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ASPIRAQAO FOLICULAR VIDEOLAPAROSCOPICA EM OVINOS: AVALIAQAO
OVARIANA MACRO E MICROSCOPICA.

RESUMO

Avaliou-se macro e microscopicamente os ovarios de ovelhas submetidas a
sucessivas aspiracoes foliculares, com o objetivo de se verificar se houve ou nao
interferéncia na producdo oocitaria e morfologia das gbnadas; além da avaliagédo
macroscopica do trato genital interno. Dezoito ovelhas da raca Santa Inés,
distribuidas aleatoriamente compuseram trés grupos experimentais de igual
namero (n=6). GO, G1, G9 com 0, 1 e 9 repeticbes, respectivamente. A
sincronizagao do estro foi feita utilizando-se protocolo curto com MAP, seguindo-se
estimulagdo, em dose Unica, com 80mg de FSHp e 300 Ul de eCG (IM) e apés 36
horas realizavam-se as aspira¢des foliculares por videolaparoscopia, com intervalo
de 7 dias. Os foliculos visibilizados, os aspirados e 0s od6citos recuperados foram
contabilizados. Apés a ultima intervencgéo foi realizada ovariectomia para avaliar os
macro e microscopicamente, a existéncia ou ndo de lesbes causadas pelas
puncgdes foliculares, classificando a intensidade do processo em ausente (0), leve
(1), moderada (2) e severa (3). Os dados foram expressos em média e desvio
padrdo, comparados pelo teste one-way ANOVA e teste de Tukey. Os nimeros de
foliculos visibilizados, aspirados e o0d0citos recuperados foram de 13,24+2,0,
11,27+3,03 e 5,79+2,3 respectivamente, com taxa de recuperacdo de 51,69%, néo
havendo diferencas entre as nove sessfes (p>0,05). Também n&o se verificou,
macroscopicamnte, lesées no trato genital interno, nem alteracdes consideraveis
nas andlises histolégicas, sendo o escore 0+0 para o GO, 0,1+0,4 para o G1 e 0+0
para o G9 (p>0,05). Conclui-se que as nove sessdes de superovulacao e aspiragao
folicular ndo causam lesdes ovarianas e nao interferiram na producao de foliculos
em ovelhas da raca Santa Inés.

Palavras-chave: Puncéo folicular, histologia, ovario, ovelha, videolaparoscopia.



FOLLICULAR ASPIRATION BY VIDEOLAPAROSCOPY IN SHEEP: MACRO
AND MICROSCOPICALLY OVARIAN EVALUATION

ABSTRACT
We evaluated macroscopically and microscopically the ovaries of ewes to repeated
follicular aspiration, in order to verify whether or not there was interference with the
production oocyte and gonad morphology, besides the macroscopic evaluation of
internal genital tract. Eighteen sheep Santa Ines, randomly distributed three groups
composed of equal numbers (n = 6). GO, G1, G9 with 0, 1 and 9 replicates,
respectively. Synchronization of estrus was performed using short protocol with
MAP, followed by stimulation in a single dose of 80mg FSHp and 300 IU of eCG
(IM) and after 36 hours was held at the follicular aspiration by laparoscopy with
interval 7 days. The follicles visualized, aspirated and the oocytes recovered were
counted. After the last intervention was performed ovariectomy was performed to
assess the macro and microscopically, the presence or absence of lesions caused
by follicular puncture, classifying the intensity of the process as absent (0), mild (1),
moderate (2) and severe (3) . Data were expressed as mean and standard
deviation and compared by using one-way ANOVA and Tukey test. The numbers of
follicles visualized, aspirated and oocytes recovered were 13.24 + 2.0, 11.27 + 3.03
and 5.79 = 2.3 respectively, with a recovery rate of 51.69%, with no differences
among the nine sessions (p> 0.05). Nor is there, macroscopicamnte, internal genital
tract injury, or significant changes in histological evaluations, with a score of 0 = 0
for GO, 0.1 + 0.4 for G1 and 0 + O for the G9 (p> 0.05). We conclude the nine
sessions of superovulation and ovum do not cause ovarian lesions and did not
interfere in the production of follicles in Santa Ines sheep.
Keywords: follicular puncture, histology, ovary, sheep, laparoscopy.



1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da ovinocultura vem apresentando um ciclo de crescimento
mundial, sobretudo nos paises em desenvolvimento, que sdo detentores dos maiores
rebanhos. Projeta-se um crescimento da ordem de cinco vezes o rebanho atual nos proximos
20 anos, 0 que totalizaria mais de 100 milhdes de cabecas (FONSECA, 2005). No Brasil,
observou-se a expansdo desta atividade para regibes em que ndo havia tradicdo na
exploragdo econbmica, e desse modo, tende a aumentar sua importancia e sua efetiva
participacdo PIB do agronegdcio brasileiro (MARTINS, 2007; SIMPLICIO et al. 2007).

Neste contexto, as biotécnicas da reproducdo ganham destaque por serem fortes
aliadas na melhoria da eficiéncia reprodutiva e produtividade dos rebanhos, assegurando
viabilidade econémica cada vez mais atraente (TRALDI, 2006).

A aspiracdo folicular associada a producgéo in vitro de embrides (PIV) € uma das
biotécnicas, que indubitavelmente apresenta grande relevancia. Inicialmente foi utilizada na
producdo de descendentes com alto valor genético, mas com problemas adquiridos na
capacidade reprodutiva (BOLS et al.,, 1996; SCHERNTHANER et al.,, 1999) ou que néao
respondiam aos tratamentos superovulatérios convencionais (LOONEY et al., 1994).
Entretanto, a puncao folicular apresenta um potencial de produgcdo de embrides e gestacdes
em um determinado periodo de tempo inferior ao obtido por outras técnicas e que podem ser
aproveitado em animais com condi¢des reprodutivas normais (BOUSQUET et al., 1999).
Desse modo, sua aplicacdo estende-se a fémeas pré-puberes (FRY et al., 1998, MAJERUS
et al., 1999), aciclicas ou em anestro estacional, gestantes e ainda, submetidas ou ndo a
tratamentos superestimulatorios prévio (BERRNARDI, 2005), além de animais com
infertilidade temporaria ou irreversivel (BALDASSARE et al., 1996; KUHHOLZER et al.,
1997). Ademais, faz-se prudente destacar o bom potencial da aspiracdo folicular associada a
producdo in vitro para a aplicacdo na difusdo do patriménio genético de animais superiores
nos rebanhos ovinos, bem como para o desenvolvimento de outras biotécnicas como a
clonagem e a transgenia.

