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AVALIACAO DA LAPAROSCOPIA NA ASPIRACAO FOLICULAR EM FEMEAS
CAPRINAS PRE-PUBERES E ADULTAS COM OU SEM ESTIMULACAO
OVARIANA HORMONAL

RESUMO - O uso repetido da laparoscopia para aspiracdo folicular (LAF)
associado ou ndo a estimulacdo hormonal foi avaliado. Para tanto foram utilizadas
40 fémeas caprinas sem-raca-definida, divididas aleatoriamente em 4 grupos com
10 animais cada, sendo: Grupo 1 - adultas estimuladas com 80 mg de FSHp e
300 Ul de eCG; Grupo 2 - adultas ndo estimuladas (controle); Grupo 3 — pré-
puberes estimuladas com metade das doses preconizadas para o0 G1 e Grupo 4 —
pré-puberes ndo estimuladas. Cada fémea foi submetida a seis sessbfes de
colheita com intervalo de uma semana entre as intervencdes. A estimulagcao
hormonal foi feita em dose Unica, 36 horas antes do ato operatério. A técnica
consistiu do uso de duas puncgdes para a introducdo do endoscépio e da pinga de
manipulacao atraumatica. Apés a visualizacdo dos ovarios, os foliculos visiveis na
sua superficie foram puncionados com auxilio de agulha de aspiracdo acoplada a
um sistema de vacuo. Os odcitos encontrados foram classificados de acordo com
a qualidade, submetidos & maturacdo in vitro por 27 horas, e posteriormente
fixados e corados para avaliacdo do estadio de maturacdo. A técnica utilizada,
embora tenha apresentado redugcéo da qualidade dos odcitos, ndo interferiu na
taxa de maturacdo ao longo das seis intervencdes. A resposta ovariana diminuiu
com o0 uso repetido da estimulagio com FSH exdgeno. Nao houve
comprometimento da condicdo corporal e da fertilidade dos animais. A avaliacao
das funcbes hepética e renal e da analgesia, indica que o protocolo anestésico
utilizado é seguro e eficiente para este tipo de procedimento cirtrgico. Diante dos
resultados obtidos pode-se concluir que a técnica de laparoscopia para aspiracdo
folicular € adequada para a obtencédo de oocitos de fémeas caprinas pré-puberes
e adultas.

Palavras-chave: laparoscopia, aspiracao folicular, caprino, oécito, foliculo, FSH.



EVALUATION OF THE LAPAROSCOPY TO FOLLICULAR ASPIRATION IN
GOAT FEMALES PREPUBERTAL AND ADULTS WITH OR WITHOUT
HORMONAL OVARIAN STIMULATION

SUMMARY - The repeated use of the laparoscopy to follicular aspiration (LFA)
associated or not the hormonal stimulation was evaluated. Forty crossbred goat
females were used, divided randomly in 4 groups with 10 animals each, being:
Group 1 - adult stimulated with 80 mg of FSHp and 300 Ul of eCG; Group 2 - adult
not stimulated (control); Group 3 - pre-pubertal stimulated with half of the dose
praised for the G1 and Group 4 - prepubertal not stimulated. Each female was
submitted the six sessions of harvest with interval of one week between the
interventions. The hormonal stimulation was made in only dose, 36 hours before
the surgery. The technique consisted of the use of two punctions for the
introduction of the endoscopy and the clamp atraumatic manipulation. After the
visualization of the ovaries, the visible follicles in its surface were punched with aid
of needle of aspiration connected to a vacuum system. The recovery oocytes were
classified in accordance with the quality, submitted to in vitro maturation for 27
hours, and later fixed and stained for evaluation of maturation state. The used
technique does not interfered in the maturation rate although oocytes quality has
reduced. However the ovulatory response diminished with the repeated use of
exogenous FSH stimulation. Damage was not observed in corporal condition nor
fertility. The evaluation of the hepatic function, renal and pain analysis, showed that
the anaesthetic protocol used is safe and efficient for this type of surgery. In
conclusion, the technique of laparoscopy to follicular aspiration is adjusted for the

attainment of oocytes in goat females adult and prepubertal.

Keywords: laparoscopy, follicular aspiration, goat, oocyte, follicle, FSH.



1. INTRODUCAO

Notaveis progressos foram realizados nas ultimas décadas no refinamento e
inovacédo de técnicas cirurgicas aplicadas em diversos propoésitos de pesquisa, fins
terapéuticos, ou mesmo para uso em locais equipados ou a campo. Estas técnicas
tém contribuido de forma significativa na reproducdo de animais domésticos,
principalmente aqueles de interesse zootécnico, sendo utilizadas em iniUmeros
procedimentos, tais como inseminacdo artificial intra-uterina, recuperacao e
transferéncia de embrides em diversos estadios de desenvolvimento e verificacdo
da taxa de ovulacdo em fémeas doadoras e receptoras (ARMSTRONG & EVANS,
1983; BARIL et al., 1993).

Em pequenos ruminantes, onde ndo é possivel, ou facil, manipular o trato
reprodutivo pelo reto como ocorre em bovinos e equinos (TERVIT, 1996), opta-se
por intervencdes cirdrgicas para facilitar o diagndstico e manejo da reproducéo. Na
laparotomia, a exteriorizagcdo do trato reprodutivo inevitavelmente leva a algum
grau de trauma cirargico e quase sempre a formacdo de aderéncias pos-
operatérias envolvendo utero, tubas e ovarios (ISHWAR & MEMON, 1996). Esta
situacdo torna a laparotomia impropria como método de obtencdo de odcitos, a
médio e longo prazo, em especial em fémeas de alto valor genético (FREITAS &
SIMPLICIO, 2002). A laparoscopia se destaca por ser menos invasiva,
proporcionando recuperacdo mais rapida e podendo ser realizada diversas vezes
na mesma fémea. Mais recentemente esta técnica tem sido utilizada para a
obtencdo de odcitos in vivo para uso na pesquisa fundamental e na producéo in
vitro de embrides (PIV) em caprinos (GRAFF et al., 1999; BALDASSARRE et al.,
2002).

Por ser pouco realizada em caprinos, ainda ndo é possivel predizer o efeito
de repetidas colheitas de odcitos através da laparoscopia para aspiracao folicular
(LAF), bem como o efeito da estimulacdo hormonal na fertilidade de doadoras

caprinas adultas e pré-puberes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Técnicas para a colheita de o6citos em animais domésticos

E sabido que a maioria dos 00citos presentes nos ovarios ao nascimento nao
atingem a ovulacado (HAFEZ, 1995). Portanto, técnicas de reproducdo assistida
como a multipla ovulagéo e transferéncia de embriées (MOTE) e a PIV vém sendo
constantemente desenvolvidas e aperfeicoadas com o objetivo de maximimizar o
potencial reprodutivo de animais ou mesmo de preservar espécies e racas
ameacadas de extincao.

A obtencéo dos odcitos é etapa fundamental para a realizacdo da biotécnica
de PIV em animais domeésticos e estes podem ser colhidos in vitro de ovarios
obtidos em abatedouros ou por ovariectomia, ou in vivo por aspiracao de foliculos
utilizando-se métodos de laparotomia, laparoscopia ou via transvaginal guiada por
ultra-som (ARMSTRONG et al., 1997).

Ovarios de abatedouros sdo uma fonte de od6citos de menor custo e mais
abundante para a producdo de embrides em larga escala (MARTINO et al., 1994b;
WANI, 2002). Além disso, odcitos de animais abatidos tém sido importante na
obtencéo de embrides para uma variedade de propositos de pesquisa, mas sao de
limitado valor em programas de melhoramento genético visto que o historico e
estado sanitario sdo, na maioria das vezes, desconhecidos (ARMSTRONG et al.,
1997). Vale ressaltar ainda que, em caprinos, a disponibilidade de ovarios é
escassa, visto que o abate de fémeas € limitado. Estas possuem apenas a fungao
de reproducdo para manter ou aumentar o numero de animais que compde o
rebanho e somente sdo descartadas quando j& apresentam idade avancada.

A recuperacdo de odcitos de fémeas vivas, “ovum pick-up” (OPU), é
largamente realizada em diversas espécies, com maior destaque para bovinos,
contudo sua exploragdo em pequenos ruminantes € ainda bastante limitada
(BALDASSARRE et al., 1994 e 1996; GRAFF et al., 1999). O uso desta técnica
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depende do nimero de embrides produzidos por doadora, o qual esta relacionado
em parte com a quantidade de odécitos obtidos por colheita (ANEL et al., 1997).

A maturacdo, fecundacdo e cultivo in vitro de o00citos possuem maior
potencial para elevar a produgcédo de animais geneticamente superiores em relagéao
aos métodos tradicionais de MOTE (TERVIT, 1996). No entanto, técnicas para a
obtencdo destes od4citos ndo tém se desenvolvido com a mesma velocidade que a
PIV e constitui-se de extrema importancia para a maximizacdo desta biotécnica
(GRAFF et al., 1999).

Em caprinos e ovinos, a laparotomia ainda € bastante utilizada para a
colheita de embribes (CORDEIRO, 2001) e odcitos (PTAK et al.,, 1999). A
principio, € uma das técnicas que oferece maior taxa de colheita, 10 a 15%, se
comparada as outras, no entanto com o uso frequente, o rendimento cai devido a
formacéo de aderéncias no trato reprodutivo da doadora e deste com tecidos e
orgaos circunvizinhos (VALLET et al., 1987).

A “ovum pick-up” via transvaginal guiada por ultra-som é feita
predominantemente em bovinos, cujo uso repetido a intervalos curtos de tempo,
nao apresenta efeitos colaterais sobre a vida reprodutiva das doadoras (GALLI et
al., 2001). Em fémeas caprinas, esta técnica foi desenvolvida por GRAFF et al.
(1995), porém com algumas limitagdes. Os autores verificaram que nas fémeas
acima de 30 kg de peso corporeo, este procedimento torna-se de dificil execucéo,
além de exigir muita habilidade do operador (GRAFF et al., 1999). O rendimento
da colheita de o6citos em cabras pela ultra-sonografia ndo é maior que outras
técnicas de OPU. Além disto, é importante notar que a LAF € menos traumatica ao
ovario porgue apenas o cortex é perfurado durante a aspiracdo, enquanto que
durante a colheita por ultra-som, a agulha usualmente alcanca o foliculo mediante
perfuracdo do estroma ovariano (PIERSON et al., 2004).

Por ser procedimento menos invasivo que a laparotomia, a LAF pode ser
repetida diversas vezes na mesma fémea, reduzindo o estresse sofrido pelo
animal, em virtude do reduzido tempo de execucdo, (KUHHOLZER et al., 1997).

