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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi descrever a técnica de aspiracdo folicular por
videolaparoscopia (LOPU), mostrando detalhes praticos deste procedimento.
Realizaram-se 60 sessOes de aspiracdes foliculares em ovelhas da raga Santa Inés,
submetidas a sincronizacdo do estro seguindo-se estimulacdo. O procedimento foi
realizado por trés portais laparoscépicos sendo a pressdo intrabdominal de 5
mmHg, e velocidade de insuflagdo de 5 L/min. e as pun¢des executadas por uma
agulhas 16G acoplado a um sistema de aspiracdo. O numero de foliculos
visibilizados, aspirados e oocitos recuperados foram de 13,32+2,8, 11,37+2,8 e
6,36+2,0 respectivamente. O procedimento mostrou-se eficiente, porém ha
necessidade de avaliacdo de adaptacGes adicionais com intuito de obter melhor
resultado.

Palavras-chave: Punc¢éo Folicular, ovariana, ovino.

ABSTRACT

The aim of this study was to describe the technique of laparoscopy ovum pick-up
(LOPU), showing practical details of this procedure. Sixty sessions of follicular
aspiration were performed in Santa Ines ewes subjected estrus synchronization and
stimulation. The procedure was performed to three laparoscopic portals and
intrabdominal pressure of 5 mmHg, and the inflation rate of 5 L / min. and the
punctures performed by a 16G needle attached to a vacuum system. The number of
follicles visualized, aspirated and oocytes recovered were 13.32 + 2.8, 11.37 + 6.36
+ 2.8 and 2.0 respectively. The procedure was efficient, although it needs further
adaptation assessment with a view to obtaining better results.

Keywords: Follicular Puncture, ovarian, sheep.

INTRODUCAO
A obtencdo dos oocitos é etapa fundamental para a realizacdo da
biotécnica de producdo in vitro (PIV) em animais domésticos e esses podem ser

colhidos in vitro de ovarios obtidos em abatedouros ou por ovariectomia, ou in vivo
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por aspiracdo de foliculos através da via transvaginal guiada por ultrassom,
laparotomia ou laparoscopia (WANI, 2002).

Para recuperacdo de odcitos de fémeas vivas via transvaginal guiada por
ultrassom, “ovum pick-up” (OPU), largamente realizada em bovinos, em pequenos
ruminantes a técnica é ainda bastante limitada, principalmente em fémeas pequenas,
tornando-se de dificil execucdo até para operadores com habilidade, além de ser
mais traumatica que por laparotomia ou a laparoscopia. J& a laparotomia
inevitavelmente acarreta em algum grau de trauma cirrgico, necessitando-se de
extremo cuidado para ndo formacdo de aderéncias pds-operatérias (BASSO et al.,
2008). Tais conseqliéncias tornam-na imprépria a médio e longo prazo, em especial
em fémeas de alto valor genético (FREITAS e SIMPLICIO, 2002).

Por outro lado, a laparoscopia se destaca por ser menos invasiva,
proporcionando recuperacdo mais rapida e podendo ser realizada diversas vezes na
mesma fémea. Mais recentemente esta técnica tem sido utilizada para a obtencédo de
oo0citos in vivo para uso na pesquisa fundamental e na producdo in vitro de
embrides em pequenos ruminantes (BALDASSARRE et al., 2002; CORDEIRO,
2006).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi descrever a técnica de aspiracéo
folicular por videolaparoscopia (LOPU) em ovelhas Santa Inés, mostrando detalhes

deste procedimento.

MATERIAL E METODOS
Animais e tratamentos

Foram realizadas 60 sessdes de LOPU, sendo os procedimentos realizados
em ovelhas da raca Santa Inés, adultas, pluriparas, com escore de condicao corporal
médio e 3,0 (de 1,0 — 5,0) e consideradas higidas apos realizacdo de exame clinico e
ultrassonografico dos 6rgaos do sistema reprodutivo.

Anterior as LOPU’s as ovelhas foram submetidas a sincronizacéo de estro,
utilizando esponjas intravaginais impregnadas com 60mg de acetato de
medroxiprogesterona (MAP)? em um dia aleatério do ciclo estral (Dia 0),
permanecendo por um periodo de seis dias. No quinto dia do protocolo foram

aplicados 37,5 pg de D-cloprostenol® e 300Ul de eCG® via IM. A maioria dos
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animais manifestou estro, confirmando com auxilio de rufides, apds 36 horas da
retirada dos progestagenos.

