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FIGURAS 
 

FIGURA 1 – Delineamento experimental, determinação da ciclicidade 

ovariana, tratamento hormonal, monitoramento ovariano durante o 

intervalo interovulatório. Grupo LOPU (LG, n=7), Grupo  Reposição 

(RG, n=8) e Grupo Controle (CG, n=5). US = exame ultrassonográfico; 

MAP = acetato de medroxiprogesterona; Clo = cloprostenol; eCG = 

gonadotrofinas coriônica equina; LOPU = aspiração folicular guiada 

por laparoscopia; AGCT= transplante autólogo de células da 

granulosa; P4 = dosagem de progesterona; Ov=Ovulação; h = horas; 

↓ aplicação ou ocorrencia..................................................................... 

FIGURA 2 – A: Sonongrama de corpo lúteo solido de animal do Grupo 

Controle, se apresentando como área circunscrita hipercóico em 

relação ao estroma ovariano. B: Sonograma de corpo lúteo, em animal 

do Grupo LOPU,  com grande cavidade preenchida por conteúdo 

anecóico, e apresentando na periferia área com características 

ultrassonográficas de luteinização. C: Sonograma de corpo lúteo do 

Grupo Reposição com seta indicando a presença de botão 

hiperecóico projetado na cavidade lútea............................................... 

FIGURA 3 – Desenvolvimento lúteo a ultrassonografia e dosagem de 

progesterona plasmáticas do Grupo LOPU (LG), Grupo Reposição 

(RG) e Grupo Controle (CG), durante o intervalo interovulatório. A - 

Média do diâmetro dos corpos lúteos (DM) durante os dias do período 

de observações. B - Média da área individual dos corpos lúteos (LAI) 

durante os dias do período de observações. C - Média da área lútea 

total (LAT) durante os dias do período de observações. D - Média das 

concentrações plasmáticas de progesterona (P4) durante o período 

de observações. LG: Grupo LOPU (linha tracejada), RG: Grupo 

Reposição (linha pontilhada), CG: Grupo Controle (linha continua), 

CL: Corpo Lúteo. Diferentes letras minúsculas indicam diferença nos 

valores entre os dias (P<0,05)............................................................... 
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FIGURA 4 – A – Média ±DP do diâmetro dos corpos lúteos (DM) 

durante fase estática do desenvolvimento do corpo lúteo. B - Média 

da área individual dos corpos lúteos (LAI) durante fase estática do 

desenvolvimento do corpo lúteo. C - Média da área lútea total (LTA) 

durante fase estática do desenvolvimento do corpo lúteo. D - Média 

das concentrações plasmáticas de progesterona (P4) durante fase 

estática do desenvolvimento do corpo lúteo. LG: Grupo LOPU, RG: 

Grupo Reposição, CG: Grupo Controle, LG>: Maior corpo lúteo do 

Grupo LOPU, LG<: Menor corpo lúteo do Grupo LOPU, RG: Maior 

corpo lúteo do Grupo Reposição, RG: Menor corpo lúteo do Grupo 

Reposição, CG: Grupo Controle, CL: Corpo Lúteo. Diferentes letras 

minúsculas indicam diferença nos valores entre os grupos 

(P<0,05)................................................................................................ 

FIGURE 7 – Experimental design: Determination of ovarian activity, 

hormonal treatment, monitoring of the luteal phase, pregnancy 

detection, and parturition of the ewe during the experimental period. 

US (ultrasound examination); MAP (medroxiprogesterone acetate); 

Clo (cloprostenol); eCG (equine chorionic gonadotropin); LOPU 

(Laparoscopic ovum pick-up); AI (artificial insemination); OIFT (oocyte 

intrafallopian transfer); P4 (progesterone concentration); PD 

(pregnancy detection); h (hours); ↓ application or occurrence............ 

FIGURE 8 – A: Manipulation of the abdmonial structures by 

laparoccopy for the identification of uterus and ovaries. B: Follicle 

aspiration system inserted in the trocater for assess to the abdomen. 

C: Introduction of the tom cat catheter in the interior of ovidute...........  
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DENADAI, R Influência do transplante autólogo de células foliculares na 

formação e funcionalidade de corpo lúteo decorrente da aspiração folicular 

em ovinos. Botucatu, 2019. 79p. Tese de Doutorado em Biotecnologia Animal – 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade 

Estadual Paulista.  

  

RESUMO   
O objetivo do presente trabalho foi avaliar os corpos lúteos (CL) formados em 

decorrência da aspiração folicular guiada por laparoscopia (LOPU) na espécie 

ovina, quanto ao desenvolvimento morfológico, funcionalidade e potencial de 

desenvolvimento gestacional.  Foram realizados dois experimentos,  em ambos o 

estro das ovelhas foi sincronizado utilizando dispositivo intravaginal de acetato de 

medroxiprogesterona por 14 dias, aplicação de 140 μg cloprostenol no quarto dia 

e retirada do dispositivo no décimo quarto dia com concomitante  administração de 

gonadotrofina coriônica equina (eCG). No Experimento I, 48 horas após a remoção 

do dispositivo realizou-se a LOPU dos folículos ovarinos em seis ovelhas (Grupo 

LOPU – LG), ou a LOPU associada com reposição  de células em sete animais 

(Grupo reposição – RG) em cinco animais a ovulação foi espontânea (Grupo 

controle – CG). Foi realizada avaliação ultrassonográfica ovariana dos animais 

diariamente até o momento de uma nova ovulação e coleta de sangue para 

dosagem de progesterona (P4) plasmática a cada 48 horas até o decimo quinto 

dia. Os animais do LG (1,7±0,5)  e RG (1,4±0,5) formaram mais CLs do que os 

animais do CG (1,0±0,0). A área lútea individual dos CLs foi menor no LG 

(0,69±0,30 cm2), em comparação ao RG  (0,79±0,25 cm2) e CG (0,85±0,32 cm2). 

A área lútea total foi semelhante entre o LG (1,2±0,4 cm2) e RG (1,1±0,5 cm2), 

sendo ambas maiores que a do CG (0,9±0,3 cm2). A concentração de P4 

plasmática não diferiu entre os grupos, ficando acima de dois ng/mL na fase 

estática de desenvolvimento dos CLs. No Experimento II, após 48 horas da 

retirada do dispositivo intravaginal realizou-se a LOPU de todos os folículos 

ovarianos visíveis. Os complexos cúmulus oócito (COCs) obtidos foram avaliados 

por estereomicroscopia, um COC autólogo com expansão das células do cúmulus 



 

 

foi transferido para o interior do oviduto de cada ovelha, ipsilateral ao ovário do 

maior folículo aspirado e inseminação artificial (IA) guiada por laroscopia no corno 

uterino do mesmo lado. Após as transferências dos oócitos e IA as fêmeas foram 

acompanhadas diariamente por ultrassonografia trasnretal e dosagem de P4 

plasmática por 18 dias. Ocorreu a formação de 2 CLs em cada animal, estes 

apresentaram produção de P4 crescente em fase inicial, que se estabilizou em 

concentrações superiores a 2 ng/mL. Uma das ovelhas apresentou diminuição nas 

concentrações de P4 e redução da área lútea no final do período das observações. 

Duas ovelhas se apresentavam gestantes à ultrassonografia realizada 35 dias 

após a transferência dos oócitos, e os partos normais ocorreram aos 151 e 153 

dias, respectivamente. A partir das informações dos dois experimentos conclui-se 

que a LOPU em momento pré-ovulatório leva a formação de CLs funcionais em 

ovelhas, que o procedimento leva a formação de CLs acessórios, a transferência 

autóloga de células foliculares leva ao incremento da área lútea, e os animais 

apresentam concentrações plasmáticas similares à ovelha com CL decorrente de 

ovulação espontânea, sendo possível o desenvolvimento de gestação normal. 

 

Palavras-chave: Corpo Lúteo, Ovino, Aspiração Folicular, Ultrassonografia, 

Progesterona. 

  

 



 

 

DENADAI, R Influence of autologous follicular cell transplantation on the 

formation and functionality of corpus luteum due to follicular aspiration in 

sheep. Botucatu, 2019. 79p. Tese de Doutorado em Biotecnologia Animal – 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade 

Estadual Paulista. 

 

ABSTRACT 
 
The aim of the present study was to evaluate the corpus luteum (CL) formed as a 

result of laparoscopic ovum pick-up (LOPU) in the ovine, regarding the 

morphological development, functionality and potential of gestational development. 

Two experiments were carried out, in both of them, the oestrous of the ewes was 

synchronized using a 14-day intravaginal device of medroxyprogesterone acetate, 

140 μg cloprostenol on the fourth day and withdrawal of the device on the fourteenth 

day with concomitant administration of equine chorionic gonadotrophin (eCG). In 

Experiment I, 48 hours after the removal of the device, was realized a LOPU of the 

ovarian follicles in six sheep (LOPU Group - LG), or LOPU associated with cell 

replacement in seven animals (Replacement Group - RG) was performed in five 

animals a ovulation was spontaneous (Control Group - CG). Ultrasonographic 

evaluation of the animals was performed daily until the time of ovulation and blood 

collection for progesterone plasma concentration (P4) every 48 hours until the 15th 

day. LG animals (1.7 ± 0.5) and RG (1.4 ± 0.5) formed more CLs than CG animals 

(1.0 ± 0.0). The individual luteal area of CLs was lower in LG (0.69 ± 0.30 cm2), 

compared to RG (0.79 ± 0.25 cm2) and CG (0.85 ± 0.32 cm2). The total luteal area 

was similar between LG (1.2 ± 0.4 cm2) and RG (1.1 ± 0.5 cm2), both larger than 

CG (0.9 ± 0.3 cm2). Plasma P4 concentration did not differ between groups, being 

above 2 ng / mL in the static phase of CLs development. In Experiment II, after 48 

hours of withdrawal of the intravaginal device, LOPU of all visible ovarian follicles 

was performed. The oocyte cumulus complexes (COCs) obtained were evaluated 

by stereomicroscopy, an autologous COC with cumulus cell expansion was 

transferred into the ovary of each sheep, ipsilateral to the ovary of the largest follicle 

aspirated and artificial insemination (AI) guided by laparoscopy in the uterine horn 



 

 

on the same side. After oocyte and IA transfer the females were monitored daily by 

transrectal ultrasonography and plasma P4 dosage for 18 days. The formation of 2 

CLs occurred in each animal, which presented increased P4 production in the initial 

phase, which stabilized at concentrations higher than 2 ng/mL. One of the sheep 

presented a decrease in P4 concentrations and a reduction of the luteal area at the 

end of the observation period. Two sheep were pregnant on ultrasonography 

performed 35 days after oocyte transfer, and normal deliveries occurred at 151 and 

153 days, respectively. From the information of the two experiments it was 

concluded that LOPU in the pre-ovulatory period leads to the formation of functional 

CLs in sheep, which leads to the formation of accessory CLs, the autologous 

transfer of follicular cells leads to the increase of the luteal area, and the animals 

present similar plasma concentrations to the sheep with CL due to spontaneous 

ovulation, being possible the development of normal gestation. 

  

Key words: Corpus Luteum, Ovine, Laparoscopic ovum pick-up, Ultrasonography, 

Progesterone. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 1 
  



 

 

1 – Introdução 

A ovinocultura vem ganhando destaque na pecuária nacional, não apenas 

pelo aumento na procura de carne de cordeiro, mas também devido a maior 

exigência do consumidor em relação à qualidade (DEMINICIS et al., 2008; 

RAINERI, SANTOS e GAMEIRO, 2014). Nesse contexto, técnicas de reprodução 

assistida podem ser utilizadas como ferramentas produtivas, auxiliando no 

melhoramento genético do rebanho, resultando em uma maior produção de 

animais de qualidade (FONSECA e SIMPLICIO, 2008; PARAMIO e IZQUIERDO, 

2014; PARAMIO e IZQUIERDO, 2016). Visando um aumento  no número de 

descendentes de fêmeas com alto valor genético, são empregadas as técnicas 

de múltipla ovulações associadas a transferência de embriões (MOET) 

(GUSMÃO, BISCARDE e KIYA, 2013) e produção in vitro de embriões (PIV) 

(TRALDI, 2009; PARAMIO e IZQUIERDO, 2016).  

A utilização das fêmeas em programas de reprodução assistida depende 

da adequada formação do corpo lúteo (CL), em relação ao seu desenvolvimento 

e produção de progesterona (P4), sendo este de extrema importância para 

manutenção dos índices de fertilidade (BARTLEWSKI et al., 2017). É descrito 

que a aspiração do fluido do folículo antral ovariano induz a da formação de um 

CL funcional  em equinos (BOGH et al., 2000; HAYASHI et al., 2006; HAYNA et 

al., 2006; MOZZAQUATRO et al., 2010) e bovinos (MILVAE et al., 1991, O’HARA, 

2012).  

