsequentemente
liberado para o espaco perivitelinico. Este processo é chamado de Reacao Cortical.
Acredita-se que as enzimas liberadas modificam a zona pellcida e entdo previnem a
poliespermia (MILLER et al.,, 1993; HOODBHOY & TALBOT, 1994). Estudos em
camundongos, hamster (LEE et al.,, 1988; STEWARD-SAVAGE & BAVISTER, 1991;
KLINE & STEWART-SAVAGE, 1994) e humanos (CHERR et al., 1988; DANDEKAR &
TALBOT, 1992) demonstraram que o0 exsudato dos GC é disperso uniformemente ao
redor de todo odcito e permanece até a clivagem do blastocisto. Com o uso da lecitina
fluorescente € possivel identificar acUcares especificos originados dos GC e entéo
localiza-los (CHERR et al., 1988; DUCIBELLA et al., 1990; TAM et al.,, 1990;
DANDEKAR & TALBOT, 1992).

Apesar da meiose, ou maturacdo nuclear ser completada com sucesso, ha uma
variedade de outros processos ocorrendo dentro do citoplasma do odécito que séo
requeridos para um desenvolvimento completo seguido da fertilizagcdo (KRISHER,
2004). O sucesso destes eventos € independente da maturacdo nuclear e é referido,
como ja descrito, como maturacgéo citoplasmatica. Um odcito que ndo tenha completado
a maturacao citoplasmatica € pobre em qualidade e portanto, incapaz de completar o
processo de desenvolvimento normal. Entretanto, os mecanismo celulares que levam a
competéncia de desenvolvimento do odcito sdo totalmente nucleares (KRISHER, 2004).
Assim, a maturacdo deve ser determinada através da avaliagdo de ambas maturagao
nuclear e citoplasmatica. Cerca de 70-80% dos odcitos de bovinos maturados in vitro
chegam até o estagio de MIl da maturacdo nuclear, porém a falta de desenvolvimento
destes é devido a impariedade com maturacéo citoplasmatica (IZADYAR et al., 1998).

Recentemente, tem sido realizados muitos estudos com o objetivo de determinar
quais condicbes sdo necesséarias durante os processos de maturacéo, fertilizacdo e

cultivo in vitro para maximizar a produgdo de embrides. A competéncia de maturacao
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(nuclear e citoplasmatica) e de desenvolvimento (fertilizacdo, formacao de pronucleos e
clivagem) é influenciada por varios fatores, como fluidos folicular e de oviduto, diversos
tipos de soro, esteroides, gonadotrofinas e o tamanho do foliculo do qual os COCs séo
recuperados (PAVLOK et al., 1992; LONERGAN et al., 1994; VATZIAS & HAGEN,
1999; MARCHAL et al., 2002). Durante o crescimento dos odcitos dentro do foliculo,
muitos genes sado expressos (SCHULTZ, 1986) e algumas dessas proteinas, tais como
fator de promocdo de maturacdo e mos (proteina do pro-oncogenese c-mos), estdo
envolvidos em uma progressdo meidtica e controle do ciclo celular
(WICKRAMASINGHE & ALBERTINI, 1993). Parece que odcitos de foliculos pequenos
ainda ndo completaram a maturacdo citoplasmatica, o que pode ser reflexo da
deficiéncia de RNAm ou acumulo de proteinas (PAVLOK et al., 1992; PAVLOK et al.,
1993; LONERGAN et al., 1994).

A qualidade do odcito também tem um grande impacto na sobrevivéncia do
embrido inicial, no estabelecimento e manutencdo da gestacao, desenvolvimento fetal e
até nas doencas na fase adulta (KRISHER, 2004). A qualidade, ou a competénca de
desenvolvimento € adquirida durante a foliculogénese enquanto o odcito cresce e
durante o periodo de maturacdo deste. Tecnologias reprodutivas assistidas envolvendo
hiperestimulacdo ovariana ou recuperacdo de o0citos imaturos seguida pela MIV
perturbam este processo e resultam em o0citos com competéncia de desenvolvimento
reduzida. O COC deve ter a camada de células do cumulus completa para ser capaz de
se desenvolver in vitro (BRUYNZEEL, et al. 1997), sendo que esta comunicacgdo entre
tais células € essencial para o desenvolvimento de um o6cito competente até a
ovulagdo. Odcitos de suinos claramente dependem da presenca das células foliculares
para gerar sinais celulares especificos que coordenam seu crescimento e maturacao
(MOOR & DAI, 2001). Proteinas derivadas dos 00citos sdo requeridas para 0 sucesso
da foliculogénese ovariana (DONG et al., 1996) e o crescimento oocitario durante a
foligulogénese ¢é regulado por proteinas derivadas das células da granulosa
(STERNECK et al., 1997), as quais séo, por sua vez, reguladas pelos fatores derivados

dos odcitos (ELVIN et al., 1999). Também, antes da ovulacdo, proteinas secretadas
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pelo odécito sinalizam para as células sométicas para iniciar a ovulacdo (KRISHER,
2004).

A morfologia e o grau de expansdo das células do cumulus sdao métodos
classicos para avaliacdo da maturacéo oocitaria (CHAVES et al., 2010). Em bovinos, a
expansao e o enegrecimento do cumulus sédo caracteristicas utilizadas para se verificar
a maturacao oocitaria e estdo diretamente relacionados com boa qualidade embrionaria
(WURTH & KRIUP, 1992). O estadio nuclear dos odcitos ap6s a MIV pode ser
examinado sob microscopia 6tica com contraste de fase, ap0s fixacdo dos odcitos com
metanol-acido acético e coloracdo com 1% de lacmoide em 45% de solucdo de acido
acético (HUNTER & POLGE, 1966) ou com 1% de orceina em 40% de solugéo de acido
acético (LI et al., 2002). Outra técnica para visualizacdo dos cromossomos dos 00citos
e determinacao dos estadios nucleares de maturacdo é a microscopia por fluorescéncia
(MIYARA et al., 2003a). ApOs serem submetidos as técnicas de MIV, os odcitos sédo
desnudados, marcados com Hoechst 33342 e visualizados em microscépio invertido
com fluorescéncia (GRONDAHL et al., 1995). Infelizmente, somente métodos invasivos
que causam a destruicdo dos odcitos sdo capazes de predizer com relativa preciséo a
qualidade deles (CHAVES et al. 2010). No entanto, recentemente tem sido utilizado o
corante Azul Cresil Brilhante, um método nao invasivo, para tal finalidade. Esta
substancia € capaz de determinar a atividade da enzima glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) presente em odcitos durante o crescimento (RODRIGUEZ-
GONZALEZ et al., 2003). A maturacdo citoplasmatica pode ser avaliada pela
distribuicdo das organelas por microscopia eletronica (FERNANDES, 2004), migracao
dos granulos corticais (CURCIO, 2005), clivagem partenogenética (CARNEIRO et al.,
2001) ou técnicas de fecundacdo (CARNEVALE, 1996). A despeito da grande
guantidade de informacdes disponiveis sobre o assunto, ndo se chegou ainda a um
método ideal para avaliagdo da maturacdo citoplasmética que ndo seja a prépria
fecundacdo e o posterior desenvolvimento normal do embrido e do feto (KRISHER,
2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacdo e Caracterizagdo da Area

O experimento foi desenvolvido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, localizada no
Municipio de Jaboticabal (latitude 21°15'17"S e longitude 48°19'20" W de greenwich,
estando a uma altitude de 605 metros) Estado de S&o Paulo - Brasil. O Municipio
apresenta um clima subtropical-mesotérmico (verdo Umido e inverno seco), com
temperatura média de 22°C. Assim, os meses compreendidos entre outubro e marco
sdo caracterizados por chuvas intensas e altas temperaturas, jA os meses de maio a
agosto correspondem ao periodo seco.

Os animais foram mantidos em piquete do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Reproducdo Animal, os processos de aspiracdo folicular por
videolaparoscopia foram realizados no centro cirdrgico de grandes animais do Hospital

Veterinario e a avaliacédo e a MIV dos odcitos no Departamento de Reproducédo Animal.

3.2. Animais e tratamentos

Foram selecionadas seis fémeas ovinas da raca Santa Inés, adultas, pluriparas,
com idade média de dois anos, com escore corporal médio de trés (escala de 1-5, de
JEFFERIES, 1961) e consideradas aptas ap0s realizacdo de exame clinico
(hemograma proteinas totais, fibrinogénio e controle de parasitario) e ultrassonografico
dos 6rgdos do sistema reprodutivo. Foram mantidas em regime intensivo, recebendo
silagem de milho e racdo balanceada duas vezes ao dia, mais acesso ad libitum a agua
e sal mineral.

