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LISTA DE ABREVIATURAS

CIV = Cultivo In vitro

CCO = Complexo Cumulus Oophorus

ECG = Gonadotrofina Coribnica Equina

FIV = Fertilizagdo In vitro

FSH = Hormbnio Foliculo Estimulante

G = Gauge

GC = Granulos Corticais

GIFT = Transferéncia Intrafalopiana de Gametas
IA = Inseminagdo Artificia

LH = Hormbnio Luteinizante

MIV = Maturagdo In vitro

OPU = Aspiragdo Folicular Transvagina guiada por Ultra-som
SO = Superovulagéo

TE = Transferéncia de Embrides

ZP = Zona Pellcida



1.INTRODUGCAO E OBJETIVOS

Ao nascimento a fémea bovina possui cerca de 0,5 milhdo de foliculos nos
ovarios, os quais, gradualmente deixam seu estado de dorméncia e iniciam o
desenvolvimento para foliculos antrais. Uma vez recrutada uma populagdo de foliculos,
ocorre aovulacdo ou atresia, sendo que quase todos os folicul os recrutados sofrem atresia
Isto pode ser demonstrado calculando-se que um animal ciclando normalmente num
periodo de 15 anos ira ovular menos de 300 ovdcitos (ovulando a cada 21 dias ou 17,4
vezes ao ano, multiplicando por 15 = 260 ovulagdes) dentre o nimero total de foliculos
(0,5 milhdes) existentes ao nascimento (ERICKSON, 1996). I sto sem contar o periodo de
gestacdo dos animais, ou seja, metade da vida reprodutiva.

Pela monta natural ou inseminagdo artificial (IA) podese obter apenas um
produto por vaca por ano, portanto, rovas biotecnologias foram desenvolvidas para
acelerar os processos de melhoramento genético. Assim sendo, com o advento da
superovulagéo (SO) e posterior transferéncia de embrides (TE), foi possivel obter em
média a producdo de 25 embriGes ao ano, totalizando cerca de 100 embrifes na vida
reprodutiva de uma vaca (SAUMANDE et al., 1984).

Kruip et a., (1994), estudaram a eficacia da aspiragdo folicular transvaginal
guiada por ultra-som (OPU) em vacas leiteiras e de corte, obtendo uma média de 8,0
ovocitos colhidos por sessdo, sendo que 16% desenvolveram-se embrides transferiveis
apo6s maturagdo, fertilizagdo e cultivo in vitro (MIV/FIV/CIV) com uma taxa de gestagdo
de 40% a50% (NIBART et al., 1995). Baseado no nimero médio de ovécitos col hidos por
sessdo, € possivel transferir dois embrides/semanal/vaca, resultando em um bezerro.

Atualmente as pesqguisas tém sido realizadas paraincrementar a produtividade na
exploracdo das espécies domésticas, e isto tem sido verificado em modificacdes na
nutricdo, manejo sanitario e reprodutivo (BOLS et a., 1997). Na espécie bovina o
aproveitamento racional dos gametas ja é possivel atravésda TE, inicialmente cirlrgica, e
posteriormente adaptada para uma técnica néo invasiva (GREVE et a., 1977), podendo
triplicar o nUmero de descendentes na vida reprodutiva da fémea bovina (BOLS et al.,
1997).

A TE tem algumas restri¢des, como: patologias ovarianas, tubéricas e uterinas que

blogueiem a coleta dos embrides (BOLS et al., 1996b); relato de cistos ovarianos,



endometrites e lesbes iatrogénicas pos coletas (BAK et al., 1989), e as terapias hormonais
podendo comprometer a fertilidade da doadora (MEINTJES et al., 1995a), além da
variabilidade de respostas ao estimulo hormonal exégeno (BOLS et al., 1997).

A producgo in vitro de embrides tem sido utilizada como uma aternativa para
aumentar o nimero de descendentes, primeiramente a partir de ovérios de matadouro, com
o inconveniente do desconhecimento do estado de salide, do padrdo hormonal e também
com a impossibilidade de repetir a técnica (PIETERSE et al., 1988).

A aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultra-som (OPU) apresentou-se
como uma alternativa na recuperacdo de ovocitos de fémeas com limitagdes reprodutivas
(infertilidade extra-ovariana), e sua aplicagdo mostrou-se mais amplaquando utilizadaem
fémeas saudaveis e animais prépuberes, produzindo quatro vezes mais embrides em
relagdo a TE (KRUIP et al., 1994), embora com maior custo por embrido (RODRIGUES &
GARCIA, 2000).

O evidente crescimento da OPU contribuiu para sinalizar pontos criticos ao maior
desenvolvimento da técnica, como o alto custo dos equipamentos, a alta variabilidade nas
taxas de recuperacdo de ovocitos e o reduzido nimero de protocol os de gonadotrofinas
eficientes.