Em estudo realizado para avaliar a dinâmica folicular após aspiração 

folicular guiada por laparoscopia (LOPU) do folículo dominante seguido de 

tratamento superestimulatório, após 64 e 72 horas, Denadai e colaboradores 

(2017) observaram a presença de pequenas estruturas com aspecto 

ultrassonográfico semelhantes a CL, indicando a ocorrência de possível 

luteinização. 

A partir da hipótese de que a aspiração folicular resulta na formação CLs 

funcionais, e que a reposição de células contidas no aspirado pode incrementa a 

funcionalidade da glândula, os objetivos deste estudo foram: 1) Avaliar a 

formação do CL na espécie ovina, a partir da LOPU num momento pré-ovulatório 



 

 

mediante ultrassonografia e quantificação da concentração da P4 plasmática; 2) 

Verificar os efeitos da reposição de conteúdo celular para o interior da cavidade 

folicular e sua influência no desenvolvimento do CL e produção de P4 e; 3) Avaliar 

na ovelha a competência do eventual CL formado a partir da LOPU num momento 

pré-ovulatótio em ovelhas em manter gestação.  

2 - Revisão da literatura 

2. 1  Foliculogênese e desenvolvimento folicular 

As ovelhas são consideradas poliéstricas estacionais de dia curto, 

apresentando atividade reprodutiva no período de outono e inverno, em 

decorrência da redução estacional do período de horas de luz por dia (ARENDT, 

1998). Algumas raças ovinas, com origem próxima à regiões equatoriais, onde a 

variação do fotoperíodo é menos marcante do que nas regiões temperadas, 

apresentam comportamento reprodutivo poliéstrico anual (SOUSA et al., 2015).  

O comportamento de sazonalidade reprodutiva pode ser considerado um 

método contraceptivo natural (LINCOLN e SHORT, 1980), pois com a restrição 

da atividade reprodutiva, os nascimentos ocorrem em períodos do ano com 

maior disponibilidade de alimentos. Esta característica pode favorecer a lactação 

da fêmea e por consequência aumentar as chances de sobrevivência e de 

melhor desenvolvimento dos cordeiros (WAYNE et al., 1988). 

Na espécie ovina, o ciclo estral apresenta duração média de 16 a 17 dias 

(GINTHER, KOT e WILTBANK, 1995; BARTLEWSKI et al., 1999; SEEKALLU et 

al., 2010; GALLIENNE et al., 2012; BARTLEWSKI et al 2017), no decorrer do 

qual, a cada quatro ou cinco dias ocorre o surgimento de um grupo de pequenos 

folículos antrais, levando, portanto à emergência de duas a quatro ondas de 

crescimento folicular durante cada ciclo, sendo mais frequente prevalência de 

três ondas (GINTHER, KOT e WILTBANK, 1995; SEEKALLU et al., 2010; BABY 

e BARTLEWSKI, 2011; TAKADA et al., 2012).  

O ciclo estral na ovelha pode ser dividido em uma longa fase lútea que 

dura cerca de 12 a 14 dias e uma curta fase folicular com duração de três a cinco 

dias (BARTLEWSKI, BABY e GIFFIN, 2011; BARTLEWSKI et al., 2017). O 



 

 

tempo de duração do ciclo estral pode ser maior quando ocorre um aumento no 

tempo de funcionalidade do CL (BARTLEWSKI et al., 1999), ou reduzido por 

processo de luteinização insuficiente e curta duração do CL, esta ocorrendo 

principalmente no primeiro cio após parto e no inicio do período reprodutivo após 

anestro sazonal (HUNTER, 2004). 

A foliculogênese na ovelha inicia-se durante o desenvolvimento 

embrionário, logo após a diferenciação sexual. Trinta e cinco dias após a 

fecundação ocorre o início do processo de formação dos folículos ovarianos, que 

se caracteriza pela migração de células da linhagem germinativa que povoam as 

gônadas primordiais, dando origem às ovogônias.  Estas células presentes na 

cortical dos ovários sofrem diversas divisões mitóticas (SAWYER et al., 2002). 

As ovogônias iniciam a divisão meiótica que dará origem ao gameta feminino, 

evoluindo até o diplóteno da prófase I e é circundado por uma única camada de 

células epiteliais achatas, dando origem ao folículo primordial (LUNDY et al., 

1999). 

Ao nascimento o número de folículos antrais em ovelhas é considerado 

alto, apresentando grande variação entre as fêmeas. Esse elevado número de 

folículos antrais se sustenta entre quatro e oito semanas (RAWLINGS et al., 

2003). Bartlewski, Beard e Cook (2002), mediante avaliação ultrassonográfica 

dos ovários de borregas entre quatro e 24 semanas, verificaram que o número 

de folículos entre a semana quatro e 16 se mantem constante. Na 16a semana 

ocorre um pico no número de folículos, que voltam a ser constante entre a 

semana 18 e 22, apresentando um novo pico na semana 24. Entretanto, o 

diâmetro do maior folículo observado ao longo das semanas é maior em cada 

avaliação.  

A ausência de ovulação em borregas pré-púberes pode estar relacionada 

a um mecanismo de feedback negativo exacerbado dos estrógenos (E2) em 

relação a secreção do LH. Este mecanismo tende a reduzir próximo a 

puberdade, permitindo assim que o processo de crescimento final e ovulação 

ocorram (FOSTER e RYAN, 1979). O peso corporal é um dos principais fatores 

que interfere no início da puberdade, sendo que em ovelhas  esse processo se 



 

 

inicia entre 35 e 50 kg dependendo da raça e época do ano (BARTLEWSKI et 

al., 2002, EDWARDS et al., 2015). 

Após a puberdade, o controle do ciclo estral se dá pela inter-relação entre 

os hormônios produzidos no eixo hipotálamo, hipófise, ovários e útero 

(SCARAMUZZI et al., 2011).  A liberação do GnRH pelo hipotálamo leva a uma 

estimulação positiva para a produção de LH e FSH pela hipófise. Estas duas 

gonadotrofinas atuam principalmente nos ovários, estimulando o 

desenvolvimento folicular e produção de E2 e P4 (MCNEILLY et al., 2001). Os 

oócitos, as células da teca e da granulosa possuem papel importante na 

regulação do desenvolvimento folicular, produzindo uma série de fatores de 

crescimento, em destaques os do sistema IGF, de ação autócrina e parácrina, 

sendo estes responsáveis pelo desenvolvimento na fase pré-antral, ou seja, um 

desenvolvimento independente de gonadotrofinas (SCARAMUZZI et al., 2011). 

O FSH é essencial para o desenvolvimento folicular, estimulando o 

recrutamento e estimulando o crescimento inicial dos folículos antrais, até que 

se tornem responsivos ao LH, sendo capazes de ovular e dar origem a um CL 

funcional (VEGETTI e ALAGNA, 2006). Na espécie ovina, a dependência do 

folículo por gonadotrofinas ocorre a partir de um grau morfológico de 2 mm 

detectado por ultrassonografia, ocorrendo atresia em concentrações 

insuficientes das mesmas (DRIANCOURT, 2001). Mudanças nas concentrações 

de FSH durante o ciclo estral estão intimamente relacionadas ao surgimento de 

novas ondas de desenvolvimento folicular (BAIRD et al., 1991). 

Esta gonadotrofina atua em receptores de membranas acoplados a 

proteína G, o FSHR, que está presente nas células da gônada feminina (ULLOA-

AGUIRRE e ZARINAN, 2016). Estudos recentes demostraram que em ovelhas 

o FSHR está presente em tecidos uterinos e placentários dependendo da fase 

do estro e gestação, sugerindo uma possível participação desta glicoproteína em 

outros eventos reprodutivos que não apenas a foliculogênese (GRAZUL-BILSKA 

et al., 2018). A inibina  produzida pelo folículo tem papel regulador do ciclo estral 

fazendo feedback negativo na produção de FSH, levando os folículos 

subordinados, sem receptores para LH a entrarem em atresia (CAMPBELL, 

SCARAMUZZI e WEBB, 1995; GONZALEZ-BULNES et al., 2004).  



 

 

Existem dois padrões distintos na secreção de LH, onde cada um modula 

uma diferente função no ciclo estral. O primeiro é um padrão de secreção tônica, 

onde pequenos pulsos do hormônio são produzidos durante todo o ciclo, sendo 

este importante principalmente para a esteroidogênese. Já o segundo padrão, 

consiste em pico que ocorre na fase folicular que é importante para o processo 

de ovulação e formação do CL (GOODMAN e INSKEEP, 2006). Em um ciclo 

estral natural, a ovulação ocorre entre 24 e 36 horas após o início das 

manifestações de estro em ovelhas (SOUZA et al., 1995). Na fase folicular, ou 

seja na ausência de P4, o aumento do E2 faz feedback positivo com os núcleos 

de secreção pré-ovulatória de LH, levando a um pico pré-ovulatório desta 

gonadotrofina (RAWLINGS e COOK, 1993).  

Em ovelhas com o estro sincronizado utilizando dispositivos intravaginais 

de P4, a ovulação ocorre em media entre  54 a 72 horas após a remoção do 

dispositivo (VILARIÑO et al., 2010; VILARIÑO, RUBIANES e MENCHACA, 

2013),  o início de manifestação do estro ocorre em media 35 horas após 

remoção do implante de P4, e o pico de LH ocorreu em média  após 39 horas. 

Em relação ao pico de LH, Soriano et al. (2018) obtiveram resultados 

semelhantes ao comparar ovelhas que tiveram seu estro sincronizado a partir da 

utilização de um dispositivo intravaginal  de liberação lenta de P4 por 12 ou 6 

dias, observaram que o pico de LH ocorre em media entre  30 e 44 horas após 

a remoção da P4. 

2.2 Corpo Lúteo 

Regnier de Graaf (1641-1673) descreveu pela primeira vez a formação de 

pequenas estruturas globulares em ovários de coelhas após o coito, que 

permaneciam ali até o parto. Neste contexto observou-se também que o número 

destas estruturas tinha relação com a quantidade de descentes. Posteriormente, 

foi nomeado por Marcello Malpighi (1628-1694) como Corpora lutea ou corpo 

amarelo (apud NISWENDER et al., 2000). 

O CL é uma glândula ovariana transitória responsável pela produção de 

P4 que se desenvolve após o processo de crescimento, maturação, ruptura do 

folículo ovariano e liberação do oócito, originando-se das células da teca e da 



 

 

granulosa (NISWENDER et al., 2000). Esta estrutura via produção hormonal é 

fundamental para a regulação do ciclo estral, desenvolvimento folicular, ovulação 

e manutenção da gestão inicial em ovinos (BARTLEWSKI, 2017). 

Uma intensa e complexa vascularização está presente no CL sendo 

fundamental para seu rápido crescimento e função secretória (FIGUEIRA et al., 

2015, PINTO et al., 2018). O desenvolvimento do CL e capacidade em produzir 

P4 dependem desta rede vascular (ACOSTA e MIYAMOTO, 2004), sendo que o 

aumento no fluxo sanguíneo é fundamental para a esteroidogênese 

(KOBAYASHI et al., 2001). A angiogênese é dependente de fatores 

estimuladores e inibidores (BERISHA e SCHAMS, 2005),  fator de crescimento 

endotelial vascular, fator de crescimento dos fibroblastos, o fator de crescimento 

epidermal, o fator de crescimento semelhante à insulina–I e à angiopoietina 

(BERISHA e SCHAMS, 2005).  

O CL é composto principalmente de dois tipos celulares com capacidade 

esteroidogênicas, as células luteínicas grandes (CLG) e células luteínicas 

pequenas (CLP), além de outros componentes celulares, fibroblastos,  capilares 

e células do sistema imune (GEMMELL et al., 1976; KENNY, FARIN e 

NISWENDER, 1989). As CLP com diâmetro entre 12 e 20 μm  se originam das 

células da teca.  

As CLG com diâmetro >20 μm têm origem a partir das células murais da 

granulosa, sendo esta a de maior capacidade secretória e responsável por uma 

elevada secreção basal de P4 (NISWENDER, 2002). Nas CLG o núcleo se 

apresenta esférico, já na CLP este se apresenta irregular. Na CLG é descrita a 

presença de retículo endoplasmático rugosos que está ausente no outro tipo 

celular (FARIN et al., 1986). Os dois tipos celulares contribuem para o 

desenvolvimento do volume do CL, porém as CLG aumentam por hipertrofia e 

as CLP por hiperplasia (FARIN, SAWYER e NISWENDER, 1989). Os 

fibroblastos e capilares endoteliais também crescem em número, semelhante ao 

que acontece com as CLP, sendo que em algumas condições os fibroblastos 

podem se modificar em CLP (O’SHEA, CRAN e HAY, 1980).  