A alta eficiéncia dessa técnica esté relacionada a sua utilizacdo associada a tratamentos de

estimulacéo folicular, bem como a possibilidade de emprego repetido destas em intervalos



curtos. Cumpre ressaltar que a maioria dos estudos visando identificar até que ponto a
repeticdo da aspiracao folicular é viavel, pela relagdo entre nimero de odcitos colhidos e
lesBes ovarianas promovidas pela técnica, tém se restringido a bovinos (VIANA et al., 2003;
PIETERSE et al., 1991; BECKER et al., 1996 e SANTL et al., 1998). Assim, devemos
considerar como hipétese se sucessivas aspiracdes foliculares por videolaparoscopia podem

causar alteragBes nos ovarios e comprometer a producao de odcitos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspiracgéo folicular para producdao in vitro de embrides em ovinos

A induastria da tecnologia de embrides sofreu uma importante mudanca nos ultimos
anos com o advento da producgdo in vitro de embrides (PIV), ocupando o Brasil lugar de
destaque no ranking mundial em nimero de embrides produzidos in vitro (SENEDA, 2005).
Diferentes técnicas de maturacdo in vitro de odcitos imaturos (MIV), sua fertilizacdo por
espermatozoides igualmente capacitados in vitro (FIV) e cultivo (DIV) em meio celular
(monocamadas) ou definido (SOF, TCM 199) evoluiram nas ultimas duas décadas. Essa
biotécnica permite a producdo de animais transgénicos, de extremo interesse para a
medicina humana, bem como estudos de clonagem e da preservacdao de animais de
excelente nivel genético, permitindo a estocagem de odcitos para fertilizacdo e producéo de
animais no futuro (TRALDI, 2006).

Assim como na espécie bovina, os procedimentos de aspiracado folicular, maturacao in
vitro (MIV) e fertilizacdo in vitro (FIV) de odcitos permitem a exploragdo do potencial
reprodutivo das fémeas ovinas de maneira revolucionaria. A producdo in vitro (PIV) de
embrides oferece ainda a possibilidade de aceleragdo do ganho genético por meio da
reducdo do intervalo entre geragfes e da maximizacdo do nimero de nascimentos a partir de
fémeas de alto valor genético (LOHUIS et al., 1995), principalmente quando doadoras pré-
puberes sao utilizadas (EARL et al., 1995; BALDASSARE et al., 1996; TERVIT et al., 1996).
O rendimento dessas técnicas pode ainda ser potencializado com o uso de protocolos de
superovulagdo (DRION, 2001; BERLINGUER et al., 2004; COGNIE et al., 2004) e
criopreservacio (MARTINEZ et al., 1998; COGNIE et al., 2004).

Contudo, a possibilidade do uso repetido da técnica e em intervalos tdo curtos (BONI
et al.,, 1997) requer uma melhor avaliagdo dos riscos para 0s animais utilizados como
doadores de odécitos (VIANA et al. 2003).

2.2. Métodos de obtencédo de o6citos em ovinos
A obtencdo dos odcitos é etapa fundamental para a realizacdo da biotécnica de PIV

em animais domésticos e esses podem ser colhidos in vitro de ovarios obtidos em



abatedouros ou por ovariectomia, ou in vivo por aspiracdo de foliculos utilizando-se métodos
de laparotomia, laparoscopia ou via transvaginal guiada por ultrassom (ARMSTRONG et al.,
1997).

Ovarios de abatedouros sdo uma fonte de odcitos de menor custo e mais abundante
para a producdo de embrides em larga escala (MARTINO et al., 1994; WANI, 2002). Além
disso, odécitos de animais abatidos tém sido importantes na obtencdo de embrides para uma
variedade de propositos de pesquisa, mas sdo de limitado valor em programas de
melhoramento genético, visto que o historico e estado sanitario sdo, na maioria das vezes,
desconhecidos. Nesse caso, 0s ovarios devem ser transportados, do abatedouro até o
laboratdrio, em solucdo de cloreto de sédio tamponada fosfatada (PBS) ou em solucédo de
cloreto de sédio (NaCl) a 0,9% entre 35 e 37°C, na presenca de antimicrobianos
(ARMSTRONG et al., 1997).

Em ovinos ndo é facil manipular os 6rgdo do sistema reprodutivo pelo reto, como
ocorre em bovinos, bubalinos e equinos, optando-se por intervengdes cirdrgicas para facilitar
o diagndstico e manejo reprodutivo (TERVIT, 1996). Mesmo que a recuperacao de odcitos de
fémeas vivas via transvaginal guiada por ultrassom, “ovum pick-up” (OPU), seja largamente
realizada em bovinos, em pequenos ruminantes, é ainda bastante limitada, principalmente
em fémeas pequenas, tornando-se de dificil execugdo até para operadores com habilidade
(BALDASSARE et al., 1994 e 1996; GRAFF et al., 1999).

Ademais, o rendimento da colheita de odcitos em cabras pela ultrassonografia ndo é
maior do que outras técnicas de OPU, como a laparotomia ou a laparoscopia, além disto, é
importante notar, a0 compara-las, que a estas técnicas sdo menos traumaticas ao ovario
porque apenas o cortex é perfurado durante a aspiragdo, enquanto que durante a colheita
por ultrassom a agulha usualmente alcanca o foliculo mediante perfuracdo do estroma
ovariano (PIERSON et al., 2004).