Os animais foram submetidos a nove sessdes de aspiracao folicular por

videolaparoscopia consecutivas, com intervalo de 7 dias.
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O protocolo de sincronizacao de estro e estimulacdo ovariana dos animais foram

realizadas como a seguir:

glgjp?rggteﬁél + 80mg FSHp +
300Ul eCG 300Ul eCG

¢ PR A
¢ ¢
MAP ‘_I

D6

36 hs ‘12hs| 36 hs ‘

DO

Para a sincronizagédo de estro se utilizou esponja intravaginal impregnada com
60mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP)! em um dia aleatério do ciclo estral
(Dia 0), permanecendo por um periodo de seis dias. No D5 foram aplicados 37,5 ug de
D-cloprostenol? e 300Ul de eCG® via IM. A maioria dos animais manifestou estro,
confirmando com auxilio de rufibes, apds 36 horas da retirada dos progestagenos. A
estimulacédo ovariana foi realizada 12 horas depois de detectado o estro e consistiu da
administracdo de 80mg de FSHp*e 300 Ul de eCG?, e ap6s 36 horas realizavam-se as
aspiracdes foliculares por videolaparoscopia. Para as aspiracdes subseqientes, as
fémeas foram somente estimuladas.

Para as aspiracbes subsequentes, as fémeas foram somente estimuladas,

utilizando os mesmos farmacos.
3.3. Preparo dos animais e protocolo anestésico

Os procedimentos cirdrgicos eram realizados duas vezes por semana, sendo que

em cada dia eram submetidos trés animais, no total das seis ovelhas por semana.

! Progespon®, Schering-Plough. Brasil.
2 Sincrocio® Orofino S.A, Brasil.

3 Novormon®, Schering-Plough, Brasil.
* Folltropin®, Schering-Plough, Brasil.
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Antes de cada intervencao cirdrgica, as fémeas tiveram seus pesos corpéreos aferidos
em balanca digital para permitir o calculo da dosagem anestésica e avaliacdo da
condicéo corporal ao longo do experimento.

Apoés jejum hidrico e alimentar de 36 horas, os animais foram submetidos a
anestesia, a qual foi obtida através da administracdo de 0,5 mg/kg de diazepam® (IM) e
2 mg/kg de tramadol® (IM) como medicacdo pré-anestésica (MPA) e na sequéncia
inducdo com propofol’ (IV) na dose de 6 mg/kg, mantendo com infusdo continua de
propofol na dose de 0,5mg/kg/min (IV) e bdlus e infusdo de cloridrato de lidocaina®
1mg/kg (IV) e Img/kg/min (1V).

ApoOs a inducdo, os animais foram entubados utilizando sondas endotraqueais de
8 mm com balonete insuflavel, as quais foram fixadas ao chanfro com tiras de gaze.
Este procedimento teve como intuito evitar a aspiracdo do contetdo ruminal em caso de
regurgitacao e permitir o fornecimento de oxigénio medicinal umidificado, sob ventilacéo
assistida, facilitando a troca gasosa.

No campo cirdrgico, na regido do abdome cranial ao Ubere foi feito a tricotomia e
antissepsia do com tintura de iodo, e em seguida, a anestesia local infiltrativa com 0,4
mL de cloridrato de lidocaina®, sendo 0,2 mL para um boto no tecido subcutaneo e 0,2

mL intramuscular.
3.4. Videolaparoscopia para aspiracao folicular

Depois de estabelecida a manutencdo anestésica e analgesia local, as fémeas
foram posicionadas em Trendelenburg (cefalodeclive em 30 graus) para facilitar o
manejo dos 6rgdo reprodutivos e evitar manipulagdes e possiveis lesdes nos demais
orgao do animal. Com o auxilio de um bisturi, fez-se incisdo cutanea, de 10 a 15 cm
cranial ao Ubere e 5 cm a direita da linha média, para facilitar a introducao do trocéater

com valvulas para insuflacdo (5 mm), a fim de se estabelecer o pneumoperitdnio com

® Diazepam® Cristalia, Brasil.
® Tramal® Cristalia. Brasil.

" Propofol® Cristalia. Brasil.

® Lidovet®, Bravet, Brasil.
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CO2, utilizando pressao intrabdominal (PIA) variando de 5 a 8 mm Hg, e velocidade de
insuflacdo de 5 L/min. Por este trocater foi introduzido o laparoscopio conectado a uma
camera e a um cabo de fibra 6tica, fornecendo luz para o interior da cavidade, sendo a
imagem visualizada no monitor; seguindo-se a introducao video-assistida do segundo
trocater de 10 mm em posi¢ao antimérica ao primeiro e terceiro de 5 mm na linha média
20 cm cranial ao Ubere.

Ato continuo, o endoscépio foi transferido para o terceiro trocéter obtendo-se
campo visual. Sequencialmente introduziram-se pelo primeiro e segundo trocateres as
pingcas atraumaticas (Babcock) que permitiram a manipulacdo do utero, tubas e bursas
ovaricas e individualiza¢éo dos ovarios, os quais eram fixados, com estes instrumentos,
pelo mesovario, evitando sempre lesar qualquer estrutura.

Previamente a aspiracdo dos foliculos, os ovarios foram examinados e o nimero
dessas estruturas, com dimensdes entre 2 - 6 mm, foi contabilizado. Em seguida, a
agulha de aspiracao foi introduzida na cavidade proxima ao local onde se encontrava o
ovario. A puncéo foi realizada movimentando os ovéarios em diferentes posi¢cdes com a
pingca de manipulagdo atraumatica. A agulha foi inicialmente colocada em posi¢édo
paralela a superficie ovariana, o que permitiu as perfuragbes dos foliculos nas suas
extremidades e na impossibilidade, a puncao foi feita perpendicularmente (Figura 1).
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Figura 1. Imagem da cavidade abdominal de ovelha em aumento de 10x, onde se
observa em destaque: fixacdo do ovario (circulo) com pinca atraumatica (1), e
presenca de foliculos (seta) (A); posicionamento da agulha (2) para a puncao
folicular (B); e aspiracao dos foliculos (C e D).

Uma vez inserida no foliculo, a agulha foi cuidadosamente movida para garantir
gue todo o seu conteudo fosse aspirado. A pressao do vacuo foi ajustada 50 mm Hg.

Utilizou-se um sistema de aspiracdo com lume simples (mesmo diametro
interno), composto de uma agulha de 16 G com bisel curto, conectada a uma cénula de
teflon de 50 cm de comprimento conectado a uma rolha de silicone®, a qual foi acoplada
ao tubo de colheita (50 mL). O vacuo foi produzido por uma bomba de aspiracdo™®

conectada a mangueira de silicone também ligada ao tubo de colheita. Previamente a

° Handle Cook®, Brasil
% Nevoni. Brasil
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aspiracdo dos odcitos realizou-se uma lavagem do sistema com o meio de colheita
aquecido a 36° C (PBS e heparina - 10Ul/mL).

Ao término das aspiracdes os ovarios foram lavados com 10 mL de solugéo de
NaCl 0,9%, para remover coagulos da superficie, minimizando a formac¢do de
aderéncias. As dermorrafias foram realizadas com pontos tipo Wolf. Ato continuo se
procedeu a limpeza da ferida cirargica com iodo povidona e utilizacdo de pomada
repelente/cicatrizante'* ao redor da ferida cirtrgica.

Apés serem retiradas da maca cirargica as fémeas foram colocadas em local
limpo e tranquilo e observadas até ficarem em posicdo quadrupedal. Nos

procedimentos cirdrgicos subsequentes, as incisdes foram feitas lateralmente a anterior.

3.5. Analise dos foliculos visibilizados, aspirados e o6citos recuperados

Foi utilizado tubo falcon de 50 mL cotendo 15 mL de meio de colheita aquecido a
36°C, para recuperar 0s o0citos durante as aspiracdes foliculares. O transporte deste
meio ja com 0s od0citos era imediato, pela proximidade entre os locais da cirurgia e do
laboratorio.

Em laboratério, o liquido aspirado foi cuidadosamente depositado em placas de
Petri e levado a observacdo em estereomicroscopio em aumento de 40X, no mesmo
meio de colheita. Uma vez localizados, os odcitos foram transferidos para outra placa
contendo 300 a 500 yL de meio de lavagem (Apéndice 1) e entdo classificados de
acordo com sua qualidade adaptado de LEIBFRIED e FIRST (1979).

e Grau I: COC com ooplasma homogéneo, escuro e rodeado completamente por
mais de trés camadas de células do cumulus.

e Grau Il: 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.

™ Ungiiento Pearson, Pearson Satide Animal Ltda.
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Foram selecionados os odcitos de Gl e Gll e entéo lavados trés vezes em gotas com

meio de lavagem antes do procedimento de maturacao.

3.6. Maturacao in vitro

Apés a lavagem, os odcitos de cada animal foram transferidos para placa de
cultivo (35 mm X 10 mm, Corning®) contendo gotas de 90 uL de meio de maturacéo
(Apéndice 2) sob 6leo mineral e mantidos, em estufa, a 38 °C em atmosfera de 5% de

CO, em ar durante 24 horas (Figura 2). Foram colocados até dez odécitos por gota.

