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RESUMO:

A pecuaria nacional obtém continuo e rapido desenvolvimento econdmico com o avancar das
técnicas de biotecnologias reprodutivas. Estas permitem o aumento da producéo de animais que
possuem caracteristicas de alto interesse ao mercado. A aspiracao folicular guiada por ultrassom
(Ovum Pick Up - OPU) é uma biotécnica bastante utilizada em grandes animais com o intuito
de acelerar o melhoramento genético no rebanho. Essa consiste na obtencdo de odcitos de
fémeas com alto valor agregado, para que possam ser utilizados para a produgéo de embrido
em laboratdrio e disseminacdo rapida de genética especifica. As éguas e vacas sao 0s animais
em que a técnica tem sido mais explorada e tem gerado excelentes resultados para a producéo.
As etapas pertencentes a técnica de aspiracdo folicular in vivo consistem em selecdo das fémeas
doadoras dos odcitos e preparacdo prévia, organizacdo do material e equipamentos no dia da
aspiracdo, anestesia e assepsia, procedimento de aspiragdo, cuidados pds aspiracdo, e
rastreamento e selecdo dos odcitos coletados. A maioria desses passos sao realizados tanto em
equinos como em bovinos. Porém, tendo em vista as particularidades fisioldgicas e reprodutivas
dentre essas duas espécies, as etapas acontecem de formas diferentes. Este trabalho tem como
objetivo descrever a biotécnica reprodutiva de OPU, apresentar as etapas do processo,
ressaltando as diferencas metodoldgicas que sdao adotadas para a utilizacdo dessa técnica tanto

em bovinos como em equinos.

Palavras-chave: Biotecnologias. Coleta de o6citos. Melhoramento genético.



ABSTRACT:

The national cattle raising obtains continuous and rapid economic development with the
advancement of reproductive biotechnology techniques. These allow the possibility of
increasing the production of animals that have characteristics of high interest. Ultrasound-
guided follicular aspiration (Ovum Pick Up - OPU) is a widely used biotechnique in large
animals with the aim of genetic improvement in the herd. This consists of obtaining oocytes
from females with high added value, so that they can be used for the production of embryos in
the laboratory and for the rapid dissemination of specific genetics. Mares and cows are the
animals in which the technique has been most explored and has generated excellent results. The
steps pertaining to the in vivo follicular aspiration technique consist of selection of oocyte donor
females and prior preparation, organization of material and equipment on the day of aspiration,
anesthesia and asepsis, aspiration procedure, post aspiration care, and oocyte tracking and
selection collected. Most of these steps are performed in both horses and cattle. However, in
view of the physiological and reproductive particularities between these two species, the steps
take place in different ways. This work aims to describe the reproductive biotechnique of OPU,
present the stages of the process, highlighting the methodological differences that are adopted
for the use of this technique in both cattle and horses.

Keywords: Biotechnologies. Oocyte collection. Genetical enhancement.
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1. INTRODUCAO

A pecuéaria nacional obtém continuamente um rapido desenvolvimento econémico com o
avancar das técnicas de biotecnologias reprodutivas (VELOSO NETO et al., 2014; MELLO et
al., 2016). Estas permitem o aumento da producdo de animais que possuem caracteristicas de
alto interesse ao mercado (GONCALVES et al., 2007, LUEDKE et al., 2019). Um dos maiores
objetivos na pecuéria é a produgdo em maior quantidade e em pouco tempo, de animais
considerados superiores geneticamente, seja por seu fornecimento produtivo (carne, leite) ou
seu desempenho esportivo (rodeio, hipismo). Dessa forma, esses animais sao encaminhados
para a reproducdo e os procedimentos de coleta de gametas, tanto em machos como em fémeas,
para producdo de embrido in vitro em larga escala, tem ajudado a disseminar a implementacéao
de melhoramento genético nos rebanhos das propriedades (RODRIGUES, 2006;
GONCALVES et al., 2007).

No caso das fémeas, a técnica mais utilizada em equinos e em bovinos para a obtencdo de
odcitos de animais vivos para a producdo in vitro de embrido (PIVE) € conhecida como
aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassom - Ovum Pick Up — OPU (RODRIGUES,
2006; CARNEIRO, 2016). Esta biotécnica reprodutiva permite que seja coletado varios o6citos
de uma sé vez por fémea, em qualquer fase que ela se encontre do ciclo estral, e por conseguinte,
gerar um grande aproveitamento genético deste animal (GONCALVES, etal., 2007
OLIVEIRA, 2014). Além disso, quando a técnica é realizada de forma adequada ndo ha
ocorréncia de prejuizo fisioldgico ou morfologico a fémea, e esta pode ser fonte de genética de
alto valor por muitos anos (VANDERWALL et.al., 2002; VIANA et.al., 2004).