 

 

O pico pré-ovulatório de LH é essencial para que ocorra o 

desenvolvimento adequado do CL. Na sua ausência ocorre uma diminuição no 

tamanho das células lúteas e fibroblastos, além de uma esteroidogênese 

diminuída com baixos níveis da P4 circulante (FARIN, NETT e NISWENDER, 

1990). As CLP e CLG possuem receptores para LH (LHR), porém quando 

estimuladas in vitro apenas as pequenas respondem com produção de P4, sendo 

que as grandes mantêm uma produção basal independente da gonadotrofina 

(RODGERS, O'SHEA e FINDLAY, 1983, HOYER et al., 1984, RANDY et al., 

2007).  

Em novilhas tratadas com antagonista do GnRH em diferentes fases do 

ciclo de desenvolvimento do CL, observou-se que na fase de crescimento e 

estática do CL, ocorreu uma redução significativa nas concentrações de P4 

durante o ciclo estral. Porém, não foi observada alteração no tempo de 

viabilidade do CL, fato que foi associado a redução na secreção basal de LH, 

interferindo na atividade do CL (FIKE et al., 1997).  

Nas células pequenas a produção aguda de P4 ocorre pela ligação do LH 

ao LHR, um receptor acoplado a proteína G. Esta ligação por via da adenilciclase 

aciona um segundo mensageiro elevando as contrações de AMP cíclico (cAMP), 

a qual ativa a proteína kinase A (PKA) (HOYER, FITZ e  NISWENDER, 1984). A 

ativação da PKA eleva a produção de P4, aumenta a atividade da colesterol 

esterase, elevando a conversão de esteres de colesterol intracitoplasmáticos em 

colesterol, auxiliando no transporte do colesterol pelo citoplasma, a qual porém 

não está associada a um aumento na atividade do complexo p450. Já a ativação 

da proteínakinase C (PKC) inibe a esteroidogênese (WILTBANK, DISKIN e 

NISWENDER, 1991).  

Em estudo realizado com células luteínas in vitro, as CLP aumentaram a 

produção de P4 quando estimuladas com cAMP. Já as CLG não alteraram os 

níveis de produção de P4 (HOYER e NISWENDER, 1986). Quando utilizado um 

inibidor especifico de PKA sobre as CLG, ocorre redução na produção de P4 

(DIAZ et al., 2002). A PKA estimula a esteroidogênese nas células grandes mas 

por um mecanismo diferente ao que o associado ao LHR/cAMP descrito nas CLP 

(BOGAN e NISWENDER, 2007).  



 

 

Estudos realizados por Wiltbank, Belfiore e Niswende em 1993 apontam 

que in vitro, quando estimuladas com P4, as CLG aumentam a produção de P4 

quando comparado à estimulação com cAMP, sendo que as CLP não respondem 

a estimulação com P4. Já o LH em meio contendo P4 é capaz de aumentar a 

produção de P4 nas CLP, porém não tem efeito nas CLG, demonstrando 

independência do LH pelas CLG e um possível mecanismo auto regulatório 

exercido pela P4 na estimulação de sua produção pelas CLG.   

Na presença da PKA ocorre a fosforilação da proteína reguladora da 

esteroidogênese (StAR) (DYSON et al., 2008). A StAR ou STARD1 é uma 

proteína de 35 kDa contendo uma porção C-terminal com afinidade lipídica e 

uma porção N-terminal com afinidade a membra mitocondrial externa 

(ELUSTONDO, P.; MARTIN e KARTEN, 2017). Esta proteína contribui com o 

transporte do colesterol do citoplasma para a membrana mitocondrial interna, 

onde o colesterol é convertido em pregnenolona por ação do complexo de 

enzimas do citocromo p450 (ARAKANE et al., 1996; ARAKANE et al., 1997).   

As proteínas translocadoras (TSPO), antigamente nominadas como  

receptores benzodiazepínicos periféricos (ELUSTONDO, MARTIN e KARTEN, 

2017), estão presentes em grande quantidade na membrana externa de 

mitocôndrias de células com função esteroidogênicas (PAPADOPOULOS e 

BROWN, 1995; LACAPERE e PAPADOPOULOS, 2003; HAUET et al., 2005). A 

atividade da TSPO está associada a canais iônicos voltagem dependente, 

formando um complexo proteico que permite o transporte do colesterol da 

membra mitocondrial externa para a interna (MCENERY et al.,1992). 

Células de leydig tumorais de ratos in vitro foram adicionadas de 

oligodesoxinucleidos que inibem a síntese de TSPO. Esse tratamento levou a 

um acúmulo celular de StAR e bloqueou a produção de pregnenolona, 

demostrando a importância do TSPO para que a StAR tenha sua atividade, 

sendo que na sua ausência o início da esteroidogênese é bloqueado (HAUET et 

al., 2005).  

Como resultado da ação das enzimas P-450scc, adrenodoxina e 

adrenodina redutase ocorre a quebra da cadeia lateral do colesterol dando 



 

 

origem a pregnenolona, sendo esta transportada da mitocôndria para o retículo 

endoplasmático liso. A seguir, por ação da 3β-hidroxiesteróide desidrogenase, a 

pregnenolona é convertida em P4, que passa a se difundir pela célula, não 

existindo evidência de grande acúmulo da P4 no tecido luteínico (NISWENDER, 

2002). 

A melatonina exerce função esteroidogênicas in vivo no CL e in vitro em 

células da granulosa por até três dias elevando os níveis de P4 (DUROTOYE, 

WEBLEY e RODWAY, 1997) e também ação antioxidante local, permitindo um 

adequado processo de ovulação e formação do CL (TAMURA et al., 2013). 

Receptores de melatonina estão presentes principalmente em CLG, e é descrita 

expressão de genes percursores de melatonina nas células lúteas (XIAO et al., 

2018). Manca et al. (2013) descrevem que ovelhas que tiveram a glândula pineal 

removidas cirurgicamente, apresentam CLs menores e com produção e P4 

diminuída quando comparadas com ovelhas com a função pineal intacta.  

Na ovelha o surgimento do CL ocorre três a quatro dias após a ovulação, 

inicialmente apresenta 60 mm2 de área, cresce até por volta do nono dia 

atingindo 200 mm2, mantendo essa área até sua completa regressão por volta 

do 14o dia (BARTLEWSKI et al., 1999). Pode ocorrer diferenças do diâmetro do 

corpo lúteo, em função da raça avaliada, refletindo em variações em sua área, 

podendo ser observado inicialmente CL com 30 mm2 e atingindo até 90 mm2 no 

seu máximo desenvolvimento (CONTRERAS-SOLIS et al., 2008). Durante o 

ciclo estral o CL passa por uma rápida fase de crescimento, uma fase estática e 

por fim a regressão (GALLIENNE et al., 2012). 

As concentrações de P4 plasmática ficam entre 4 e 6 ng/mL durante um 

ciclo estral nos casos em que não ocorra fertilização (BARTLEWSKI et al., 1999; 

CONTRERAS-SOLIS et al., 2009), CLs com áreas maiores nem sempre 

apresentam maiores produções de P4, porém existe correlação entre volume 

lúteo e produção de P4 (SHABANKAREH, HABIBIZAD extorqui, 2009). 

As concentrações de P4 e a área do CL variam em ovelhas com  ovulação 

simples ou dupla, sendo que no caso de dupla ovulação observa-se área 

menores nos CL. Porém, quando somada à área das duas estruturas, obtém-se 



 

 

uma área luteínica total maior, em função disto, é esperado uma maior 

concentração de P4 em animais com dupla ovulação (SHABANKAREH, 

HABIBIZAD e TORKI, 2009). A concentração sérica de P4 em fêmeas com 

gestação dupla é maior do que a com fetos únicos (GÜR et al., 2011). 

A administração exógena de gonadotrofinas durante a fase luteínica inicial 

é capaz de aumentar a produção de P4 por formação de CL acessórios 

(COLESON, et al., 2015). Fernandes et al. (2018) descrevem que tratamentos 

com gonadotrofina coriônica humana (hCG) e GNRH no quarto dia após a 

ovulação são capazes de levar a formação de CLs acessórios em ovelhas, sendo 

que o hCG induz a uma maior concentração de P4.  

Uma variação morfológica em relação ao CL é a presença de cavidades, 

quando presente denomina-se CL cavitário (PEREZ-MARIN, 2009). As 

cavidades podem ter diâmetros variados, reduzindo-se gradualmente à medida 

que o CL se desenvolve, chegando inclusive a desaparecer por completo 

(KASTELIC, PIERSON e GINTHER, 1990). Sua presença pode afetar a área 

luteínica total (GONZÁLEZ- BULNES et al., 2000), porém geralmente não afeta 

a produção de P4 e consequentemente a fertilidade destes animais 

(HERNÁNDEZ et al., 2003). 

Tolentino-Castro et al. (2015), compararam a presença de CLs cavitários 

entre ovelhas lanadas e deslanadas e demonstrou um percentual maior de 

estruturas com cavidades em ovelhas deslanadas, 50% contra 32% nas lanadas, 

indicando que possivelmente exista um fator genético associado a presença de 

CL cavitário em ovinos. 

A PGF2α produzida pelo endométrio de ovelhas não gestantes chega por 

um sistema circulatório de contracorrente aos ovários (EINER-JENSEN e 

HUNTER, 2005). Esse hormônio derivado do acido araquidônico e com ação 

vaso constritora é capaz de induzir a luteólise (MO et al., 2018 ). Dois dias antes 

do pico de LH, devido a um aumento na concentração sérica de estrógeno (E2), 

que é produzido nos folículos, eleva-se o número de receptores de ocitocina no 

endométrio, aumentando a produção de PGF2α endometrial (FLINT e 

SHELDRICK, 1985; MANN e LAMMING, 2001). A administração exógena de 



 

 

ocitocina na fase inicial de desenvolvimento do CL aumenta as concentrações 

de PGF2α e leva a regressão prematura do CL (WEEMS et al., 2014). 

Na ovelha, o principal responsável pela produção de ocitocina relacionada 

à luteólise é o próprio CL (FLINT e SHELDRICK, 1985). A produção de PGF2α 

inicia-se 12 dias pós-ovulação e leva a completa regressão do CL entre os dias 

14 e 15 dias do ciclo estral (PEXTON, WEEMS e INSKEEP, 1975). No inicio do 

desenvolvimento o CL é mais resistente a PGF2α sendo necessárias maiores 

dosagens para induzir a luteólise (SILVIA e NISWENDER, 1984). 

Durante a luteólise inicial entre 12 e 14 dias no ciclo estral nas CLG, a 

PGF2α promove a ativação da PKC que inibe a esteroidogênese, diminuindo a 

produção de P4, promovendo um influxo de Ca++ que leva a morte celular 

programada. Um aumento na produção de ocitocina e ativação do COX-2 

elevando a produção de PGF2α local na fase tardia, 15 dias após a ovulação 

ocorrem a luteólise morfológica, quando a ocitocina se liga as CLP aumentando 

o influxo de Ca++ e levando a apoptose (NISWENDER et al., 2007). 

Outro mecanismo que pode estar envolvido na regressão do CL é a 

produção de di-hidrotestosterona. Este hormônio que tem origem à partir da ação 

da 5α-redutase sobre a testosterona, é capaz de inibir a produção de P4 através 

do aumento da atividade de COX-2 e por consequência secreção de PGF2α 

sendo importante na fase inicial de regressão do CL. Porém, não estimula 

apoptose das células luteínicas durante  a fase tardia (XIAO et al., 2019). 

As células do sistema imune presentes no CL têm ação importante 

durante o processo de luteólise induzido pela PGF2α (TALBOTT et al., 2014; 

ATLI et al., 2018). Os CLs de bovinos obtidos por ovariectomia após a 

administração de PGF2α exógena, apresentaram rápida infiltração de polimorfos 

nucleados, sugerindo que a luteólise pode envolver uma resposta aguda 

inflamatória devido a rápida elevação no número de células do sistema imune 

(SHIRASUNA et al., 2012). 

Diferente da PGF2α, a prostaglandina E (PGE), um vasodilatador,  exerce 

função protetora  em relação ao CL e é capaz de estimular a produção de P4, 



 

 

prevenindo a perda embrionária precoce (WEEMS et al., 2010; LaPORTE et al., 

2017). A PGE1 e PGE2 são capazes de inibir a luteólise precoce induzida por 

uma fonte exógena de ocitocina (WEEMS et al., 2014), sendo que ambas são 

capazes de impedir a redução de LHR nas células luteínicas. Porém, apenas a 

PGE1 leva a um aumento na expressão do mRNA do LHR (WEEMS et al., 2010). 

A P4 produzida pelo CL é fundamental para o estabelecimento e a 

manutenção inicial da gestação (McCRACKEN, CUSTER e LAMSA, 1999). A 

presença do concepto no corno uterino ipsilateral ao CL é fundamental para 

manutenção da gandula, sendo que a regressão do CL que ocorre no ovário 

oposto causa ausência do embrião neste corno (MAPLETOFT, LAPIN e 

GINTHER, 1976).   