A C

Figura 2. A: Meio de lavagem (esquerda) e meio de maturacao (direita). B e C:
placas de cultivo contendo gotas de meio de maturacdo sob Oleo
mineral.
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3.7. Avaliacdo do estadio de maturagcdo nuclear e citoplasmaética

Apoés o periodo de maturacéo in vitro, os oocitos foram submetidos a coloracao
FITC-Lecitina-Hoescht 33342 de acordo com a metodologia descrita por CHERR et al.
(1988) com algumas modificacbes, para avaliacdo do estadio de maturacdo nuclear e
citoplasmética. Sendo assim, os odécitos foram retirados do meio de maturacdo e
colocados em placas de cultivo (60 X 40mm, TPP®) contendo 200 uL de solucdo PBS
onde foram aspirados repetidamente com pipeta de 100 yL para retirada completa das
células do cumulus. Na sequéncia, foram transferidos para gotas contendo 70 pL de
solucao de pronase 0,1% (Apéndice 3) por aproximadamente 5 minutos ou até que a
zona pelucida ndo fosse mais visualizada. Os od6citos foram entdo fixados por 30
minutos em formaldeido 3% (Apéndice 4) em temperatura ambiente e incubados a 4°C
“overnight” em solucdo de bloqueio (SB) (Apéndice 5). No dia subsequente, os odcitos
foram retirados e permeabilizados com Triton a 0,1% (Apéndice 6) a 38° C por 5
minutos e transferidos para outra placa de cultivo (60 X 40mm, TPP) contendo 10
pug/mL de Lens culinaris (Apéndice 7) diluida em 500uL de SB por 15 minutos a 38°C.
Em seguida, os odcitos foram lavados trés vezes em SB, e transferidos para lamina de
microscopia contendo uma gota de bisbenzimide (Hoeschst 33342) diluido em glicerol
(0,001%), sendo recobertos por laminula, selados com esmalte e colocados em caixa
de laminas para que fossem examinados em microscopio invertido equipado com luz
ultravioleta no dia subsequente. O comprimento de onda utilizada no microscopio de
fluorescéncia para leitura com o Hoeschst e com a lecitina foi 330-385 nm e 420-490

nm, respectivamente.

3.8. Classificacdo dos estadios de maturacao nuclear

A classificacdo dos estadios de maturacéo nuclear foi avaliada segundo WANG
et al. (1998) e adaptada, baseada na morfologia do DNA, por graus variados de
condensacdo dos cromossomos: (1) odécitos maturados (MIl), onde era possivel

observar a formacdo de um eixo em metafase na periferia do ooplasma com expulséo
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do primeiro corpusculo polar (CP); (2) oocitos imaturos (MI), nos quais a placa
metafasica ndo era observada; e (3) odcitos degenerados/ndo passiveis de
determinacgédo (D/NI), aqueles cujo estadio de desenvolvimento nuclear ndo era passivel

de determinacao ou né&o apresentavam cromatina evidente (Figura 3).

Figura 3. Fotomicrografia de odcitos de ovelhas Santa Inés corados para avaliagéo
da competéncia meiotica atraves da coloracdo da cromatina pela técnica
de fluorescéncia (Hoescht 33342). A: MI; B: MIl; C: MIl com presenca de
CP (seta) em campo claro; D: MIl com presenca de CP (seta). Ce D -
mesmo 00cito.
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3.9. Classificacdo dos estadios de maturacao citoplasmaética

A classificacdo da maturacao citoplasmatica foi avaliada baseada na distribuicao
dos granulos corticais no citoplasma do oocito (APPARICIO-FERREIRA, 2006; PIRES-
BUTTLER, 2010) (Figura 4):

e Imaturo: Granulos corticais distribuidos uniformemente por todo o citoplasma.
e Maturacdo citoplasmatica incompleta, mas em estagio transicional de maturacao

— Granulos corticais dispersos no citoplasma e também na regido periférica do

oocito, préximos a membrana plasmatica.

e Maturacdo citoplasmatica completa: Granulos corticais dispersos somente na

periferia do odcito, préximos a membrana plasmatica.

Figura 4. Fotomicrografia de odcitos de ovelhas Santa Inés corados para avaliacéo
da maturacéo citoplasmética através da coloracdo dos granulos corticais
(Lens culinaris , FITC conjugada). A: Imaturo; B:  Maturacao
citoplasmatica incompleta; C: Maturacédo citoplasméatica completa.

3.10. Analise estatistica

Os dados obtidos sobre foliculos visibilizados, aspirados, quantidade, qualidade
e MIV dos odcitos colhidos por sesséo, foram expressos em médias + desvio padréo e
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (P<0,05) utilizando o

programa estatistico GraphPad Prisma 4.



27

4. RESULTADOS

O jejum estabelecido, além de evitar refluxo do conteddo ruminal, o qual é
favorecido pela posicdo Trendelenburg, facilitou, em conjunto com o pneumoperiténio,
uma adequada visibilizagdo da cavidade abdominal. O sangramento observado pelas
puncdes foliculares foi incipiente e a lavagem dos ovarios promoveu a remoc¢ado de
coagulos evitando a formacdo de aderéncias em todos os animais. Ainda, o peso dos
animais néo teve variacado durante as avaliacdes, as ovelhas tiveram boa recuperagéo
anestésica e a posicao quadrupedal ocorria, sem dificuldades, em média com 20 min.

As médias do nimero de foliculos visibilizados, aspirados e oécitos recuperados
foram de 13,3+2,8, 11,4+2,8 e 6,412 respectivamente, com uma taxa de recuperacao
de 61,39+19,97% (foliculos aspirados/odcitos recuperados), observando-se auséncia de
variacao entre as sessoes (p>0,05), como observado na Figura 5. Em algumas sessoes
0S animais apresentaram corpos luteos (CL), tendo 0,46+0,84 CL/animal/sesséo.

N&o houve diferenca estatistica na qualidade oocitaria ao longo das observacdes
(p>0,05), sendo a distribuicdo de frequéncia dos graus de classificacdo de oo0citos

observado na Figura 6.
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Figura 5.

Representacdo grafica do numero de foliculos visibilizados (FV), foliculos aspirados (FA) e odcitos
recuperados (OR) pelo tempo em semanas (S). Nao houve diferencas significativas entre as sessoes

(p>0,05).
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Figura 6.

Representacdo grafica da classificacdo qualitativa dos od6citos durante as nove semanas de
aspiracao folicular. Nao houve diferenca estatistica na qualidade oocitaria de Gl, Gll e Glll ao longo
das observacdes entre as sessdes (p>0,05), mas houve entre as S1, S2 e S6 das demais semanas,
em relacd@o aos odcitos degenerados.
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Foi recuperado um total de 249 odcitos, sendo a média de odcitos recuperados
por fémeas de 6,4+2 por semana, com 84% de odcitos viaveis (Gl e Gll) (Tabela 1). O
namero de odcitos recuperados por fémea no total das nove semanas com intervalo de
sete dias entre cada aspiracdo estd demonstrado na Tabela 1. A média de od6citos

coletado por ovelha foi de 42+4 odécitos no total das nove semanas.

Tabela 1. Niumero de odcitos recuperados e nimero de o6citos recuperados viaveis (Gl
e GllI) por ovelha no total das nove semanas de aspiracdo com intervalo de sete dias

entre cada aspiragcdo. Nao houve diferenca estatistica (p>0,05). Jaboticabal, 2012.

Ovelhas 1 2 3 4 5 6 Total
N° odcitos
32 46 51 37 53 249
recuperados
N° odcitos
recuperados 24 29 38 44 31 44 210
viaveis

Com relacdo a maturacao oocitaria, ndo houve diferenca significativa entre a
classificacdo da maturacdo nuclear (p=0,937), mas sim entre a classificacdo da
maturacdo citoplasméatica (p<0,0001), como estd demonstrado na Tabela 2. Nas
Tabelas 3 e 4, encontram-se 0s resultados da maturacao nuclear e citoplasmatica por
sessdo, respectivamente. Ndo houve variacdo estatistica entre as semanas tanto na

maturacao nuclear (p=0,908), quanto na citoplasmatica (p=0,792).
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Tabela 2. Porcentagem de maturacdo nuclear, citoplasmatica e degenerados dos

o6citos recuperados, no total das nove aspiragdes.

classificagcbes. Jaboticabal, 2012.

Comparagdo entre as

Parametros Maturacéo nuclear Maturacao citoplasmatica
(%) (%)
Maturos 32,72 10.7°
Imaturos 40,74° 73,25°
Degenerados 26,54° 16,05"

a: valores significativamente iguais (p=0,937)

b: valores significativamente diferentes (p<0,0001)

Tabela 3. Classificacdo dos odécitos (%) quanto a maturacdo nuclear durante as nove

semanas (S) de experimento. Frequéncia relativa (%) e absoluta. Jaboticabal, 2012.

Frequéncia relativa (%) e absoluta da classificacao dos od4citos por semana

Classificagcdo Sl S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9  Total
Maturo 27,7 46,1 26,3 23,0 434 23,0 8,3 47,0 428 32,7
5) (6) 5) 6 (10 (3 1) (8) @ (63

Imaturo 11,1 538 315 384 478 538 666 41,1 38,1 40,7
2) () 6 10 a1y O (8) ) (8  (66)

Degenerado 61,1 0 42,1 38,4 8,7 230 250 11,7 190 265
11y  © ® 10 @ 3) 3) 2) 4 (43

N&o houve diferenca estatistica entre as sessfes (p=0,908)
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Tabela 4. Classificagdo dos od6citos quanto a maturacéo citoplasmatica durante as nove

semanas (S) de experimento. Frequéncia relativa (%) e absoluta. Jaboticabal, 2012.