A OPU em bovinos e equinos obedece o mesmo principio e praticamente as mesmas etapas no
procedimento. Contudo, as etapas dessa colheita possuem métodos diferentes a serem
realizados entre essas duas espécies, devido as particularidades fisioldgicas e anatbmicas, como
por exemplo: diferencas do ciclo estral, na organizacdo das estruturas ovariana e
comportamento folicular, na sensibilidade a anestesia, necessidade de maiores preocupacdes

antes e pos-técnica, dentre outros.

Portanto, o conhecimento do funcionamento e das diferencas reprodutivas entre as eguas e as
vacas € de extrema importancia para 0 manejo da técnica de aspiracdo por OPU e garantir o
sucesso na obtencdo e na qualidade dos odcitos, assim como preservar a longevidade da vida
reprodutiva dessas fémeas. Este trabalho tem como objetivo descrever a biotécnica reprodutiva
de OPU, apresentando as etapas do processo e ressaltando as diferencas metodologicas que séo

adotadas para a utilizacdo dessa técnica tanto em bovinos como em equinos.
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2. HISTORICO DA TECNICA DE OPU

Antes do surgimento da técnica de OPU nos animais, 0s 00citos de vacas e éguas eram aspirados
e coletados por meio de procedimentos como a colpotomia, laparotomia ou com a insercédo
transcutanea de agulha pelo flanco guiada com ultrassom (VOGELSANG et al., 1986;
PALMER et. al., 1987), procedimentos desfavoraveis por serem cirlrgicos, invasivos e por
causa das complicagdes, tempo e custo (LUEDKE F.E. et al.,2019). Em equinos, a aspiragdo
folicular transcutanea foi a técnica que permitiu pela primeira vez que os odcitos fossem
recuperados com as éguas em estacdo, utilizando a palpacéo retal para posicionamento do

ovario na direcdo do flanco, tendo o seu primeiro relato no ano de 1987 (PALMER et al., 1987).

A técnica de aspiracdo folicular por puncdo vaginal guiada por ultrassom foi primeiramente
desenvolvida para ser utilizada em mulheres em procedimentos de fertiliza¢do in vitro (LENZ
etal., 1987). Um ano depois, Pieterse e Kappen (1988) conseguiram adaptar a técnica e aplica-
la em bovinos, publicando o primeiro relato da realizagdo de aspiragéo folicular transvaginal
guiada por ultrassonografia em vacas. Este se tornou rapidamente um procedimento de sucesso
devido as técnicas anteriores utilizadas para a coleta de o0citos de vacas serem consideradas
bastante invasivas e traumaticas (VOGELSANG et al., 1986). Dessa forma, no inicio da década
de 90, a introducdo dessa técnica, juntamente com a producdo in vitro de embriGes, gerou a
expectativa no aumento da producdo de fémeas bovinas para a reproducdo (RENESTO, 2004).
Em éguas, a aspiracdo folicular por puncéo vaginal comecou a ser utilizada no inicio da década
de 90, com o surgimento do primeiro relato descrevendo sobre a utilizacdo dessa técnica em
éguas ciclicas em 1992 (BRUCK et.al., 1992), o qual apesar de conseguir recuperar um od4cito
de quatro foliculos aspirados, a técnica se mostrou segura, pratica e rapida nesses animais, e
desde entdo o método tem sido aprimorado (RODRIGUES, 2007).

Em 1993, no Brasil surgiu o primeiro bezerro produzido in vitro, e o nascimento dos primeiros
produtos oriundos da associacdo da tecnologia de aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia com a fertilizagéo in vitro ocorreu no ano de 1996, sendo marcos historicos
para a PIVE (PEIXER et al., 1997). Estes se tornaram pontos de partida para a ascensao da
PIVE associada a técnica de aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia no pais (PEIXER
et al., 2006).

Em 2017 foi o periodo em que a tecnologia de PIVE juntamente com a aspiragdo folicular se
tornou consolidada, onde a quantidade de embrides bovinos produzidos in vitro ultrapassaram

a taxa dos embriGes in vivo (VIANA, et al., 2012), sendo utilizada como técnica de eleicdo
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também em animais de ragas taurinas, e para aptiddo leiteira (VIANA et al., 2012;
GONCALVES E VIANA, 2019).

3. MORFOFISIOLOGIA OVARIANA EM VACAS E EGUAS

Para a aplicacdo da técnica de aspiracdo folicular guiada por ultrassom €é obrigatorio o
conhecimento sobre o funcionamento anatémico e fisiologico reprodutivo das fémeas. Deve-se
entender sobre quais estruturas podem ser encontradas nos ovarios e o funcionamento de sua
dindmica folicular para compreender quais 0s eventos responsaveis pelo crescimento folicular
e producdo de odcitos (HAFEZ & HAFEZ, 2004). Dessa forma, pode-se identificar os
momentos adequados para a aplicacao da técnica, visando o periodo de melhor aproveitamento

folicular e respeitando o ciclo reprodutivo da fémea.