A laparotomia, uma das técnicas utilizadas, realiza a exteriorizacdo do trato
reprodutivo, 0 que inevitavelmente acarreta em algum grau de trauma cirdrgico,
necessitando-se de extremo cuidado para ndo formacdo de aderéncias poés-operatérias
envolvendo utero, tubas e ovérios (ISHWAR e MEMON, 1996). Durante o procedimento de
aspiracao, os ovarios expostos e eventualmente porcdes uterinas devem ser constantemente

umedecidos com solucéo de cloreto de sédio 0,9% e lavados ao término da aspiracdo com a



solucdo de cloreto de sodio com 0,9% de DMSO e 0,2% de Heparina (BASSO et al., 2008).
Tais consequéncias tornam a laparotomia impropria como método de obtencédo de odcitos, a
médio e longo prazo, em especial em fémeas de alto valor genético (FREITAS & SIMPLICIO,
2002).

Por outro lado, 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 obtencéo de odcitos in vivo para uso na
pesquisa fundamental e na producéo in vitro de embrides em pequenos ruminantes (GRAFF
et al., 1999; BALDASSARE et al., 2002; MORTON et al. 2005; CORDEIRO, 2006).

2.3. Estimulacdo hormonal para aspiracao folicular

Os odcitos utilizados para a PIV de embrides ovinos podem ser obtidos de fémeas
submetidas ou ndo a tratamento hormonal prévio (BERRNARDI, 2005). Em ovelhas nao
estimuladas o nimero de odcitos recuperados é de quatro a seis por fémea, um valor baixo,
tornando indispensavel a estimulacdo ovariana para melhoria dos indices de producdo
embrionéria na espécie (KUNHHOLZER, 1997; BALDASSARE et al., 1996; BERLINGUER et
al., 2004). O tratamento hormonal é indicado principalmente para fémeas pré-puberes, em
anestro estacional ou as geneticamente superiores.

Os protocolos hormonais para aspiragdo folicular em fémeas ovinas podem ser
efetuados de varias maneiras, em regra através da utilizacdo de horménios para
superovulacdo como FSH e eCG, podendo ser utilizados sozinhos ou em associacao,
juntamente com o0 uso de hormonios para sincronizagdo do estro (BALDASSARE e
KARATZAS 2004).

Uso de progestagenos (acetato de medroprogesterona, acetato de flurogestona, entre
outros) € amplamente utilizado para sincronizacéo do estro, a fim de obter melhor qualidade
folicular (GONZALES-BULNES et al., 2003). Protocolos curtos estdo sendo propostos para
peguenos ruminantes, fundamentados na hip6tese de que os tratamentos longos resultariam
em concentragdes sub-luteais de progesterona, favorecendo a persisténcia e o crescimento
excessivo do foliculo dominante (RUBIANES et al., 2003).

A estimulacdo ovariana pode ser realizada por FSH em mudltiplas aplicacdes de 36 a

48 horas, em intervalo médio de 12 horas, antes das aspiracdes, por varias vias de aplicacado



(intramuscular ou endovenosa) (PTAK et al., 1999; ALBERIO et al. 2002), em doses Unicas
de eCG 48 horas dos procedimentos (ANEL et al., 1997; SEVILLANO et al, 1997), ou até
com FSH e LH, combinado ou ndo ao uso de eCG, 24 a 48h antes da aspiracdo
(BALDASSARE et al., 1996). O uso do FSH (80mg) e eCG (300Ul) é o protocolo de
estimulacdo ovariana mais utilizado, obtendo boa taxa de recuperacdo e maturacao
(BALDASSARE e KARATZAS 2004).

Alguns protocolos incluem ainda o uso de agonistas ou antagonistas de GnRH
associados ao tratamento com progestagenos, com o fim de suprimir a producdo de
gonadotrofinas e impedir o crescimento de foliculos acima de 1 a 2 mm. Os resultados
utilizando-se como pré-tratamento agonista a buserelina por duas semanas (40ug/dia), ou
antagonista com antarelix por 10 dias (0,5 mg/dia), comprovaram a supressao dos grandes
foliculos ovarianos e a duplicacdo do numero de pequenos foliculos, aumentando em 50% a
resposta dos ovarios ao FSH (BREBION et al., 1992; COGNIE, 1999).

Apesar da maior praticidade dos protocolos de dose Unica, a aspiracao folicular
realizada apés tratamento com dose Unica de 150Ul de eCG, proporcionou menor namero de
oocitos comparado com fémeas ndo tratadas, mas houve diferencas na qualidade dos
complexos de odcitos e células granulosas obtidos (STANGL et al., 1999). Além disso, foi
constatado em programas de inseminacao artificial, que o uso repetido de estimulagdes com
eCG favorece o desenvolvimento de anticorpos anti-eCG devido a resposta imunoldgica do
animal aos primeiros tratamentos, resultando na reducao da taxa de fertilidade (ROY et al.,
1999; DRION et al., 2001).

A taxa de recuperacdo (numero de odcitos obtidos/ nimero de foliculos aspirados)
situa-se entre 55 e 80%. Dos odcitos obtidos, 60 a 80% sao selecionados para 0S
procedimentos de maturagcdo e fecundacdo in vitro (BALDASSARE et al., 1994,
KUHHOLZER et al., 1997, PTAK et al. 1999;, STANGL et al., 1999). O nimero de odcitos
obtidos por aspiracdo por videolaparoscopia em fémeas estimuladas é em média 14
odcitos/ovelhas, 13,4 encontrado por BALDASSARE e KARATZAS (2004) e 14,3 por BASSO
et al. (2008), sendo esta taxa o observado na aspiracdo de odcitos obtidos de ovérios de
matadouro (BALDASSARE et al., 1994). As variacdes dessas taxas podem ser justificadas
por varios fatores, como calibre da agulha, pressédo e calibre do sistema de aspiracao e
tamanho de foliculos aspirados (RODRIGUEZ, 2006).



2.4. Alteragbes macro e microscopicas do sistema reprodutor

A alta eficiéncia da técnica de aspiragdo folicular por videolaparoscopia esta
relacionada a sua utilizagdo associada a tratamentos de estimulagéo folicular, bem como a
possibilidade de utilizacdo repetida em intervalos curtos. (PIETERSE et al., 1991; BECKER
et al.,, 1996 e SANTL et al., 1998). Assim, somente em bovinos existem estudos visando
identificar até que ponto a repeticdo da aspiragdo folicular é viavel, pela relacdo entre nimero
de odcitos colhidos e lesdes ovarianas promovidas pela técnica (VIANA et al., 2003).
Contudo, faz-se basilar, em pequenos ruminantes, obter-se informacdes sobre a ocorréncia
de alteracdes histolégicas ovarianas e a taxa de recuperacdo de odcitos causadas por
sucessivos procedimentos de aspiracgéao folicular por laparoscopia.