Frequéncia relativa (%) e absoluta da classificacdo dos odcitos por semana

Classificagdo  S1 S2 S3 S4 Sh5 S6 S7 S8 S9 Total

Maturo 38,88 153" 21,00 26,9* 21,7% O o* 5,8" 0* 10.7%
(7) (2 (4) (7) ) 0) 0) 1) ) (26)
Imaturo 222% 538" 526° 384" 695" 769" 750" 823" 809" 732"
(4) (7) (10) (10) (16) (10) 9) (14 @7y (@178
Degenerado 38,8* 30,7 26,3* 346" 87 230" 250 11,74 19,00 16,0*
(7) 4) 5) 9 (2 (3 (3 (2 4) (39)

Letras mailsculas na mesma linha n&o diferem significativamente (p=0,792).

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p<0,0001).
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5. DISCUSSAO

5.1. Aspiracéo folicular e recuperacédo odcitaria

A competéncia do odécito para alcancar estagio de blastocisto em um sistema de
PIV ndo depende somente de fatores intrinsecos, mas também estéd relacionada a
fatores extrinsecos como meétodos de colheita, tamanho do foliculo, dentre outros
(HENDRIKSEN et al., 2000). A taxa de recuperacdo de oolcitos também pode ser
influenciada por artefatos durante a execucéo da técnica de aspiracao folicular como a
pressdo de vacuo, tamanho da agulha e sistema de aspiracdo (TERVIT et al., 1992;
1993; 1995; SMITH et al., 1994).

A maioria dos estudos sobre diferentes pressbes de aspiracao folicular tem se
atentado na colheita de odcitos e procurado definir a melhor pressédo de aspiracao dos
mesmos baseado no numero e qualidade dos odcitos recuperados. Entretanto, a
pressdo de aspiracédo folicular afeta subsequentemente o desenvolvimento embrionério
in vitro. A aspiracdo dos ovarios para recuperacdo dos COCs tem que ser feita de
maneira eficiente e adequada, para ndo comprometer a quantidade, qualidade e
posterior viabilidade destes. A pressdo com a qual serdo aspirados é fundamental para
gue ndo ocorra, por exemplo, um turbilhonamento dentro do material provocando o
desnudamento parcial ou total do odcito. Entretanto, uma 6tima pressdo de aspiracao
para a recuperacao dos o0citos pode ndo ser a melhor pressao para o desenvolvimento
embrionario.

A pressédo de aspiracao utilizada nos trabalhos varia de 25 a 100 mm Hg
(BALDASSARRE et al. 1996; ANEL et al. 1997, 1998; SEVILLANO et al. 1997,
ALBERIO et al., 2002), e ainda outros autores ndo especificam a pressao
(KUHHOLZER et al., 1997; PTAK et al., 1999), tornando dificii uma comparacao
fidedigna entre os resultados. Ha relatos de que uma maior presséo de vacuo oferece
maior taxa de recuperacao (TERVIT et al., 1992; BALDASSARRE et al., 1996; STANGL
et al.,, 1999), entretanto a qualidade do oocito € prejudicada (RODRIGUEZ et al.,
2000b), fato também observado por BOLS et al. (1996) e HASHIMOTO et al. (1999) em
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bovinos, e BRUSSOW et al. (1997) em suinos. O numero de o0citos viaveis
recuperados pela aspiracao utilizando pressao de vacuo de 50 mm Hg, com agulha 16
G em nosso estudo foi 84%,valor que esta de acordo com a revisdo de RODRIGUES et
al. (2006), ja que a proporcao de odcitos viaveis recuperados é normalmente entre 70-
80%, apesar destes valores variarem consideravelmente dependendo da pressao de
aspiracao.

A quantidade de odcitos viaveis recuperados em nosso estudo foi superior ao
valor relatado por RODRIGUEZ et al. (2006) que observaram taxas entre 28,3-69,5% e
RODRIGUEZ et al. (2000b) entre 29,6%-82,3%. Contudo, deve ser levado em
consideracdo que pressdo de aspiragdo e calibre da agulha utilizados nestes estudos
foram diferentes, ndo permitindo entdo comparacao fidedigna.

Entretanto, € necessario ter cautela ao comparar estudos de taxas de
desenvolvimento oocitario quando utilizam pressédo a vacuo em mm Hg. Fatores como
comprimento e didmetro da mangueira coletora, comprimento e didmetro da agulha
afetam a taxa de fluxo e pode haver uma consideravel diferenca nas taxas de fluxo dos
oocitos em dois sistemas de aspiragdo usando a mesma pressao a vacuo.

Além disso, outro fator pode influenciar as taxas de recuperacéo e qualidade dos
oocitos. Segundo BALDASSARE et al. (1994, 1996) os od6citos podem perder
parcialmente as células do cumulus durante a passagem do foliculo ao tubo de coleta,
fendbmeno também descrito por KIM et al. (1990), LONERGAN et al. (1992) e MADISON
et al. (1992). Assim sendo, as células do cumulus poderiam ser preservadas por meio
do refinamento da pressdo de vacuo e/ou trabalhando com estagio foliculares mais
primitivos objetivando a obtencéo de células do cumulus mais compactadas, entretanto
deve-se levar em consideragdo que estagios foliculares anteriores possuem od6citos
com capacidade inferior de desenvolvimento in vitro.

O numero de odcitos de boa qualidade por nés obtidos foi similar ao encontrado
por ALBERIO et al. (2002) e TERVIT (1996) e superior ao reportado por STANGL
(1999). A quantidade de odcitos parcial ou totalmente desnudos (GlIl e degenerados)
obtida por nosso sistema de aspiracdo foi pequena, bem como observado ALBERIO et

al. (2002), apesar destes autores terem utilizado uma pressdo menor (25 mm Hg) e
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agulha mais fina (23 G). Acreditamos que este dado pode estar atribuido a baixa
pressdo de vacuo utilizada (25 e 50 mm Hg) mais do que em relacdo ao calibre da
agulha, j& que RODRIGUEZ et al. (2006) afirmaram que o diametro desta néo interfere
nas taxas de recuperacédo e qualidade dos odcitos. Em bovinos, ao contrario do que foi
observado por nés, foi relatado que agulhas com didmetros maiores que 18 G
promovem maiores taxas de recuperacdo embora com maior percentual de odcitos
desnudos, além de maiores danos ao estroma e maior quantidade de sangue no liquido
aspirado (BOLS et al., 1997).

As agulhas mais comumente utilizadas tem diametros intermediarios, 18 G
(BALDASSARRE et al. 1996; ANEL et al. 1998; ALVAREZ et al. 1999; RODRIGUEZ et
al. 2000a), 20 G (PTAK et al. 1999) e 21 G (O'BRIEN et al. 1997), com taxas de
recuperacao entre 50,4% e 88,2%, e ainda 23 G (ALBERIO et al., 2002) com taxa de
33,6%. Como nossa taxa se encontra dentre as citadas e de acordo com a taxa de
recuperacdo de BALDASSARE et al. (1994), os quais também uitilizaram a mesma
agulha que nés, acreditamos que o uso de agulha calibre 16 G em nosso estudo
beneficiou a recuperacéo de boa taxa de odcitos aspirados, inclusive de boa qualidade.

Considerando o procedimento de aspiragao folicular por videolaparoscopia, este
ndo causou alteracdes na cortex ovariana e o crescimento folicular foi similar ao inicio
das analises, mesmo apos repetidas sessbes, corroborando com autores que sugerem
que esta técnica nao afeta negativamente a funcdo ovariana apoés repetidas puncdes
foliculares (STANGL et al., 1999). Entretanto, CORDEIRO (2006) observaram o inverso
em cabras, sendo que a qualidade dos odcitos recuperados diminuiu apos seis
semanas consecutivas de aspiracao folicular e este mesmo dado foi observado em
vacas por BROADBENT et al. (1996), ap0s oito semanas.