Os ovérios sdo 6rgaos de consisténcia densa, localizados na cavidade abdominal com funcGes
principais de produzir gametas feminino e horménios (SENGER, 2004). O formato e tamanho
dos ovarios variam de acordo com a espécie animal e com a fase do ciclo estral. Em bovinos os
ovarios tem formato de améndoas enquanto que em equinos tem formato de feijdo devido a
presenca da fossa ovulatéria (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

A organizacao do ovario consiste na divisdo em duas regides conhecidas como cortex e medula,
que possuem diferencas morfologicas entre vacas e éguas (Figura 1). Nas vacas o cortex se
localiza na regido mais externa do ovario, onde se encontra a populagéo de foliculos e o corpo
liteo, enquanto que a medula fica na regido central onde estdo inseridos 0s nervos e vasos
sanguineos e linfaticos (SENGER, 2004). Nas éguas, a medula ovariana e cortex apresentam
posicionamento reverso ao das vacas, onde medula se localiza na regido mais externa e cortex
na interna (SENGER, 2004). Além disso, a ovulacdo nas éguas acontece em um local exclusivo
do ovario (fossa ovulatéria), enquanto que nas vacas a ovulacdo pode acontecer de forma
aleatdria em qualquer regido do cortex. Outra diferenca é em relacdo a palpacédo das estruturas
ovariana em éguas, sendo possivel a palpacao de foliculos por via retal, porém, ndo do corpo
luteo devido a tendéncia dessa estrutura de crescer adentrando o ovario depois de formada e
ndo ficar proeminente como acontece em vacas (SENGER, 2004). A identificagdo dessas
estruturas que se encontram no ovario, seja por palpacdo ou ultrassonografia retal, pode

determinar a fase reprodutiva em que a fémea se encontra (SENGER, 2004).
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Figura 1 - Esquema das estruturas ovarianas em vacas e éguas.
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Fonte: Konig e Liebich (2004)

O processo de formacdo dos foliculos ovarianos nas fémeas se inicia no periodo fetal (terco
inicial da gestacdo) com a multiplicagdo das células germinativas. A fémea bovina nasce com
média de 100.000 foliculos primordiais no ovéario (FERREIRA et.al., 2004), enquanto que a
equina tem cerca de 40.000 (ULIANI, 2012), os quais ficam em estado quiescente com 0s
odcitos em estagio de diploteno da préfase 1. A capacidade de liberacdo desses gametas surge
na puberdade, que devido ao estimulo hormonal, h4d a possibilidade da ovulagdo, com a
formacdo de um ciclo luteinico normal (HAFEZ & HAFEZ, 2004). A producao e liberacdo de
horménios reprodutivos nesses animais levara ao desenvolvimento dos foliculos até a ovulacao.
Ha diversos elementos que afetam o periodo de inicio da puberdade nas fémeas. Em bovinos, a
puberdade acontece em uma média de animais com 15 meses de idade, enquanto que em
equinos é por volta de dois anos. Porém, este periodo pode variar bastante, dependendo da
estrutura corporal do animal, peso, raca, manejo nutricional, e estacdo do ano no caso de
equinos (MCKINNON & VOSS, 1993; HAFEZ & HAFEZ, 2004).

As vacas e éguas sdo fémeas poliéstricas, porém, as vacas de periodo continuo e as éguas sdo
sazonais de dias longos (HAFEZ & HAFEZ, 2004). Ambas as espécies possuem a fase de ciclo
estral com duracdo em média de 21 dias, que pode ser dividido em fase folicular e fase luteal
(SENGER, 2004). A fase folicular se caracteriza pelo momento em que ha elevada liberacéo
de hormonios gonadotroficos (FSH, LH), alem de GnRH, e alta producdo de estradiol pelas

células da granulosa, induzindo os sinais de cio. Além da receptividade sexual, nessa fase
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acontece o crescimento e desenvolvimento folicular e termina com a ovulagdo (SENGER,
2004). A fase luteal se inicia a partir do processo de ovulagdo e consiste na formacgéo e
desenvolvimento do corpo ldteo, o qual secreta progesterona, preparando o ambiente uterino
do animal para uma possivel gestacdo. Caso contrario, acontece a liberacdo de prostaglandina
pelo Utero, ocasionando luteolise e permitindo que os horménios do hipotalamo e hipofise sejam
liberados em maior quantidade para iniciar novo recrutamento folicular e ciclo estral (HAFEZ
& HAFEZ, 2004; SENGER, 2004). Nas vacas a fase folicular dura em média 5 dias e a fase
luteal 16 dias (HAFEZ & HAFEZ, 2004) Nas éguas a fase folicular tem em média 7 dias, porém,
pode haver grande variabilidade de duracdo, devido aos foliculos serem bastante sensiveis ao
fotoperiodo. A fase luteal é mais regular com duracéo entre 14 e 15 dias (SENGER, 2004).