De maneira geral, parece existir uma associacdo do risco da ocorréncia de lesdes
decorrentes de puncdes foliculares com a frequiéncia ou intensidade em que 0s animais sao
puncionados. Porém, a comparacdo de resultados relativos a lesdes ndo sédo bem
esclarecida, necessitando de avaliagbes histolégicas minuciosas, principalmente pela
diversidade dos critérios de avaliagdo utilizados nos diferentes trabalhos (PIETERSE et al.,
1991).

VIANA et al. (2003), em estudos com vacas da raga Gir verificaram uma relacao entre
0 numero de aspiracdes foliculares e a ocorréncia de aderéncias no ovario, porém, nao
houve uma diminuicdo do numero de odcitos recuperados. No entanto, verificaram uma
correlagdo positiva entre a ocorréncia de fibrose ovariana com o numero de od6citos
recuperados, além de demonstrar na avaliacdo histopatolégica a presenca de tecido
cicatricial, infiltrados de células inflamatérias e presenca de tecido luteal disperso no estroma
ovariano. J4 PIETERSE et al. (1991) ndo observaram aderéncias ou lesfes graves em vacas
da raca Holandesa submetidas a um namero reduzido de sessdes (entre 9 e 18), ou quando
o numero médio de odbcitos recuperados por vaca foi pequeno (entre 3,5 a 5,1),
possivelmente pelo menor numero de movimentos de perfuracdo com a agulha.

Para animais puncionados por longos periodos de tempo, contudo, sdo relatadas
diferentes alteragbes nos ovarios, incluindo a formagdo de uma rede fibrosa em torno do
orgao e a presenca de foliculos hemorragicos ou parcialmente luteinizados (GIBBONS et al.,
1994).



Estudos realizados por BECKER et al. (1996) e SANTL et al. (1998) indicaram que o
maior risco da utilizacdo da puncdo em grandes ruminantes, orientada por ultrassom, era
acarretar lesdes ao estroma ovariano, particularmente quando sédo aspirados foliculos de
menor didmetro, e que constituem a maior fracdo da populacao folicular total. J& em animais
com menores médias de producao de foliculos, o risco estaria mais associado a formacao de
aderéncias pela possibilidade, a cada sesséo de puncao, da ocorréncia de traumas pela
passagem da agulha em estruturas adjacentes, como na tuba e nos ligamentos.

Em pequenos ruminantes ha pouquissimas informacdes sobre lesdes ovarianas
causadas por sucessivas aspiracoes foliculares. Contudo, CORDEIRO (2006) relatou que o
namero de foliculos visualizados diminuiu em todos os grupos ao longo das semanas,
destacando-se uma reducdo mais acentuada entre as fémeas submetidas a estimulacdo
ovariana hormonal, o que possivelmente é indicio de lesdes ovarianas. Ja& STANGL et al.
(1999) relatou aderéncias uni e bilaterais nos ovarios de ovelhas submetidas a dez secdes

semanais de aspiracéo folicular.



3. OBJETIVOS

3.1. Geral
Avaliar macro e microscopicamente os ovarios de ovelhas submetidas a sucessivas
aspiracdes foliculares, e verificar se houve ou ndo interferéncia na producdo oocitaria e

morfologia das gbnadas; além da observag¢do macroscopica do trato genital interno.
3.2. Especificos
» Verificar se o procedimento de aspiracao folicular por videolaparoscopia causa algum
desconforto doloroso nos animais que possa comprometer a utilizacdo deste

procedimento de modo repetitivo;

» Avaliar se o intervalo entre os procedimentos permite adequada recuperagao dos

animais;

> Analisar se a repeticAo das sessbOes de aspiragcdo folicular interfere quanti e
gualitativamente nos foliculos visibilizados, aspirados e od4citos recuperados;

» lIdentificar possiveis alteracdes macroscopicas no trato genital interno submetidos a

sucessivas sessoes de aspiracao.

» Pesquisar possiveis alteracdes microscopicas nos ovarios submetidos a sucessivas

sessoes de aspiracao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Localizagéo e Caracterizacdo da Area

O experimento foi desenvolvido na Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, localizada no Municipio de
Jaboticabal (latitude 21°15'17"S e longitude 48°19'20" W de greenwich, estando a uma
altitude de 605 metros) Estado de Séo Paulo - Brasil. O Municipio apresenta um clima tipo
subtropical-mesotérmico (verdo Umido e inverno seco), a temperatura média é de 22°C.
Entre os meses de outubro e margo ocorrem muitas chuvas e também, altas temperaturas,
sendo o periodo seco de maio a agosto.

Os animais foram mantidos em piquete no Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Reprodugdo Animal, sendo no laboratério de PIV do mesmo, realizadas as
analises dos foliculos aspirados. Os processos de aspiracao folicular por videolaparoscopia
foram realizados no centro cirargico de grandes animais do Hospital Veterinario e os
processamentos histolégicos foram realizados Departamento de Patologia Animal.

4.2. Animais e tratamentos

Foram selecionadas 18 fémeas ovinas da raca Santa Inés, adultas, pluriparas, com
idade média de 2 anos, com escore de condi¢cdo corporal médio 3,0 (escala de 1-5, de
JEFFERIES, 1961) e consideradas aptas ap0s realizacdo de exame clinico (hemograma
proteinas totais, fibrinogénio e controle de parasitario) e ultrassonografico dos 6rgaos do
sistema reprodutivo. Foram mantidas em regime intensivo, recebendo silagem de milho e
racdo balanceada duas vezes ao dia, mais acesso ad libitum a agua e sal mineral.

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos experimentais (n=6) a
saber: controle (G0), ndo submetido a processo de aspiracéo; grupo 1 (G1), uma sesséo de
aspiracéao; grupo 9 (G9), nove sessodes de aspiracao folicular com intervalo de 7 dias.