Hoje a OPU no Brasil tem sido utilizada com sucesso por institui¢des dedicadas a
pesquisa, assim como pelainiciativa privada na recuperacdo de ovocitos para produgdo in
vitro de embrides bovinos.

As fémeas equinas tém na OPU uma alternativa para suprir a necessidade de
reproducdo de éguas subférteis, com patol ogias reprodutivas e histérico de insucesso com a
TE. Devido aos resultados da FIV em equinos serem ruins, os ovocitos recuperados
normalmente sdo utilizados em biotecnologias como a transferéncia intrafalopiana de
gametas (GIFT).

O presente seminario tem como objetivo, expor as diferentes metodologias paraa
OPU, incluindo os aspectos envolvidos, vantagens e desvantagens nas espécies bovinae

eguina.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA OPU

Técnicas para 0 aproveitamento de ovécitos de fémeas bovinas, como a
laparoscopia transvaginal (REINCHENBACH et al., 1993) e a laparoscopia paralombar
(LAMBERT et al., 1983) séo técnicas trabalhosas, nas quais podem ocorrer fibroses e
aderéncias ovarianas pos cirurgicas (LOONEY et al., 1994). Outra técnica proposta para
recuperacdo de ovocitos é citada por Hinrichs et al. (1990); trata- se da colpotomia, naqual
amao do operador manipula os ovérios atraves de umaincisdo intravaginal, pressionando-
os contra a parede abdominal por onde a agulha de punc¢do é introduzida, com riscos de
peritonite e evisceracéo.

A obtenc&o de ovécitos bovinos com o auxilio da ultra-sonografia foi relatada
pela primeira vez por Callensen et al. (1987), através da manipulacdo transretal e
posicionamento dos ovarios dorso-lateralmente na cavidade abdominal (fossa paralombar),
viabilizando a visualizagdo com um transdutor de 3.5 MHz posicionado sobre apele, e a
introducdo da agulha capaz de puncionar os foliculos. Um ano mais tarde Pieterse et al.
(1988), descreveram a aspiracdo folicular viatransvaginal atraveés da ultra-sonografia, que
tornou viavel o aproveitamento de ovécitos bovinos, sem as limitagdes dos procedimentos
existentes até ent&o.

Apbs avaliagbes, a técnica mostrourse simples e inbcua, viabilizando a
recuperacéo, maturacdo e fertilizac8o de ovoécitos imaturos, podendo ser repetida vérias
vezes em um mesmo animal (BOLS et a., 1995; MEINTJES et al., 1995, BOLS et dl.,
1996a), inclusive com um aumento no ndmero de foliculos apos vérias semanas de
aspiragoes foliculares (STUBBINGS & WALTON; 1995).

Palmer et al. (1987) foram os primeiros a descrever uma técnica de OPU com a
égua em estacdo, onde o operador segurava 0 ovario pelo reto guiando a agulha atravées do
flanco até atingir o foliculo. Os primeiros mil imetros de fluido folicular eram reinjetados
para desprender o ovAcito da parede folicular e o foliculo era entdo lavado com 20ml de
Dulbecco’ s PBS acrescido de heparina. O indice de recuperagdo de ovécitos relatado neste
trabalho pioneiro foi de 63%.



McKinnon et al. (1987) relataram excelentes indices de recuperacéo (71,4%)
utilizando um trocater e uma agulha de 9,8mm para aspirar foliculos pré-ovulatérios de
éguas através do flanco. Procedimento semelhante foi descrito por Hinrichs et al. (1991)
com indices de recuperacéo de 73%. Neste caso, foi adicionada atécnica de aspiracdo pelo
flanco umaincisao na parede cranial davagina, aqual permitia ao operador introduzir sua
ma&o na cavidade peritoneal e segurar o ovario diretamente contra o trocater.

O primero grupo de pesqguisadores que descreveram a OPU em éguas foi Bruck et
al. (1992). Baseados na mesma idéia utilizada em programas humanos e bovinos eles
utilizaram, para aspirar foliculos pré-ovulatérios, um transdutor em forma de dedo
conectado a um aparelho de ultra-som que mostrava em sua tela alinha de pungdo. Uma
agulha com |imen Unico foi conectada a uma seringa de 50ml, a qual foi utilizada para
lavar a cavidade folicular trés vezes com Dulbecco’s PBS. Quatro foliculos foram
aspirados e um ovécito foi coletado.

E impossivel se comparar indices de recuperacio de ovacitos entre os diferentes
grupos de pesquisadores, pois as técnicas utilizadas sdo extremamente diferentes e uma

série de aspectos influenciam os resultados.