Nas vacas, a cada ciclo estral ha crescimento de 2 a 3 ondas foliculares, onde em cada uma ha
o recrutamento de cerca de 10 a 50 foliculos, que vao crescendo em conjunto até a selecdo e
ovulagdo de somente um deles (FERREIRA et.al., 2004; OLIVEIRA et al., 2010). Este se
caracteriza por ser o foliculo dominante, o qual, além de ter a capacidade de liberar um odcito,
também impede que os outros foliculos crescam e ovulem, e portanto, entram em atresia. Nas
éguas, o ciclo estral contem de uma a duas ondas em formacdo (GINTHER, 2000), que sdo
classificadas em ondas maiores (foliculos dominantes e subordinados) e ondas menores
(auséncia de foliculos dominantes) (OLIVEIRA et al., 2010). Durante a emergéncia folicular,
cerca de 7 a 11 foliculos crescem em paralelo até um deles alcancar primeiramente 20 mm, se

tornando foliculo dominante na maioria das vezes (GINTHER, 2000).

Os foliculos que sdo puncionados e aspirados no processo de OPU sdo aqueles que tiveram a
formacdo do liquido folicular (antro) e por isso, possiveis de ver por ultrassonografia. Esses
consistem em foliculos antrais, com tamanho de cerca de 2 a 3 mm (FERREIRA et.al., 2004,
VIANA E BOLS, 2005). O diametro do foliculo pré-ovulatério em animais Bos indicus é de 11
a 13 mm e em Bos taurus é de 15 a 20 mm. Em equinos, o foliculo pré-ovulatério atinge um
didmetro com uma média de 45 mm, podendo variar de 35 a 60 mm (GINTHER, 2000).
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4. ASPIRACAO FOLICULAR GUIADA POR ULTRASSONOGRAFIA (OVUM
PICK UP — OPU) EM EGUAS E VACAS

4.1 Principios basicos da técnica
A aspiracao folicular guiada por ultrassonografia (OPU) é uma técnica que conta com o auxilio
de ultrassonografia com o uso de uma sonda microconvexa, a qual é acoplada a guia de
aspiracdo juntamente com a agulha, para direcionar a puncao folicular no ovario e coletar os
oocitos (STROEBECH et al., 2015). O procedimento envolve varias etapas que consistem
basicamente em: selecdo das fémeas doadoras dos 00citos e preparacdo prévia das mesmas,
organizacdo do material e equipamentos no dia da aspiracao, anestesia e assepsia, procedimento

de aspiracgdo, cuidados pds aspiracdo, e rastreamento e selecdo dos odcitos coletados.

4.2 Selecéo e preparo das fémeas

Na espécie bovina, além das vacas ciclicas, é possivel obter odcitos vidveis por essa técnica em
novilhas a partir de 6 meses de idade, em vacas gestantes até o terco inicial da gestacdo, em
fémeas idosas e com duas a trés semanas apés parto (GONCALVES et.al., 2007; SILVA, et.al.,
2021). Nas éguas, a técnica de aspiragdo folicular também é um método nédo invasivo que pode
ser realizada em fémeas pré-puberes e em fase inicial de gestacdo, além das éguas ciclicas
(VIANA & BOLS, 2005). Em ambas as espécies, pode ser utilizada em qualquer fase do ciclo
estral, ndo sendo obrigatoriamente dependente da utilizacdo de hormdnios para estimulo de
crescimento folicular (VIANA & BOLS, 2005; LUEDKE, et.al., 2019). Geralmente, as fémeas
de alto valor genético a serem utilizadas no processo de OPU para PIVE sdo previamente
avaliadas para se conhecer a dindmica folicular e decidir se ha necessidade de algum tipo de
tratamento hormonal para gerar maior quantidade e qualidade de odcitos, fato mais comum na
espécie equina (DIESEL, 2010; MIYAUCHI, 2011). Porém, a hormonioterapia € um
procedimento opcional e na maior parte das vezes, se as fémeas estiverem saudaveis e se for
respeitado o periodo de descanso entre as coletas de o0cito, ha resultados satisfatérios sem a
realizacdo desse tratamento (LUEDKE, et.al., 2019).

4.3 Material para aspiragao
Os principais materiais necessarios para a realizacdo do procedimento de aspiracdo folicular,
independente da espécie animal, consistem em: aparelho de ultrassom, transdutor de ultrassom

transvaginal microconvexa, guia de aspiragéo folicular, bomba de vacuo, garrafas ou tubos com
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solucdo de lavagem (tampéo fosfato salino -PBS, soro fetal bovino, heparina e antibi6tico) a
37°C, mangueira de vacuo, linha, rolha e agulha de aspira¢do (ORTIS & FOSS, 2013).

O ultrassom para aspiracdo folicular tem que ser de boa resolucdo para fornecer uma imagem
nitida do ovario. Porém, o tipo de sonda utilizada & um dos fatores que mais interfere na coleta
de odcitos por puncdo transvaginal. O transdutor setorial € o mais recomendado devido a
possuir melhor alcance no manuseio dos ovarios, maior area de digitalizacdo e maior
visualizacdo de foliculos pequenos, principalmente se tiver 7.5MHz de frequéncia (DIESEL,
2010).