BN

Além disso, possui rendimento maior em comparagdo a colheita de odcitos
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realizada por ultra-som. Na medicina humana, esta técnica tem substituido a
laparotomia em pequenas intervencdes, reduzindo o tempo cirdrgico, propiciando
recuperacdo mais rapida do paciente, reducdo dos custos e menor incidéncia de
formacdo de aderéncias (MUZII et al., 2002). O uso da LAF aliada a biotécnica de
PIV, pode ser alternativa interessante para a superacdo de problemas de
regressao precoce de corpo liteo, que é a causa da falha de aproximadamente
30% das doadoras caprinas submetidas a MOTE (COGNIE, 1999). Devido a
crescente importancia da caprinocultura, esta técnica podera ainda contribuir para
o melhoramento da produc&o de embrifes nesta espécie, maximizando o seu uso
repetido em doadoras de alto valor genético. Os caprinos estdo entre as espécies
de interesse zootécnico, e certamente, entre 0S ruminantes mais versateis em
adaptabilidade aos diversos ambientes de producdo (KEISLER, 1999). A demanda
por produtos e subprodutos desta espécie é bastante alta, porém a oferta
insuficiente (SILVA, 2002).

Por ser menos invasiva e provocar 0 minimo trauma cirargico, a LAF pode vir
a substituir a laparotomia, tradicionalmente usada para a colheita de embrides em
pequenos ruminantes (COGNIE, 1999; STANGL et al., 1999). A possibilidade de
realizar colheitas repetidas de o0citos em intervalos reduzidos compensa a
producdo relativamente baixa a cada sesséo de aspiragdo (ARMSTRONG et al.,
1997). Além disso, permite estabelecer a possibilidade da producdo de
descendentes em situagdes onde a MOTE néo é aplicavel, tais como em animais
pré-puberes, gestantes, puberes e com idade avancada (BALDASSARRE et al.,
2002).

2.2. A videolaparoscopia na Medicina Veterinaria. Histérico

O termo laparoscopia origina-se do grego laparo e scopia que significam
abdome e examinar, respectivamente.
Na Medicina, procedimentos minimamente invasivos, como a laparoscopia,

sdo empregados na rotina com intuito de diminuir alguns inconvenientes causados
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pela cirurgia convencional (WICKHAN, 1994), como permitir melhor aparéncia
estética, reduzir custos hospitalares, abrandar dor pés-operatéria, reduzir o tempo
de recuperacdo pos-operatoria e de internacdo hospitalar (AZZIZ et al., 1989;
FILMAR et al., 1987).

Ainda no século XIX, surgiu o precursor do endoscépio moderno. O titulo de
“pai da endoscopia”, segundo HARRINSON (1976), citado por BRUN & BECK
(1999), foi atribuido a Philipp Bozzini, que desenvolveu seu primeiro endoscoépio
no inicio deste século. No entanto, relatava-se, entre as dificuldades encontradas,
a impossibilidade de transmitir iluminagéo suficiente para o local a ser examinado
e 0 restrito campo de visdo. Estas foram minimizadas com a criacdo do citoscoépio
de Nitze que possuia lentes opticas e luz na extremidade distal.

Em 1860, Friedrich Trendelenburg popularizou o posicionamento que levaria
seu nome. Empregado para procedimentos pélvicos (ginecolégico, urolégico, entre
outros), é obtido pela colocacéo do paciente em cefalodeclive de 10 a 30° (LEME
et al., 2002).

Em 1901, George Kelling, usou uma agulha para insuflar a cavidade
peritoneal de um cédo vivo com ar filtrado, possibilitando a primeira exploracdo da
cavidade abdominal. Em 1924 surgiu a agulha de Veress que reduziu o risco de
lesdo visceral no momento da realizacdo do pneumoperitbnio, anterior a
introducao dos trocartes (WILDT & LAWLER, 1985).

A Medicina vem desenvolvendo em diversas espécies animais novas
técnicas de cirurgia laparoscopica a serem aplicadas posteriormente em pacientes
humanos. Na Medicina Veterinaria, a videolaparoscopia vem sendo cada vez mais
empregada como opcao para diagnostico e tratamento cirargico das afecc¢bes
abdominais (LEMOS et al., 2003).

O campo da cirurgia ginecoldgica foi uns dos pioneiros a por em pratica as
técnicas terapéuticas laparoscopicas. A espécie canina é uma das mais estudadas
(BRUN & BECK, 1999). Em grandes animais, a videolaparoscopia é bastante
utilizada na espécie equina, na reproducdo assistida, apresentando excelentes
resultados (FIALHO et al., 2001). Em porcas e cadelas, a laparoscopia também é
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aplicada com sucesso e minimo trauma (BESENFELDER et al., 1997; SILVA et
al., 1995). HAZELEGER & KEMP (2001) apontaram como vantagens da
laparoscopia na reprodugcdo de suinos, o fato de ser minimamente invasiva,
necessitando de poucas e pequenas incisdes para a realizagdo do procedimento e
como desvantagens, as mesmas para qualquer outra técnica cirargica.

Em pequenos ruminantes, a espécie ovina € a mais usada na pesquisa
cientifica, tanto no campo da Medicina, como modelo animal (HUNTER et al.,
1995; CURET et al.,, 1996; DREYFUS et al.,, 1996), quanto na Veterinaria. A
laparoscopia vem sendo aplicada nesta espécie em diversos trabalhos como:
inseminacéo artificial (1A) intrauterina (MCKELVEY et al., 1985b; NEVES & LUZ,
1994), colheita (MCKELVEY & ROBINSON, 1984; MCKELVEY et al., 1986) e
transferéncia de embrides (SCHIEWE et al., 1984; MCKELVEY et al., 1985a;
BESENFELDER et al.,, 1994). A LAF, no entanto, desde a primeira colheita de
oocitos em ovelhas (SNYDER & DUKELOW, 1974), ndo foi completamente
desenvolvida até os anos recentes, em conjunto com a biotécnica de PIV
(BALDASSARRE et al., 1994 e 1996; ANEL et al., 1997; KUHHOLZER et al.,
1997; ALVAREZ et al., 1999; STANGL et al.,, 1999; ALBERIO et al., 2002;
RODRIGUEZ et al., 2006). Em caprinos, os relatos s&o mais limitados, uma vez
que a IA e a TE séo feitas predominantemente pela via transcervical. Porém, com
o advento da transgenia, 0s caprinos tém participado bastante desta area da
pesquisa tornando a laparoscopia uma ferramenta essencial (BALDASSARRE et
al., 2002; 2003; 2003a e 2004a). Atualmente, o principal foco desta biotécnica esta
em produzir cabras transgénicas que sintetizem e secretem em larga escala no
leite, proteinas recombinantes de interesse na industria farmacéutica (WANG et
al., 2002; BALDASSARRE et al., 2004, MAGA et al., 2006).

2.3. A estimulacéo ovariana para a obtencéo de o6citos in vivo

Para a colheita de odcitos in vivo, apenas foliculos antrais sao acessiveis

(dois a oito milimetros de didmetro), e sua eficiéncia € maior pela estimulacéo
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ovariana com horménios gonadotréficos com objetivo de aumentar o tamanho do
antro (ARMSTRONG et al., 1997).

O hormdnio foliculo-estimulante (FSH), quando usado para a inducdo de
multiplas ovulagbes em cabras, é geralmente administrado em doses fracionadas,
duas vezes ao dia, durante os Ultimos trés ou quatro dias do tratamento
progestageno, que é em torno de 9 a 11 dias (BARIL et al., 1993). Isto é
necessario por causa da meia-vida curta do FSH. Os protocolos superovulatorios
gue combinam alta dose (80-140 mg) de FSH acompanhada por baixa dose (200-
300 Ul) de gonadotrofina coridnica equina (eCG), administradas num mesmo
momento, proporcionam desenvolvimento folicular e quantidade de odcitos
colhidos similar aqueles obtidos em resposta a mdltiplas injecdes de FSH
isoladamente (BATT et al., 1993; ARMSTRONG et al., 1994). A alta dose de FSH
€ habil para recrutar, mas nao para sustentar o desenvolvimento de um grupo de
foliculos FSH-responsivos (STUBBINGS et al., 1993). A longa meia-vida do eCG
(HAFEZ, 1995) possibilita a continuacdo do crescimento folicular iniciado pela alta
dose de FSH. A aplicacao Unica ao invés de multiplas é preferivel pela praticidade
uma vez que o resultado final € semelhante.

Doadoras jovens, em geral, precisam de uma dose de hormdnios menor que
as fémeas adultas, devido, em parte, ao seu menor peso corporal mas, talvez
também por causa da responsividade folicular ser alta antes de serem
estabelecidos os mecanismos regulatérios intraovarianos designados para limitar
a taxa de ovulagdo (ARMSTRONG et al., 1997).

2.4. Fatores que interferem na qualidade do odcito obtido por LAF

O numero de odcitos colhidos de alta qualidade € uma importante meta na
producéo de embrides in vitro (WANI, 2002).

A qualidade do odcito recuperado é determinada, entre outras caracteristicas,
pela presenca ou auséncia de células do cumulus. O papel destas células no

desenvolvimento completo da competéncia dos odcitos é investigado ha bastante
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tempo (LEIBFRIED & FIRST, 1979). Os estudos mostram que ndo ha maturagéo
ou esta ocorre em menor escala, quando as células do cumulus sdo removidas
antes dos odcitos serem maturados in vitro (GONCALVES et al., 2002).

Para realizar a aspiracdo com sucesso € preciso também verificar o tipo de
agulha e a pressao de vacuo a serem empregados, pois disto depende a
qualidade do odcito a ser obtido. Como observado no homem, agulhas finas
podem dificultar a passagem da massa pré-ovulatéria de células do cumulus
(LENZ & LAURITSEN, 1982), diminuindo assim a taxa de obtencdo. O mesmo
acontece com agulhas mais largas, devido a reducéao da velocidade de transito e a
maior turbuléncia entre as conexdes do sistema de aspiracdo (RENOU et al.,
1981). Com relagcédo a pressdo do vacuo, esta ndo so afeta a quantidade, mas
também a qualidade dos odcitos obtidos. FRY et al. (1997) verificaram que o
aumento da pressdo pode levar & maior taxa de obtencdo, porém h& reducdo no
namero de odcitos viaveis. A perda de células do cumulus (desnudamento) pode
ocorrer durante o transito dos odcitos do foliculo ao tubo de colheita. Segundo
BALDASSARRE et al. (1994), estas podem ser preservadas ajustando-se
adequadamente a pressdo do vacuo ou trabalhando com estadios foliculares mais

precoces para a obtencdo de um cumulus mais compacto.

2.5. O uso da LAF em animais jovens

Do ponto de vista econémico, 0 maior atrativo desta técnica deve ser a PIV a
partir de odcitos recuperados em caprinos pré-puberes. Um alto numero de
oo0citos obtidos de animais jovens, aliada a capacidade de desenvolvimento
aceitavel, tem o potencial de encurtar significativamente o intervalo entre
geracoes, acelerando, portanto o ganho genético (PTAK et al., 1999). Visto que a
OPU nestes animais permite ter acesso mais precocemente a um grande numero
de od0citos presentes em cada doadora, técnicas adequadamente repetiveis
poderiam beneficiar programas para multiplicar rapidamente racas ou animais

valiosos e maximizar o numero de embrides produzidos in vitro (TERVIT, 1996).
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ARMSTRONG et al. (1994) comentaram que as respostas foliculares de
ovarios de novilhas a estimulacdo com FSH aumentaram progressivamente de
trés a nove semanas de idade. Os od0citos obtidos por laparoscopia destes
foliculos sao capazes, ap0s serem submetidos a FIV, de desenvolverem-se, em
cultivo, até o estadio de blastocisto, apresentando taxas similares aqueles
oriundos de ovérios de vacas adultas colhidos em abatedouro. Estudos com
bovinos comprovaram que novilhas podem ser estimuladas com FSH para
repetidas aspiracOes foliculares por laparoscopia a intervalos curtos sem danos
evidentes aos ovarios ou interferéncia com a subsequente capacidade de procriar
(STUBBINGS et al., 1993). Foram observados ainda, em outros relatos, que a
frequéncia da aspiracao folicular ndo afeta a posterior resposta superovulatoria em
vacas (BROADBENT et al., 1997) e a fertilidade em ovelhas (STANGL et al.,
1999).