22 ASPECTOSTECNICOSDA OPU

As vérias técnicas para obtencdo de ovicitos possuem consideravel impacto sobre
a quantidade e a morfologia dos complexos Cumulus oophorus (CCO’s), e
conseguentemente sobre a competéncia para o desenvolvimento ovocitario (BOLS et al.,
1997).

Segundo Bols et al. (1995) as agulhas |ongas especificas para aspiragéo folicular,
apresentam custo elevado e perdem o gume rapidamente, prejudicando a recuperagao dos
ovacitos; ja agulhas hipodérmicas descartaveis de 18 e 19 Gauge (G) permitem boataxa de
recuperacdo, preservando a qualidade dos ovdcitos. Didmetros maiores que 19G
relacionavam-se amaiores taxas de recuperagdo comparado as agulhas de menor diametro.
No entanto, o sistema que viabiliza 0 uso de agulhas descartavei s possui maior nUmero de
conexdes, obstacul os capazes de reter os ovacitos (BOLS et al., 1997).

O comprimento do bisel da agulha e a taxa de recuperac@o de ovdcitos foram

analisados por BOLS et al. (1997), concluindo que ao contrario das expectativas, a melhor



taxa de recuperacao e a melhor qualidade dos ovacitos € obtida com a utilizacdo do bisel
longo.

Em bovinos a utilizagdo de agulhas com Iimen simples € possivel porque o
foliculo é apenas aspirado, diferente dos equiinos, nos quais Brogliatti & Adams (1996),
relataram que as agulhas de lumen duplo tendem a aumentar a taxa de recuperacéo de
ovacitos devido afacilidade em lavar o foliculo puncionado com a solugéo de recuperagéo.

A pressdo de véacuo é estritamente relacionada com a agulha utilizada; ha uma
grande variagdo entre os trabalhos, com valores de 40 a400mmHg (BOLS et al., 1996a),
embora isto deva ser considerado com reservas, ja que todo o sistema (comprimento e
didmetro de conexdes, altura do equipamento de vacuo e didmetro da agulha) pode
influenciar na pressdo de vacuo final. Para quantificar a pressdo negativa de forma mais
real, estes autores sugeriram mensurar o0 vacuo em volume de égua por minuto. Mesmo
assim ha variagdes consideraveis, de 4,4 a 40 ml de &gua/minuto (VOS et al., 1994,
BUNGARTZ et a., 1995; RICK et a., 1996).

Bolset al. 1995, obtiveram maiores taxas de recuperacdo por folicul os aspirados
usando agulhas mais espessas (18G), independente da pressdo de vacuo. Houve um maior
numero de ovacitos recuperados com o aumento da pressdo de vacuo, porém ocorreu uma
diminuicdo na quantidade de células do cumulus mais compactas.

A freqliéncia do transdutor constitui-se em uma variavel importante no processo
de recuperacéo dos ovoécitos (HASHIMOTO et al. 1999). Hacitagbesdefrequénciasde 3.5
MHz (CALLENSEN et al., 1987), 7.5 MHz (VAN DER SCHANS et a., 1991), 5.0 MHz
(HASLER et al., 1995) € 6.5 MHz (BUNGARTZ et al., 1995). A maioriados autorescitaa
utilizagdo de transdutores convexos ou setoriais para a aspiracao folicular transvaginal
(LOONEY et al., 1994; MEINTJES et al., 1995b; BOLS et al., 1996; BOLS et al., 1998;
CARLIN et al., 1999), com poucos relatos de transdutores lineares (HASHIMOTO et dl .,
1999; MATTEWS et a., 1995). No entanto, sendo o transdutor linear bastante difundido
na area de reproducdo de grandes animais, sua utilizacdo para a aspiracdo folicular
transvagina poderia ser incrementada, uma vez que Haschimoto et al. (1999) obtiveram
resultados satisfatorios com este equipamento.

No trabalho realizado por Seneda (2001) foi comparada a utilizag&o de um ultra-
som Aloka SSD-500V com transdutor convexo de 5.0 MHz e um Pie Medical 485 com
transdutor linear de 6.0 MHz. O transdutor convexo foi acondicionado em um dispositivo

do proprio fabricante para aspiracéo transvaginal, enquanto o dispositivo para o transdutor



linear foi especialmente delineado para o trabalho (Ceafepe Tecnologia Veterinaria, Ltda),

como ilustrado nas figuras 1 e 2.

lcal para
ecandicianar
transcitor inear

guia para
squiha

FIGURA 1. Apresentacdo de esquema ilustrando o suporte para transdutor linear

(Ceafepe Tecnologia Veterinaria, Ltda.).