A guia de aspiracdo folicular, € o instrumento com encaixe em seu interior para a sonda
microconvexa e para 0 mandril com a linha e a agulha de aspiracdo. A linha de aspiracédo, que
passa por dentro do mandril e sai no final da guia é conectada a rolha de aspiracdo que se
encontra encaixada no tubo onde caira o contetdo folicular aspirado (Figura 2).

Figura 2 - Guia de aspiracédo

Fonte: Arquivo pessoal (2021)

A bomba de vacuo deve ter capacidade de manter uma pressdo negativa regulada, a qual vai
influenciar extremamente na qualidade dos o6citos a serem coletados (DIESEL, 2010). O
excesso de vacuo, apesar de aumentar a taxa de recuperagdo dos odcitos, pode acabar retirando
as celulas do cumulus em volta deles (WARD et al., 2000), visto que essas sdo bastante
importantes para a nutricdo oocitaria durante o processo de maturagdo. Portanto, regular o nivel
de pressdo e a calibragem desse equipamento € muito importante para a maior qualidade dos
odcitos. Em bovinos a pressdo de vacuo geralmente é regulada de 60 a 80mmHg (MYAUCHI,
2011; MARIANO, et al., 2015), gerando em média uma vazdo de aspiracdo de 13 a 15
mL/minuto (PEIXER, et.al., 2006). Em equinos, pressdes negativas de até 300mmHg tem

resultados positivos para a recuperacdo de odcitos (RODRIGUES, 2006), mas em geral a
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pressdo de 150mmHgm (vazdo de 20mL/minuto) sdo mais utilizadas e suficiente para boa
obtencdo dos odcitos (FRANCO, 2006; RODRIGUES, 2006). As bombas a vécuo utilizadas
para aspiracdo geralmente vem com sistema de aquecimento, mantidas em temperatura
controlada (37°C), e com espagos para encaixar os tubos a serem utilizados em doadoras na fila
de aspiracdo (Figura 2). Para a geracdo do vacuo, a bomba de véacuo é acoplada a mangueira de
aspiracdo, que por sua vez € acoplada a rolha de aspiragdo encaixada no tubo de coleta dos

odcitos.

Figura 3. Sistema montado para aspiracéo folicular

Fonte: Arquivo pessoal (2021) o
A guia de aspiracgdo € acoplada a agulha que vai puncionar os foliculos, sendo uma por doadora
(PEIXER, et.al., 2006). O calibre da agulha utilizada possui alto nivel de interferéncia na OPU.
Existem diferencas entre autores quanto a preferéncia das agulhas, o que pode ser relacionado
também com a pressdo de vacuo aplicada na aspiracdo (FRY et.al., 1997). Em bovinos, o que
mais é relatado é o uso de agulhas de 18G, independente da pressao (BOLS, et. al., 1996,
DIESEL, 2010) enquanto que em éguas a agulha utilizada geralmente é agulha de calibre duplo
(12G, 14G ou 16G) para aumentar a taxa de recuperacdo, tendo em vista que se deve lavar e
injetar solucdo de recuperagdo para que o odcito se desprenda da parede folicular com mais
facilidade (RODRIGUES, 2006; KLOKNER et.al., 2017). Agulhas com didametros maiores séo
preferiveis devido a captacdo maior de quantidade de o6citos e menor comprometimento nas
células do cumulus ao redor do o6cito (BOLS, et al., 1996; FRY et al., 1997).

Além desses equipamentos, outros materiais que sao utilizados no procedimento de aspiracdo

folicular em animais vivos sdo: alcool 70% (utilizado para fazer a desinfeccéo), gel neutro (a
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ser usado na sonda microconvexa para auxiliar na formacdo da imagem), farmacos e seringas
(para os procedimentos anestésicos), camisa sanitria para a guia de aspiragdo, tubo coletor com
solucdo de lavagem e ficha de anotacdo (identificacdo do animal - registro e nome, hora da
aspiracao e observacdes como por exemplo, se 0 animal estéd gestante, presenca de corpo lUteo,
cisto ou aderéncia, e sinais de cio) (Figura 3). O tubo coletor onde sdo depositados 0s 00citos
provenientes da aspiracdo possuem em seu interior uma solucdo de PBS, adicionado de
compostos de heparina (5,0 UI/MI), antibidtico (gentamicina 50mg/mL) e 1% de soro fetal
bovino (DIESEL, 2010; MARIANO et.al., 2015). O soro fetal bovino evita que haja aderéncia
dos CCOs a parede da linha de aspiracio). E importante que todas as solugdes e equipamentos
que tiverem algum tipo de contato com o odcito sejam mantidos a uma temperatura aproximada
de 36°C a 38°C (SA, 2010; OLIVEIRA et al., 2014).