Em programas tradicionais de criagdo, apenas reprodutores e matrizes de
mérito genético provado sado selecionados para procriar. Contudo, esta informacao
ndo é comumente disponivel em animais pré-puberes. A técnica de LAF, aliada a
PIV, pode acelerar o processo de expansdo de um limitado nimero de animais
geneticamente valiosos quando introduzidos em nova regido. Por reduzir muito o
intervalo entre geracoes, constitui-se forma mais eficaz que o tradicional teste de
progénie para a avaliacdo da condicdo genética da fémea (BALDASSARE et al.,
2002).

A cabra possui uma populagcdo folicular estimada ao nascimento de
aproximadamente 37.000 por ovario (BEZERRA et al., 1998) e um padrao
predominante de quatro ondas foliculares com ovulacdo na quarta onda
(GINTHER & KOT, 1994). Todavia, durante a vida util de uma fémea altamente
produtiva, menos de 0,05% dos odcitos irdo se desenvolver até gerar um
descendente vivo (KEISLER, 1999). Isto significa que este animal, através do uso
de técnicas para a maxima obtencdo de odcitos e de embrides, pode produzir um
namero muito maior de descendentes, durante a sua vida reprodutiva, do que de

forma natural.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral
» Avaliar a viabilidade da laparoscopia na aspiragédo folicular (LAF), com
sete dias de intervalo entre as intervengBes, em fémeas caprinas pré-
puberes e adultas.

3.2. Especificos

» Verificar se a estimulagdo hormonal ovariana melhora a colheita de

oocitos por LAF;

» Pesquisar se a quantidade e qualidade dos odcitos obtidos, e o nimero

de maturados sofrem alguma influéncia do uso da LAF semanalmente;

» Investigar se a utilizacdo semanal da LAF interfere na capacidade

gestacional destes animais;

» Analisar se a repetibilidade deste procedimento operatorio, no periodo

proprio de observagéo, causa complicacdes para a obtengéo de odcitos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local do experimento

Os animais foram mantidos no setor de Reprodugcdo Animal da Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias, UNESP - Campus de Jaboticabal, em sistema
intensivo de criagdo, onde tiveram acesso a agua, sal mineral e feno de Tifton e
silagem de milho ad libitum, além de ragédo balanceada no cocho fornecida uma
vez ao dia (250g/animal). Neste mesmo local, em um galpdo anexo, foram
realizadas as intervencdes cirargicas. A avaliacdo e a maturacdo dos odcitos
foram realizadas no Laboratorio de Fecundacado In Vitro pertencente ao mesmo
setor. A andlise das amostras de sangue para avaliacdo dos parametros
bioquimicos foi realizada no Laboratério de Patologia Clinica “Prof. Dr. Joaquim
Martins Ferreira Neto” do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, ambos

pertencentes a referida instituicao.

4.2. Animais e tratamentos

Foram utilizadas 40 fémeas caprinas mesticas consideradas higidas com
base nas avaliagdes clinica e parasitoldgica, sendo 20 pré-puberes e 20 adultas
pluriparas, com idades variando, ao inicio do experimento, de trés a cinco e de 12
a 36 meses, respectivamente. Os animais foram randomicamente distribuidos nos

seguintes grupos experimentais:

» G1 — adultas estimuladas hormonalmente, n=10;
» G2 — adultas ndo estimuladas (controle), n=10;
» G3 — pré-puberes estimuladas hormonalmente, n=10;

» G4 — pré-puberes ndo estimuladas (controle), n=10.
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As fémeas adultas (G1l) foram sincronizadas com 0 uso de esponjas

intravaginais impregnadas com 60 mg de acetato de medroxiprogesterona® por um

periodo de 11 dias, sendo que no nono dia foi administrado pela via intramuscular,

75 ug de d-cloprostenol 2. A estimulacdo ovariana consistiu na administracdo de

80 mg de FSHp® e 300 Ul de eCG* ambas em aplicacdo Unica, pela via

intramuscular, feita 36 horas anterior as intervencdes (Figura 1). As fémeas pré-

puberes (G3) receberam metade das doses preconizadas para a estimulacéo

ovariana nas adultas (G1). A retirada das esponjas foi feita imediatamente antes

da primeira laparoscopia. Em cada animal, as colheitas de o06citos foram

realizadas uma vez por semana, durante seis semanas consecutivas.
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Figura 1 — Esquema do tratamento hormonal destinado as fémeas caprinas adultas (G1) e

Legenda:
DO - dia zero (inicio do tratamento progestageno)

CE - colocagéo das esponjas
D9 - nono dia do tratamento progestageno
PGF2a - aplicagio de 75 pg de cloprostenol, um anélogo da prostaglandina F2a , via intramuscular
FSHp + eCG - aplicagdo de 80 mg de FSHp e de 300 Ul de eCG, correspondente a estimulagdo ovariana, realizada

36 horas antes das laparoscopias (LAF)

D11 - décimo primeiro dia (final do tratamento progestageno)
RE - retirada das esponjas

! MAP, Progespon®, Tecnopec, Syntex S.A., Argentina

2 Prolise®, Tecnopec, ARSA S.R.L., Argentina
® Folltropin®, Tecnopec, Vetrepharm Inc., Canada
* Novormon®, Tecnopec, Syntex S.A., Argentina

pré-puberes (G3), durante o periodo experimental.
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4.3. Pesagem dos animais

Antes de cada intervencdo cirargica, as fémeas tiveram seus pesos
corpéreos aferidos em balanca digital para permitir o calculo da dosagem

anestésica e avaliacdo da condigcdo corporal ao longo do experimento.
4.4. Protocolo anestésico

Apés jejum alimentar de 36 h e liquido de 24 h, os animais receberam, como
medicacdo pré-anestésica, 0,05mg/Kg/IM de cloridrato de xilazina a 2%° e,
transcorridos 10 minutos, foi aplicado cloridrato de cetamina a 10%°, para induc&o,
na dose de 2mg/Kg/lV. Em seguida a fémea foi colocada em maca cirdrgica
apropriada, onde foi realizada a canulacdo de uma das veias jugulares com auxilio
de um catéter 20G para administracdo da Anestesia Total Intravenosa (TIVA),
necessaria para manutencdo anestésica dos animais durante o procedimento
cirirgico (RIEBOLD, 1996). A TIVA era composta de éter gliceril guaiacol (EGG)’
na dose de 50mg/mL (5%), 0,1mg/mL de cloridrato de xilazina a 2% e 1mg/mL
de cloridrato de cetamina a 10%, diluidos em 500 mL de solucéo glicofisiolégica e
infundidos a 2 mL/Kg/h, cerca de 10 a 15 gotas/min, de acordo com o plano
anestésico. Ato continuo ao inicio da TIVA procedeu-se a intubac&o endotraqueal,
com o auxilio de um laringoscépio de lamina reta, evitando a aspiracdo do
conteddo ruminal, em caso de regurgitacdo, e permitindo o fornecimento de
oxigénio medicinal umidificado, sob ventilacdo assistida, facilitando a troca
gasosa. No campo cirurgico, regido do abdome cranial ao Ubere (Figura 2), foi
feita a tricotomia e anti-sepsia com tintura de iodo, e em seguida, a anestesia local
infiltrativa com 2 mL de cloridrato de lidocaina®, em cada ponto onde foram

introduzidos os trocartes.

® Dorcipec, Vallée — Montes Claros-MG

® Dopalen, Vetbrands — Jacarei-SP

’ Guaifenesina, Henrifarma — S&o Paulo-SP.
® Lidovet®, Bravet, Brasil.
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4.5. Laparoscopia para aspiragéo folicular (LAF)

Depois de executadas a TIVA e analgesia local, a fémea foi posicionada em
Trendelenburg (Figura 3), e a agulha de Veress® introduzida cerca de 10 a 15 cm
cranial ao Ubere e cinco centimetros a direita da linha média, para o
estabelecimento do pneumoperiténio com CO, (Figura 4), utilizando pressao intra-
abdominal (PIA) calculada de acordo com o peso da fémea, variando de 5 a 8
mmHg, e velocidade de insuflagdo de 2,5 L/min. No mesmo local, com o auxilio de
um bisturi, o orificio de introducdo da agulha foi ampliado até o maximo um
centimetro e em seguida inserido o trocarte de 7 mm (Figura 5) para a colocagao
de uma bainha pela qual seria introduzido o laparoscopio. Esta bainha era munida
de entrada para o CO,, 0 qual manteve a PIA estabelecida a principio (Figura 6).
O endoscépio foi conectado a uma camera e a um cabo de fibra 6tica’® (Figura 7),
fornecendo assim luz para o interior da cavidade e a imagem resultante foi vista
em um monitor. A manipulacdo do laparoscépio ficou a cargo de um assistente.
Uma vez obtida a visdo interna da cavidade, foi feita, lateralmente a primeira
puncdo, uma pequena incisdo na pele para a introducdo do trocarte de 10 mm
com bainha rosqueével (Figura 8), para a passagem da pin¢a atraumatica modelo
Babcock®. Com o auxilio deste instrumento, Gtero, tubas e bursas ovéaricas foram
manipulados para permitir a visualizacdo dos ovarios. Antes de iniciar a aspiracao,
os ovarios foram examinados e o numero de foliculos visiveis (trés a oito mm) na
superficie de cada um foi registrado. O ovario foi imobilizado pela apreensédo
proxima ao seu ligamento (Figura 11), evitando ao maximo danificar as estruturas
das tubas e do pediculo. Em seguida, a agulha de aspiracdo foi introduzida na
cavidade, com sua ponta protegida por uma bainha plastica, préximo ao local onde
se encontrava o ovario (Figura 9). Os foliculos foram puncionados pela
movimentacdo dos ovarios em diferentes posicbées com a pinga de manipulagéo

atraumética. A agulha era inicialmente colocada em posicédo paralela a base do

° EDLO, Canoas-RS, Brasil
9 Karl Storz, Alemanha
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foliculo de modo a penetra-lo lateralmente (Figura 12). Nao sendo possivel realizar
esta manobra, a puncéo era perpendicular. Uma vez inserida no foliculo, a agulha
era cuidadosamente movida para garantir que todo o seu conteudo fosse
aspirado. A pressao do vacuo foi ajustada para no maximo 50 mmHg.