Seguidamente realizou-se a estimulacdo ovariana feita 12 horas depois de
detectado o estro e consistiu da administracdo de 80mg de FSHp® e 300 Ul de
eCG’, e apés 36 horas realizavam-se as aspiracdes foliculares por
videolaparoscopia. Para as aspiracdes subseqlentes, as fémeas foram somente

estimuladas.

Preparo dos animais e protocolo anestésico

Apds jejum hidrico e alimentar de 36 horas, os animais foram submetidos
ao processo de anestesia, a qual foi obtida através da administracdo de 0,5 mg/kg de
diazepam (IM)® e 2 mg/kg de tramadol (IM)" como medicacido pré-anestésica
(MPA) e posteriormente, inducdo com proporfol (IV)? na dose de 6 mg/kg,
mantendo com infus&o continua de proporfol na dose de 0,5mg/kg/min. (1) mais
bdlus e infusdo de cloridrato de lidocaina" 1mg/kg (1V) e 1mg/kg/min. 1V.

ApoOs a inducdo, os animais foram entubados utilizando sondas
endotraqueais de 8 mm com balonete insuflavel, como intuito evitar a aspiracdo do
conteddo ruminal em caso de regurgitacdo e permitir o fornecimento de oxigénio
medicinal umidificado, sob ventilacdo assistida, facilitando a troca gasosa.

Procede-se 0 preparo asséptico, seguido da anestesia local infiltrativa com
0,4 mL de cloridrato de lidocaina", sendo 0,2 mL para um botdo no tecido sub-
culténeo e 0,2 mL intramuscular.

Videolaparoscopia para aspiracéo folicular

Depois de estabelecida a manutencdo anestésica e analgesia local, as
fémeas foram posicionadas em Trendelenburg, e com o auxilio de um bisturi, fez-se
incisdo cutanea, 10 a 15 cm cranial ao Ubere e 5 cm a direita da linha média, para
facilitar a introducdo de trocater de 5 mm com valvulas para insuflacdo,
estabelecendo o pneumoperiténio com CO,, utilizando pressao intrabdominal (P1A)
de 8 mmHg, e velocidade de insuflacdo de 5 L/min. Por este trocater foi introduzido
o0 laparoscépio conectado a uma camera e a um cabo de fibra 6tica, fornecendo luz

para o interior da cavidade, sendo a imagem visualizada no monitor; seguindo-se a
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introducdo video-assistida do segundo trocater de 10 mm em posi¢do antimeérica 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 pingas atraumaticas (Babcock) que permitiram a manipulagdo do
Utero, tubas e bursas ovaricas e individualizagdo dos ovérios, que eram fixados,
com destes instrumentos, pelo mesovario, evitando sempre lesar qualquer estrutura
(figurale 2).
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Figura 1: (A) Incisdo na pele para facilitar a entrada dos trocateres, (B e C)
entrada do primeiro trocater para a insuflacdo (1), (D) colocagdo da camera
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com o endoscépio no primeiro portal, (E) posicionamento do segundo trocater
(2) com entrada assistida, (F) posicionamento do terceiro trocater (3) também

com entrada assistida.

Previamente a aspiracdo dos foliculos, os ovarios foram examinados e o
nimero de dessas estruturas com dimensdes entre 2 - 8 mm foram contabilizados.
Em seguida, a agulha de aspiracdo foi introduzida na cavidade préxima ao local
onde se encontrava o ovario. A puncao foi realizada movimentando os ovarios em
diferentes posicbes com a pinga de manipulacdo atraumatica. A agulha foi
inicialmente colocada em posi¢do paralela a superficie ovariana, 0 que permitiu as
perfuracdes dos foliculos nas suas extremidades e na impossibilidade, a puncéo foi

feita perpendicularmente (figura 2).

Figura 2: Visdo interna da cavidade intra-abdominal de ovelhas em aumento
de 10x. (A) Visibilizagdo dos foliculos, (B) posicionamento da agulhae (C e

D) aspiracéo dos foliculos.
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Uma vez inserida no foliculo, a agulha foi cuidadosamente movida para
garantir que todo o seu contetido fosse aspirado. A pressdo do vacuo foi ajustada
para no maximo 50 mmHg.