Figura 4 - Materiais usados a campo na aspiracdo folicular

Fonte: Arquivo pessoal (2021)

4.4. Anestesia e Assepsia
A contengdo fisica e quimica séo fatores bastante importantes que influenciam no resultado da
técnica de aspiracdo (RODRIGUES, 2006). Dessa forma, as fémeas devem estar bem contidas

em tronco de contencdo e deve ser realizada uma boa sedacdo, pois movimentos bruscos durante
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a técnica podem causar acidentes como perfuragoes indevidas e riscos ao animal e ao operador,

além de comprometer a técnica e o sistema de aspiracéo. (SA, 2012)

Desta forma, apds a contencdo do animal, é realizada a retirada manual das fezes do reto.
Posteriormente, a regido vulvar e perineo devem ser higienizados com agua, sabdo neutro e
desinfetadas com alcool 70%, e secas com papel toalha, a fim de se evitar contaminacdes
(MARIANQO, et.al., 2015). A cauda deve ser fixada lateralmente para ndo entrar em contato

com a regido limpa e nem atrapalhar no momento de aspiracdo (MACIEL, 2020).

Em vacas é realizada a anestesia epidural utilizando lidocaina 2%, aplicada na articula¢éo sacro
caudal, no espaco sacrococcigeo (OLIVEIRA et al., 2014). O objetivo da anestesia € evitar o
desconforto do animal e movimentos peristalticos durante o emprego da técnica de OPU,
facilitando a manipulacdo pelo técnico e impedindo um possivel trauma ao animal (BALL &
PETTERS, 2006; MIYUCHI, 2011). A anestesia para esse procedimento em geral é realizada
com o volume de 5 mL (MARIANO, et al., 2015). Porém, pode variar bastante entre as fémeas
bovinas, de acordo com o tamanho e temperamento do animal (OLIVEIRA et al., 2014) entre
os volumes de 2 a5 mL (DIESEL, 2010).

O protocolo de anestesia para uso em éguas a serem aspiradas varia bastante entre os estudos
publicados. Os farmacos mais utilizados para tal sdo detomidina, lidocaina, acepromazina e
xilazina (RODRIGUES, 2006). De acordo com o primeiro relato realizando a técnica em éguas,
estas foram sedadas com detomidina (1mg/100Kg) e propantelina bromida (12 mg/100Kg) IV
(BRUCK, et.al., 1992). A partir dat, surgiram varios protocolos de sedacdo que associam
anestésico sistémico (0,45mg/Kg de xilazina IVV) com anestesia peridural (4 mL Lidocaina 2%)
10 minutos antes da aspiracdo (FRANCO, 2006). Outros utilizam somente anestesia epidural
com 5mL de lidocaina 2% (KLOKNER et al., 2017). Associaces de anestésicos sistémicos
como cloridrato de xilazina e tartarato de butorfanol (RODRIGUES, 2006) ou cloridrato de
xilazina e cloridrato de detomidina (SA, 2012) também tiveram sucesso na producéo, conforto
e seguranca para o animal e operador. Além da propantelina bromida, medicamentos como a
butilescapolamina e sulfato de atropina geralmente sdo utilizados para relaxamento da
musculatura retal e diminuicdo do peristaltismo (BRUCK et al., 1992; COUTINHO DA
SILVA, 2002; SA, 2012).
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4.5 Aspiracao

Para iniciar a aspiracdo, a palpacéo retal € realizada para localiza¢do de cada ovario, e por
conseguinte, o ovario deve ser posicionado de forma que seja encostado na direcdo da parede
do fundo vaginal para que a imagem seja melhor visualizada pelo aparelho de ultrassom e assim,
haja maior facilidade na aspiracao dos foliculos (MIYUCHI, 2011; MARIANO et.al., 2015) A
sonda transvaginal acoplada a guia de aspiracdo e ligada a um sistema de vacuo € inserida até
o fundo do saco vaginal e posicionada no férnix vaginal, direcionada para o ovario a ser
aspirado (DIESEL, 2010, SA, 2012, FRANCO et al., 2014). A agulha de aspiragio na ponta da
guia atravessa o tecido vaginal e adentra o ovério, o qual é manipulado por via transretal para
que os foliculos possam ser puncionados e aspirados um a um e o liquido folicular ser
recuperado juntamente com os o6citos (GOUVEIA et al., 2011, SA, 2012).

Figura 5 - Aspiracdo folicular em vacas

Fonte: Arquivo pessoal (2021)

Em vacas sdo aspirados preferencialmente, os foliculos com didmetro de 2 — 8 mm
(MARIANGO, et.al., 2015; PEIXER et.al., 2018). Os foliculos com tamanhos maiores que 8 mm
é indicativo que ja entraram em atresia ou ultrapassaram a fase de metéfase Il, impossibilitando
a maturacdo in vitro desses oocitos em laboratorio (SILVA, et.al., 2021). A agulha perfura os
foliculos, e em seguida, devido a pressdo negativa do vacuo adicionado, o liquido folicular
juntamente com os o6citos sdo sugados para dentro da agulha, percorrendo a linha de aspiracéo
(sistema) e depositando, portanto, o contetdo no tubo com solucdo de lavagem, o qual depois