Neste trabalho utilizou-se um sistema de aspiracdo com lume simples
(mesmo diametro interno, desde a agulha até a saida no tubo de colheita)
composto de uma agulha de 17G envolta em uma bainha plastica'?, com bisel
curto, conectada a uma canula de teflon de 50 cm de comprimento’?, a qual
terminava no tubo de colheita (50 mL) presa a uma rolha de silicone (Figura 10). O
vacuo era produzido por uma bomba de aspiracdo®, através de outra canula
também presa a rolha, que ia do tubo de colheita. No interior do sistema de
aspiracdo por onde passaram os odcitos foi feita uma lavagem prévia com o meio
de colheita deixando aproximadamente 2 mL deste liquido, no fundo do tubo, para
receber 0s 0d4citos.

A fim de minimizar a formacdo de possiveis aderéncias, os ovarios, ao final
da laparoscopia, foram banhados (Figura 13) com 20 mL do meio de colheita
aquecido a 37°C e, logo apés, o liquido da lavagem foi aspirado da cavidade.

"4 sobre cada

Ao final da laparoscopia, foi colocado antibiético topico “spray
incisdo na pele e em seguida estas foram fechadas com o auxilio de agrafes. Ao
redor das feridas cirargicas foi utilizada pomada repelente/cicatrizante™. Nas
intervengdes subsequentes, as incis6es foram feitas lateralmente a um centimetro,
cranial ou caudal a incisdo anterior. Apos serem retiradas da maca cirdrgica as
fémeas foram colocadas em local limpo e tranquilo e observadas até o seu

completo restabelecimento.

1 Angiocath, 16G, BD®

2 Handle Cook®, Ribeirdo Preto-SP, Brasil

¥ Nevoni

¥ Terra Cortril Spray, Pfizer Ltda.

5 Ungliento Pearson, Pearson Satde Animal Ltda.
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Fotografia ilustrando o posicionamento
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na laparoscopia para aspiracédo
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pinca de manipulagéo atraumatica. C —
bainha rosquiavel de 10 mm. D -
bainha de 7 mm com laparoscopio
inserido.

17



(o7\V] DAF

\ 2 ..
|
3 \ |
ESQUERb‘L’ DIREITA
)

CRANIAL -
Mi g 10

Figura 10 — Fotografia ilustrando o sistema de  Figura 11 — Fotografia ilustrando a apreens&o do
aspiragdo folicular. 1 — mangueira ovario. a — pinga de manipulagéo
do vacuo. 2 — linha de aspira¢éo. 3
— rolha de silicone. 4 — tubo de
colheita. 5 — agulha de aspiracéo
com bainha plastica. 6 — campo
cirargico.

atraumatica. b — ovario esquerdo. ¢ —
tuba uterina esquerda. d — ligamento
ovariano. e — pediculo.

CRANIAL

Figura 12 — Fotografia ilustrando a pungdo do  Figura 13 — Fotografia ilustrando o procedimento

foliculo com agulha envolta em
bainha plastica. a — bainha plastica.
b — ponta da agulha de aspiragéo. ¢
— ovario esquerdo.

de lavagem dos ovéarios, ao final da
sessdo de aspiragdo, com solugéo
de PBS heparinizado. a — sugador-
irrigador. b — bexiga. ¢ — ovario. d —
corno uterino esquerdo. e — corno
uterino direito.
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4.6. Exame clinico e avaliagdo da analgesia

Foram avaliadas as frequéncias cardiaca (FC) e respiratoria (FR), bem como
a analgesia nos tempos 0 (antes da medicacdo anestésica), 10, 20, 30, 40 e 50
minutos durante a administracdo da TIVA. Os parametros FC e FR foram aferidos
com estetoscépio colocado na regido costal e para a avaliagcdo da analgesia levou-
se em consideracdo os estimulos dolorosos decorrentes da LAF e, os resultados,
foram colocados na seguinte escala: 1 — sensac¢do normal ao estimulo doloroso;

2 — analgesia leve; 3 — analgesia moderada; 4 — analgesia completa.

4.7. Avaliacdo das funcdes hepéatica e renal

Com intuito de avaliar e monitorar as fun¢gdes hepética e renal, 35% dos
animais (n=14), tiveram amostras de sangue (3 mL) colhidas através de
venipung¢ao da jugular externa, as quais foram acondicionadas em tubos de ensaio
sem anticoagulante, levadas ao laboratério e centrifugadas a 2000 rpm por 5 min,
apos sinérese, o0 soro obtido foi acondicionado em tubos préprios, identificados e
armazenados (-20°C) adequadamente até o momento das determinacdes.

As colheitas de sangue foram realizadas antes da cada procedimento
cirargico, previamente a administracdo da anestesia. A primeira colheita (To)
representou os valores basais, uma vez que os animais ainda ndo haviam sido
submetidos a qualquer procedimento experimental, e foi executada na ocasidao da
primeira laparoscopia. A Ultima colheita (Tg) foi feita uma semana apds a sexta e
ultima laparoscopia, totalizando sete avaliages.

Os parametros bioquimicos avaliados foram: aspartato aminotransferase
(AST), fosfatase alcalina (ALP) e gama-glutamiltransferase (GGT), para avaliacao

da funcéo hepatica e uréia e creatinina para avaliacdo da funcao renal (Anexo 2).
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4.8. Maturacao in vitro

Em laboratério, o liquido aspirado foi cuidadosamente depositado em placas
de Petri e levado a observagdo em estereomicroscépio em aumento de 40X. Uma
vez localizados, os odcitos foram transferidos para outra placa contendo 300 a 500
uL de meio de lavagem (Anexo 1), e entdo classificados de acordo com sua
qualidade (Tabela 1). Em seguida, foram passados em trés gotas de 100 a 200 uL
de meio de lavagem e levados para cultivo em placas contendo gotas de 100 uL
de meio de maturacdo (Anexo 1) sob 6leo mineral, onde permaneceram durante
27 horas, em estufa a 39°C, com 5,0% de CO, em ar e atmosfera umida. Ao final
do cultivo, todos os odcitos foram desnudados sob estereomicroscopio (50-80X),
em meio de lavagem, com pipeta automatica de 100 uL, a temperatura ambiente
(28°C). Posteriormente, foram fixados por 5 min com formamida a 4% em PBS e
permeabilizados com Triton a 1% em PBS por 10 min. Posteriormente foram
corados com gel Mowiol incluido com corante Hoechst 33342, fixados entre lamina
e laminula, vedados com esmalte, e levados ao microscépio de epifluorescéncia™®,
apés o tempo minimo de 24 horas, para observacdo do estadio de maturacéo
nuclear.

Os odcitos examinados foram classificados da seguinte forma (WANG et al.,
1998): (1) odcitos maturados, onde é possivel observar a formacdo de um eixo em
metafase com expulsdo do primeiro corpusculo polar; e (2) odécitos imaturos, nos

quais a placa metaféasica ndo é observada.

18 Microscépio Olympus IX70; comprimento de onda 460 a 490 nm



Tabela 1 - Classificacdo dos complexos cumulus-odcitos obtidos por
laparoscopia.
Grau Aspecto Classificagao

Complexo cumulus completo

I Excelente
Mais que duas camadas de

Il células do cumulus Bom
Uma camada de células do

1] cumulus ou cumulus incompleto Regular

Odcito desnudo e/ou
v degenerado Ruim

LEIBFRIED & FIRST (1979) adaptado por CORDEIRO (2006).
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Foram classificados como viaveis, os odcitos de graus | a lll e, em todos eles

o citoplasma deveria apresentar-se com coloracao brilhante e aspecto uniforme.

4.9. Avaliacao da capacidade gestacional

Cerca de uma semana apés a ultima laparoscopia, as fémeas adultas tiveram

0 estro sincronizado e, logo apos a retirada das esponjas, foram deixadas com um

macho caprino, de fertilidade comprovada por descendentes, até que né&o

manifestassem mais sinais de estro, garantindo-se pelo menos duas coberturas

por fémea. O diagnostico de gestacéo foi realizado 45 dias ap0s a cobertura por

ultra-sonografia transretal.

As fémeas pré-puberes precisaram aguardar até que atingissem 10 a 12

meses de idade antes de serem colocadas para reproducéo.

4.10. Analise estatistica

Os dados obtidos sobre a quantidade e a qualidade dos oécitos colhidos,

bem como o nimero de maturados nos grupos experimentais foram submetidos a

andlise de variancia (ANOVA), de medidas repetidas, com quatro niveis entre 0s
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animais (grupos) e um fator (tratamento hormonal) com dois niveis dentro dos
animais com 6 repeticbes em cada grupo. Os dados foram analisados pelo
programa estatistico SAS® (User's Guide: Statistics, 1985). Na comparagédo das
médias, inclusive aquelas relacionadas as fun¢des hepatica e renal, utilizou-se o
Teste de Tukey (P<0,05).
A avaliacdo da fertilidade foi feita pelo teste de Qui-quadrado.
A transformacé&o utilizada nas variaveis foi a raiz quadrada da observacéo +
1 com o intuito de diminuir o coeficiente de variacdo. Isto indica que a variacdo

individual é muito alta.

5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo da LAF

O tempo médio das intervencdes cirargicas foi de 35 minutos.

O sangramento no ovario, causado pela puncdo, foi minimo. A imagem
observada no monitor foi pelo menos 10 vezes maior que a real, por isto, parecia
que o sangramento causado pela perfuracdo da agulha na superficie ovariana era
muito grande. Além da lavagem dos ovarios, a remoc¢do de coagulos grandes foi
feita, com o auxilio da pinca atraumatica, ao final das aspiracées a fim de prevenir
aderéncias. Apenas 15% das fémeas (n=6) apresentaram algum grau de aderéncia
entre o ovario e estruturas adjacentes, predominantemente a partir da quarta
intervencdo e, somente 10% (n=4) desenvolveram aderéncias entre 0 omento e o
local da insercao dos trocartes.

Ja no terceiro dia pés-cirargico, as feridas de pele, na maioria das fémeas,
apresentavam um bom grau de cicatrizacdo. Em apenas 10% dos casos (n=4)

houve inflamagéo local.
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5.2. Efeito da anestesia sobre parametros fisiolégicos

Os dados das frequéncias cardiaca (FC) e respiratoria (FR) encontram-se

na Tabela 2.

Tabela 2 — Média + desvio-padrao e valores maximo e minimo das frequiéncias cardiaca e
respiratéria antes (T,) e durante a aplicagdo da anestesia (Tio5) para a
realizacdo das laparoscopias em fémeas caprinas pré-puberes e adultas.
Jaboticabal/SP — 2006.

Tempo (minutos)

Parametros To Tio Tao Tso Tao Tso
Frequéncia médiatd.p. 61+13 68+18 73124 75119 71+19 73118
cardiaca
(bati_ment)os/ maximo — minimo 92-44 100-34 154-40 120-36 104-40 120-48
minuto
Frequéncia médiatd.p. 21+11 40124 50+23 59+25 60+26 55423

respiratoria

(mOV_imen;OS/ maximo — minimo 60-6 96-12 100-8 100-16 120-14 112-12
minuto

Observou-se aumento das frequiéncias cardiaca (FC) e respiratéria (FR) ao
longo da intervencao cirdrgica. O aumento da FR foi acompanhado da diminui¢éo
da amplitude respiratéria. Algumas fémeas apresentaram apnéia transitoria,
observada geralmente nos primeiros minutos da TIVA, necessitando assim de
respiracdo controlada. A velocidade de infusdo do anestésico administrado foi
suficiente para a manutencdo do plano cirdrgico, contudo, baseado na
monitoracdo dos reflexos oculares e das FC e FR, em alguns animais, o volume
infundido foi reajustado. Apesar do rigoroso jejum, alguns animais apresentaram
refluxo gastrico durante o procedimento.