O reconhecimento materno fetal na ovelha ocorre pela produção de 

Interferon-tau (IFNT) pelo embrião durante o período próximo a implantação 

(ROBERTS et al., 2008; ANTONIAZZI et al., 2013). Essa proteína atua de forma 

parácrina no endométrio reduzindo a expressão de receptores para E2, 

consequentemente não ativa receptores para ocitocina impedindo a liberação da 

PGF2α  (SPENCER e BAZER, 1996; ROMERO et al., 2015 ). 

Um pico de liberação de INTF na veia uterina (OLIVEIRA et al., 2008), e 

em lavados uterinos (ROMERO et al., 2015) no décimo quinto dia de gestação, 

demonstra que neste momento ocorre com maior intensidade da sinalização 

materno fetal. A administração exógena de INTF recombinante ovino através da 

veia jugular ou da veia uterina é capaz de proteger o CL de luteólise induzida por 

PGF2α exógena, demonstrando que além da ação parácrina intrauterina o INTF 

exerce ação direta de proteção do CL (ANTONIAZZI et al., 2013). Essa ação 

endócrina do INTF está relacionada à expressão de genes relacionados à 

atividade antiviral do Interferon (ROMERO et al., 2015). 

Em ovinos, além do CL a placenta também é responsável pela produção 

de P4 gestacional. A sua produção que se inicia por volta do 55º dia de gestação 

(RICKETS e FLINT, 1980), sendo que aos 90 dias a P4 placentária consegue 

manter a gestação sem a presença do CL, sendo que a partir deste momento a 

administração de PGF2α  e seus análogos não são capazes de interromper a 



 

 

gestação (WEEMS et al., 1992). A P4 se mantém elevada até por volta de 130 

dias de gestação, reduzindo-se até o momento do parto (STABENFELDT, 

DROST e FRANTI, 1970). A placenta também é responsável pela produção de 

estradiol17-β, que vai se elevando até o fim da gestação (FINDLAY e COX, 

1970). 

Após o período gestacional e consequentemente anestro gestacional, é 

comum que ocorra na primeira ovulação a formação de um CL pequeno e que 

sua regressão seja precoce (COOPER et al., 1991). Por esse motivo, a primeira 

ovulação após esse período possui baixa fertilidade (RAMIREZ-GODINEZ et al., 

1982). 

A ultrassonografia modo B e a dosagem hormonal são as principais 

ferramentas utilizadas para avaliar o CL quanto ao seu desenvolvimento 

morfológico e  funcionalidade, fornecendo dados das diferentes fases de 

desenvolvimento, quantidade estruturas e função secretória. Esta abordagem 

possibilita o estudo da glândula durante o ciclo estral normal, estro induzido e 

múltiplas ovulações ovarianas (RAVINDRA et al., 1994; GINTHER, KOT e 

WILTBANK, 1995; GALLIENNE et al; 2012; FIGUEIRA et al. 2015; PINTO et al., 

2018; OLIVEIRA et al; 2018).  

A avaliação computadorizada das imagens obtidas na ultrassonografia 

modo B é uma tentativa de se estimar a funcionalidade do CL através da escala 

de cinza, ecogenicidade, granulação de pixels da imagem e ecotextura, gerando 

um algoritmo numérico capaz de predizer a funcionalidade do CL (DAVIES et al., 

2006). Este método apresenta uma alta correlação entre a área do CL no 

momento do desenvolvimento luteínico e durante a sua regressão com a 

concentração de P4. Porém, durante a fase estática essa correlação não foi 

observada (GALLIENNE et al., 2012). 

A ultrassonografia doppler (USdop) é outra forma indireta de se estudar a 

funcionalidade do CL, avaliando a vascularização da glândula e o fluxo 

sanguíneo (SINGH et al., 2003). Figueira et al. (2015) utilizaram a USdop para 

avaliação do desenvolvimento do CL em ovelhas Santa Inês. Um aumento 

gradual da vascularização local e um decréscimo durante o período de luteólise 



 

 

foi observado,  porém, a queda de P4 foi muito mais abrupta do que o decréscimo 

da vascularização.  

Em ovelhas submetidas a tratamentos hormonais visando múltiplas 

ovulações, a avalição via USdop se mostrou eficiente para avaliar a resposta 

ovariana no dia da coleta de embriões, dispensando a tradicional avaliação 

previa dos ovários por laparoscopia (PINTO et al., 2018). O diagnostico precoce 

de gestação é possível através da avaliação da vascularização do CL através do 

USdop aos 17 dias de gestação, onde em ovelhas não gestante a intensidade 

do fluxo sanguíneo no CL é consideravelmente menor do que naqueles 

gestantes (ARASHIRO et al., 2018). 

A aspiração  do fluido folicular, principalmente quando realizada na fase 

folicular e após o pico de LH,  pode simular os eventos que ocorrem na ovulação 

e é capaz de levar a formação de um CL ativo e com produção de P4 em bovinos 

(MILVAE et al., 1991; HAYASHI et al., 2006) e equinos MONTECHIESI, 2009; 

MOZZAQUATRO et al., 2010). 

2.3 Técnicas de aspiração folicular 

A aspiração dos folículos ovarianos em animais domésticos pode ser 

realizada in vitro através de ovários obtidos de abatedouros ou por técnica de 

ovariectomia, ou ainda por métodos in vivo, utilizando laparotomia, laparoscopia 

ou aspiração transvaginal guiada por ultrassom (ARMSTRONG, KOTARAS e 

EARL, 1997). A aspiração folicular é uma técnica comum e rotineira nos 

rebanhos bovinos visando a obtenção de complexo cúmulos oócito (COC) para 

produção in vitro (PIV) de embriões (da SILVA et al., 2017; CAVALIERI et al., 

2018, ZACARIAS et al., 2018).  

Em ovinos, a aspiração folicular guiada por laparoscopia (Laparoscopic 

Ovum Pic-Up - LOPU) é a ferramenta biotecnológica que apresenta os melhores 

resultados para obtenção de COCs, destinados à produção in vitro de embriões, 

clonagem e transgenia. A técnica em ovinos é um excelente modelo 

experimental para a aplicação de biotécnicas da reprodução em humanos 

(STANGL et al., 1999; BALDASSARRE et al., 2002). 



 

 

Em 1974, Snyder e Dukelow descreveram a primeira aspiração folicular 

na espécie ovina, porém sua utilização na produção de embriões in vitro só foi 

relatada 16 anos mais tarde por Czlonkowska (1991). A partir de então, vários 

grupos de pesquisadores têm descrito a viabilidade desse método para obtenção 

de oócitos de doadoras in vivo, bem como a sua utilização para produção in vitro 

(PIV) de embriões ovinos (BALDASSARRE et al., 1994, 2002; GRAFF et al., 

1999). 

A técnica de aspiração folicular consiste na inserção de três trocáteres na 

região abdominal, sendo um para inserção da ótica do laparoscópico para a 

visualização das estruturas do aparelho reprodutor, e os outros dois para 

inserção das pinças de manipulação e sistema de aspiração folicular. Através de 

uma bomba de aspiração gera-se vácuo no sistema, fazendo assim a condução 

do fluido folicular contendo os COCs até um recipiente para que posteriormente 

possam ser avaliados (BALDASSARRE et al., 1994; DENADAI et al, 2017). 

Comparada a técnica de obtenção de oócitos por laparotomia, que 

apresenta maior risco de ocorrência de aderências periovarianas, a aspiração 

por laparoscopia permite sessões repetidas de coleta com poucos riscos para a 

fertilidade futura da fêmea doadora (STANGL et al., 1999; WIECZOREK, 

KOSENIUK e CEGLA, 2018). Teixeira et al. (2011), avaliaram cortes histológicos 

de ovários de ovelhas que foram submetidas a LOPUs consecutivas, não 

encontrando evidencias de alteração no tecido ovariano que pudessem sugerir 

um prejuízo a fertilidade futura dos animais. 

Devido à pequena probabilidade de proporcionar alterações nas 

estruturas do trato reprodutivo que possam levar a redução da capacidade 

fertilizante, quando comparada a outras formas de obtenção de oócitos, e 

possibilitar colheitas repetidas elevando a produção de COCs, a LOPU se 

consolidou como a técnica mais indicada para a aspiração folicular na espécie 

ovina (COGNIÉ, 1999; STANGL et al., 1999; DENADAI et al., 2017; 

WIECZOREK, KOSENIUK e CEGLA, 2018). 

 



 

 

2.4 Aspiração folicular para indução da formação de Corpo Lúteo 

Além de ser utilizada com a finalidade de obtenção de oócitos, a aspiração 

folicular pode servir como ferramenta para manipulação do ambiente ovariano, 

controlando a população folicular (BERGFELT et al., 1994; STUBBINGS et al., 

1995; HONPARKHE et al., 2014; DENADAI et al., 2017; GHETTI, et al., 2016) 

ou induzindo a formação de um CL (MONTECHIESI, 2009; MOZZAQUATRO et 

al., 2010; O’HARA et al., 2012). 

Como o folículo dominante interfere negativamente nos tratamentos 

superestimulatórios, a aspiração folicular foi utilizada em vacas como estratégia 

para sua remoção visando melhores taxas de recuperação embrionária 

(BERGFELT et al., 1997; OTOI et al., 1998; BARACALDO et al., 2000; SHAW e 

GOOD, 2000; AMIRIDIS et al., 2006). 

Para controlar a população folicular, aplicou-se a aspiração folicular  

visando a sincronização da emergência de uma nova onda de desenvolvimento 

folicular, propondo uma sincronia nos eventos do ciclo estral em bovinos 

(BERGFELT et al., 1994; BURATINI et al., 2000), bubalinos (HONPARKHE et 

al., 2014), equinos (BERGFELT et al., 2007) ovinos (VALASI et al., 2013) e 

cervos (McCORKELL, WOODBURY e ADAMS, 2008). 

É possível a indução da formação do CL por aspiração do folículo 

dominante em equinos (HINRICHS, RAND e PALMER, 1991, BRACHER et al.; 

1993; BOGH et al., 2000; HAYNA et al., 2006; MONTECHIESI, 2009; 

MOZZAQUATRO et al., 2010). Porém, sua luteinização é menos comum se o 

procedimento for realizado durante a fase luteínica (BOGH et al., 2000) ou 

durante o período de transição (ALVARENGA, MCCUE, E FRANZ, 1999). 

É descrita uma correlação positiva entre o tamanho do folículo aspirado e 

a área do CL formada, ou seja, quanto maior o folículo maior a área lútea, sendo 

que CLs maiores apresentaram maiores concentrações sistêmicas de P4 

(HINRICHS, RAND e PALMER, 1991; BOGH et al., 2000; HAYNA et al., 2006; 

MONTECHIESI, 2009).  



 

 

Em bovinos, Milvae et al. (1991) ao comparar a formação  lútea a partir da 

aspiração folicular, com remoção das células ou com reposição das células, 

observaram grande diferença na produção de P4 entre os CL formados. Quando 

houve remoção das células, as concentrações de P4 não ultrapassaram 1 ng/dL, 

e nos animais onde foi efetuada reposição a concentração foi próxima a de um 

CL natural. 

A área, diâmetro, volume e peso de CLs oriundos da aspiração folicular 

em vacas é menor do que aqueles oriundos de uma ovulação natural aos 14 dias 

de desenvolvimento (O’HARA et al., 2012). É descrita também diferença em 

relação ao desenvolvimento dos CLs quando os folículos são aspirados antes ou 

depois do pico de LH (HAYASHI et al., 2006). 

Em ovelhas submetidas à LOPU durante a fase luteínica do ciclo estral, 
nos dias 4, 9 e 14 ao estudo ultrassonográfico observou-se a formação de 
folículos contendo coágulos sanguíneos, porém não foi descrita a formação de 
CLs ou aumento na produção de P4 (VALASI et al., 2013). Denadai et al. (2017) 
observaram a formação de pequenas estruturas com características de CL a 
ultrassonografia, após a aspiração folicular de todos os folículos ovarianos 
associadas a tratamento com eCG e FSH. 
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Resumo  

O objetivo deste estudo foi investigar a formação de corpos lúteos (CL) 

decorrentes da aspiração o folicular guiado por laparoscopia (LOPU) na espécie 

ovina, e o efeito do transplante autólogo de células foliculares sobre as 

características morfológicas e funcionais dos destes CLs.  As ovelhas tiveram o 

estro sincronizado pela utilização de dispositivo intravaginal impregnado de 

acetato de medroxiprogesterona (60 mg) por 14 dias, associado a 400 UI de eCG 

no momento da retirada do dispositivo. Em momento ovulatório,  48 horas após 

administração do eCG realizou-se a LOPU dos folículos ovarianos (Grupo LOPU 

– LG, n= 6), ou LOPU associada com transplante autólogo de células foliculares 



 

 

(Grupo reposição – RG, n=7),  em 5 animais a ovulação ocorreu de maneira 

espontânea (Grupo controle – CG). Imediatamente antes da LOPU foi realizada 

avaliação ultrassonográfica ovariana das ovelhas, e esta foi repetida 

diariamente, e coleta de sangue para quantificação de progesterona (P4) 

plasmática a cada 48 horas, se iniciando 24 horas após a LOPU, até o momento 

de constatação de uma nova ovulação. Observamos  a formação de CLs em 

todas as ovelhas submetidos à LOPU, sendo que naquelas do LG e RG 

formaram-se mais estruturas que nas ovelhas do CG. A área luteínica individual 

(LAI) dos CLs foi menor no LG,  já a área luteínica total (LAT) foi semelhante 

entre o LG e RG, sendo ambas maiores do que a do CG, no entanto a 

concentração plasmática de P4 não diferiu entre os grupos. Portanto, na espécie 

ovina, a ablação de folículos em momento pré ovulatório por aspiração resulta 

na formação de CLs funcionais, e o transplante autólogo das células obtidas do 

aspirado aumenta a área luteínica, sendo que a LOPU associada ou não a 

reposição das células leva à formação de um número de CLs superior ao de uma 

ovulação. 