sera enviado ao laboratorio para rastreamento dos oocitos (SILVA, et.al., 2021).
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O procedimento de aspiracdo de equinos caso seja realizado de forma semelhante em bovinos
resulta em uma baixa taxa de recuperacéo e de qualidade oocitaria (ALM et al., 1997), devido
a forte aderéncia do odcito na parede folicular nesses animais (HAWLEY et al., 1995),
principalmente nos foliculos imaturos (LANDIM-ALVARENGA et al., 2008). As células do
cumulus penetram na regido das células da teca, dificultando a sua liberacdo da parede folicular
pela técnica de aspiragdo simples (HINRICHS et al., 1990). Dessa forma, umas das técnicas
utilizadas para desgrudar o odcito da parede e aumentar sua taxa de recuperacao € a realizacdo
de escarificacdes na parede do foliculo, passando o bisel da agulha por toda a parede do foliculo
juntamente com lavagens continuas de cinco a dez vezes com solugdo de lavagem, de forma
que a infusdo da solucgéo e a aspiracéo seja realizada com um fluxo continuo (MACIEL, 2020;
SA, 2012). No caso de foliculos pré-ovulatdrios, por se encontrarem proximo & ovulagio, a
turbuléncia causada pelo lavado ja pode ser suficiente para a sua recuperacdao (HAFEZ &
HAFEZ, 2000). O implemento dessa técnica causa significativo aumento no tempo de obtengédo
desses odcitos em equinos (HINRICHS et al., 1990).

Figura 6 - Lavagem de foliculo ovariano em égua

Fonte: Arquivo Pessoal (2021)

4.6 Procedimentos pos — aspiragao
Por se tratar de um procedimento um pouco mais demorado em éguas, e por se tratarem de
animais mais sensiveis fisiologicamente, estas recebem uma atencdo maior apds a realizacdo
do procedimento de aspiracdo folicular, como realizacdo de antiinflamatérios 1V (flunixin
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meglumine) antes e 24 horas apds a aspiracdo, e administracdo diaria de antibidtico IM
(enrofloxacina) por até 3 dias (SA, 2012). Apds o procedimento de aspiracio, as éguas devem
ser observadas e mantidas em repouso e em jejum por cerca de duas horas para que ndo venha
a ter problemas provenientes do uso do sedativo, como complica¢Bes gastrointestinais devido
a diminuicéo do peristaltismo (MACIEL, 2020).

As vacas, por sua vez, nao necessitam de maiores cuidados apds o procedimento de aspiracdo

folicular e podem retornar ao manejo habitual da propriedade.

4.7 Rastreamento e sele¢do dos o6citos
Assim que finaliza a aspiracdo de uma fémea, o tubo coletor com os o06citos dever ser levado
imediatamente ao laboratdrio para a realizacdo da busca e classificacdo dos o0citos, de acordo
com a quantidade de células do cumulus e integridade do citoplasma e ndcleo (CURCIO, 2006;
IETS, 2013)

Na prética, o odcito tem seu potencial de maturacdo, fecundacdo e capacidade de
desenvolvimento embrionério estimado em parte pela aparéncia do complexo cumulus
oophorus - CCO (CHAVES et al., 2010). Morfologicamente, os o6citos com maior potencial
de viabilidade devem apresentar ooplasma homogéneo, com granulaces finas, coloracdo
amarronzada, e estar completamente envolvido por vérias camadas de células do cumulus
dispostas de forma compacta (GOUVEIA et al., 2011).

Figura 7 - Odcitos bovinos (A) e equinos (B)

Fonte: (PENITENTE-FILHO, et al., 2014) e (CURCIO et al, 2006)
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Os o0citos selecionados sdo colocados em meio de maturacdo, dentro de criotubos, que seréo
levados até o laboratdrio dentro de meios de transporte especificos, na temperatura de 36°C
(RENESTO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2014).

Além das caracteristicas individuais da fémea (genética, idade, categoria, escore) e sua forma
de manejo (bem estar, nutricdo), a média de odcitos obtidos pode sofrer influéncia de fatores
como a fase do ciclo estral em que ela se encontra (COOK et.al., 1993), e quais materiais e
parametros foram adotados, como por exemplo o nivel da pressao, tipo de agulha, protocolo de
sedacdo, controle hormonal e experiéncia do operador (RODRIGUES et.al., 2006; SA, 2012).

Em bovinos, é conhecido que as racas zebuinas produzem melhor taxa de recuperacdo de
odcitos que as racas taurinas (MYAUCHI, 2011), por possuirem mais foliculos na onda
folicular. Sem tratamento hormonal, a producéo de o6citos totais obtidos pela técnica em vacas
das racas Gir e Holandesa ¢ em média de 17 e 11, respectivamente (PONTES et al., 2009). J&
em equinos, de acordo com Blanco (2008), a taxa de obtencao de foliculos imaturos citada pela
literatura apresenta variacdes entre 6 a 48%. Essa variacdo se da por fatores relacionados as
dificuldades na implementacédo da técnica nessa espécie, por ndo ser ainda tdo bem padronizada

e utilizada na rotina, como acontece em bovinos.