Todos os animais receberam o conceito 4, considerado analgesia completa,
isto €, possibilidade de realizagdo do procedimento cirurgico.

Na avaliacdo dos parametros relacionadas a funcdo hepatica (Tabela 3)

nao foram observadas diferencas (P>0,05) em relacdo ao T, (valores basais).
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Quanto a funcao renal (Tabela 4), p6de-se observar que os valores médios
obtidos para a variavel creatinina diferiram (P<0,05) do controle (To). Ja os valores

médios obtidos para a variavel uréia ndo diferiram do controle.

Tabela 3 — Média e erro-padrao dos valores da aspartato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (ALP) e gama-glutamiltransferase (GGT) de
fémeas caprinas jovens e adultas submetidas a seis sessfes de
laparoscopia para aspiracao folicular. Jaboticabal/SP — 2006.

VARIAVEIS DETERMINADAS

MOMENTO AST ALP GGT
(UIL) (UIL) (UIL)

To 75,61+4,76 240,45+37,63 44,78+2,84

T 81,49+4,76 177,90+37,63 52,57+2,84

T 60,34+4,76 132,05+37,63 47,71+2,84

Ts 71,85+4,76 100,71+37,63 51,64+2,84

T4 67,49+4,76 216,91+37,63 53,97+2,84

Ts 62,54+4,76 171,99+37,63 53,42+2,84

T 60,70+4,76 312,34+37,63 48,21+2,84

To=basal ou controle; T; a Ts =1%a 6° semana.

Tabela 4 — Média e erro-padrdo dos valores de uréia e creatinina de fémeas
caprinas submetidas a seis sessdes de laparoscopia para
aspiracéo folicular. Jaboticabal/SP — 2006.

VARIAVEIS DETERMINADAS

MOMENTO
Uréia Creatinina
(mg/dL) (mg/dL)

To 48,88+5,29 1,16+0,04
Lk 41,2345,29 1,25+0,04
T2 32,1045,29 1,04+0,04
Ts 49,06+5,29 1,07+0,04
Ts 60,49+5,29 1,15+0,04
Ts 56,58+5,29 1,05+0,04
Te 45,38+5,29 0,93+0,04*

To=basal ou controle; T, a Ts =1%a 6% semana.
* Diferem do controle (To) pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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5.3. Resposta ovariana e colheita de oécitos

O numero total de foliculos visualizados e puncionados de cada grupo, e as
taxas de aproveitamento e de colheita, ao longo das seis semanas, estdo

ilustrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Taxa de aproveitamento e de colheita de oécitos de fémeas caprinas adultas e pré-
puberes, com ou sem estimulo hormonal. Jaboticabal/SP — 2006.

LAF  Grupo n Foliculos Foliculos Taxa de Taxa de
visualizados puncionados  aproveitamento colheita

(n) (n) (%) (%)

1 10 220 150 68,18 52,00
12 2 10 154 116 75,32 93,94
3 10 196 137 69,89 38,68
4 10 137 105 76,64 40,00
1 10 194 147 75,77 86,48
28 2 10 144 93 64,58 53,76
3 10 178 116 65,16 42,24
4 10 123 86 69,91 32,55
1 10 174 141 81,03 48,93
32 2 10 127 90 70,86 64,44
3 10 141 101 71,63 54,45
4 10 89 60 67,41 50,00
1 10 174 116 66,66 47,41
42 2 9 107 73 68,22 58,90
3 10 139 98 70,50 56,12
4 9 110 82 74,54 31,70
1 10 135 97 71,85 61,85
52 2 9 116 83 71,55 46,98
3 10 114 85 74,56 48,23
4 8 94 64 68,08 42,18
1 10 108 70 64,81 51,42
62 2 9 117 80 68,37 47,50
3 10 123 83 67,47 55,42
4 8 95 69 72,63 46,37
Legenda:

Grupos: 1 = adultas com estimulagdo hormonal; 2 = adultas sem estimulagcdo hormonal,

3 = pré-puberes com estimulagéo hormonal; 4 = pré-pUberes sem estimula¢éo hormonal.
Taxa de aproveitamento = n° de foliculos puncionados / n° foliculos visualizados
Taxa de colheita = n° de odcitos obtidos / n° foliculos puncionados
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Figura 14 — Gréfico ilustrando o nimero total de foliculos visualizados em
cada grupo ao longo de seis sessfes de laparoscopia para
aspiracéo folicular (LAF). Jaboticabal/SP — 2006.

O numero de foliculos visualizados diminuiu em todos o0s grupos ao longo das
semanas como ilustrado na Figura 14, destacando-se uma redugdo mais
acentuada entre as fémeas submetidas a estimulacdo ovariana hormonal (G1 e
G3).

Os valores médios de foliculos visualizados (FVOE e FVOD) e puncionados
(FPOE e FPOD) em ambos os ovarios, bem como no numero de odcitos
encontrados (Tabela 6) apresentaram diferenca (P<0,05) entre a primeira e ultima
semana apenas no grupo de fémeas adultas com estimulagdo hormonal (G1). Nos
demais grupos, os valores ndo diferiram entre a primeira e Ultima semana e entre

si com relagdo as variaveis avaliadas.
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Tabela 6 — Média e erro-padrédo de foliculos visualizados e puncionados nos ovarios esquerdo e
direito e de odcitos encontrados. Jaboticabal/SP — 2006.

Variaveis Grupos Laparoscopias
1 2 3 4 5 6
1 11,20+0,73* 9,90+0,73 8,90+0,73 8,70+0,73 6,50+0,73 5,40J_r0,73b
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
FVOE 2 6,90+0,73 7,60+0,73 6,80+0,73 5,65+0,78 6,21+0,78 6,21+0,78
n=10 n=10 n=10 n=9 n=9 n=9
3 10,20+0,73 9,50+0,73 7,70+0,73 7,80+0,73 5,40+0,73 6,40%0,73
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
4 6,90+0,73 6,80+0,73 5,10+0,73 5,48+0,78 6,63+0,84 5,25+0,84
n=10 n=10 n=10 n=9 n=8 n=8
1 10,80+0,74* 9,50+0,74 8,50+0,74 8,70+0,74 7,00+0,74 5,4Oi0,74b
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
FVOD 2 8,50+0,74 6,80+0,74 5,90+0,74 5,62+0,79 6,0610,79 6,17+0,79
n=10 n=10 n=10 n=9 n=9 n=9
3 9,40+0,74 8,30+0,74 6,40+0,74 6,10+0,74 6,00+0,74 5,90+0,74
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
4 6,80+0,74 5,50+0,74 3,80+0,74 6,66+0,79 5,31+0,85 6,81+0,85
n=10 n=10 n=10 n=9 n=8 n=8
1 8,20+0,60* 7,30+0,60 7,40+0,60 5,80+0,60 4,80+0,60 3,60i0,60b
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
FPOE 2 5,00+0,60 4,70+0,60 4,70+0,60 3,57+0,64 4,35+0,64 4,13+0,64
n=10 n=10 n=10 n=9 n=9 n=9
3 6,90+0,60 6,30+0,60 5,70+0,60 5,50+0,60 4,10+0,60 4,20+0,60
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
4 5,50+0,60 5,20+0,60 3,10+0,60 4,37+0,64 3,91+0,69 3,66+0,69
n=10 n=10 n=10 n=9 n=8 n=8
1 6,80+0,58* 7,40+0,58 6,70+0,58 5,80+0,58 4,90+0,58 3,40i0,58b
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
FPOD 2 6,60+0,58 4,60+0,58 4,30+0,58 4,24+0,62 4,57+0,62 4,46+0,62
n=10 n=10 n=10 n=9 n=9 n=9
3 6,80+0,58 5,30+0,58 4,40+0,58 4,30+0,58 4,40+0,58 4,10+0,58
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
4 5,00+0,58 3,40+0,58 2,90+0,58 4,58+0,62 4,15+0,67 5,03+0,67
n=10 n=10 n=10 n=9 n=8 n=8
1 7,80+0,83* 6,40+0,83 6,90+0,83 5,50+0,83 6,00+0,83 3,60i0,83b
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Odcitos 2 6,20+0,83 5,00+0,83 5,80+0,83 4,37+0,89 3,92+0,89 3,81+0,89
encontrados n=10 n=10 n=10 n=9 n=9 n=9
3 5,30+0,83 4,90+0,83 5,50+0,83 5,50+0,83 4,10+0,83 4,60+0,83
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
4 4,20+0,83 2,80+0,83 3,00+0,83 2,66+0,89 3,07+0,96 3,69+0,96
n=10 n=10 n=10 n=9 n=8 n=8
Legenda:

a, b: valores significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (P<0,05).
Grupos: 1 = adultas com estimulagcdo hormonal; 2 = adultas sem estimulagdo hormonal:
3 = pré-puberes com estimulagdo hormonal; 4 = pré-puberes sem estimulacédo hormonal.
FVOE: foliculos visualizados no ovério esquerdo
FVOD: foliculos visualizados no ovario direito
FPOE: foliculos puncionados no ovario esquerdo
FPOD: foliculos puncionados no ovario direito
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Tabela 7 — NUmero de oécitos encontrados, percentual de odcitos viaveis e taxa de
maturacdo de fémeas caprinas adultas e pré-puberes, com ou sem estimulo
hormonal. Jaboticabal/SP — 2006.

LAF  Grupo n Odcitos Viaveis Taxa de maturagéo
(n) (%) (%)
1 10 78 94,87 63,51
12 2 10 62 70,97 68,18
3 10 53 86,79 60,86
4 10 42 59,52 64,00
1 10 64 90,62 63,79
2a 2 10 50 62,00 74,19
3 10 49 71,42 60,00
4 10 28 75,00 52,38
1 10 69 89,85 69,35
3a 2 10 58 81,03 78,72
3 10 55 72,72 75,00
4 10 30 66,66 70,00
1 10 55 72,72 62,50
42 2 9 43 81,39 74,28
3 10 55 89,09 65,30
4 9 26 69,23 77,77
1 10 60 75,00 77,77
52 2 9 39 79,48 64,51
3 10 41 78,04 87,50
4 8 27 88,88 62,50
1 10 36 72,22 73,07
62 2 9 38 57,89 86,36
3 10 46 82,60 71,05
4 8 32 71,87 52,17
Legenda:

Grupos: 1 = adultas com estimulacéo hormonal; 2 = adultas sem estimulag&o hormonal;

3 = pré-puberes com estimulagdo hormonal; 4 = pré-puberes sem estimulagdo hormonal.
Viaveis = oocitos de Graus |, Il e Il
Taxa de maturagdo = n° de odcitos maturados / n° oécitos viaveis

Na Tabela 7 mostra o numero total de odcitos colhidos por semana e a taxa
de maturacdo em cada grupo, bem como o percentual de odécitos viaveis (Graus I,
hell).