Utilizou-se um sistema de aspiragdo com lume simples, composto de uma
agulha de 16G com bisel curto, conectada a uma cénula de teflon de 50 cm de
comprimento conectado a uma rolha de silicone, a qual foi acoplada ao tubo de
colheita (50 mL). O vécuo foi produzido por uma bomba de aspiracdo' adaptada
com esfigmomandmetro. Previamente a aspiracdo dos odcitos realizou-se uma
lavagem com o meio de colheita (PBS com heparina), deixando ao final deste
procedimento aproximadamente 2 mL deste meio para receber 0s oécitos.

Ao termino das aspiracfes os ovarios foram lavados com 10 mL de
solugcdo de NaCl 0,9%, para remocdo de codgulos da superficie, minimizando a
formacdo 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 cirargica.

Apos serem retiradas da maca cirdrgica as fémeas foram colocadas em
local limpo e tranquilo e observadas até ficarem em posi¢cdo quadrupedal.

Analise dos foliculos aspirados e odcitos recuperados

O numero de foliculos visibilizados, aspirados e odcitos recuperados foi
contabilizado, e as médias desses valores analisadas. Em laboratorio, o liquido
aspirado foi cuidadosamente depositado em placas de petri e levado a observacédo
em estereomicroscopio em aumento de 40X. Uma vez localizados, os odcitos foram
transferidos para outra placa contendo 300 a 500 puL de meio de lavagem e entéo
classificados qualitativamente segundo HEWITT e ENGLAND (1997).

Anélise estatistica
Os dados obtidos foram expressos em médias + desvio padrdo e submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (P<0,05) utilizando o programa

estatistico GraphPad Prisma 4.

RESULTADOS

Estimulagdo ovariana e producéo oocitaria

Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria € uma publicacdo semestral da Faculdade de
Medicina veterinaria e Zootecnia de Garca - FAMED/FAEF e Editora FAEF, mantidas pela Associacdao
Cultural e Educacional de Garca ACEG. CEP: 17400-000 - Garca/SP - Tel.: (0**14) 3407-8000
www.revista.inf.br - www.editorafaef.com.br - www.faef.edu.br.



REVISTA CIENTIFICA ELETRONICA DE MEDICINA VETERINARIA - ISSN: 1679-7353

Ano IX - Numero 16 - Janeiro de 2011 - Periédicos Semestral

A maioria das ovelhas (72%) apresentou estros as 36 horas apds a retirada
dos progestagenos. Assim, seguido da estimulacdo obteve-se as médias do nimero
de foliculos visibilizados, aspirados e odcitos recuperados de 13,32+2,8, 11,37+2,8
e 6,36x2,0 respectivamente, com uma taxa de recuperacdo de 61,39+19,97%
(foliculos aspirados/odcitos recuperados), figura 3. Alguns animais em algumas das
sessdes apresentaram corpos lateos (CL), tendo 0,37+0,74 CL/animal/sessdo. Foi
observado que mais de 85% dos odcitos recuperados foram de boa qualidade, sendo
47,6% destes grau | e 42,5% grau Il (figura 3).
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Figura 3: (A) Representacao grafica do numero de foliculos visibilizados, foliculos
aspirados e oo0citos recuperados em ovelhas durante o experimento. (B)
Representacao grafica do grau de classificacdo dos oocitos recuperados durante o

experimento.

Avaliacao no trans-operatorio e recuperacado pés-LOPU

O jejum de 36h, além de evitar refluxo do conteddo ruminal, facilitou, em
conjunto com o pneumoperiténio de 5 mmHg e 5L/min., o posicionamento dos
portais laparoscopicos, permitindo uma adequada manipulacdo e visibilizacdo da
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cavidade abdominal, tendo a imagem transmitida ao video aumentada em 10 vezes
e conseqliente pequenotempo cirdrgico de 26,75+ 9,6 min.

O jejum de 36h, além de evitar refluxo do contetdo ruminal, facilitou, em
conjunto com o pneumoperiténio de 5 mmHg e 5L/min., o posicionamento dos
portais laparoscépicos, permitiram uma adequada a manipulacgdo e visibilizacdo na
cavidade abdominal que teve a imagem transmitida ao video aumentada em 10
vezes, obtendo-se um tempo cirurgico de 26,75+ 9,6 min.