Para a sincronizacéo de estro se utilizou esponja intravaginal impregnada com 60mg
de acetato de medroxiprogesterona (MAP)' em um dia aleatério do ciclo estral (Dia 0),

permanecendo por um periodo de seis dias. No D5 foram aplicados 37,5 ug de D-

! Progespon®, Schering-Plough. Brasil.
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cloprostenol? e 300Ul de eCG? via IM. A maioria dos animais manifestou estro, confirmando
com auxilio de rufides, apds 36 horas da retirada dos progestagenos.

A estimulag&o ovariana foi realizada 12 horas depois de detectado o estro e consistiu
da administracdo de 80mg de FSHp* e 300 Ul de eCG?, e ap6s 36 horas realizavam-se as
aspiracOes foliculares por videolaparoscopia. Para as aspiragfes subsequentes, as fémeas

foram somente estimuladas.

4.3. Preparo dos animais e protocolo anestésico

Antes de cada intervencdo cirurgica, as fémeas tiveram seus pesos corporeos aferidos
em balanca digital para permitir o calculo da dosagem anestésica e avaliacdo da condicao
corporal ao longo do experimento.

Apds jejum hidrico e alimentar de 36 horas, os animais foram submetidos ao processo
de anestesia, a qual foi obtida através da administracéo de 0,5 mg/kg de diazepam (IM)° e 2
mg/kg de tramadol (IM)° como medicac&do pré-anestésica (MPA) e posteriormente, induco
com proporfol (IV)’ na dose de 6 mg/kg, mantendo com infusdo continua de proporfol na
dose de 0,5mg/kg/min. (IV) mais bblus e infusdo de cloridrato de lidocaina® 1mg/kg (IV) e
1mg/kg/min. IV.

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

No campo cirargico, na regido do abdome cranial ao Ubere se fez a tricotomia e
antissepsia do com tintura de iodo, e em seguida, a anestesia local infiltrativa com 0,4 mL de
cloridrato de lidocaina®, sendo 0,2 mL para um botdo no tecido sub-cultaneo e 0,2 mL

intramuscular.

2 Sincrocio® Orofino S.A, Brasil.

3 Novormon®, Schering-Plough, Brasil.
4 Folltropin®, Schering-Plough, Brasil.
® diazepam® Cristalia., Brasil

® Tramal® Cristalia. Brasil.

" Proporfol® Cristalia. Brasil.

8 Lidovet®, Bravet, Brasil.
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4.4. Videolaparoscopia para aspiracao folicular

Depois de estabelecida a manutencao anestésica e analgesia local, as fémeas foram
posicionadas em Trendelenburg (figura 1B), e com o auxilio de um bisturi, fez-se incisdo
cutédnea, 10 a 15 cm cranial ao Ubere e 5cm a direita da linha média, para facilitar a
introducdo de trocdter com valvulas para insuflacdo (5 mm), estabelecendo o
pneumoperitdnio com CO,, utilizando pressao intrabdominal (PIA) variando de 5 a 8 mmHg,
e velocidade de insuflagdo de 5 L/min. Por este trocater foi introduzido o laparoscopio
conectado a uma camera e a um cabo de fibra Otica, fornecendo luz para o interior da
cavidade, sendo a imagem visualizada no monitor; seguindo-se a introducéo video-assistida
do segundo trocater de 10 mm em posi¢cdo antimérica ao primeiro e terceiro de 5 mm na
linha média 20 cm cranial ao Ubere.

Ato continuo o endoscépio foi transferido para o terceiro trocater obtendo-se campo
visual. Sequencialmente introduziram-se as pelos primeiro e segundo trocateres as pincas
atraumaticas (Babcock) que permitiram a manipulacdo do Utero, tubas e bursas ovéricas e
individualizacdo dos ovérios, que eram fixados, com destes instrumentos, pelo mesovéario,

evitando sempre lesar qualquer estrutura.

Figura 1: Posicionamento do animal em Trendelenburg (A). Localizagcdo dos canais de
trabalho (B), endoscopio na terceira porta (1) e pingas na primeira (2) e segunda (3).
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Previamente a aspiracéo dos foliculos, os ovarios foram examinados e o numero de
dessas estruturas, com dimensdes entre 3 - 8 mm,foi contabilizado. Em seguida, a agulha de
aspiracdo foi introduzida na cavidade proxima ao local onde se encontrava o ovario. A
puncdo foi realizada movimentando os ovarios em diferentes posicbes com a pinga de
manipulacado atraumética. A agulha foi inicialmente colocada em posi¢éo paralela & superficie
ovariana, 0 que permitiu as perfuracbes dos foliculos nas suas extremidades e na
impossibilidade, a puncéo foi feita perpendicularmente (figura 2).

Uma vez inserida no foliculo, a agulha foi cuidadosamente movida para garantir que
todo o seu conteudo fosse aspirado. A pressdo do vacuo foi ajustada para no maximo 50

mmHg.
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Figura 2: Imagem da cavidade abdominal de ovelha em aumento de 10x, onde observa-se
em destaque: fixagdo do ovario (circulo) com pinga atrauméatica (1), e presenca de foliculos
(seta) (A); posicionamento da agulha (2) para a puncéo folicular (B); e aspiracdo dos
foliculos (C e D).

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

® Handle Cook®, Ribeirio Preto-SP, Brasil
10 Nevoni. Brasil
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mangueira de silicone também ligada ao tubo de colheita. Previamente a aspiracdo dos
odcitos realizou-se uma lavagem com o meio de colheita, deixando ao final deste
procedimento aproximadamente 2 mL deste meio para receber os odcitos.

Ao termino das aspira¢fes os ovarios foram lavados com 10 mL de solug¢édo de NaCl
0,9%, para remover coagulos da superficie, minimizando a formagdo de aderéncias. As
dermorrafias foram realizadas com pontos tipo Wolf. Ato continuo, se procedeu a limpeza da
ferida cirdrgica com iodo povidona e utilizacdo de pomada repelente/cicatrizante'* ao redor
da ferida cirurgica.

Apds serem retiradas da maca cirdrgica as fémeas foram colocadas em local limpo e
tranquilo e observadas até ficarem em posicdo quadrupedal. Nas intervencdes

subsequentes, as incisdes foram feitas lateralmente a anterior.