Devido a ndo ocorréncia de interacao entre os grupos, as médias relativas ao
namero de odécitos encontrados, viaveis e maturados foram agrupadas dentro dos

grupos e das semanas (Tabela 8). A qualidade dos odcitos apresentou redugéo
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significativa entre a primeira e a Ultima semana. As fémeas jovens nao
estimuladas tiveram um rendimento significativamente menor comparado as
adultas estimuladas.

Tabela 8 — Média e erro-padrdo de odcitos encontrados, viaveis e maturados nos grupos

experimentais, bem como a média geral dentro os grupos e das semanas.
Jaboticabal/SP — 2006.

Varidveis Grupos Laparoscopias
1 2 3 4 5 6 Média
geral
1 7,80+0,83 6,40+0,83 6,90+0,83 5,50+0,83 6,00+0,83 3,60+0,83 6,03+0,54%
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Odcitos 2 6,20+0,83 5,00+0,83 5,80+0,83 4,37+0,89 3,92+0,89 3,81+0,89 4,85i0,57ab
encontrados n=10 n=10 n=10 n=9 n=9 n=9
3 5,30+0,83 4,90+0,83 5,50+0,83 5,50+0,83 4,10+0,83 4,60+0,83 4,98i0,54ab
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
4 4,20+0,83 2,80+0,83 3,00+0,83 2,66+0,89 3,07+0,96 3,69+0,96 3,23i0,59b
n=10 n=10 n=10 n=9 n=8 n=8
Média 5,87+0,41 4,77+0,41 5,30+0,41 4,50+0,43 4,27+0,44 3,92+0,44
geral A A A A A A
1 7,40+0,72 5,80+0,72 6,20+0,72 4,00+0,72 4,50+0,72 2,60+0,72 5,08+0,44%
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Obcitos 2 4,4040,72 3,10+0,72 4,70+0,72 3,58+0,77 3,14+0,77 2,14+0,77 3,51%0,46%
viavels n=10 n=10 n=10 n=9 n=9 n=9
3 4,60+0,72 3,50+0,72 4,00+0,72 4,90+0,72 3,20+0,72 3,80+0,72 4,00+0,44°
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
4 2,50+0,72 2,10+0,72 2,00+0,72 1,90+0,77 2,87+0,83 2,75+0,83 2,35i0,48b
n=10 n=10 n=10 n=9 n=8 n=8
Média 4,724+0,36 3,62+0,36 4,22+0,36 3,59+0,37 3,42+0,38 2,82+0,38
geral A AB AB AB AB B
1 4,70+0,54 3,70+0,54 4,30+0,54 2,50+0,54 3,50+0,54 1,90+0,54 3,43+0,34%
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Odcitos 2 3,00+0,54 2,30+0,54 3,70+0,54 2,62+0,58 1,96+0,58 1,85+0,58 2,57+0,36%
maturados n=10 n=10 n=10 n=9 n=9 n=9
3 2,80+0,54 2,10+0,54 3,00+0,54 3,20+0,54 2,80+0,54 2,70+0,54 2,7610,34%
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
4 1,60+0,54 1,10+0,54 1,40+0,54 1,55+0,58 1,85+0,62 1,47+0,62 1,49i0,37b
n=10 n=10 n=10 n=9 n=8 n=8
Média 3,02+0,27 2,30+0,27 3,10+0,27 2,47+0,28 2,52+0,28 1,98+0,28
geral A A A A A A
Legenda:

Grupos: 1 = adultas com estimulagdo hormonal; 2 = adultas sem estimula¢éo hormonal;
3 = pré-puberes com estimulagao hormonal; 4 = pré-pUberes sem estimulagdo hormonal.



30

5.4. Acompanhamento do peso corporal

Apesar do intervalo de uma semana entre as intervencdes e do periodo
destinado ao jejum sélido (36 horas), as fémeas ndo apresentaram reducao no
peso corporal ao longo das seis sessdes (Figuras 15 e 16). Pelo contrario, houve

aumento destes valores em ambos os grupos ao final do experimento.
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Figura 15 — Valores médios dos pesos corporais de fémeas
caprinas adultas estimuladas (Grupo 1) e nao
estimuladas (Grupo 2) hormonalmente ao longo de
seis sessbes de laparoscopia para aspiragdo
folicular. Jaboticabal/SP — 2006.
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Figura 16 — Valores médios dos pesos corporais de fémeas
caprinas pré-puberes estimuladas (Grupo 3) e ndo
estimuladas (Grupo 4) hormonalmente ao longo de
seis sessOes de laparoscopia para aspiragdo
folicular. Jaboticabal/SP — 2006.
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5.5. Efeito sobre a capacidade gestacional das fémeas

A Tabela 9 retne o percentual de cabras prenhes nos quatro grupos

experimentais.

Tabela 9 — Percentual de cabras prenhes aos 45 dias, apds serem submetidas
a seis sessbes de laparoscopia para aspiragdo folicular.
Jaboticabal/SP — 2006.

Grupos n % prenhez
1 44,44 (4/9)
2 9 66,66 (6/9)
3 10 60,00 (6/10)
4 7 71,42 (5/7)
Total 35 60,00 (21/35)

n = nimero de animais expostos a cobertura por monta natural.

Do total de fémeas expostas a cobertura por monta natural nos quatro grupos
experimentais, 60% encontravam-se prenhes aos 45 dias apds exame por ultra-
sonografia transretal. A diferenca no nimero de animais expostos a cobertura foi

decorrente de 6bito ou da impossibilidade de realizacédo da cobertura.

6. DISCUSSAO

As técnicas utilizadas para a obtencao de odcitos em fémeas caprinas nao
tém sido desenvolvidas na mesma propor¢cdo que a biotécnica de PIV. O
aperfeicoamento destas técnicas €&, portanto, de fundamental importancia,
principalmente ao tratar-se de fémeas geneticamente superiores, que podem ser
utilizadas como doadoras por periodo de tempo prolongado.

Foi verificado que com o0 avanco do experimento, o tempo gasto com cada

intervencdo foi diminuido. Isto provavelmente deveu-se a pratica e ao
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entrosamento da equipe. Assim como no trabalho realizado por GINTHER & KOT
(1994) onde foram feitas ultra-sonografias diarias para avaliar a dinamica folicular
em cabras, a habilidade do operador e, no nosso caso, também da equipe,
melhorou com a experiéncia.

As fémeas apresentaram boa cicatrizacdo nos locais de puncdo dos
trocartes, uma vez que as feridas cirargicas apresentavam-se, ja no terceiro dia
pés-cirdrgico, sem sinais de inflamacao nem de deiscéncia de sutura.

O estabelecimento do pneumoperitbnio, na Medicina Humana, é considerado
a manobra mais critica da videolaparoscopia e a técnica fechada mediante puncéo
com agulha de Veress € a mais frequentemente utilizada (WILDT & LAWLER,
1985). Apesar de possuir uma ponta protegida, pois ha o recolhimento do bisel ao
atingir o interior da cavidade, sempre existe o risco de lesdo de 6rgdos ou de
insuflacdo equivocada (AZEVEDO et al., 2004). Contudo, o posicionamento em
Trendelenburg (LEME et al., 2002) permitiu a introdugédo da agulha de Veress sem
causar qualquer lesdo. E sabido que o peritdnio, apesar de muito delgado,
também é bastante resistente e um dos meios de saber se a ponta da agulha
estava dentro da cavidade era ouvindo dois “cliques” ao final, ou seja, o cirurgido
deve sentir a resisténcia de duas camadas e entdo ird entrar na cavidade
abdominal (SAVARIS, 2005).

A técnica utilizada neste trabalho consistiu em se fazer duas puncdes com
auxilio de trocartes para a introducé@o do endoscépio e da pin¢a de manipulacdo. A
agulha de aspiragdo foi inserida na cavidade diretamente através da pele, sem a
necessidade de um terceiro trocarte. ALVAREZ et al. (1999) avaliaram o uso de
duas (apenas um operador usando laparoscopio com visdo direta e canal para a
agulha mais a pinca de manipulacao), trés (operador com a pinca e a agulha,
assistente com o laparoscépio mais a camera) e quatro puncdes (operador com a
pinga e a agulha, assistente com outra pinga mais o laparoscopio com a camera).
A maxima eficiéncia (n° odcitos colhidos x n° foliculos observados) foi conseguida
com a técnica de trés puncdes. Os autores sugerem ainda considerar o uso de

duas puncdes por ser menos onerosa (ndo necessita da camera nem do monitor)
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e por causar menos injurias. Neste trabalho uniu-se as vantagens das duas
técnicas citadas acima: menor tempo de execucdo e melhor resultado daquela de
trés puncdes, com a seguranca da de duas, uma vez que dispensa a colocacao do
terceiro trocarte.

O risco da laparoscopia esta, como em muitas outras técnicas cirirgicas, na
anestesia, a qual é imprescindivel para a realizacdo da intervencéo e deve ser a
mais pratica e eficiente possivel. Os principios gerais para sua escolha na cirurgia
tradicional sdo aplicaveis a laparoscopia (MARCELINO & PENICHE, 2002). O
protocolo anestésico usado neste trabalho foi resultado de uma série de tentativas
a fim de se conseguir algo que fosse seguro, ndo causasse dor visceral e ndo
fosse danosa a saude dos animais. O uso do oxigénio contribuiu para melhorar o
trabalho respiratorio dos animais. O aumento das FC e FR foram atribuidos ao
posicionamento (Trendelenburg) e a distensdao abdominal causada pelo gas
(pneumoperitdnio) os quais causam entre outros efeitos, grande compressao
diafragmatica. Esta foi compensada pela diminuicdo da amplitude respiratoria.
Estes achados, associado ao bom grau de analgesia sugerem que o0 protocolo
anestésico aplicado neste trabalho € adequado e eficiente para este tipo de
procedimento cirdrgico em caprinos.

O periodo de 36 horas destinado ao jejum foi estabelecido pela observagéo
dos animais sob efeito anestésico, uma vez que um tempo menor de restricado
alimentar, principalmente de alimentos sélidos, predispunha o animal com mais
frequiéncia a regurgitacao do contetdo ruminal, que eram favorecidos pela posi¢cédo
em Trendelenburg. Desta forma, o risco de pneumonia por aspiracdo é alto,
podendo leva-los a 6bito.

Banhar o ovario puncionado com o liquido de colheita (PBS acrescido de
heparina) foi eficaz para prevenir a formacdo de aderéncias deste com outras
estruturas como Uutero, tuba uterina e bursa ovarica. Entretanto, uma fémea
apresentou aderéncia entre o ovario direito e a bexiga apés a segunda
laparoscopia. Algumas fémeas jovens apresentaram em mais de uma intervencgao,

bexiga muito repleta, dificultando bastante a visualizacdo e a apreensdo dos



34

ovarios. Segundo PUGH (2005), o cloridrato de xilazina pode causar o aumento da
producdo de urina em caprinos, sendo comum notar-se 0 aumento de até seis
vezes no volume de urina excretado.