Palavras Chave: LOPU, Desenvolvimento luteal, Laparoscopia, 

Ultrassonografia, Progesterona, Ovinos. 

1 Introdução  

O corpo lúteo (CL) é uma glândula ovariana transitória responsável pela 

produção de progesterona (P4), cuja concentração plasmática na ovelha atinge 

o pico entre quatro e seis ng/mL durante o ciclo estral (Bartlewski et al., 1999; 

Contreras-Solis et al., 2008). O desenvolvimento do CL ocorre após o processo 

de crescimento, maturação, ruptura do folículo ovariano e liberação do oócito 

(Niswender et al., 2000). Contudo é possível induzir a formação do CL por 



 

 

aspiração do folículo dominante em equinos (Hinrichs et al. 1991, Bracher et al.; 

1993; Bogh et al., 2000; Hayna et al., 2006; Mozzaquatro et al., 2010). Porém, 

sua luteinização é menos frequente se o procedimento for realizado durante a 

fase luteínica (Bogh et al., 2000) ou durante o período de transição (Alvarenga 

et al., 1999).  

Existe uma correlação positiva entre o tamanho do folículo aspirado e a 

área do CL formado, e consequentemente a produção de P4 (Hinrichs et al., 

1991; Bogh et al., 2000; Hayna et al., 2006). CLs oriundos da aspiração folicular 

em vacas são menores do que os formados após uma ovulação espontânea 

(O’Hara, 2012).  A ocorrência do pico de LH endógeno é fundamental para a 

formação do CL decorrente de aspiração folicular (Hayashi et al., 2006).  

Em bovinos a remoção das células da granulosa determina a formação de 

um CL com menor capacidade esteroidogênica, porem quando as células são 

repostas a produção de P4 fica próxima do normal (Milvae et al.,1991). 

Hipotetizamos que a LOPU em momento pré-ovulatório leva a formação de CL 

em ovelhas e que o transplante autólogo de células foliculares leva interfere 

positivamente no desenvolvimento e capacidade esteroidogênica destes CL. 

Assim o objetivo deste estudo foi investigar o desenvolvimento morfológico e a 

funcionalidade de CLs formados em decorrência da LOPU, com ou sem 

reposição de células do aspirado em ovelhas.   

2 Materiais e métodos  

 2.1 Condições experimentais e dos animais 

 Todas as metodologias utilizadas no experimento estavam em 

consonância com os princípios éticos na experimentação animal e certificadas 

pela “Comissão de Ética no Uso Animal” (CEUA) da FMVZ-Unesp-Botucatu, 



 

 

protocolo 0030/2017. O estudo foi conduzido no final do verão e início do outono, 

no “Laboratório de Estudos de Biotecnologia Aplicada a Reprodução de Ovinos 

e Caprinos” e “Laboratório de Endocrinologia” do Departamento de Reprodução 

Animal e Radiologia Veterinária, Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 

da Universidade do Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho, no município de 

Botucatu-SP (FMVZ – UNESP – Botucatu), situados à latitude de 22º53'09” sul 

e longitude de 48º26'42" oeste, com altitude de 804 metros.  

 Foram utilizadas 18 ovelhas cíclicas das raças Bergamácia e Lacaune, 

com idade entre três e cinco anos, e escore de condição corporal entre 2,5 e 4 

(Escala de 1 a 5). As ovelhas foram mantidas em pastagens de capim Aruana 

(Panicum maximum), suplementadas com 300 g de concentrado/dia, sal mineral 

e água ad libitum. Os animais experimentais foram randomicamente divididos 

em três grupos experimentais, Grupo LOPU (LG, n=7), Grupo Reposição (RG, 

n=8) e Grupo Controle (CG n=5). A ciclicidade ovariana foi confirmada antes do 

tratamento hormonal  por exame ultrassonográfico dos ovários em intervalo de 

24 horas durante sete dias, verificando o desenvolvimento folicular e a presença 

do CL, sendo constatado que todos os animais apresentavam-se em atividade 

reprodutiva.   

 As ovelhas dos três grupos receberam dispositivo intravaginal 

impregnado com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (PROGESPON®- 

Zoetis Brasil) que foi mantido por 14 dias sendo então removidos e administrado 

concomitantemente 400 UI de gonadotrofinas coriônica equina (eCG) 

(NOVORMON® Zoetis Brasil) por via intramuscular. Para certificar-se da 

inexistência de CLs funcionais, no quarto dia após inserção do dispositivo 

intravaginal foi administrada 140 μg de cloprostenol (Ciosin®- Agner União 



 

 

Brasil). Nas ovelhas dos LG e RG, 48 horas após a remoção dos dispositivos 

vaginais foi realizada LOPU de todos os folículos ovarianos visíveis, sendo feita 

a reposição de células da granulosa autóloga naquelas do RG. Foi permitido às 

ovelhas do CG, a ocorrência de ovulações espontâneas sem que fosse realizada 

a laparoscopia. 

 Nos três grupos de ovelhas, as avaliações ultrassonográficas dos ovários 

se iniciaram 48 horas após a remoção dos dispositivos vaginais e se repetiram 

a cada 24 horas, até que fosse constatada nova ovulação. Nas ovelhas que 

foram submetidas à LOPU, a ultrassonografia se deu imediatamente antes do 

procedimento. Para a determinação da concentração de progesterona, 

coletaram-se amostras de plasma sanguíneo a partir do primeiro dia após a 

LOPU ou ovulação, repetindo a coleta a cada 48h até o 15o dia.  

 A partir do momento onde não foi mais visibilizada a presença do CL ao 

exame ultrassonográfico, foi realizada a detecção de sinais de estro diariamente, 

utilizando carneiros cirurgicamente preparados. Determinou-se o fim do ciclo 

estral no momento onde não houve mais aceitação de monta pela fêmea, e 

ausência do folículo grande à ultrassonografia, sugerindo a  ocorrência da 

ovulação. 

 

 

 



 

 

 
FIGURA 1 – Delineamento experimental, determinação da ciclicidade ovariana, tratamento 
hormonal, monitoramento ovariano durante o intervalo interovulatório. Grupo LOPU (LG, n=7), 
Grupo  Reposição (RG, n=8) e Grupo Controle (CG, n=5). US = exame ultrassonográfico; MAP 
= acetato de medroxiprogesterona; Clo = cloprostenol; eCG = gonadotrofina coriônica equina; 
LOPU = aspiração folicular guiada por laparoscopia; AGCT= transplante autólogo de células da 
granulosa; P4 = dosagem de progesterona; Ov=Ovulação; h = horas; ↓ aplicação ou ocorrência. 

2.2 Laparoscopia para realização das LOPUs  

 Previamente à laparoscopia, os animais foram submetidos a jejum 

alimentar de 24 horas e hídrico de 12 horas, Imediatamente antes do 

procedimento foi administrado 30.000 UI/kg de penicilina benzatina, sendo a 

seguir realizada anestesia geral de curta duração com associação de cetamina 

(5,0 mg/kg) e diazepam (0,5 mg/kg), além da anestesia peridural na região lombo 

sacra, com 4mL de lidocaína a 2% sem vaso constritor e bloqueio anestésico no 

local de introdução dos trocateres, com lidocaína 2% com vaso constritor. 

 Após contenção das ovelhas em maca apropriada, inseriu-se os três 

trocateres nas regiões: Paramediana retroumbilical esquerda, para inserção da 

ótica e Mediana retroumbilical; Paramediana retroumbilical direita para inserção 

das pinças de manipulação e do sistema de aspiração.     

 Foi empregado o “Sistema Prático de Aspiração para Ovinos®” (WTA - 

Tecnologia Aplicada - Brasil), acoplado em tubo de ensaio plástico de 50 mL 

contendo solução tampão fosfato-salino (PBS) e 0,5% de heparina aquecida a 

37oC. A pressão de vácuo gerada pela Bomba de Vácuo Digital BV 003d® (WTA 
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- Tecnologia Aplicada - Brasil), foi mantida constante com valores próximos a 50 

mmHg.  

2.3 Reposição de células da granulosa 

 Nas ovelhas do grupo RG, imediatamente após a LOPU, o meio contendo 

o aspirado foi levado a estereomicroscópio (Olympus SZ51®), para que fossem 

identificados e removidos COCs sendo a seguir transferido para tubos plástico 

cônicos de 1,5 mL que após centrifugação a 50 x g por 5 minutos teve o 

sobrenadante removido, restando apenas o pellet, que foi ressuspendido à 37oC 

em 0,1 mL de meio TCM-199 tamponado com Hepes, e acrescido de 100 U/mL 

penicilina e 100 µg/mL estreptomicina. O fluido resultante foi envasado em pipeta 

de Robertson (Minitube®) e por via laparoscópica, depositado no interior da 

cavidade remanescente do maior folículo aspirado. 

2.4 Avaliação ultrassonográfica dos ovários 

 Para a realização dos exames ultrassonográficos, procedeu-se a remoção 

das fezes da ampola retal a que foi preenchida por solução aquosa de 

carboximetilcelulose, e com o transdutor linear prostático de frequência 7,5 MHz 

(Modelo UST-660-7,5) para o equipamento Aloka® Prosound 2 VET, ambos os 

ovários de cada animal foram avaliados. Os folículos ovarianos foram avaliados 

quanto o seu diâmetro médio (DMF- média das mensurações longitudinal e 

transversal) e classificados em pequenos (< 2,5 mm); médios (2,5 a 4,5 mm) e 

grandes (>4,5 mm). 

 Foram realizadas as seguintes mensurações dos CLs detectados: 

Diâmetro (DMCL, cm), que se deu pela média dos dois maiores diâmetros 

mensurados; área total da estrutura (TA, cm2) e; quando presentes área da 

cavidade (CA, cm2) luteal. Nos CLs obtidos em ovelhas do RG foi anotada 



 

 

também a área de uma estrutura hiperecóica em relação ao estroma ovariano 

(HCE, cm2). A área lútea individual dos CLs (LAI, cm2) foi obtida através da 

somatória da TA e HCE subtraindo a CA (LAI = TA + BA - CA). A área lútea total 

por animal (LAT, cm2) foi obtida pela soma das LAIs de todos os CLs detectados 

em ambos ovários.  

2.5 Dosagem de P4 plasmática 

 A amostras de sangue foram obtidas por venopunção jugular em tubos 

Vacutainers® (Becton Dickinson para o Brasil) contendo anticoagulante 

(Ethylenediamine tetraacetic acid - EDTA)  e mantidas sob refrigeração até 

realização de centrifugação a 1.200 x g, durante 10 minutos para obtenção do 

plasma, que foi aliquotado em tubos plásticos individuais, identificados e 

mantidos a -20oC até o momento da dosagem hormonal. 

 As dosagens plasmáticas de progesterona (ng/mL) foram realizadas por 

radioimunoensaio (RIA) em fase sólida, utilizando kits comerciais (Beckman 

Coulter/IM1188) de elevada especificidade para progesterona, sendo o Iodo125 o 

elemento radioativo traçador. Os procedimentos para a realização das dosagens 

seguiu as especificações do fabricante. A contagem de radioatividade foi 

realizada em contador gama automatizado (Perkin Elmer/WIZARD 1470 

Automatic Gamma Counter). 

 As análises foram realizadas em ensaio único, sendo o limite de detecção 

de 0,02 ng/mL, e os coeficientes de variação intraensaios foi de 1,6%.  