Figura 3: Material utilizado nas aspiracdes foliculares. A — Mesa cirargica: camera
laparoscépica (1), endoscopio (2), pincas laparoscépicas atraumaticas (3), trocateres (4),
cabo de luz (5), mangueira e sistema de aspiracdo (6), mangueira de insuflagéo (7), seringas
com lidocaina e solugdo de NaCl 0,9% (8), material cirargico convencional (9). B —
Equipamento de videocirurgia: Monitor (10), insuflador (11), camera (12), fonte de luz (13).

' Unguiento Pearson, Pearson Satde Animal Ltda.



16

4.5. Avaliacdo no pos-operatério

Todos os animais foram pesados semanalmente, e apds as puncdes foram avaliados,
nas primeiras 24h, em relagdo a manifestacdo de dor, tomando-se por base, curvatura do
dorso, deslocamento com dificuldade e diminuicdo do apetite (MELLOR & STAFFORD,
2004). Assim, com estes parametros estabeleceu-se escala que nos permitiu classificar este
sintoma e para cada um destes determinou-se um escore de 0 a 2 (0 — ausente; 1 —
moderado; 2 — intenso) caracterizando a intensidade do desconforto doloroso. A soma dos
valores referentes a cada um dos parametros foi utilizada como indicativo de manifestagéo
de dor, podendo chegar ao grau maximo de 6 (0 a 2 — de ausente a discreto; 2 a 4 — de

discreto & moderado e de 4 a 6 — de moderado a intenso).

4.6. Analise dos foliculos visibilizados, aspirados e o6citos recuperados

O numero de foliculos visibilizados, aspirados e odcitos recuperados foi contabilizado,
e as médias desses valores analisadas comparativamente entre as sessoes.

Em laboratdrio, o liquido aspirado foi cuidadosamente depositado em placas de petri e
levado a observagdo em estereomicroscopio em aumnento de 40X. Uma vez localizados, os
oocitos foram transferidos para outra placa contendo 300 a 500 uL de meio de lavagem e

entdo classificados de acordo com sua qualidade segundo HEWITT e ENGLAND (1997).

4.7. AvaliagBes macroscopicas dos ovarios, tubas e atero

Estas estruturas foram observados por videolaparoscopia e avaliadas
macroscopicamente para verificar a presenca ou ndo de aderéncias, fibrose especialmente
nos ovario e demais estruturas cavitarias.

Sete dias apdés a Ultima aspiragdo, foram realizadas ovariectomias por
videolaparoscopias, para analises macro e microscopicas dos ovarios. Mascroscopicamente
foi verificada presenca de lesfes cicatriciais e consisténcia das gbnadas, que foi quantificada
por uma escala de 0 a 2 (0 — consisténcia caracteristica; 1 — enrijecimento moderado e 2

consisténcia de tecido fibroso), tabela 1.



17

Tabela 1. Escala para avaliacdo da consisténcia dos ovarios
adaptada de VIANA et al. (2003).

Grau Descricao
0 Consisténcia caracteristica
1 Enrijecimento moderado
2 Consisténcia de tecido fibroso

4.8. Processamento e avaliacdo histolégica dos ovarios

Apds as analises macroscopicas, os ovarios foram fixados em formol por 24 horas,
desidratados em séries crescentes de etanol, diafanizados e incluidos em parafina para a
obtencdo de cortes histolégicos a espessura de 7 um, coletando-se quatro fragmentos por
ovario. As laminas foram montadas e coradas com hematoxilina-eosina e tricrémico de
Masson.

As laminas foram analisadas por campos, estabelecendo um escore do processo
inflamatorio classificando em negativo (0) no caso de auséncia a baixa ocorréncia (1), média

ocorréncia (2) e alta ocorréncia (3).

4.9. Andlise estatistica
Os dados obtidos sobre foliculos visibilizados, aspirados, quantidade e a qualidade
dos odcitos colhidos por sessdo, dados referentes as analises macroscoépicas, dados da
analise histologica, dados da escala de dor, e peso corpéreo semanal foram expressos em

médias + desvio padrdo e submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
(P<0,05) utilizando o programa estatistico GraphPad Prisma 4.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliag6es no trans e pds-cirurgico

O jejum de 36h, além de evitar refluxo do contetdo ruminal, facilitou, em conjunto com
0 pneumoperitonio de 5 mmHg e 5L/min., uma adequada visibilizacao da cavidade abdominal
gue teve a imagem transmitida ao video aumentada em 10 vezes, permitindo um tempo de
cirurgia de 26,75+ 9,6 min.

O sangramento observado pelas puncdes foliculares foi incipiente e a lavagem dos
ovarios promoveu a remoc¢ao de coagulos evitando a formacdo de aderéncias em todos os
animais.

O peso dos animais nao teve variagdo durante as avaliagbes (p>0,05), as ovelhas
tiveram boa recuperacdo anestésica e a posicao quadrupedal ocorria, sem dificuldades, em
meédia com 20 min. Na avaliagdo de desconforto doloroso nédo foi observado sintomatologia
caracteristica, pontuando na escala 0+0,5.

5.2. Estimulacdo ovariana e produc¢édo oocitaria
A maioria das ovelhas (72%) apresentou estros as 36 horas ap0s a retirada dos
progestagenos (figura 4).
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Figura 4: Representacdo grafica da distribuicdo das frequéncias de estro nas
ovelhas apos a sincronizacao, 36 horas apos a retirada das esponjas de MAP.

As médias do numero de foliculos visibilizados, aspirados e odécitos recuperados foram
de 13,24+2,0, 11,27+3,03 e 5,79+2,3 respectivamente, com uma taxa de recuperacdo de
51,69% (foliculos aspirados/odcitos recuperados), observando-se auséncia de variagdo entre
as sessdes (p>0,05), como observado na figura 5. Em algumas sessdes 0s animais
apresentaram corpos luteos (CL), tendo 0,46%0,84 CL/animal/sessao.