Foi observado que quanto maior a PIA, maior o efeito sobre a frequéncia
respiratdria dos animais experimentais, em virtude do desconforto gerado tanto
pela posicdo na maca, quanto pela instalacdo do pneumoperitonio. No entanto,
quando o valor deste se encontrava menor que o estabelecido a principio,
prejudicava bastante a visualizacdo das estruturas na cavidade pélvica. Um
pneumoperitdnio acima do indicado pode levar a complicacbes cardiacas e
respiratorias, principalmente se o paciente exprimir algum tipo de injdria
diafragmatica (WIEDEMAN et al., 1998). A velocidade de insuflagdo utilizada foi
baixa porque, a medida que o pneumoperitdnio ia sendo estabelecido, o
anestesista verificava as freqtiéncias cardiaca e respiratéria. Em alguns momentos
foi necesséario diminuir a PIA pois algumas fémeas apresentaram reducdo na
frequéncia respiratéria. No entanto, apesar de baixa, a PIA empregada foi
suficiente para a realiza¢do das manobras cirdrgicas.

A auséncia de alteracdes dos parametros AST, FA e GGT, usados para
avaliar a funcdo hepdtica, deve-se ao fato de que o figado, diferentemente dos
rins, ser orgdo com reconhecida habilidade compensatoria e regenerativa, e esta
pode retardar o aparecimento de alteracdes clinicas e laboratoriais até que 80 a
90% do parénquima hepatico esteja comprometido (COLES, 1984).

A funcédo renal dos animais experimentais também néao foi afetada pelo uso
repetido da TIVA, nem pelo periodo de jejum a que foram submetidos. Os valores
de uréia nao apresentaram diferenca (P>0,05) quando comparados ao controle
(To) estando dentro do limite normal para a espécie caprina que é de 21 a 60
mg/dL. (PUGH, 2005). J4 a creatinina apresentou diferenca (P<0,05) na ultima
semana quando comparada com o valor basal. Esta é produzida no organismo a
partir da metabolizacdo da creatina em um processo ndo enzimatico e irreversivel
que ocorre na musculatura esquelética, sendo excretada pela filtracdo glomerular,
e qualquer anormalidade que diminua a velocidade do fluxo urinario resultara na
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elevacdo da concentracdo sérica deste metabdlito (COLES, 1984), ou seja, a
elevacdo no nivel de creatinina no sangue indica disturbio renal. Neste caso,
pode-se inferir que ndo houve dano renal uma vez que os valores de cretinina ndo
aumentaram ao longo do experimento, pelo contrério, ocorreu uma reducgao
significativa destes. Apesar deste resultado, os valores médios desta variavel
também encontravam-se dentro dos parametros normais (0,9 a 1,8 mg/dL) para a
espécie (PUGH, 2005).

As taxas de colheitas apresentadas neste trabalho, considerando o periodo
de apenas uma semana entre as laparoscopias, podem ser consideradas
aceitaveis. Certamente um intervalo mais longo poderia proporcionar melhores
resultados. Em programas de producédo onde um grande numero de animais esta
disponivel, pode-se aplicar um tempo maior entre as LAFS, porém, em situacdes
onde as fontes doadoras sdo limitadas, um periodo mais curto entre as colheitas
pode ser vantajoso (PIERSON et al., 2004).

Particularmente, o grupo de fémeas adultas estimuladas apresentou
diminuicdo significativa, entre a primeira e a Ultima laparoscopia, ho numero de
foliculos visualizados e puncionados em ambos 0s ovarios, bem como no namero
de odcitos colhidos apés repetidas LAFs. Contudo, embora os demais resultados
nao tenham sido significativos, houve reducdo destes valores ao longo das seis
semanas de laparoscopias (Tabela 6), independente do grupo experimental, o que
coincide com os resultados obtidos por outros autores (ANEL et al, 1998 e PTAK
et al., 1998, citados por MORTON et al.,2005b). KUHHOLZER et al. (1997)
observaram que o nimero de odcitos e foliculos manteve-se constante depois de
repetidas LAFs, com intervalo de uma semana, em ovelhas sem tratamento
hormonal. Neste trabalho, as taxas de colheita foram superiores aos resultados do
nosso estudo, mesmo em relacdo as fémeas estimuladas. Porém, essa diferenca
de resultados provavelmente deve ser relativa ao uso de técnicas e equipamentos
distintos, ndo sendo possivel, portanto, se fazer uma comparacao fiel entre as

taxas obtidas em ambos os experimentos.
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Uma das hipéteses que explicariam a reducdo dos indices avaliados ao longo
das sucessivas LAFs seria 0 uso frequente de hormonio exdégeno, o qual poderia
estar induzindo a formacdo de anticorpos anti-FSH (BODIN, et al., 1997; DE
RUIGH et al., 2000). Em caprinos tratados com FSH de origem porcina, existe a
possibilidade de inducdo da formacdo de anticorpos para esse hormonio,
diminuindo assim a resposta ovariana apds a terceira aplicacdo (REMY et al.,
1991), o que causaria, desta forma, a refratariedade das fémeas ao tratamento.
Outra hipotese seria o fato de cerca de 10% das fémeas caprinas ndo serem
responsivas ao tratamento de superovulacdo (BREBION et al., 1992). Embora
técnicas alternativas existam, tais como a “ovum pick-up” combinada com a
producdo in vitro de embrides, a superovulacédo ainda € um procedimento eficiente
e barato na maximizacdo do numero de descendentes oriundos de fémeas
geneticamente superiores (DRIANCOURT, 2001).

Quando gonadotrofinas exégenas sao administradas, o recrutamento de
foliculos pode ser aumentado ou prolongado, além da sele¢édo ser bloqueada. O
namero médio de foliculos geralmente aumenta proporcionalmente a quantidade
de gonadotrofina injetada, até alcancar um méaximo, o qual estad intimamente
relacionado ao numero de foliculos gonadotrofina-responsivos presentes nos
ovarios das fémeas tratadas (MONNIAUX et al., 1983). Como a resposta ovariana
as gonadotrofinas € dose-dependente e altamente variavel, é dificil predizer se um
tratamento € superior a outro (DRIANCOURT, 2001).

Em um experimento com ovelhas adultas, foi avaliado o efeito de repetidas
aspiracoOes foliculares com e sem o uso de FSH (neste caso, foram realizadas trés
LAFs, com intervalo de duas semanas entre as intervengdes) sobre a resposta
ovariana, numero e qualidade dos odcitos, bem como sobre o desenvolvimento in
vitro (MORTON et al., 2005b). Assim como no presente trabalho, foi verificado um
namero maior de foliculos e de odcitos recuperados nas fémeas tratadas, no
entanto, as taxas de colheita foram similares (P>0,05) entre as fémeas pré-
puberes e adultas de ambos o0s tratamentos. Resultados similares foram
observados em outros estudos (STANGL et al.,, 1999; MORTON et al., 2005). A
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colheita de odcitos in vivo e a producdo de embrides in vitro podera aumentar o
namero de embrides produzidos em um tempo disponivel se puderem ser
realizadas frequientemente e de forma bem-sucedida (BROADBENT et al., 1997).

O numero de foliculos visualizados denota a atividade ovariana (MORTON et
al., 2005). Como pode ser visto na Figura 14, houve redugéo da resposta folicular
em todos os grupos avaliados. Pode-se inferir a este achado a possibilidade das
lesbes causadas ao ovario, decorrentes das sucessivas aspiracdes, terem
provocado uma inflamacdo local que, por sua vez, tenha comprometido o
processo de recrutamento folicular. Outros fatores como o estresse causado pelo
jejum ou pela manipulacdo e contencdo dos animais no momento da aplicacédo
dos horménios e da anestesia, além da propria técnica operatoria e seus
elementos, também podem estar envolvidos. E pertinente considerar que estes
fatores, separados ou agregados, agindo de forma direta ou indireta, podem ter
colaborado para estes resultados.

Dois aspectos importantes a serem considerados na variabilidade da taxa de
ovulacédo, induzida por gonadotrofinas, sao a diversidade entre fémeas de uma
mesma espécie ou raca e em cada fémea individualmente. Enquanto o primeiro
pode ser detectado assim que a estimulacdo hormonal € feita, o segundo requer
sucessivas tentativas em superestimular o mesmo animal, na maioria dos casos,
de elite (DRIANCOURT, 2001). No presente trabalho, as fémeas adultas tiveram o
estro sincronizado entdo, acredita-se que a maioria delas deveria possuir um
padrdo folicular semelhante ao inicio das LAFs. Com relacdo as pré-puberes, a
informacdo € menos precisa. Sabe-se que a estimulacdo ovariana por
gonadotrofinas exdgenas pode afetar profundamente o ambiente fisioldgico interno
do foliculo (O'CALLAGHAN et al., 2000). Odcitos de animais superovulados
freqientemente exibem reduzida capacidade de desenvolvimento comparados
aos daqueles ndo estimulados. O uso de hormdnios aumenta a taxa de
crescimento folicular a qual resulta em uma assincronia na maturagdo entre o
foliculo e o odcito (FOOTE & ELLINGTON, 1988; COMBELLES & ALBERTINI,
2003).
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Em estudos realizados com cabritas verificou-se que o numero total de
foliculos aumenta aos dois e diminui aos cinco meses de idade (RAWLINGS et al.,
2003). Em fémeas ovinas pré-puberes foi encontrado que a PIV aumentada com a
estimulagdo hormonal e com a idade, contudo, observou-se que uma resposta alta
a estimulacdo ndo afeta a producdo de embrides em fémeas de trés a quatro
meses e de seis a sete meses de idade (MORTON et al., 2005a).

As laparoscopias concentraram-se entre os anos de 2004 e 2005 e foram
realizadas durante todo o ano. Nesta pesquisa, provavelmente ndo houve
influéncia das estacdes do ano sobre a resposta ovariana, visto que ndo foram
observadas discrepancias entre as colheitas ao longo do ano. Estes dados estao
de acordo com outros autores onde ndo foram observadas diferencas no nimero
de foliculos entre estes periodos, em estudos conduzidos em ambientes de
médias latitudes (40-45°N) tanto em caprinos (PINTADO et al., 1998) quanto em
ovinos (GONZALES-BULNES et al., 2003; PIERSON et al., 2004). No presente
estudo, a localizacdo geogréfica, 21°15'17"S, propiciou uma influéncia ainda
menor do fotoperiodo.

A taxa de aproveitamento (n° de foliculos puncionados / n° foliculos
visualizados) foi satisfatéria pois, embora a visualizacdo de mais foliculos tenha
sido feita no momento da colheita, ndo foi possivel realizar a aspiragdo de todos
em decorréncia do sangramento de alguns foliculos, principalmente os maiores,
sobre os menores, impedindo a sua localizacéo posterior. Além disto, dependendo
da posi¢do em que o foliculo se encontrava, o acesso a este ficava bastante dificil,
ja que a pinca atraumatica usada para segurar ovario encobria parte deste. Ainda,
a luz do endoscopio, por vezes, refletia na superficie ovariana camuflando a
presenca de alguns foliculos, especialmente os menores.