2.6 Forma de análise de resultados 

 Os dados estão foram compilados em tabelas como média ± desvio 

padrão (DP) e em figuras como média. Foram realizadas comparações levando-

se em conta o tempo e os grupos, por meio de ANOVA fatoriais para medidas 



 

 

repetidas (tempo) e não repetidas (grupo). Quando detectados efeitos 

significativos de tempo e/ou grupo, foram aplicados post hoc de Bonferroni para 

a identificação de diferenças globais entre grupos ou tempos. A partir da 

determinação da fase estática de desenvolvimento do CLs, foi realizada a média 

do DM, LAI e LAT das estruturas encontradas neste intervalo. O nível de 

significância adotado no presente estudo foi de p < 0,05. Todos os 

procedimentos estatísticos foram conduzidos no software Statistical Package for 

Social Sciences 17 (SPSS, IBM, EUA). 

3 - Resultados 

3.1 População folicular e número de corpos lúteos formados 

 Após 48 horas da remoção do dispositivo vaginal, o DMF e o número dos 

folículos grandes (> 4,5 mm) foram semelhantes nos três grupos (Tabela1). No 

exame subsequente realizado 24 horas após a primeira avalição, não foi 

detectada a presença de folículos grandes nos ovários das ovelhas de nenhum 

dos três grupos.  

 O número de CLs no período de avaliações nos animais dos Grupos LG  

e RG  foi maior do que o observado no Grupo CG, o número médio de folículos 

grandes nos ovários 48 horas após remoção do dispositivo intravaginal de P4 foi 

igual ao de CLs formados nos grupos LG e RG,  no grupo CG o número médio 

de CLs  foi menor que o de folículos grandes (Tabela 1). 

 
  



 

 

TABELA 1 – Média±DP dos parâmetros reprodutivos avaliados durante o período entre a aspiração folicular 
ou ovulação e a ocorrência de nova ovulação em ovelhas dos grupos experimentais. 
 

Parâmetros Reprodutivos 
Grupo 
 LOPU 

(Média±DP)  

Grupo 
Reposição 
(Média±DP) 

Grupo  
Controle 
(Média±DP) 

Diâmetro dos folículos 
grandes*(mm) 6,3±0,6 5,9±1,0 5,9±0,8 

No de Folículos Grandes *(no) 1,7±0,8 1,9±0,7 1,6±0,5A 
No de corpos lúteos (no) 1,7±0,5a 1,4±0,5a 1,0±0Bb 
Cavidade (mm2) 7,7±5,8a 5,8±4,1a 1,2±0,7b 
Duração da cavidade (dias) 8,6±4,7a 12,4±3,8a 5,5±2,3b 
Duração corpo lúteo (dias) 14,4±1,8 15,8±1,8 14,2±1,4 
Intervalo Interolulatório (dias) 17,7±1,2 18,2±1,0 16,5±1,6 

ABDiferentes letras maiúsculas na mesma coluna e a, b. diferentes letras minúsculas na mesma linha 
indicam diferenças nos valores (P<0,05). 
*Folículos presentes no ovário 48 horas após remoção do dispositivo intravaginal. 
 

3.2 Cavidade dos Corpos Lúteos e Estrutura Hiperecóica 

 Foi observada a presença de uma cavidade circular com conteúdo 

anecóico em alguns CLs durante a avaliação ultrassonográfica. Essa estrutura 

se apresentou de maneira diferente entre os grupos em relação a sua área e 

frequência durante o período de observações. No CG a área da cavidade e a 

média do número de dias que estava presente  foram menores em relação as 

dos grupos LG  e RG (Tabela 1). 

 

    
FIGURA 2 – A: Sonongrama de corpo lúteo solido de animal do Grupo Controle, se apresentando como área 
circunscrita hipercóico em relação ao estroma ovariano. B: Sonograma de corpo lúteo, em animal do Grupo 
LOPU,  com grande cavidade preenchida por conteúdo anecóico, e apresentando na periferia área com 
características ultrassonográficas de luteinização. C: Sonograma de corpo lúteo do Grupo Reposição com 
seta indicando a presença de botão hiperecóico projetado na cavidade lútea.  
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 Em todos os animais do Grupo RG observou-se a formação da HCE, 

localizada na porção interna da cavidade luteínica próxima a margem em um dos 

polos da área lútea (Figura 2 - C). Essa estrutura estava presente nos CLs 

correspondentes aos folículos onde foi realizada a reposição das células da 

granulosa. A média das áreas HCE foi 1,4±0,5mm2, sendo que esta persistiu por 

4,8±3,6 dias em média e sua ultima visibilização foi no dia 8±3,5 de observação. 

Por apresentar aspecto ultrassonográfico semelhante ao do CL, a área dessa 

estrutura foi somada a área lútea de seu CL. 

3.3 Desenvolvimento dos Corpos Lúteos 

 Afim de caracterizar o desenvolvimento luteal avaliou-se o DMCL, LAI, 

LAT e concentração plasmática de P4, para os três grupos estudados, verificou-

se diferença dos padrões no decorrer do tempo, comuns em todas as variáveis. 

Estas quatro variáveis apresentaram claramente um padrão onde é detectado 

uma fase de incremento, seguida por uma fase estática e por fim uma fase de 

regressão (Figura 3). 



 

 

                      

              
FIGURA 3 – Desenvolvimento lúteo a ultrassonografia e dosagem de progesterona plasmáticas em ovelhas 
do Grupo LOPU (LG), Grupo Reposição (RG) e Grupo Controle (CG), durante o intervalo interovulatório. A 
- Média do diâmetro dos corpos lúteos (DM) durante os dias do período de observações. B - Média da área 
individual dos corpos lúteos (LAI) durante os dias o intervalo interovulatório. C - Média da área lútea total 
(LAT) durante os dias do período de observações. D - Média das concentrações plasmáticas de 
progesterona (P4) durante o período de observações. LG: Grupo LOPU (linha tracejada), RG: Grupo 
Reposição (linha pontilhada), CG: Grupo Controle (linha continua), CL: Corpo Lúteo. Diferentes letras 
minúsculas indicam diferença nos valores entre os dias (P<0,05). 
 
Esta constatação possibilitou que fosse realizada a avalição específica da fase 

estática, comparando-se os grupos em relação às médias desta fase (Figura 4). 

O DMCL diferiu entre os grupos LG, RG e CG (P<0,05) (Figura 4 - A). Na fase 

estática, a LAI foi semelhante entre os grupos RG  e o CG  e menor no LG 

(P<0,05) (Figura 4 - B). 

 A LAT média durante a fase estática do grupo CG  foi menor do que no 

LG e RG (p<0,05), sendo que não houve diferença entre estes grupos (Figura 4 

- D). A média da concentração plasmática de P4 durante a fase estática foi 

semelhante entre os grupos três grupos (Figura 4 - E). 
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FIGURA 4 – A – Média ±DP do diâmetro dos corpos lúteos (DM) em ovelhas durante fase estática do 
desenvolvimento do corpo lúteo. B - Média da área individual dos corpos lúteos (LAI) durante fase estática 
do desenvolvimento do corpo lúteo. C - Média da área lútea total (LTA) durante fase estática do 
desenvolvimento do corpo lúteo. D - Média das concentrações plasmáticas de progesterona (P4) durante 
fase estática do desenvolvimento do corpo lúteo. LG: Grupo LOPU, RG: Grupo Reposição, CG: Grupo 
Controle, LG>: Maior corpo lúteo do Grupo LOPU, LG<: Menor corpo lúteo do Grupo LOPU, RG: Maior 
corpo lúteo do Grupo Reposição, RG: Menor corpo lúteo do Grupo Reposição, CG: Grupo Controle, CL: 
Corpo Lúteo. Diferentes letras minúsculas indicam diferença nos valores entre os grupos (P<0,05).  
 
 O intervalo de duração do CL, determinado pelo ultimo dia dedo CL ao 

exame ultrassonográfico não variou entre os grupos. O intervalo Interolulatório 

que ficou caracterizada pelo fim das manifestações de estro ocorrência de nova 

ovulação, não diferiu entre os grupos (Tabela 1).   

 
4 - Discussão 

 A constatação da ausência de folículos grandes nos ovários das ovelhas 

de todos os grupos, no exame subsequente realizado 24 horas após a primeira 

avalição é indicativo da efetividade da LOPU no Grupo LOPU (LG) e Grupo 

Reposição (RG) ou da ocorrência de ovulações espontâneas Grupo Controle 

(CG). A ovelha apresenta um ciclo estral variando entre 16 e 17 dias de duração 

(Ginther, Kot e Wiltbank, 1995; BartlewskI et al., 1999). A média de dias de para 
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ocorrência de nova ovulação não diferiu entre os grupos, demonstrando que os 

procedimentos não interferiram no desenvolvimento de um ciclo estral normal. O 

discreto aumento numérico de dias em relação a literatura pode ter ocorrido por 

ter sido considerado como dia 0 o momento da LOPU e não o final do estro.  

Nosso estudo demonstrou a efetividade da aspiração folicular em 

momento pré-ovulatório na formação de CLs funcionais na espécie ovina, 

semelhante ao descrito nas espécies equina (Bogh et al., 2000; Hayna et al., 

2006; Mozzaquatro et al., 2010) e bovina (Milvae et al., 1991; Hayashi et al., 

2006; O’Hara et al.; 2012), onde o CL formado tem capacidade de produção de 

P4 o que caracteriza sua funcionalidade. 

 No conjunto os grupos apresentaram intervalo de duração do Cl ao 

longo do tempo semelhante ao descrito previamente (Baby e Bartlewski, 2010; 

Seekallu et al, 2010; Gallienne et al; 2012). Ao se levar em conta a área lútea, o 

padrão de desenvolvimento individual dos CLs apresentaram claramente uma 

fase de crescimento, uma fase estática e uma fase de regressão.  Perfil 

semelhante foi observado nas concentrações plasmática de P4 ao longo das 

observações, demonstrando uma fase de incremento, uma fase de platô e uma 

fase de descenso.  

A regressão do CL se divide em duas fases, uma inicial, a luteólise 

funcional, que ocorre entre o 12o e 14o dias do ciclo estral, diminuindo a produção 

de P4,  e outra tardia, a luteólise morfológica,  que ocorre 15 dias após a 

ovulação, com regressão estrutural do CL (NISWENDER et al, 2007). Em todos 

os grupos experimentais esse evento ficou caracterizado, sendo que a redução 



 

 

na P4 plasmática se deu no intervalo entre 11o e 13o dia, já a redução das LAI e 

LAT, a partir do 15o dia de existência do CL.  

A realização da LOPU 48 horas após a remoção do dispositivo vaginal 

contribuiu significativamente para adequada formação dos corpos lúteos e 

produção de P4, sendo que pico pré-ovulatório de LH é fundamental para que 

ocorra a ovulação e desenvolvimento lúteo adequado (Goodman e Inskeep, 

2006), em bovinos quando a aspiração é realizada antes do pico de LH não 

acorre o desenvolvimento luteal (Hayashi et al., 2006). Apesar de não 

caracterizado o pico de LH em nosso experimento, por hipótese acreditamos que 

a aspiração se deu posterior a este, sendo que na ovelha o pico endógeno de 

LH ocorre entre 24 e 36 horas após o início das manifestações de estro (Souza 

et al., 1995), e em ovelhas com o estro sincronizado utilizando dispositivo 

intravaginal de P4 associado ao eCG o pico endógeno de LH ocorre em média 

30 e 44 horas após a remoção da P4 (Martinez-Ros et al., 2018, Soriano et al., 

2018), ou seja, antes das 48 horas.   

O diâmetro do folículo aspirado interfere na formação de CLs após a 

aspiração folicular, sendo que este apresenta uma correlação positiva com o 

tamanho e produção de P4 (Hinrichs et al., 1991; Bogh et al., 2000; Hayna et al., 

2006). Embora o número e o diâmetro dos folículos grandes (>4,5 mm) presentes 

no ovário no momento anterior da LOPU ou ovulação tenham sido semelhantes 

entre os grupos, a LAI média foi menor nos grupos submetidos a aspiração. 

Acreditamos que a remoção de células da granulosa durante o processo de 

aspiração tenha sido o principal fator que influenciou nesta menor LAI 

encontrada no LG, reforçam a ideia descrita O’Hara et al. (2012) em bovinos, 



 

 

onde a aspiração folicular resultou na formação de CLs menores do que aqueles 

decorrentes de ovulação natural. 

Outro fato por nos observado que reforça a importância da remoção das 

células da granulosa durante aspiração folicular no desenvolvimento luteal, foi o 

incremento na LAI observada no grupo RG em comparação com o LG, 

semelhante ao descrito em bovinos, onde na ocorrência da reposição destas 

células após a aspiração folicular para indução na formação do CL, os animais 

apresentam produção de P4 próxima a que ocorre em uma estrutura formada a 

partir de ovulação natura normal (Milvae et al., 1991), outro estudo demonstra 

que em ratos as Células da Granulosa quando transplantadas para o interior da 

capsula renal levam ao desenvolvimento de tecido luteínico, demonstrando a 

capacidade de luteinização deste tipo celular independente do local do 

transplante (Farookhi et al., 1982). 