4.8 Frequéncia de aspiracao e riscos do procedimento

As aspiracdes em fémeas bovinas podem ser realizadas a partir de intervalos bem curtos - 2
vezes por semana, sem danos ao animal (BONI et.al., 1997; GALI et.al., 2001; VIANA et.al.,
2004). Essa frequéncia € utilizada como preferéncia por fornecer maior quantidade de foliculos
e qualidade de odcitos que sdo gerados pela emergéncia de nova onda folicular surgida logo
apos processo de aspiracdo anterior (DIESEL, 2010), ndo dando tempo para formacdo de
foliculos dominante e atrésicos (GALLI et al., 2001). Porém, as aspiracGes comerciais sdo
realizadas em intervalos de 15 dias (DIESEL, 2010).

Em equinos, os cuidados com o intervalo de aspiracdo sdo maiores (CARNEIRO, 2016). Ao
contrario dos bovinos, o que se demonstra nesses animais € que quanto menor o intervalo entre
aspiracdes, menor a quantidade de odcitos recuperados (DUCHAMP et al., 1995; BRUCK
et.al., 1997), e maior o risco de formacéo de abscessos (BOGH et al., 2003). Dessa forma, os
resultados positivos para 6tima recuperacéo de oocitos e boa seguranca na fertilidade da fémea

acontece utilizando a frequéncia de aproximadamente 15 dias (CARNEIRO, 2016)

Em bovinos, varios trabalhos relatam que ndo ha ocorréncia de riscos significativos causados

na vida reprodutiva das fémeas, mesmo quando aspiradas duas vezes por semana por varios
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meses seguidos (BONI et.al., 1997; GALI et.al., 2001; VIANA et.al., 2004). Outros descrevem,
em novilhas pré-puberes, a ocorréncia de fibroses, aderéncias de fimbrias e atresia folicular
forcada devido a ocorréncia de micro lesdes no estroma, sendo que o acimulo destas pode afetar

o funcionamento do ovario e a vida reprodutiva da fémea (SNEL-OLIVEIRA et.al., 2002).

De acordo com Franco (2006), os impactos da OPU causados a fertilidade da espécie equina
ainda ndo séo bem conhecidos por ser uma técnica que se encontra em fase de desenvolvimento
e padronizagdo nessa espécie. Assim, os dados sobre a influéncia na vida reprodutiva desses
animais ainda sé&o bem controversos. Alguns relatos na literatura apresentam que ndo houve
ocorréncia de danos causados a fertilidade de éguas na realizacdo da técnica de aspiracéo
folicular, com o protocolo utilizando anti-inflamatorios e antibi6ticos ap6s o procedimento (SA,
2012). Assim como, ndo afetou a possibilidade delas emprenharem apds serem submetidas a
técnica (MARI et.al., 2005). Porém, outros autores relatam sobre a presenca de areas de
hemorragias e aderéncias nos ovarios de éguas pds-mortem apos aspiracdo (BRACHER, 1993),
assim como sinais clinicos relacionados a complicacGes na regido do ovario (WEBER, 2001),
e hemorragias internas devido a perfuracfes de vasos causado por agulha no momento da
aspiracdo (WANDERWALL et.al., 2002).

Existem muitos fatores de decisdo no procedimento de aspiracdo que irdo influenciar na
ocorréncia de riscos relacionados a técnica. Por exemplo, com o objetivo de pegar maior
quantidade de foliculos nas éguas, geralmente se busca os que sao menores que 35mm. Estes
foliculos se encontram aprofundados no estroma ovariano e 0s o6citos estdo mais aderidos ao
foliculo. Este fato deixa o procedimento mais dificultoso, doloroso, demorado e desconfortavel
tanto para o animal quanto para o aspirador (BLANCO, 2008). Portanto € muito importante que
se planeje o procedimento manejando outras variaveis que possam minimizar as complicacdes,
como a aspiracao na fase mais favoravel do ciclo estral, operador experiente, boa sedacdo, e

nivel de pressdo da bomba a vacuo e agulha adequados (RODRIGUES, 2006).
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

A técnica de aspiracdo folicular possibilitou o aproveitamento genético em fémeas, que até
entdo era inviaveis, como a coleta que pode ser realizada em animais pré-puberes, fémeas
gestantes ou em poés-parto, contribuindo, dessa forma, para a diminuicdo do intervalo entre
as geracOes. Além disso, fémeas com alto potencial genético porém com problemas para
gestacédo agora possuem a oportunidade de gerar descendentes por meio da coleta de seus
00citos.

A OPU ¢ uma técnica cuja eficiéncia exige aperfeicoamento, mdo de obra qualificada e
metodologia utilizada que interferem na quantidade e qualidade dos odcitos recuperados, e
por consequéncia nas probabilidades da producdo e desenvolvimento embrionéario. Desta
forma, apesar da técnica ja estar bem sedimentada para aplicacdo em bovinos, € observado
que adaptacdes e conhecimento aprofundado dos aspectos morfofisioldgicos reprodutivos

sd0 necessarios ao aplica-la em outra espécie, como em equinos.
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