Estudo paralelo ao nosso, realizado por TEIXEIRA (2010), evidenciou por meio
da avaliacdo microscopica por histologia dos ovarios aspirados, que o uso repetido
desta técnica de aspiracdo folicular ndo compromete a vida reprodutiva da fémea. Em
tal avaliacdo, ndo foram encontradas lesbes nos ovarios, fato que deve ter ocorrido
pelas punc¢des serem em locais especificos, ja que os foliculos ovarianos localizam-se

na superficie do ovario, na regido cortical.
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O risco da laparoscopia estd, como em muitas outras técnicas cirurgicas, na
anestesia, a qual é imprescindivel para a realizacao da intervencéo e deve ser a mais
pratica e eficiente possivel (CORDEIRO, 2006). Os principios gerais para sua escolha
na cirurgia tradicional sdo aplicaveis a laparoscopia (MARCELINO & PENICHE, 2002).
Aumento das frequéncias cardiacas e respiratorias sdo atribuidas ao posicionamento
(Trendelenburg) e a distensao abdominal causada pelo gas (pneumoperitdnio), os quais
causam entre outros efeitos, grande compressao diafragmética (CORDEIRO, 2006). De
acordo com este autor, o periodo de 36 horas destinado ao jejum em nosso estudo,
estabelecido pela observacédo dos animais sob efeito anestésico, foi ideal, uma vez que
um tempo menor de restricdo alimentar, principalmente de alimentos sdlidos,
predispunha o animal com mais freqiiéncia a regurgitacdo do conteudo ruminal, que
eram favorecidos pela posicdo em Trendelenburg. Desta forma, o risco de pneumonia
por aspiracdo € alto, podendo leva-los a 6bito.

A aspiracdo folicular por videolaparoscopia em ovinos € viavel para a produgéo
comercial, entretanto mais estudos com protocolos para estimulacdo ovariana, calibre,
comprimento e tipos de agulhas, pressdo de vacuo entre outros, ainda devem ser

realizados para obtencdo de melhores resultados.

5.2. Influéncia do numero de sessdes de aspiracdo folicular sobre a taxa de

recuperacao

Ha relatos de que ocorre diminuicdo constante no numero e na qualidade dos
o0citos recuperados durante sucessivas sessdes de OPU em ovelhas (KUHHOLZER et
al., 1997) e em bovinos (BROADBENT et al., 1996). Entretanto, em nosso estudo
observamos que nao ocorreu este fendbmeno, sendo que a quantidade de foliculos e
qualidade dos odcitos, como pode ser observados nas Figuras 5 e 6, ndo alteraram
durante 9 semanas consecutivas de analises, fato também relatado por STANGL et al.
(1999) e ALBERIO et al. (2002). Acreditamos que a influéncia do nimero de sessdes
sobre a atividade ovariana esteja correlacionada com o intervalo entre as sessoes,

sendo o aumento do intervalo entre sessfes ndo prejudicial ao crescimento folicular,
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assim como descrito por BONI et al. (1996) ao realizar varias sessées de OPU em
bufalos e GIBBONS et al. (1994) em bovinos. Todavia, STANGL et al.,, (1999)
verificaram que o aumento para o intervalo de sete dias ndo resultou em um aumento
significativo no nimero de foliculos na cértex ovariana.

Fato interessante foi relatado por KUHHOLZER et al., (1997) os quais
observaram taxa de recuperacdo de odécitos em ovinos menor na primeira sessao de
laparoscopia, aumentando na segunda e terceira sessdes, e entdo diminuiu e
permaneceu constante na quarta e quinta sessdes. Estes animais ndo foram
submetidos a tratamentos hormonais, o que pode ter contribuido para tais diferencas
entre as sessdes consecutivas, uma vez que em nosso estudo e nos demais ja
descritos, utilizando animais superovulados, as taxas de recuperacdo de o00citos
permaneceram constantes.

Em nosso estudo foram aspirados média de 11,4+2,8 foliculos/ovelhas, sendo
destes 6,4+2 odcitos/ovelha e a taxa de recuperacao total de odécitos de 61,4%. Esta
taxa € inferior aos valores encontrados por BALDASSARE et al. (1994a),
BALDASSARE et al. (1994b) e BALDASSARE et al. (1996) os quais obtiveram 79,9%,
79,5% e 82%, respectivamente, de odcitos recuperados ao realizar aspiracao folicular
por laparoscopia em ovelhas e similar ao verificado por KUHHOLZER et al. (1997)
realizando um procedimento por semana durante cinco semanas obtiveram 67,9%.

Sendo importante ressaltar novamente que esta média se manteve durante as
nove sessdes consecutivas realizadas com uma semana de intervalo e o numero de
foliculos por ovelha foi similar entre as sessfes, assim como também observado por
BALDASSARRE et al. (2002) em ovelhas e AGUILAR et al. (2002) em cabras. Este
fendbmeno também foi observado por ALBERIO et al (2002), ao realizar o mesmo
procedimento por seis vezes no mesmo animal, com intervalo de cinco dias, 0os quais
puncionaram 13,9+5,3 foliculos por ovelha, sendo a média de 4,9+1,3 odcitos por
ovelha com uma taxa de recuperacédo de 33,6%. Estes ultimos autores também fizeram
uso da aspiracao por videolaparoscopia, e obtiveram taxa de recuperacao muito inferior
a nossa, o que se deve a diferencas de técnica (agulha, pressdo etc), como ja

mencionado, porém com 87% de o0citos viaveis, o que foi similar ao nosso estudo.
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Ainda em estudo de ALBERIO et al. (2002), a taxa de oocitos de boa qualidade
permaneceu constante durante as 5 sessfes de LOPU em todos os grupos. As taxas
de clivagem (72,2; 61,5 e 54,5%) e taxas de blastocistos (22,5; 24,1 e 12,2%),
avaliadas em duas sess0es, nao mostraram diferenca significativa entre os tratamentos.
Essa constante taxa de recuperacdo ao longo das sessdes também foi verificada em
nosso estudo e discutida anteriormente.

Durante a pesquisa de KUHHOLZER et al. (1997) o numero de foliculos e
oocitos por ovelha e a taxa de recuperacdo também néo diferiram significativamente
entre os periodos de colheita, durante 5 sessfes. Entretanto, uma grande variabilidade
em numero de foliculos e odcitos foi observada individualmente entre os animais, o que
também foi observado por nés, como demonstrado na Tabela 1, sendo importante
ressaltar que trabalhamos com fertilidade e que esta tem um carater individual.

Comparando com outras técnicas de recuperacao de odcitos, PTAK et al. (1999),
por meio de laparotomia obteve 79,5% de recuperacdo odcitaria, enquanto CHAUBAL
et al. (2007) aspirando por ultrassonografia vaginal em vacas, uma vez por semana,
durante nove semanas, obtiveram 68,2% - 73,5% de odcitos recuperados, sendo que a
taxa de odcitos de boa qualidade foi menor enquanto os odcitos de qualidade
intermediaria representaram a maioria. Sendo assim, observamos que nosso estudo
(61,4%) estd de acordo com os resultados destes autores obtidos utilizando outras
técnicas e em outras espécies.

PTAK et al. (1999) repetiram a recuperacdo de oocitos em ovelhas, entretanto
por procedimento de laparotomia duas vezes com 14 dias de intervalo e também néo
observaram diferenca entre as sessfes quanto ao numero de odcitos recuperados.

A colheita de odcitos guiada por laparoscopia em cabras (AGUILAR et al., 2002)
e em ovelhas (STANGL et al, 1999; BALDASSARRE et al., 2002) e por
videolaparoscopia repetidas vezes (ALBERIO et al., 2002) resultou na recuperacao de
quatro a seis o0citos por fémea em cada sessdo, dado que corrobora com a quantidade
de odcitos recuperados por sessao neste estudo (6,4+2 odcitos), sendo inportante
ressaltar que esta média se manteve em todas as nove sessdes. Ainda por

laparoscopia, porém aspiracoes Unicas, BALDASSARE et al. (1994; 1996) recuperaram
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10,2+5,1-10.545.2 odcitos por fémea, valores superiores ao nosso. Por outras técnicas
de aspiracao folicular o numero de odécitos por ovelha por laparotomia foi de 10,9 (PTAK
et al., 1999) e por ultrassonografia transvaginal foi de 4,3 (FREITAS et al., 2007). Tais
taxas variam muito e dependem da técnica, estimulacao ovariana dentre outros fatores
gue nos impedem comparar de forma correta os estudos. Entretanto, nossas taxas
estdo entre as encontradas e sendo mais importante, como elas ndo variaram entre as
semanas, no final das aspiracdes a média de 42,2 odcitos recuperados por doadora
pode ser considerada significante, ainda mais quando pode se extender a fémeas

geneticamente superiores.

5.3. Influéncia do tamanho do foliculo puncionado

Dindmica dos ovarios é importante porque o tamanho do foliculo esta
diretamente relacionado ao didmetro do odcito e isto afeta a capacidade subsequente
de desenvolvimento in vitro (ARLOTTO et al. 1996; SONGSASEN et al., 2009).

O tamanho do foliculo pode ser avaliado facilmente antes da aspiracéo,
principalmente por videolaparoscopia. Sele¢cdo dos foliculos pode ser util na
recuperacao laparoscoépica in vivo, ja que o numero de punc¢des pode ser minimizada,
assim, diminuindo o dano ao ovério, bem como diminuindo o tempo do procedimento e
exposicdo do animal ao anestésico (RODRIGUEZ et al., 2006). De acordo com estes
autores a taxa de recuperacgéo nao ¢ afetada pelo tamanho do foliculo.