Ha suspeita de que, caso a agulha utilizada fosse mais fina, as taxas de
aproveitamento e de colheita poderiam ter sido melhores, principalmente devido a
puncdo de foliculos menores (3-5 mm). Estudos com aspiracdo de odcitos
humanos mostraram que o uso de agulhas mais finas gerou um marcado aumento

na taxa de colheita (RENOU et al., 1981). Este aumento foi atribuido ao aumento
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na velocidade do fluxo do liquido, um menor “espag¢o morto” no interior da linha de
aspiracdo e menor turbuléncia nos encaixes dos instrumentos. No entanto, estas
tendem a obstruir mais facilmente com coagulos de sangue e para a desobstrucao
destas faz-se necessario aumentar o vacuo, o que traria, portanto, prejuizo a
qualidade dos odcitos colhidos.

Foi observado que a agulha utilizada no presente trabalho possuia calibre
adequado para a aspiracao de foliculos maiores. No entanto, quando se tratava de
foliculos menores (abaixo de 5 mm) a aspiracéo tornava-se um pouco prejudicada.
FRY et al. (1997) observaram que agulhas maiores que 17G n&o sao préaticas para
0 uso em pequenos foliculos, os quais correspondem a mais de 90% dos foliculos
aspirados na superficie dos ovarios.

O uso da bainha plastica nos permitiu trabalhar com mais seguranca
permitindo a protecdo da ponta da agulha de aspiracdo ao atingir o interior da
cavidade abdominal, expondo-a somente ao aproximar-se do foliculo a ser
puncionado.

Neste estudo, o sistema de aspiracao foi composto de uma agulha curta com
bisel também curto e uma linha de menor comprimento. Verificou-se que, apesar
dos esforcos para diminuir as perdas durante a aspiracdo, como o desnudamento
e o rompimento de odcitos, através da reducdo da pressdo do vacuo e o
encurtamento da linha de aspiracdo, a maioria dos oocitos viaveis foi classificada
como de grau lll e, os de grau IV, foram em grande parte de od4citos desnudos.

A qualidade dos odcitos (percentual de odcitos viaveis) apresentou
diminuicdo significativa da média geral entre os grupos na ultima semana
comparada a primeira, estando de acordo com os achados de outros autores
(KUHHOLZER et al., 1997; PTAK et al., 1998 citado por MORTON et al., 2005).
Sabe-se que a maioria dos odcitos perde parte das células do cumulus no transito
do foliculo até o tubo de colheita. Estas podem ser preservadas por meio do
refinamento do vacuo trabalhando com foliculos em estadio mais precoce que por
sua vez tém complexos cumulus-o6cito mais compactos (BALDASSARRE et al.,

1994). O odcito caprino pareceu demonstrar uma certa fragilidade a pressao do
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vacuo. Um leve aumento na pressdao no momento da desobstrucdo das agulhas
com coagulos de sangue, levava ao aparecimento de odcitos desnudos. O fato de
0 vacuo ndo afetar apenas a taxa de colheita de odcitos, mas também a sua
qualidade, também foi demonstrado por FRY et al. (1997). Esses autores
verificaram que, aumentando a pressdo do vacuo, o numero de odcitos colhidos
podia ser maior, no entanto, quando esta era superior a 50 mmHg, havia reducéo
no nimero de odcitos viaveis, provavelmente devido a remocdo da cobertura de
células do cumulus em torno do odcito.

Estudos de odcitos em cultivo indicaram que a cooperacdo das células da
granulosa associadas a estes é essencial para o seu crescimento (KESKINTEPE
et al., 1994). Estas células participam da nutricdo, do metabolismo e da regulacéo
da maturacao oocitaria (EPPIG, 1992). O aumento no numero total de o0citos com
0 aumento da pressdo do vacuo ndo compensa a diminuicdo na qualidade dos
odcitos pela perda de células do cumulus. Apenas 44% dos oécitos desnudos
maturam in vitro, comparados aos 71% dos odcitos com revestimento de cumulus
(LEIBFRIED & FIRST, 1979).

A taxa de maturacdo ndo apresentou alteracdes significativas nos grupos
estudados ao longo das semanas. No entanto, quando os dados foram agrupados,
houve uma diminuicdo na taxa de maturacdo das fémeas pré-puberes nao
estimuladas (G4). Além da reducdo no numero de odcitos colhidos, houve queda
também na qualidade destes, o que reflete necessariamente no nimero de odcitos
maturados.

Visto que todos o0s odcitos viaveis colhidos foram submetidos a maturacéo in
vitro, ndo foi possivel determinar se parte deles ja havia maturado in vivo, devido
ao uso da eCG na estimulacdo ovariana. Para tanto, seria necessario fazer a
fixacdo imediata destes 00citos, 0 que prejudicaria a realizacdo da MIV.

Aliado ao aumento no tamanho do foliculo para permitir maior eficiéncia na
colheita, os protocolos de estimulacdo ovariana sdo projetados para elevar a
competéncia de desenvolvimento dos odcitos, através do realce da maturacao

citoplasmética, bem como permitir o controle do sincronismo da maturacéo
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meidtica (ARMSTRONG et al., 1997). Estudos tém mostrado uma relagéo positiva
do didametro do foliculo com o do odcito e a sua competéncia para se desenvolver.
Odcitos de foliculos maiores (>5 mm) apresentam taxa de maturacdo maior que
aqueles de foliculos menores (CROZET et al., 1995). Em bovinos e ovinos, oécitos
de animais pré-puberes tém apresentado didametro menor que em fémeas adultas
(GANDOLFI et al., 1998; LEDDA et al., 1999). Em cabras, estudos tém mostrado
que o didmetro médio dos odcitos aumenta com o tamanho do foliculo (CROZET
et al., 2000) e também que tanto em fémeas adultas (DE SMEDT et al., 1994)
quanto em pré-puberes (MARTINO et al., 1994a), odcitos menores (110 um) sao
incompetentes meioticamente, aqueles com diametro entre 110 e 125 um sdao
parcialmente competentes e odcitos com mais de 125 um de didmetro possuem
competéncia meidtica completa. Além disto, foi provado que odécitos de fémeas
caprinas pré-puberes menores que 125 um séo incapazes de desenvolver-se até o
estagio de blastocisto (JIMENEZ-MACEDO et al., 2006). Ainda, estudos
confirmam a reduzida capacidade de desenvolvimento embriondrio de odcitos
oriundos de fémeas pré-puberes (revisado por ARMSTRONG, 2001; COGNIE et
al., 2003).

Um dado interessante neste trabalho foi o fato dos valores médios de peso
corporal das fémeas, de ambas faixas etérias, terem aumentado ao final das
sessdes de laparoscopia, apesar do intervalo de apenas sete dias entre elas. Nao
houve qualquer tipo de melhoria na alimentagdo fornecida durante este periodo,
portanto, o ganho de peso pode ser atribuido a adaptacdo dos animais as
condicbes experimentais, ou seja, as possiveis situacdes de estresse a que estas
fémeas foram expostas ndo afetaram negativamente o consumo alimentar.

Pode-se dizer que a diminuicdo da resposta ovariana poderia ter sido mais
pronunciada caso as fémeas tivessem apresentado reducdo do peso corporal ao
longo das seis semanas pois, sabe-se que a nutricdo pode alterar o nivel e a
duracdo da exposicdo de foliculos gonadotrofina-dependentes de FSH
(ROBINSON, 1996; BOLAND et al., 2001). A relacdo entre nutricdo e reproducao
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em ruminantes é complexa e as respostas sdo freqlentemente varidveis e
inconsistentes (O’'CALLAGHAN et al., 2000).

Os dados de diagnostico de gestacao corroboram outros estudos, os quais
mostraram ndo haver prejuizo na fertilidade (n° de fémeas prenhes x n°® de fémeas
submetidas a cobertura) das doadoras ap6s passarem por repetidas sessbes de
LAF (STANGL et al., 1999; BERLINGUER et al., 2004).

7. CONCLUSOES

1. O protocolo anestésico utilizado foi seguro e eficiente, ndo tendo
causado comprometimento das funcdes hepatica e renal.

2. Ndo houve diminuicdo do escore corporal das fémeas,
observando-se, inclusive, ganho de peso corpéreo nos animais
nao estimulados.

3. Verificou-se ao longo do experimento, em todos 0s animais,
reducdo do numero de odcitos obtidos, particularmente nas
fémeas estimuladas, ainda que ndo tenha ocorrido diferenca
estatistica.

4. Durante o experimento foi constatada diminuicdo do numero de
oocitos de boa qualidade, contudo sem alterar as taxas de
maturacgao.

5. Averiguou-se que este procedimento cirdrgico causou aderéncias
de significado irrelevante.

6. A sequéncia de laparoscopias para obtencdo de odcitos nesta
experimentacdo nao comprometeu o0 desenvolvimento da
gestacdo na maioria dos animais acasalados.

7. Nesta espécie, a laparoscopia para aspiracao folicular, utilizada a
intervalos tdo curtos quanto de uma semana, na mesma fémea,
jovem ou adulta, € uma biotécnica segura e eficiente que otimiza

a reproducgao animal.
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ANEXO 1

Meios para colheita, lavagem e maturagcédo dos odcitos.

Meio de Colheita

Solucdo PBS (Phosphate Buffered Saline) completo:
Agua Milli-Q g.s.p.

NaCl

KCI

Na,HPO4-Anidro

KH,;PO4

CaCI2-2H20

MgC|2-6H20

DL-Glucose

Antibiético (50uL/10mL)

Acrescentar 0,25 mg de heparina sédica.

Meio de Lavagem

Solucdo Mae TCM 199 Hepes:
Agua Milli-Q

TCM 199

Bicarbonato

Hepes Saodico

Hepes Acido

Meio de Lavagem

Solucéo Mae TCM 199 Hepes

Soro de cabra em estro (inativado a 56°C por 30 min)
Piruvato

Antibiotico (50uL/10mL)

Meio de maturacao

Solucdo Mae TCM 199 Bicarbonato
Agua Milli-Q

TCM 199

Bicarbonato

Meio de maturacéo

Solucdo Mae TCM 199 Bicarbonato

Soro de cabra em estro (inativado a 56°C por 30 min)
Piruvato

Antibidtico (50uL/10mL)

FSH

LH

Estradiol

1L
08¢
0,29
1,15¢
0,29
0,19
0,19
1049
5,0 mL

10 mL
0,095 g
0,0042 g
0,026 g
0,024 g

9 mL
1mL
20 uL
50 uL

10 mL
0,095 g
0,022 g

9mL
1mL
20 pL
50 uL
10 pL
100 pL
10 pL
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ANEXO 2

Métodos de analise dos parametros bioquimico-séricos:

Aspartato aminotransferase — método cinético UV;
Fosfatase alcalina PNP cinética — método de Roy modificado, 1970;
Gama-glutamiltransferase — método de Szasz modificado, 1969;

Uréia UV cinética — método do Diacetil monoxiona;

N N N

Creatinina colorimétrica — método de Lustosa—Basques.

Estes parametros foram analisados com o auxilio de um conjunto de reagentes

t17

para diagnésticos (Labtest'’) e posterior leitura espectrofotométrica (Labquest'®).

L abtest — Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santana — MG.
8CELM, modelo E-225-D.
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