Também ndo houve diferenca na qualidade oocitaria ao longo das observacdes
(p>0,05), sendo a distribuicado de frequéncia dos graus de classificagdo de odcitos observado
na figura 6.
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5.3. Avaliacdo do macro e microscopicas dos ovarios

Pela videolaparoscopia ndo se visualizou lesées no sistema reprodutor interno (corpo,
cornos e tuba uterina) e similarmente nos ovarios durante os procedimentos cirdrgicos e
apOs ovariectomias (escore zero).

Na avaliacdo histopatolégica ndo se observou lesdes significativas nos G1 e G9 em
comparagao com o GO (p>0,05). Apenas em dois animais do G1 detectou-se presenca de
pequenas areas de tecido cicatricial e infiltrados monucleares, possivelmente nos locais das

puncdes foliculares (escore zero para o GO (controle), 0,1+0,4 para o G1 e zero para o G9).
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6. DISCUSSAO

6.1. Avaliagdes no trans e pds-cirurgico

Obteve-se um tempo cirdrgico de 26,75+9,6 min., que foi similar aos descritos por
CORDEIRO (2006), de 35 min. e WIECZOREK et al. (2010) de 18 a 20 min. em aspiracdes
foliculares em caprinos e ovinos respectivamente. DUARTE et al. (2009), 23 min. em
bidpsias hepéticas em carneiros e BLEUL et al. (2005), 120 — 150 min. em ovariectomias de
bovinos. Com estas citacbes se permite considerar que a técnica videolaparoscopia
favoreceu a execucdo de diferentes procedimentos em um tempo bastante conveniente,
particularmente para pequenos ruminantes. Contudo, € conveniente destacar que habilidade
do operador é importante para se obter este resultado, fato também descrito por estes
autores.

A técnica operatéria utilizada permitiu que houvesse excelente recuperacdo dos
animais no pés-cirurgico, o que corroborou o fato de ndo se ter observado manifestacédo de
desconforto doloroso, fen6meno que se tentou identificar pelas avaliagcbes de perda de
apetite, locomocdo com dificuldade e curvatura do dorso, descritas por MELLOR &
STAFFORD (2004). Curiosamente, este tipo de observacdo o qual se entende como
importante, ndo foi mencionado, com critério especifico, por nenhum dos autores cotejados;
provavelmente em decorréncia da recuperacdo favordvel que obtiveram. Assim, esta
condicdo permite que se infira sobre a superioridade deste procedimento operatdrio em
relagéo ao convencional para aspiragdes foliculares.

O intervalo de sete dias utilizado entre as intervengdes operatérias nos animais do G9
foi adequado e suficiente, permitindo a obtencdo de odcitos sem que tenha havido
comprometimento da condig&o clinica dos animais; aspecto que evidenciou pela manutencao
do escore corporal e comportamental dos animais. STANGL et al. (1999) nao realizou
observagdes clinicas e comportamentais, no entanto verificou que o intervalo semanal foi

suficiente para ndo alterar a produc¢éo oocitaria em 10 repeticdes de LOPU em ovinos.
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6.2. Estimulagdo ovariana e produgao oocitaria

Os protocolos de sincronizacdo e estimulagcédo ovariana foram corretos, pois a maioria
dos animais entrou em estro as 36h apos a retirada dos implantes de MAP, assim,
estimulacdo ovariana com aplicagdo do eCG mais FSHp recrutou uma nova onda folicular,
apresentando um namero satisfatério de foliculos/ovelha na LOPU. Mesmo que em alguns
casos tenham sido encontrados corpos luteos resultantes de foliculos ovulados antes das
aspiracoOes, estas perdas néo foram significativas (P>0,05).

A média encontrada neste experimento foi aproximada ao descrito por BALDASSARE
e KARATZAS (2004), 13,4 foliculos/ovelha, e BASSO et al. (2008), 14,3 foliculos/ovelha. E a
taxa de recuperacdo de o0citos estd no intervalo de 40 a 90% (COGNIE et al., 2004;
MORTON et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2006; COX & ALFARO, 2007; GIBBONS et al.,
2007).

No entanto ABDULLAH et al. (2008), em cabras, comparando a melhor hora para a
estimulag&o ovariana, observou que estimulagdes com FSH mais hCG 60h e 72h antes da
aspiracdes foliculares apresentaram resultados superiores as estimulacdes feitas 36h antes,
tanto na quantidade e tanto na qualidade dos odcitos recrutados. No presente estudo, em
muitas sessdes os foliculos estavam muito proximos do tamanho minimo aspiraveis (2 mm),
assim, pode-se estabelecer a hipétese em que tais perdas podem ser otimizadas estudando
outros protocolos hormonais, a fim de promover melhor estimulagéo ovariana, tendo foliculos
mais viaveis (de 2 mm a 8 mm) no momento da aspiragao folicular.

A auséncia de variacdo na quantidade e qualidade dos odcitos aspirados no decorrer
das sucessivas sessdes de aspiracdo folicular € um fator favoravel para producdo animal,
pois os animais podem ter um maior aproveitamento reprodutivo na LOPU para a PIV.
CORDEIRO (2006) em estudos de LOPU em caprinos constatou que houve diminuigdo na
producdo de odcitos tanto quantitativamente quanto qualitativamente no decorrer de sessbes
consecutivas. Ainda que nao tenha sido objeto desta pesquisa autores como ROY et al.
(1999), DRION et al. (2001) e DE RUIGH et al. (2000) mencionam a hipotese da ocorréncia
de anticorpos formados com o uso prolongado de horménios exdgenos, como anti-eCG e
anti-FSH, o que comprometeria a obtencdo de odcitos. No entanto os resultados obtidos se
contrap6em ao mencionado por estes autores, fato que faculta se questionar estes relatos e

se propde o desenvolvimento de pesquisas para esclarecer estes fendbmenos
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6.3. Avaliacdo do macro e microscopicas dos ovarios

A auséncia de lesbes macroscopicas (aderéncias, fibroses, entre outras) se deveu,
provavelmente, ao fato de a videolaparoscopia ser um procedimento minimamente invasivo,
sendo a manipulagédo do trato genital interno realizada cuidadosamente e as pungdes serem
somente na superficie dos ovérios, ndo atravessando os demais o6rgdos do sistema
reprodutor, a exemplo do que pelo uso de ultrassom para este fim em bovinos (VIANA et al.,
2003). A avaliagdo histologica também ndo revelou presenca de lesfes nos ovarios e
considera-se que isto se deveu ao fato das punc¢des serem em locais especificos, ja que os
foliculos ovarianos localizam-se na superficie do ovario, na regido cortical.