O diametro dos foliculos em ovelhas estimuladas variaram entre 2 a 10 mm
(PTAK et al.,, 1999). Ao avaliar a recuperacdo de odcitos de diferentes diametros
foliculares, BALDASSARE et al. (1994b) ndo observaram diferenca significativa nas
taxas de recuperacao de odcitos aspirados de foliculos maiores e menores que 5 mm.
Entretanto estes autores observaram que foliculos maiores que 5 mm sao mais dificeis
de aspirar por possuirem conteudo mais denso e que foliculos grandes podem romper
quando puncionados, favorecendo a perda de odcitos. Este fenbmeno foi por nés
evitado ao aspirar foliculos com até 6 mm. Os autores ainda observaram que o tamanho

do foliculo ndo influenciou na qualidade dos odcitos, fato ndo verificado em nosso
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estudo ja que ndo houve separacdo dos o0citos recuperados de acordo com o tamanho
do foliculo puncionado.

Alguns autores sugerem a aspiracao de foliculos maiores que 3 mm por
oferecerem melhor taxa de recuperacdo em ovelhas (BALDASSARE et al., 1994a)
(83,8%), enquanto RODRIGUEZ et al. (2006) ndo observaram diferenca na obtenc&o
de odcitos aspirados de foliculos com diametro de 3 mm, entre 3-5 mm e maior que 5
mm, contudo a proporcdo de odcitos de boa qualidade aumentou com o tamanho do
foliculo. A competéncia do o0cito em retomar a meiose espontaneamente (maturagcéo
nuclear) fora do foliculo € adquirida quando este é oriundo de foliculo de diametro
superior a dois milimetros. Entdo, a aquisicdo da competéncia para o desenvolvimento
(maturacdo citoplasmatica) aumenta progressivamente com o tamanho do foliculo
ovariano do qual o odcito € obtido (COGNIE & BARIL, 2002). Nés optamos por aspirar
apenas os foliculos entre 2 e 6 mm de didmetro, o que nos ofereceu taxa de
recuperacao de 61,4%, sendo 84% viaveis, sendo entdo nossos resultados satisfatorios
e em acordo com estes autores.

O maior diametro folicular e a taxa de recuperagdo de o00citos por sessdo €
inversamente proporcional (SENEDA & BLASCHI, 2004), justificadas por alteracdes
morfolégicas no complexo cumulus oophorus (BOLS et al, 1998), viscosidade do fluido
folicular (GOODHAND et al, 1999), quantidade de material a ser aspirado e presséo
intrafolicular (SENEDA, 1999). Apesar da aspiracdo de foliculos maiores que 5 mm ser
mais facilitada (BOLS et al, 1997), a aspiracdo de foliculos menores revelou ser mais
eficiente na recuperacdo dos odécitos (SENEDA et al, 2001).

Vale ressaltar que baixas taxas de recuperacdo podem ser causadas ainda pelo
colapso do foliculo no orificio da agulha (PIETERSE et al, 1991) e presenca de corpo
liteo (HAFEZ, 1993).

5.4. Influéncia da estimulacdo hormonal sobre as taxas de recuperacao

Ao comparar as taxas de recuperacdo de o0citos por n@s obtidas deve-se ainda

levar em consideracdo os protocolos de estimulacdo hormonal utilizados. Tal aspecto
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torna dificil avaliar os resultados j& existentes, pois ha grande variagcdo entre 0s
protocolos hormonais e intervalos de aplicagdo entre os estudos.

A média do numero de foliculos por nés aspirados foi de 11,4+2,8, sendo este
resultado similiar ao encontrado em ovelhas (ALBERIO et al.,, 2002) e em cabras
(FREITAS et al., 2007) submetidas a diferentes tratamentos hormonais, sendo 16.2 *
5.9 e 12,5+1,5, respectivamente. O numero meédio de foliculos puncionaveis nos
animais tratados com mudltiplas injecées de FSH é 10.8 £ 3.8 e 9,5 + 6,5 naqueles que
receberam o protocolo dose Unica. Todavia, ndo foram observadas diferencas na taxa
de colheita utilizando os diferentes protocolos hormonais. Podemos concluir que nosso
protocolo hormonal Unico e consecutivo por semanas foi suficiente para estimular as
doadoras.

Administrando a combinacdo de eCG + anti eCG em um grupo de ovinos pré-
puberes e apenas FSH em outro, ANEL et al. (1997) puncionando foliculos de 2 a 8 mm
com agulha 18 G e pressdo a vacuo de 100 mm Hg e realizando seis aspiracoes
durante 11 semanas com intervalo de 14 dias, obtiveram 51,2% (7,0+2,9
fémea/semana) de odcitos em pré-puberes tratadas com eCG e 45,1% (7,2+1,7
fémea/semana) tratadas com FSH, sendo 87,6% de od0citos viaveis para eCG (36,6
odcitos vaildos total) e 92,1% para FSH. Observamos que os resultados verificados por
estes autores foram inferiores aos nossos, provavelmente devido a uma alta pressao de
aspiracao utilizada cabendo ainda ressaltar diferente protocolo de superovulagao.

A OPU combinada com MIV/FIV € um método independente do tratamento
hormonal segundo SCHRICK et al. (1993) e KUHHOLZER et al. (1997), j& que os
foliculos de diferentes tamanhos estao presentes em qualquer momento do ciclo estral.
Entretanto, outros autores sempre utilizam superovulacdo dos animais afim de obter
maior numero de odcitos (ALBERIO et al., 2002; BALDASSARE et al., 1994b, PTAK et
al., 1999; RODRIGUEZ et al., 2006, SEVILLANO et al., 1997, ANEL et al., 1997). Ainda,
estudos anteriores mostraram que o nimero de odcitos recuperados na primeira sessao
pode ser aumentado utilizando doadoras que foram superovuladas (BALDASSARE et
al, 1994b; 1996). Em nosso trabalho ndo realizamos aspiracdo em fémeas nao

estimuladas. Sendo assim ndo possuimos um grupo sem estimulacdo, pois o objetivo
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foi avaliar a diferenca de recuperacédo dos odcitos apOs sucessivas aspiracbes e nao
diferentes protocolos hormonais.

Todavia, KUHHOLZER et al. (1997) demonstraram que repetidas sessfes de
aspiracao é o suficente para aumentar o nimero de oodcitos obtidos em ovelhas sem
estimulacdo hormonal. Estes autores, por um periodo de 5 semanas consecutivas,
reportaram taxa de recuperacdo 67,9%. Nosso estudo combinou o tratamento de
superovulacdo com repetidas sessdes de aspiracdo folicular por 9 semanas e
obtivemos taxa de 61,4%. Tais resultados s&o similares, indicando que a realizacédo de
protocolo de superovulagdo néo interfere nas taxas de recuperacdo, mas podemos
inferir que se houvesse tratamento de superovulagdo nos animais do estudo de
KUHHOLZER, as taxas encontradas poderiam ser maiores.

Uma das barreiras para a eficiéncia do tratamento superovulatério diz respeito a
variabilidade individual da doadora em relacdo a eficiéncia das gonadotrofinas
exdgenas no recrutamento, crescimento, maturacdo e ovulacdo dos foliculos (COGNIE
et al., 2003). Um outro problema a ser transposto diz respeito a formacao de anticorpos
anti-FSH de origem suina apo0s sucessivas administracdes destas gonadotrofinas no
protocolo de superovulacdo com consequente diminuicdo na resposta ovariana
(CARNEIRO, 2008) e de anticorpos anti-eCG (ROY et al., 1999; DRION et al., 2001; DE
RUIGH et al., 2000) o que comprometeria a obtencdo de odcitos. Ao realizar a
administracdo de eCG e anti-eCG, STANGL et al. (1999) obtiveram taxa de
recuperacdo de odcitos de 55,5%, durante dez semanas, e valores similares foram
observados por SEVILLANO et al. (1997). Nossos resultados foram superiores (61,4%),
mas vale ressaltar que nosso protocolo hormonal foi diferente (MAP, FSH e eCG). Além
disso, os resultados obtidos se contrapdem ao mencionado por estes autores, fato que
faculta se questionar estes relatos e se propde o desenvolvimento de pesquisas para
esclarecer estes fendomenos.

Ha relatos do uso de LH seis horas antes da OPU, resultando em od0citos
morfologicamente superiores, entretanto revelando hipertrofia dos ovarios durante a
luteinizacéo folicular (CHAUBAL et al., 2007). Este fato demonstra a necessidade do

uso criterioso de protocolos hormonais, com adequado intervalo entre as sucessivas
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sessOes de estimulagéo e aspiracdo quando o objetivo é utilizar o animal por um longo
periodo de tempo. Em nosso trabalho, ndo observamos altera¢cdes macroscopicas nos
ovarios das doadoras, sugerindo mais uma vez que nosso protocolo hormonal foi
adequado para uso por tempo prolongado.