No presente estudo, os grupos LG e RG apresentaram média do número 

de CLs maior do que no CG, levando a uma maior LAT média na fase estática 

nestes grupos, entretanto, este incremento de área lútea não contribuiu para um 

incremento nas concentrações de P4 em relação ao CG, porem é descrito que 

em ovelhas com dupla ovulação, a onde os CLs formados possuem área 

individual menor, porém, quando somadas as LAIs, demonstram uma LAT maior 

do que a observada em animais com ovulação única, com concentração 

plasmática de P4 maior nos animais de dupla ovulação (Shabankareh et al., 

2009).  

Nos grupos LG e RG o número de folículos grandes não foi diferente da 

média de CLs formados, já no grupo CG o número de CLs foi menor que no de 



 

 

folículos, demonstrando a luteinização de folículos não chegariam a ovular. A 

ausência do oócito no cultivo in vitro de células da granulosa (Eppig et al., 1997, 

1998, Diaz et al., 2007), bem como a desestruturação da lamina basal durante a 

ovulação (Smith et al., 1994) são descritos como fatores importantes para a 

ocorrência de luteinização, porem o pico de LH aparentemente é fator 

preponderante para a adequada formação do CL, pois em ovelhas quando 

ruptura do folículo e expulsão oócito são inibidas farmacologicamente, ocorre à 

formação de um CL funcional com fase luteínica normal (Murdoch e Dunn, 1984).  

Acreditamos que um conjunto de fatores contribui para a formação dos 

CLs adicionais nos grupos LG e RG, sejam os fatores mecânicos promovidos 

pela LOPU resultando na como e remoção do oócito e a desestabilização da 

membrana basal, associado ao momento escolhido para da realização da LOPU. 

Uma diferença de estádio de desenvolvimento do entre o maior folículo e o 

segundo maior folículo pode ter contribuindo para que no grupo CG não 

ocorresse formação do CL adicional, possivelmente por uma menor expressão 

de receptores para LH (LHR) pelas células da granulosa destes folículos, se 

assemelhando ao descrito em bovinos, onde a expressão de receptores de LH 

pela célula da granulosa, que é fundamental para ocorrência da ovulação, se 

eleva de acordo com o crescimento do diâmetro folicular (Xu et al., 1995; Beg et 

al. 2001), sendo assim por hipótese a formação do CL adicional pode ter ocorrido 

por uma quantidade suficiente de LHR no segundo maior folículo para ocorrência 

de luteinização porem insuficientes para desencadear o processo de ovulação.  

Em conclusão, o presente estudo demonstrou que a LOPU dos folículos 

ovarianos de ovelhas em momento próximo a ovulação resulta em formação de 



 

 

CLs funcionais, porém com área lútea individual menor que daqueles formados 

a partir de ovulação espontânea. A aspiração concomitante de todos os folículos 

visíveis em ambos os ovários, induzir à formação de CLs acessórios, resultando 

em área lútea total superior, porém com produção de P4 similar  CL àquele 

formado a partir de ovulação espontânea. A reposição de células autólogas 

presentes no fluido obtido pela LOPU, leva a formação de uma HCE ao 

ultrassom, com ecotextura e ecogenicidade similares a do CL, sugerindo uma 

possível luteinização. Mais estudos se fazem necessários para avalição do CL 

oriundo de LOPU, visando avaliar aspectos de morfofuncionalidade como 

arcabouço citohistológico, vascularização da estrutura e verificação da 

efetividade desses CLs em contribuir com uma fertilidade aceitável por permitir 

o desenvolvimento e manutenção de gestação. 
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Highlights  

• Corpus luteum formation from follicular aspiration guided by laparoscopy 

in sheep 

• Intrafallopian oocyte transfer of mature autologous oocyte in vivo, trough 

artificial laparoscopic insemination in ovine species.  

Abstract: 

The aim of this study was to analyze the efficiency of the corpus luteum (CL) 

formed from laparoscopic ovum pick-up (LOPU) method in allowing the 

establishment and maintenance of pregnancy in sheep. The estro of three ewes 

were synchronized using a vaginal device of medroxiprogesterone acetate for 14 

days. In the fourth day of the hormonal treatment, the ewes received 125 μg of 

cloprostenol intramuscularly. The device was removed in the 14th day, and 300UI 

of the equine chorionic gonadotropin (eCG) was administrated. After 48 h, the 

laparoscopic ovum pick up (LOPU) procedure of all visible follicles was performed 

in both ovaries of each ewe, followed by artificial insemination (AI) by laparoscopy 



 

 

with diluted fresh semen, in the ipsilateral uterine horns of the ovary containing 

the greater aspirated follicle. The oocyte intrafallopian transfer (OIFT) of one 

cumulus-oocyte complexes (COC) autologous for the oviduct was performed in 

the same inseminated side of the uterine horns. Thereafter, the ewes were 

followed daily by transrectal ultrasonography (TRUS), and the progesterone 

plasma concentration (P4) was measured for a period of 18 days. Two CLs were 

formed in each of the three ewes that presented increasing progesterone 

production in the initial phase, with the progesterone levels stabilizing above 2 

ng/mL. After 35 days of the oocytes transfer and AI, the pregnancy was confirmed 

by ultrasonography in two of the ewes and the lambing occurred trough 

eutocic delivery after 151 and 153 days. With basis on these data, it is possible to 

conclude that LOPU in preovulatory moment promotes the formation of CLs with 

sufficient steroidogenic ability for allowing the normal development of gestation in 

sheep. The OIFT method demonstrated to be an efficient tool of 

assisted reproductive technology (ART) in this specie. 

Keywords: Biotechnology, LOPU, Sheep, Pregnancy, Progesterone, Ultrasound.  

1 - Introduction 

 The laparoscopic ovum pick-up (LOPU) is the main technique utilized to 

obtain the cumulus-oocyte complexes (COC) aiming in vitro embryo production 

(IVP) in sheep (Baldassarre et al., 1996; Stangl et al., 1999; Rodríguez et al., 

2006; Padilha et al., 2014; Wieczorek et al., 2018). It has been demonstrated 

that, even performing consecutive LOPUs in a short period in the same animal, 

the procedure does not lead to macroscopic and microscopic alterations to the 

ovary and surroundings structures, that can interfere in the future fertility of the 

sheep (Teixeira et al., 2011). Beyond the objective of recovering COCs in sheep, 



 

 

LOPU has been also utilized as a toll for the manipulation of the ovarian ambient, 

doing a mechanical control of the follicular population (Valasi et al., 2013; 

Denadai et al., 2017).  

 In equine (Bogh et al., 2000; Mozzaquatro et al., 2012, 2010) and bovine 

(Hayashi et al., 2006; O’Hara et al. 2012; Vernunft et al., 2013) the follicle 

aspiration leads to the formation of a functional corpus luteum (CL), characterized 

by the production of progesterone (P4). The induction of the formation of a CL in 

mares occurs more efficiently when a pre-ovulatory follicle is aspired, resulting in 

a production of progesterone similar to a CL from a natural ovulation 

(Mozzaquatro et al., 2010). In bovine, the larger diameter of the aspired follicle 

has a positive correlation with the luteum tissue area and the P4 production of 

the CL (Vernunft et al., 2013). When the follicular aspiration is performed during 

the luteal phase of the estrous cycle, it is not possible to observe the formation of 

a functional CL in both bovine (Hayashi et al., 2006) and equine (Bogh et al., 

2000). The luteinizing hormone (LH) surge is determinant for the functional CL 

formation after the follicular aspiration. However, when follicular aspiration is 

performed in the follicular phase of estrous cycle, the CLs formation is not 

observed (Hayashi et al., 2006). In ovine, Valasi et al. (2013) performed follicular 

aspirations during the luteal phase of estrous cycle, and did not identify the 

formation of CLs using the ultrasonography, and the increase in progesterone 

levels. 

  Utilizing the superstimulatory treatment one shot described by Baldassarre 

et al. (1996), Denadai et al. (2017) and identified the formation of structures with 

similar ultrasonographic appearance to CLs after performing a LOPU of all 



 

 

ovarian follicles at the moment of application of the gonadotrophines. However, 

their functionality was not characterized in this study. 

 The CL formation independent of the ovulation, opens the possibility of 

both CL formation and the development of a physiological pregnancy 

environment, where the female submitted to this procedure could be utilized with 

receptors in biotechniques as the gamete intrafallopian transfer (GIFT) and OIFT, 

this could occur without the presence of its COC, reducing the possibility of a 

unwanted pregnancy. Thus, the aims of this study were: 1) to evaluate the 

possibility of functional CLs formation from laparoscopic ovum pick-up (LOPU) at 

the pre-ovulatory moment, and; 2) to analyze if these structures are efficient for 

the adequate progesterone production, and the establishment and maintenance 

of pregnancy, after using the artificial insemination associated with oocyte 

intrafallopian transfer (OIFT) in sheep. 

2 - Material and methods 

2.1 Animals and treatment 

The methods utilized in this experiment were in accordance with the ethical 

principles in the animal experimentation and certified by the Ethical commission 

ou committee? of animal use (CEUA) of the FMVZ-Unesp-Botucatu, protocol 

0030/2017. The experiment was conducted during the spring, in the “Laboratory 

of Studies of Biotechnology Applied to Sheep and Goats Reproduction” and 

“Laboratory of Endocrinology” of Animal Reproduction Department and Animal 

Radiology", of FMVZ – UNESP, Botucatu-S.P., situated at the 22º53'09” south 

latitude and 48º26'42" west longitude, and 804 m of altitude.   

Three adult unleashed ewes with body condition scoring between 2.5 and 

3.5 (BCS scale 1 to 5), adequate general clinical condition and reproductive 



 

 

status were used in this study. During the experimental period the females were 

kept confined in a collective bin, with a daily diet composed by crushed elephant 

grass and 300 g of concentrate, and water and mineral salt ad libitum. 

The ovaries of the ewes were monitored for dynamics of follicular 

growth and presence of the functional CL, with ultrasound examination performed 

daily for a seven days period before the hormonal treatment. The ewes those 

presented CL in at least one exam were considered in  reproductive activity.  

After ovarian cycling was observed by ultrasonography evaluation of the 

ovary during seven days, the ewes (n = 3) received an intravaginal device 

containing 60 mg of medroxiprogesterone acetate (Progespon®- Zoetis Brazil), 

which was maintained for 14 days. In the fourth day of treatment, the ewes 

received an intramuscular dose of 125 μg of cloprostenol (Ciosin® - Agner Unity 

Brazil) intramuscularly. The device removal was performed concomitantly with 

the administration of a 300 UI dose of equine chorionic gonadotropin - eCG 

(Novormon®- Zoetis Brazil). After 48 h of the eCG application, a LOPU of all 

ovarian follicle was performed, and the content of aspiration was taken to the 

laboratory for the identification and classification of the COCs with regard to the 

expansion of cumulus cells (CCs). Immediately after LOPU, the artificial 

insemination (AI) was performed, followed by the OIFT. The ultrasound 

monitoring of ovaries and the blood collection for determination of plasma 

concentration of progesterone (P4) started in the first day after the procedures, 

and were repeated at each 24 h during 18 days. Thirty-five days after the OIFT, 

an ultrasonography evaluation of the uterus was performed to confirm the 

gestation. (Figure 7) 



 

 

 
FIGURE 7 – Experimental design: Determination of ovarian activity, hormonal treatment, monitoring of the 
luteal phase, pregnancy detection, and parturition of the ewe during the experimental period. US (ultrasound 
examination); MAP (medroxiprogesterone acetate); Clo (cloprostenol); eCG (equine chorionic 
gonadotropin); LOPU (Laparoscopic ovum pick-up); AI (artificial insemination); OIFT (oocyte 
intrafallopian transfer); P4 (progesterone concentration); PD (pregnancy detection); h (hours); ↓ application 
or occurrence. 

 

2.2 Laparoscopic ovum pick-up (LOPU) 

A LOPU of all visible follicles were performed in both ovarians. The 

procedures for the laparoscopy and LOPU of ovarian follicles (Figure 8 – A and 

B) were the same to that described by Denadai et al. (2017).      