Na OPU por ultrassonografia existe uma relacdo entre o numero de aspiracdes
foliculares e a ocorréncia de aderéncias no ovario, porém, nao houve uma diminui¢cdo do
namero de odcitos recuperados, existindo uma correlacdo positiva entre a ocorréncia de
fibrose ovariana com o numero de odcitos recuperados (VIANA et al., 2003). Nao houve
também formacfes de redes fibrosas em torno do érgdo, nem a presenca de foliculos
hemorrégicos ou parcialmente luteinizados como observado em vacas aspiradas por OPU
por ultrassom (GIBBONS et al., 1994).

Nenhum desses achados foi observado no presente estudo, isso se justifica pelo fato
de que a OPU realizada por ultrassonografia € um procedimento mais traumatico, pois nao
h& como puncionar somente superficie do foliculo ovariano, além da manipulacdo manual
dos ovarios, além da manipulacdo manual do ovéario que pode causar a lesbes na superficie
da gonada.

Em pequenos ruminantes ndo ha informacfes sobre lesdes ovarianas causadas por
aspiracoes foliculares. No entanto, CORDEIRO (2006) relatou a ocorréncia de aderéncias no
orgao reprodutivos 15% das cabras aspiradas, mesmo com o uso de solu¢do heparinizada, e
STANGL et al. (1999) relatou aderéncias uni e bilaterais nos ovarios de ovelhas submetidas
a dez sessOes de aspiracéo folicular com intervalo semanal.

Tais consequiéncias ndo ocorreram neste estudo mesmo sem o uso de substancias
como solugdes heparinizdas, usadas por CORDEIRO (2006) e BALDASSARE e KARATZAS
(2004) e Carboxymetillcellulose usada por EWOLDT et al. (2004), podendo ser justificado
pelo cuidado na manipulagéo do trato genital e retirada dos coagulos da superficie ovariana

com solucéo de NaCl a 0,9%.
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Conjectura-se que auséncia de alteracdes histopatolégicas nos ovarios advém do fato
das puncdes serem somente na superficie do foliculo ovariano, além da capacidade
fisiologica de recuperagcdo do ovario. Fisiologicamente o corpo hemorrégico, posterior corpo
luteo, proveniente do foliculo que ovulou é totalmente eliminado por apoptose (SILVA et al.,
2010). O mecanismo ocorre pela acao das células imunoldgicas (macrofagos e linfocitos T)
gue produzem citocinas como o interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-a) e
interleucina- B (ILB-1), que podem modificar a sintese de progesterona e prostaglandinas
pelas células luteais, ocasionando também efeitos citotdxicos diretos, em que as células
luteais mortas sao fagocitadas pelos macréfagos (MIYAMOTO, 1996; PATE, 1996). Este
fenbmeno também € possivel de ocorrer nos foliculos puncionados, assim, ndo ha tecido

cicatricial apos sete dias do processo de aspiracao folicular.
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7. CONCLUSOES

> A repeticdo do procedimento de aspiragdo folicular ndo causou de desconforto

doloroso nos animais que pudesse limitar a técnica;

» O Intervalo entre as sessdes de aspiracao folicular permitiu a adequada recuperacéo
dos animais;

> A repeticdo das sessdes de aspiracao folicular ndo alterou o niamero de foliculos
visibilizados e aspirados, nem na quantidade e qualidade dos odcitos recuperados;

» A sequéncia operatoria para a realizacdo das aspiraces foliculares ndo causou
lesGes macro e microscopicas em nenhuma das estruturas avaliadas, particularmente

Nnos ovarios;

» Procedimentos de aspiragao folicular consecutivos, em nove sessdes semanais,
apresentaram-se viaveis, mostrando que a técnica apresenta um enorme potencial

para otimiza¢cdo da reproducéo assistida nesta espécie animal.
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ANEXO |

Tabela. Grupos e tratamentos experimentais preconizados para ovelhas

submetidas a aspiragéo folicular.

Grupos Tratamentos n da amostra
GO N&o submetido a sessdes de aspiracao 6
Gl Submetido a 1 sessao de aspiragao 6
G9 Submetido a 9 sessdes de aspiracao 6

Tabela. Classificagdo dos complexos cumulus-odcitos obtidos por
laparotomia (HEWITT e ENGLAND, 1997)

Aspecto Classificacao
Grau

Complexo cumulus completo, ooplasma
homogéneo, escuro e rodeado Excelente
completamente por uma ou mais camadas

de células do cumulus.

COC com o0 ooplasma levemente
Il pigmentado com camadas de células do Bom

cumulus incompletas.

COC com o ooplasma palido, requentemente

[l disformes e sem células do cumulus. Regular

Odcito desnudo elou degenerado;
\Y citoplasma desuniforme. Degenerado




Tabela. Numero de FV, FA e OR por semanas.

FV

FA

OR

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 Média
158 143 145 136 116 13,1 123 11,3 13,1 13,2
2,3 3,0 35 1,7 +39 +19 24 28 +40 2,0
125 1283 12,12 103 11,3 103 98 106 115 11,2
2,4 £33 19 34 +19 +28 +30 *15 45 £3,0
6,6 6+ 6,6 6,4 6 5,1 4,5 5,5 5,4 5,1
+1,5 1,6 +1,3 20 1,0 2,1 1,7 1,7 +22 +23

N&o houve variagdo durante todas as semanas (p>0,05).

FV — Foliculos Visibilizados, FA — Foliculos Aspirados, OR — Odcitos Recuperados.

Tabela. Classificacdo da qualidade dos odcitos durante as nove semanas.

Grau S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9
I 46,6 53,57 38,2 45,4 38,7 50 76,1 57,1 41,6
I 26,6 35,7 41,1 33,3 51,6 28,5 14,2 33,3 50
1] 16,6 249 20,5 21,2 9,6 14,2 4,7 9,5 12,5
\Y 16,6 3,5 0 3,5 0 0 0

Numero de odcitos em %, p>0,05.
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