Houve recuperacado de boa qualidade de odcitos e nao foi observada diminui¢éo
no numero de COCs ao longo das analises ap0s consecutivos procedimentos
realizados em nosso estudo, assim como também observado por ANEL et al., (1997)
com protocolo similar em intervalo de 14 dias, durante 11 semanas e por ALBERIO et
al. (2002), em intervalo de cinco dias, por seis semanas. Os dados também corroboram
com STANGL et al. (1999) (13.7 vs 7.0 £ 2.9 — foliculos-o6citos) utilizando um
tratamento com eCG/anti-eCG com intervalo entre procedimentos de sete dias durante
10 semanas, nao havendo diferenca destes resultados quando realizados
procedimentos 2 vezes por semana sem estimulacdo hormonal (7.0 vs 7.4 COCs por
animal por semana). Entretanto, estimulacdo adicional semanal com eCG resultou em
2,1 COCs a mais por animal por semana do que sem estimulacéo (7.0 vs 4.9 COCs; P<
0.05) de acordo com STANGL et al. (1999).

Sessdes Unicas de aspiracdo em outros estudos (BALDASSARE et al., 1994b;
1996; SMITH et al.,, 1994; TERVIT et al., 1992; 1993) resultaram em numeros de
foliculos variando de 10,4 a 14,7 por animal e sesséo, com taxas de recuperacdo 49 a
54% (SMITH et al., 1994; TERVIT et al., 1992; 1993),0 que foi similar a STANGL et al.
(1999) (55.5%) em dez semanas e a taxa de recuperacdo por nés observada (61,4%)
em 9 sessodes. Apesar de pouca diferenca, nossa taxa encontrada foi maior que estes
autores, sugerindo que mais repeticdes, em animais estimulados hormonalmente, pode-

se obter maior quantidade de odcitos.

5.5. Maturacdo in vitro de odcitos recuperados pela aspiracao folicular por

videolaparoscopia

A maturacdo do oocito € um dos estadgios mais importantes para PIV de

embrides em animais domeésticos. Para o odcito estar apto a fertilizacdo e alcancar o
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estagio embrionario esta célula deve passar pela maturacdo nuclear e citoplasmatica
(KRISHER, 2004). Entretanto, a MIV ainda ndo esta totalmente elucidada nas espécies
domeésticas, especialmente em pequenos ruminantes (SHI et al., 2009).

O sucesso da PIV de embribes esta totalmente relacionado a taxa de sucesso
da MIV, a qual é fator limitante para todo o processo. Assim, mesmo apés cuidadosa
selecdo de COCs homogéneos, somente 35% irdo atingir completa maturacéo
citoplasmética e produzir blastocistos viaveis para serem transferidos segundo
BLONDIN & SIRARD (1995). Portanto, inadequada maturacdo citoplasmatica ou
nuclear resulta em baixas taxas de fertilizagdo e desenvolvimento embrionario. De
acordo com este fato, reconhecemos a necessidade de avaliar a condicdo de
maturacao citoplasmatica e nuclear dos o00citos provenientes de um processo de
aspiracao folicular, o qual submete esta célula a certa pressao de vacuo, 0 que causa
danos que comprometem a sua viabilidade.

Até o momento, em ovinos, ndo ha relatos da analise de maturacdo nuclear e
citoplasmética de o0citos provenientes de aspiracdo folicular pela técnica de
videolaparoscopia, tornando dificultosa a comparacdo de nossos resultados. Apenas
um estudo foi relatado utilizando a mesma técnica, entretanto os autores ndo avaliaram
os estagios de maturacdo nuclear e citoplasmatica dos odcitos recuperados, e sim a
analise das taxas de FIV (ALBERIO et al., 2002).

As analises de maturacdo nuclear revelaram taxas de MIl de 90,1%
(BALDASSARE et al., 1994a) e 75,1% (BERLINGUER et al., 2006) para odcitos obtidos
pela laparoscopia; e para oocitos recuperados de ovarios de abatedouro de 94,2%
BALDASSARE et al. (1994a), 84% (LEDDA et al., 1997), 70,2% (WANG et al., 1998),
83% (KOCHHAR et al., 2002), 73,1% (SHIRAZI et al., 2008) e 81,3% (SHI et al., 2009).
Nossas taxas de MIl (32,72%) foram inferiores a essas apresentadas, mas similares a
encontradas por FREITAS et al. (2007) para odcitos de ovinos (33,3%) e caprinos
(48,9%), entretanto este autor ndo revela a técnica de obtencéo de odcitos utilizada. E
reconhecido que a MIV ainda néo é tdo eficiente como a maturag&o in vivo, portanto
novos estudos s@o necessarios para maximizar as taxas de maturacdo e melhorar a

gualidade dos odcitos maturados in vitro (SHI et al., 2009). Apesar do sucesso da
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maturacdo e fertilizacdo, a competéncia de desenvolvimento subsequente de odcitos
maturados in vitro ao estagio de blastocisto sdo baixas (MARTINO et al., 1995; RHO et
al., 2001; TEOTIA et al.,, 2001). Sendo assim, torna-se importante a investigacao
criteriosa para a obtencdo de um meio ideal que ofereca melhores taxas de maturagao
do que aquelas por nés verificadas, jA que mesmo com bons resultados obtidos em
maturacao ndo garantem o prosseguimento do desenvolvimento in vitro satisfatério.

Acreditamos que devido a heterogeneidade natural dos odcitos imaturos
utilizados para PIV, a maturacdo oocitéaria pode ser influenciada, dentre outros fatores,
pelos componentes do meio e as varias condi¢des de cultivo de acordo com COGNIE et
al. (2003) e DIELEMAN et al., (2002), nos levando a acreditar que nosso meio necessite
de reavaliacdo para oferecer taxas de maturacdo nuclear superiores.

Apesar de nosso estudo revelar taxas de maturacao inferiores, € importante
ressaltar que estas permaneceram estaveis durante as nove semanas consecutivas de
analises, avaliacdo a qual era o objetivo do estudo. Assim, se conseguida a constituicao
ideal para o meio de maturacdo que ofereca melhores resultados, a combinacdo de
bons resultados de MIV constante por nove semanas podera ser obtida. Demais
estudos, com repetidas sessdes de aspiracdo folicular, ndo descrevem variagdes nas
taxas de MIV ou FIV entre as sessdes, mas apenas relatam diferencas entre taxas de
maturacdo nuclear de acordo com os tratamentos hormonais utilizados nas doadoras
(ANEL et al., 1997; ALBERIO et al., 2002; CHAUBAL et al., 2007). Podemos ainda,
inferir que se a capacidade de MIV dos od6citos nédo foi afetada, as etapas subsequentes
da PIV também n&o serdo comprometidas.

Observamos ainda, em nosso estudo, que nao foram encontrados os estagios de
VG e QVG em 24 h de MIV. SHI et al. (2009) verificaram tais estagios apos 24 h de
MIV, contudo WANG et al., (1998) ndo os observaram apés 27 h de incubacéo, dado
gue corrobora com nossas analises de maturacéo nuclear.

Apesar de baixas taxas de maturacado serem observadas em nosso estudo, estas
foram verificadas em estdgio mais avancado no mesmo tempo decorrido de MIV,
comparado ao estudo de KOCCHAR et al., 2002. Este fato pode ser devido as boas

condicbes oferecidas pelo meio utilizado para o desenvolvimento nuclear, o que
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proporcionou um avancgo no estagio de maturacdo, em MI e MIl, até momento das
andlises (24 h de MIV). Acreditamos que se realizdssemos a andlise do estagio de
maturacao nuclear precocemente, provavelmente os estagios de VG e QVG seriam
observados.

Ainda em estudo de KOCCHAR et al. (2002), a maioria dos odcitos (81,8%)
atingiram o estagio de QVG apos quatro horas de MIV, e 83% o estagio de Ml em 12 h.
A prevaléncia deste estagio foi progressivamente menor apés este periodo em ambos
tipos de odcitos. O primeiro sinal de transicdo de anafase-telofase foi observado 16 h
apos o inicio da incubacéo e Ml foi evidenciado apos 20 e 22 h. Em 26 h de maturagéo
mais 83% dos o0citos atingiram o estagio de MIl.

Nossos dados revelaram em 24 h de MIV uma taxa inferior quando comparada a
este estudo sendo apenas 32,7% de odcitos maturos neste mesmo intervalo de tempo.
Além do meio de matura¢do, uma outra possivel explicacdo para este fato pode estar
correlacionada com o exato momento da analise, pois MAXIMO et al. (2011) em um
estudo descritivo da ultraestrutura do odécito de ovelhas durante a MIV, encontraram
gue apos 24 h os odécitos mostravam sinais de degeneracgéo, sugerindo que 18 h sdo
suficientes para a completar a maturacdo. Eles também sugerem que os sinais de
degeneracdo podem ser devido ao excesso de tempo de MIV (24 h), o que pode
prejudicar as estruturas do odcito, resultando em falhas de parea¢cdo do cromossomo e
diminuicdo na habilidade de fertilizacdo. Sendo assim, sugerimos um estudo com
analises das taxas de maturacdo em diferentes intervalos de incubacéo, possivelmente
entre 18 e 26 h permitiiam o reconhecimento do momento apropriado que ofereca
melhores taxas de MIV.