2.3 Artificial insemination guided by laparoscopy 

Immediately after the LOPU procedure, the semen of an adult ram with 

previously fertility evaluated was obtained trough andrologycal examination, 

utilizing and artificial vagina. After the collection, a macroscopic evaluation and 

the microscopy of the ejaculated using a dilution with Botubov® (Botupharma 

Animal Biotechnology - Brazil) were performed to verify its viability, determining 

a concentration of 200 x 106 viable spermatozoa per mL.  The laparoscopic 

artificial insemination was performed in the ipsilateral uterine horn to the ovary 

containing the largest diameter aspirated follicle, in a volume of 0.5 mL, 

containing 100 x 106 viable spermatozoa. A standard Robetson pipette 

(Minitube®) was used to perforate the uterine horn in the greater curvature, 

depositing the seminal material in the uterine lumen.  
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2.4 Evauation and processment of the cumulus-oocyte complexes (COC) 

 The fluid obtained from LOPU was taken to the laboratory, deposited in a 

Petri dish for the identification of COCs in an estereomicroscopic (Olympus 

SZ51®). The structures were transferred to drops of medium TCM-199, for the 

evaluation of the ooplasm characteristics and cumulus cels. A COC with the 

expansion of cumulus cels was aspired to the interior of a tom cat catheter forming 

a liquid column of Tissue Culture Medium-199 (TCM-199) containing the COC 

with 0.5 mL.  

2.5 Oocyte Intrafallopian Transfer (OIFT) 

The incision of skin, subcutaneous tissue, abdominal musculature and 

peritoneum, with approximately 1.5 cm, guided by laparoscopy was introduced by 

the incision of an atraumatic tweezers for grasping the tip of the uterine horn 

ipsilateral to the ovary containing the largest follicle aspirated, the tweezers was 

carefully drawn until its exposure. Then, a new traction was performed until 

exposure of the oviduct and location of the infundibular ostium. Thereafter, a COC 

was deposited in the interior of the ovidute, through the introduction of 4 to 8 cm 

of the tom cat catheter towards the ampoule (Figure 8 - C). 

 
Figure 2 – A: Manipulation of the abdmonial structures by laparoccopy for the identification of uterus and 
ovaries. B: Follicle aspiration system inserted in the trocater for assess to the abdomen. C: Introduction of 
the tom cat catheter in the interior of ovidute.  
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2.6 Ultrasonography and pregnancy detection 

 The stool was removed and the rectal ampulla was filled by aqueous 

solution of carboxymethyl cellulose. An ultrasound Aloka® Prosound 2 VET, with 

linear frequency probe of 7.5 MHz (Model UST-660-7.5) was used to evaluate 

the ovaries and to identify the presence of CLs. The sonogram from the major 

structure section was used to measure the total area and the cavity area. The 

total area of the cavity was subtracted from the total area of the CL  for the 

determination of the luteum area. The diagnostic of gestation was performed 

using the ultrasonographic evaluation of the uterus, being considered pregnant 

the animals in which the presence of the embryo and fetal envelopes were 

detected.  

2.7 Determination of plasma concentration of progesterone 

 Blood samples were collected by jugular venipuncture in Vacutainers® 

(Becton Dickinson for Brazil) tubes containing anticoagulant (Ethylenediamine 

tetraacetic acid - EDTA), and kept under refrigeration until centrifugation at 1200 

x g for 10 minutes to obtain plasma, which was aliquoted into individual plastic 

tubes, identified and maintained at -20oC until the moment of hormonal 

determination. 

 The determination of plasma concentration of progesterone (ng/mL) was 

performed by radioimmunoassay (RIA) in solid phase, utilizing commercial kits 

(Beckman Coulter/IM1188) with elevated specificity for progesterone, with the 

Iod-125 being the trace radioactive element. The procedures for performing the 

dosages followed the manufacture's specifications. The counting of radioactivity 



 

 

was performed in an automated gama counter (Perkin Elmer/WIZARD 1470 

Automatic Gamma Counter). 

3 - Results 

3.1 Corpus luteum formation and development 

The three ewes presented two CLs during the ultrasound examination 

period. The CLs were present during the 18 days of evaluation in two ewes, but it 

was not possible to visualize the CLs on one ewe in the 18th day. The three 

animals presented growing pattern in the first days, and stabilization between days 

8 and 14, from which one ewe presented a regression pattern until the non 

identification of the CLs in the 18th day.  

The plasma concentration of P4 was bellow 2 ng/mL in the first and second 

days, increasing gradually and maintaining the levels of 4-6 ng/mL between the 

days 6 and 10. In the ewe that presented regression of the luteum area, the 

concentration was kept bellow 2 ng/mL after the 12th day, and bellow 1 ng/mL in 

the days 16 and 17. In the other two ewes, the plasma concentration of P4 was 

higher than 2 ng/mL after the initial increase.   

3.2 Pregnancy detection and lambing   

The diagnostic of gestation by ultrasonography detected that two ewes 

presented pregnancy after 35 days of the OIFT. It was possible to visualize the 

concept and embrionary vesicle with ultrasonography characteristics adequate to 

the gestational age. However, one animal did not present any ultrasonographic 

signal of gestation. The two pregnant ewes delivered the lambs with 151 and 153 

days after the OIFT. 

The lambing occurred trough eutocic delivery and the lambs did not present 

clinical alterations at birth.  



 

 

4 - Discussion 
  

Similar to previously described in equine (Bogh et al., 2000; Hayna et al., 

2006; Mozzaquatro et al., 2012, 2010) and bovine (Hayashi et al., 2006 O’Hara, 

2012; Vernunft et al., 2013), we observed that in ovine species the follicular 

aspiration allowed the development of functional CLs. In ewes submitted to estro 

synchronization, utilizing progestagens associated with eCG, the endogenous LH 

surge occurs removal of the exogenous souce of P4 (Martinez-Ros et al., 2018; 

Soriano et al., 2018). In the present study the LOPU was purposely performed 48 

h after the removal of the intravaginal device of medroxiprogesterone acetate and 

eCG administration, thus at a later time to the LH surge. Hypothetically, this factor 

may have be determinant for the occurrence of luteinization of the remaining 

structures after the aspiration and the efficient production of P4. In a similar 

manner, follicular aspirations performed after the endogenous LH surge in 

bovine, results in the formation of functional CLs. However, when this procedure 

is performed before the gonadotrophin surge, the CL is not formed (Hayashi et 

al., 2006). 

 In our study, OIFT was utilized in association with the artificial 

insemination. Thus, the sperm colonization of the oviduct followed a natural 

course, allowing the formation of an adequate population of spermatozoa in the 

local of fertilization, minimizing the possibility of polispermy. In equine, the OIFT 

technique is well established, due to its efficiency in developing gestation (Riera 

et al., 2016; Hinrichs, 2018). In accordance with Carnevale (2004), if the 

aspiration of a pre ovulatory follicle is performed from a donor mare and the 

oocyte is surgically transferred to the interior of the oviduct of the recipient mare 



 

 

previously submitted to the artificial insemination, it is possible to observe the 

gestational development.  

 It has been demonstrated that in goats the OIFT matured in vitro and 

deposited in the oviduct of a recipient goat between 10 and 20 h after the last 

artificial insemination presents fertilizing capacity (Cox et al., 2002). The OIFT of 

authologus in sheep after the artificial insemination performed in the present 

study resulted in both gestation and lambing in two of three ewes submitted to 

the procedure, demonstrating that the CLs produced after LOPU presented 

capacity of P4 production sufficient for the establishment and normal 

development of pregnancy.  

 The maternal recognition of pregnancy in ewe occurs by the interon-tau 

release (Roberts et al., 2008; Antoniazzi et al., 2013; Bazer et al., 2017). In the 

absence of gestation the prostaglandin F2 a (PGF2 a) produced by the 

endometrium is responsible by the regression of the CL (Pexton et al., 1975). 

During the estrous cycle the luteolysis contemplates the functional loss with the 

reduction of P4 production between the 12th and 14th days, and morphological 

regression that begins in the 15th day with diminished ultrasonographic visibility 

of the structure (Rickard et al., 2017). The non-pregnant ewe presented plasmatic 

P4 concentrations lower than 2 ng/mL from the 12th day after LOPU, reduced 

luteum area from the 15th day, and ultrasonographic visibility loss in the 18th day. 

The pregnant ewes did not present regression of the luteum area and maintained 

the P4 concentration above 2 ng/mL during the whole observation period, after 

the initial increase. 

The gestation period observed in the present study is in accordance with 

Valasi et al. (2017) (140-155 days). Some factors such as the age, body weight 



 

 

and the prolificacy can interfere in the duration of gestation (Ozturk e Aktaş, 

1996). It was not observed any alteration in the lambs born from the OIFT in this 

study, as well as the gestation period. However, more studies are necessary to 

evaluate the potential of impact of using CL from LOPU on the productivity of the 

sheep, as well as the development of a system that allows a greater application 

of OIFT in these animals, as a possible tool for multiplication of genetically 

superior animals.  

6 - Conclusion 

Considering the described in this study, it can be concluded that, in sheep, 

the CL formed from LOPU of pre ovulatory follicle presents secretory capacity 

that allow the establishment of normal gestation. Although the OIFT in the ewe 

has been little studied, it looks promising to be utilized in 

assisted reproductive technology (ART) in this species.  
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Capítulo 3 
  



 

 

1- Considerações finais 
 

A funcionalidade do corpo lúteo (CL) é fundamental para desenvolvimento 

da gestação, e a possibilidade da formação desta estrutura através da aspiração 

folicular guiada por laparoscopia (LOPU) na espécie ovina, permite a formação 

de um CL sem a presença do oócito autólogo no interior do oviduto, como 

acontece na ovulação espontânea onde o complexo cúmulos oócito (COC) é 

liberado, captado pelas fimbrias e passível de fertilização. O desenvolvimento 

desse conhecimento possibilita a utilização desta ovelha como receptora em 

técnicas como a transferência intrafalopiana de gametas (GIFT) ou a 

transferência intrafalopiana de oócitos (OIFT), sem haver riscos de que a 

presença do COC da receptora possa levar a produção de um cordeiro 

indesejável.  

As técnicas de reprodução assistidas usualmente empregadas em ovinos, 

que possibilitam a multiplicação do material genético de fêmeas de interesse 

zootécnico, como múltiplas ovulação para transferência de embriões (MOET) 

não estão isentas de riscos de induzirem à formação de aderências viscerais nas 

doadoras. A PIV em particular requer laboratórios de média complexidade, com 

equipamentos de alto valor econômico além de estar sujeita a resultados com 

baixos índices de produção de embriões e gestação. A utilização da OIFT em 

receptoras pode viabilizar a multiplicação de material genético de doadoras, com 

baixo risco, por ser a LOPU menos invasiva e exigir laboratórios de baixa 

complexidade, podendo ser realizada em condições de campo.  

Além disso a OIFT possibilitaria o desenvolvimento de gestação a partir 

dos COCs da doadora sem a necessidade de realizar todas as estavas da PIV, 

podendo utilizar apenas a maturação in vitro (MIV), no caso de COCs imaturos, 

ou mesmo dispensar o uso da MIV, no caso de COCs oriundos de folículos pré-

ovulatórios, exigindo, portanto, laboratórios de baixa complexidade, podendo 

mesmo ser realizadas em condições de campo. A potencial redução nos custos 

para produção dos cordeiros a partir do COCs de doadoras de interesse 

zootécnico pode viabilizar a adoção dessa fermenta biotecnológica em 

programas de melhoramento genético.   

A técnica de transferência de células para o interior da cavidade de 

folículos aspirados, desenvolvida neste estudo, apresenta potencial de 



 

 

inovações tecnológicas na formação de CLs, por permitir novos avanços como 

a transferência de células da granulosa cultivadas in vitro, ou de células tronco 

autólogas, ampliando a aplicação tecnológica da técnica, ou permitindo o uso de 

terapias celulares em fêmeas com formação inadequada do CL. 

  



 

 

2 - Conclusão  
 

A partir dos resultados apresentados nos dois experimentos deste 

estudos pode-se concluir que a LOPU dos folículos ovarianos de ovelhas em 

momento próximo a ovulação resulta em formação de CLs funcionais, porém 

com área lútea individual menor que daqueles formados a partir de ovulação 

espontânea. A aspiração concomitante de todos os folículos visíveis em ambos 

os ovários, induzir à formação de CLs acessórios, resultando em área lútea total 

superior, porém com produção de P4 similar àquele CL formado a partir de 

ovulação espontâneas, e ovelhas com CLs decorrentes de LOPU apresenta 

capacidade secretória que permite o desenvolvimento de gestação normal. A 

reposição de células autólogas presentes no fluido obtido pela LOPU, leva a 

formação de uma HCE ao ultrassom, com ecotextura e ecogenicidade similares 

a do CL, sugerindo uma possível luteinização. A OIFT é ainda uma técnica pouco 

estudada em ovinos, porém se apresenta promissora quanto sua aplicação em 

biotécnicas  da reprodução assistida nesta espécie. 

 Mais estudos se fazem necessários para avalição do CL oriundo de 

LOPU, visando avaliar aspectos de morfofuncionalidade como arcabouço 

citohistológico, vascularização da estrutura e potencial de impacto do emprego 

de CL oriundos de LOPU sobre a produtividade em ovelhas bem como o 

desenvolvimento de um sistema que permita maior aplicação da OIFT em ovinos, 

como possível ferramenta de multiplicação de animais geneticamente 

superiores.  

 