O conjunto agulha 16G com bisel curto, sistema de aspiracdo limen
simples, bomba de aspiracdo adaptada com esfigmomandmetro e pressdo de 50
mmHg foram eficientes para recuperacdo de odcitos. O sangramento observado
pelas puncgdes foliculares foi discreto e a lavagem dos ovarios promoveu a remogéo
de coagulos evitando a formacdo de aderéncias em todos 0s animais.

As ovelhas apresentaram boa recuperacdo anestésica, sempre levantando
sem dificuldades ap0s os procedimentos, ndo apresentando nenhum desconforto

doloroso aparente.

DISCUSSAO

Os protocolos de sincronizacao e estimulacdo ovariana foram eficazes, pois
a maioria dos animais entrou em estro as 36h apos a retirada dos implantes de MAP
e com a estimulacdo ovariana foi observado um numero satisfatorio de
foliculos/ovelha na LOPU. Mesmo que em alguns casos tenham sido encontrados
corpos lateos resultantes de foliculos ovulados antes das aspiragdes, estas perdas
ndo foram significativas (P>0,05).

A estimulacdo ovariana pode ser realizada por FSH em multiplas aplicacdes
de 36 a 48 horas, em intervalo médio de 12 horas, antes das aspiracdes, por varias
vias de aplicacdo, IM ou IV, em doses unicas de eCG 48 horas dos procedimentos,
ou até com FSH e LH, combinado ou ndo ao uso de eCG, 24 & 48h antes da
aspiracdo. No entanto o protocolo usado neste experimento é o protocolo mais
utilizado, obtendo boa taxa de recuperacdo e maturacdo, obtendo resultados
similares ao descrito por BALDASSARE e KARATZAS (2004), 134
foliculos/ovelha, e BASSO et al. (2008), 14,3 foliculos/ovelha.
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No entanto ABDULLAH et al. (2008), em cabras, comparando a melhor
hora para a estimulagéo 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.

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 aspirac6es foliculares em caprinos e ovinos respectivamente. DUARTE
et al. (2009), 23 min. e SILVA et al. (2002) de 21min. em bidpsias hepaticas em
carneiros e equinos respectivamente e BLEUL et al. (2005), 120 — 150 min. em
ovariectomias de bovinos. Com estas citagdes se permite considerar que a técnica
videolaparoscopia favoreceu a execucao de diferentes procedimentos em um tempo
bastante conveniente, particularmente para pequenos ruminantes. Contudo, é
conveniente destacar que habilidade do operador é importante para se obter este
resultado, fato também descrito por estes autores.

Em ovinos, agulhas de 16 a 22G foram utilizadas para LOPU
(BALDASSARRE et al., 1994, ALBERIO et al., 2002), sendo que RODRIGEZ et
al. (2006) descrevem que agulhas 18G longas em conjunto com pressdo 10 ml de
H,O/min. e WIECZOREK et al. (2010) relatam o uso de agulhas 20 a 22G curtas
com maior eficiéncia na recuperacao de odcitos..Nesse experimento, 0 conjunto as
agulha 16G curtas mais sistema de aspiracdo lumen simples, bomba de aspiracao
adaptada e pressdo de 50 mmHg tambeém apresentaram resultados aceitaveis
comparando quantidade e qualidade dos odcitos recuperados.

A taxa de recuperacdo de o0citos esta no intervalo de 40 a 90%
(RODRIGUEZ et al., 2006). E destes o0citos, mais de 80% encontravam-se 6tima
qualidade, igualmente observado por BASSO et al. (2008) e BALDASSARE e
KARATZAS (2004).

CONCLUSOES
Concluiu-se que o numero de foliculos visibilizados, aspirados e o6citos
recuperados por ovelha, e a qualidade de odcitos viaveis foi satisfatoria, além de

obter também uma boa recuperacdo dos animais ap0s 0s procedimentos.
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A aspiracdo folicular por videolaparoscopia (LOPU) em ovinos é viavel
para a producdo comercial, mas estudos em protocolos para estimulagdo ovariana,
calibre, comprimento e tipos de agulhas, pressao de vacuo entre outros ainda podem

ser melhores estudados para obter melhores resultados.
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