A maioria dos estudos em ovinos com MIV relatam somente a avaliacdo do
estagio de maturacdo nuclear dos oécitos recuperados (LEDDA et al., 1997; WANG et
al., 1998; KOCHAAR et al., 2002; LUTHER et al., 2005; BERLINGUER et al., 2006;
KELLY et al.,, 2007; SHIRAZI et al., 2008; SHI et al., 2009; SHABANKAREH et al.,
2010). A avaliacdo da maturacdo citoplasmatica tem sido pouco avaliada, e ainda
apenas provenientes de estudos com outras espécies (bovinos — NIMURA & HOSOE et
al., 1995; IZADYAR et al., 1998; humanos — GHELLER et al., 1998; COMBELLES et al.,
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2002; equinos — CARNEIRO et al., 2002; caninos — APPARICIO-FERREIRA, 2010;
PIRES-BUTTLER, 2010; suinos - HU et al., 2011). Nosso trabalho se ressalta por
avaliar além do estagio de maturacao nuclear também a maturacao citoplasmatica.

No que diz respeito a maturacao citoplasmatica, encontramos até o momento
somente um relato de estudo que mostra esta avaliacdo em ovinos, sendo esta por
analise ultraestrutural (MAXIMO et al., 2011), o que difere da técnica por noés utilizada,
ja que nosso estudo € o primeiro a realizar esta analise por coloracdo de FITC-lecitina
nesta espécie. Este fato torna cautelosa a comparagdo de nossos resultados. Um
pequeno numero de od4citos em nosso estudo revelaram alcancar estagio de maturacao
citoplasmatica (10,7%), este dado esta de acordo com CROZET et al. (1993) que
relataram que somente uma pequena proporcdo de odcitos de caprinos selecionados
para MIV conseguem completar este estagio.

Evidéncias disponiveis indicam que o sistema de cultura oferece suporte
adequado para maturacdo nuclear em odcitos humanos, mas falham em produzir
oocitos com competéncia citoplasmatica, resultando em embrides com reduzido
potencial de desenvolvimento (COMBELLES et al., 2002; CHA & CHIAN, 1998; MOOR
et al.,, 1998; TROUSON et al., 2001). Sendo assim, novamente reforcamos a
necessidade do estudo da composicao de meio para a MIV ideal e que ofereca além de
taxas satisfatorias de maturacdo nuclear também de maturacdo citoplasmatica,
permitindo assim o favorecimento até o desenvolvimento embrionario.

Trés possibilidades responsaveis pelo sucesso limitado da MIV em humanos
foram descritas por COMBELLES et al. (2002), e que podem ter ocorrido em Nnosso
estudo, sendo elas: condigbes de cultura, que até entdo ndo oferecem suporte na
expressdo de competéncia do desenvolvimento intrinsico oocitario; os sistemas atuais
de MIV induzem assincronia na progressdo da maturacao nuclear e citoplasmatica; os
o0citos selecionados ndo contem componentes necessarios para maturacdo nuclear e
citoplasmaética.

Os resultados por nés obtidos ainda revelaram a assincronia descrita entre a
maturacdo nuclear e citoplasmatica, evidenciando que sdo eventos independentes de
acordo com IZADYAR et al., 1998. Este fato, além do ja descrito por COMBELLES et al.
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(2002), também pode ser causado pela superovulagéo realizada em nosso trabalho por
repetidas vezes, pois esta € reconhecida por causar alta incidéncia de assincronia entre
0 estagio de maturacdo do foliculo e seus odcitos (DE LOOS et al., 1991) e entre
estagio de maturacdo nuclear e citoplasméatica nos odcitos (HYTTEL et al.,1986;
ASSEY et al., 1994). Além disso, altera¢cdes na maturac¢do citoplasmatica sdo mais
aparentes nos estadios finais do desenvolvimento embrionario (TROUNSON, 2001).

5.6. Consideracds finais

Concordando com as conclusbes em aspiracao folicular transvaginal em vacas,
segundo SENEDA & BLASCHI (2004), e comparando com a aspiragao folicular em
ovelhas por videolaparoscopia, os principais desafios para maior disseminagdo da
aspiracao folicular sdo o alto custo dos equipamentos e a dedicacdo necesséaria ao
treinamento da técnica. Assim, maior padronizacdo na recuperacdo dos odcitos sera
obtida com a aplicacdo de protocolos de sincronizagdo do estro, visando a realizacéo
da aspiracdo em momentos mais propicios. Mais pesquisas Sa0 necessarias para
estabelecer o momento mais apropriado para aspiracdo folicular, e para estudar a
maturacao e fertilizacdo desses odcitos recuperados in vivo.

Como desvantagem da técnica, estdo os altos custos em equipamento e a
necessidade de treinamento, tanto do operador quanto do auxiliar para efetivamente
minimizar trauma e tempo cirdrgico (TABET, 2007). Em um passado recente, o
instrumental necessario para uma videolaparoscopia era muito caro, sem encontrar
demanda de utilizagdo que o tornasse economicamente viavel. No entanto, com a
freqUéncia de uso da videocirurgia nas outras espécies animais e a maior demanda por
servicos mais profissionalizados na producdo de pequenos ruminantes, as abordagens
laparoscoépicas tém encontrado seu nicho de atuacdo, e comecam a se difundir ainda
mais entre os Médicos Veterinarios (GHELLER, 2008).

Em conclusdo, consecutivas aspiragcdes foliculares semanais por
videolaparoscopia combinada com tratamento hormonal dos animais, é um

procedimento pratico e eficiente para recuperacdo de oocitos em ovelhas. Esta técnica
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provém grande quantidade de COCs de boa qualidade por periodo de no minimo nove
semanas e também garante a manutencao da fertilidade da doadora. Portanto, este
método, combinado com programas de PIV bem estabelecidos, permite aumentar o
namero de descentes de animais geneticamente superiores mesmo quando estes sao
afetados pela infertilidade.

Apesar de nosso estudo ndo obter as melhores taxas de recuperacédo de odcitos
nem de MIV, o objetivo foi alcancado, pois ndo almejavamos resultados superiores, e
sim obtermos 0 conhecimento se as consecutivas aspiracdes foliculares por
videolaparoscopia interferiam na recuperacdo de odécitos quanto a quantidade e
qualidade e na sua capacidade de maturacao in vitro, o que ndo ocorreu. Além disso,
foi importante tomarmos conhecimento que apesar de nove semanas consecutivas de
aspiracao, os animais nao sofreram nenhuma injdria nem aos 0rgaos reprodutivos nem
ao seu bem estar. Se mais estudos forem realizados para melhorar aspectos técnicos,
tratamento hormonal e meios de maturacéo, repetidas recuperacoes laparoscopicas de
oocitos de ovelhas, associadas a PIV e transferéncia de embribes trardo avancos

importantes na biotecnologia da reprodugdo em pequenos ruminantes.
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6. CONCLUSOES

e Procedimentos de aspiracdo folicular por videolaparoscopia consecutivos, em
nove sessdes semanais, apresentaram-se viaveis, mostrando que a técnica
apresenta um enorme potencial para otimizacdo da reproducdo assistida em
ovinos;

e A repeticado das sessfes de aspiracao folicular ndo alterou o numero de foliculos
visibilizados e aspirados, nem a quantidade e qualidade dos o0d4citos
recuperados;

e A capacidade de MIV dos odcitos recuperados foi preservada ao longo das
sessoes;

e O intervalo entre as sessOes de aspiracao folicular permitiu a adequada

recuperacao dos animais.
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APENDICE 1

MEIO DE LAVAGEM (5 ML)

82

TCM 199 4,5 mL
Estreptomicina (75 pg/mL) 25 uL
Piruvato de sodio 10 uL
Soro Fetal Bovino 500 pL
Hepes sodico (10mM) 0,013 g
Hepes acido (10mM) 0,012 g
Filtrar em membrana 0,22 ym
APENDICE 2
MEIO DE MATURAGAO (5 ML)
TCM 199 4.5 mL
Estreptomicina (75 pg/mL) 25 uL
Piruvato de sédio (0,3 mM) 10 yL
Soro Fetal Bovino 500 pL
FSH (0,1 UI/mL) 5 uL
hCG (0,1 UI/mL) 5 uL
Estradiol 17 B (1 pg/mL) 5uL
Cisteamina (100mM) 5uL

Filtrar em membrana 0,22 ym

Esta solucéo deve ser mantida por 1 hora na estufa para estabilizar




APENDICE 3

SOLUCAO DE PRONASE 0,1% (10 mL)

83

PBS Ca++free 10 mL
PVA 0,019
Pronase 0,01¢g
APENDICE 4
PARAFORMALDEIDO 3% (10 mL)
Paraformaldeido 300 yL
PBS 9700 mL
APENDICE 5
SOLUCAO DE BLOQUEIO (100 mL)
PBS 100 mL
BSA (1 mg/mL) 0,19
Glicina (100mM) 0,7507 g

Azida de sodio (0,2%)

0,29




APENDICE 6

SOLUCAO DE TRITON 0,1% (1 mL)

84

Triton 10 uL
PBS 990 pL
APENDICE 7
SOLUCAO DE LENS CULINARIS (LECITINA)(10 mL)
Lecitina 0,01g¢g
PBS 10 mL
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