MMMMMM

tramaduber  suporfe parg
linear transduter linear

FIGURA 2. Esquemailustrativo da aspiracéo folicular realizada com transdutor
linear acondicionado ao suporte (Ceafepe Tecnologia Veterinaria, Ltda.).
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O valor médio de foliculos aspirados foi de 12,4 para o transdutor convexo,
nimero significativamente superior ao encontrado para o transdutor linear, que foi de 7,8.
No entanto, ndo houve diferencas entre o nimero médio de ovdcitos obtidos, 5,4 parao
transdutor convexo e 4,6 para o linear. O suporte permitiu que o ovario fosse pressionado
contra o transdutor em sentido vertical, havendo assim grande redug&o na mobilidade no
momento da puncdo. Esta € a provavel justificativa para uma maior eficiéncia do
transdutor linear quanto a recuperacdo de ovécitos (SENEDA, 2001).

Nibart et al. (1995), demonstraram que qualquer que segja o sistema de
visualizagéo e de puncéo folicular, ndo interfere nas taxas de recuperacéo de ovaocitos. Hill
(1995), realizou aspiracdes foliculares sem o auxilio de ultra-som, utilizando-se apenas da
pal pacdo retal e obteve média de 6,2 ovacitos recuperados por doadora.

A taxa de recuperac&o de ovocitos imaturos aumenta, se a coleta for repetida no
animal por um periodo de varios meses (KRUIP et al., 1994). A aspiracdo repetida duas
vezes por semana produz um aumento consideravel no nimero defoliculos visiveis (16,2
versus 7,0) e de ovdcitos recuperados (12,2 versus 5,2) (REICHEMBACH et al., 1994).

23 ASPECTOSBIOLOGICOSDA OPU

A condicdo fisiol 6gica da doadora, considerando-se peso, raga, idade e apropria
variacdo individual, sdo alguns dos aspectos bioldgicos que interferem na OPU assim
como em outras biotecnologias.

Enquanto ovacitos de éguas velhas tendem ater pior qualidade, Katska & Smorag
(1984), trabalhando com ovérios bovinos de matadouro, ndo encontraram diferencas na
qualidade dos ovécitos entre animais jovens (a partir de 18 meses) e senis (até 17 anos),
embora tenham notado reduc&o na producéo de gametas nos animais mais velhos. Animais
pré-puberes tém mostrado reduzida competéncia de seus ovAcitos em atingir o estagio de
blastocisto (REVEL et al., 1995), embora Armstrong et al. (1994) tenham conseguido
resultados animadores com bezerras de apenas trés semanas de idade através de estimulo
gonadotrofico.

Quanto acondic¢do corporal, animais subnutridos sdo doadores de ovdcitos com
menor capacidade de desenvolvimento (LOPEZ RUIZ et a. 1996), assim como animais
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submetidos a situacfes de estresse também sdo doadores de ovécitos menos competentes
(SENEDA et a., 2000).

Poucos estudos tém relatado variacOes entre as ragas, divergindo de Dominguez
(1995) e Dayan et al. (1999) que mostraram maior recuperacdo de ovocitos viaveis de
fémeas da raca Nelore.

A taxa de recuperacdo pode ser influenciada pelas terapias gonadotroficas
(PIETERSE et al., 1992; MEINTJENS, et al., 1995a), frequiéncia de realizagdo datécnica
(GIBBONS et a.,1994), fase do ciclo estral (VOS et al., 1994), pressdo de vécuo etipo de
agulha (BOLS et al., 1996b), tamanho do foliculo (SENEDA et al., 2001), além da
experiéncia do operador (GARCIA et a., 1998). Um ponto em comum destes artigos foi a
menor recuperacdo de ovacitos quando havia predominio de grandes foliculos no momento
da aspiracdo, fato observado também em ovarios de matadouro por LONERGAN et al.
(1994), ao constatarem taxas de recuperagdo maiores quando os folicul os aspirados eram
pequenos (2 a 6mm) em comparacao aos maiores de 6mm.

Apesar dos foliculos maiores que 5mm serem aspirados mais facilmente (BOL S et
al., 1997), a aspiracdo de foliculos peguenos parece disponibilizar maior nimero de
ovocitos para o cultivo. A justificativaentre arelagdo inversa do maior diametro folicular e
da taxa de recuperacdo de ovdcitos tem sido justificada de diversas formas, como
alteragdes morfoldgicas no CCO (BOLS et al., 1998), viscosidade do fluido folicular
(GOODHAND et al., 1999), quantidade de material a ser aspirado e pressao intrafolicular
(SENEDA, 1999). Desta forma, um aspecto a ser considerado seria a aspiracgéo realizada
em um momento gue predominassem foliculos de menor didmetro, conforme sugerido por
Hashimoto et al. (1999) e Seneda (2001). Considerando a possibilidade de alteracéo do
didmetro folicular por estimulos hormonais, a modificagdo nos protocolos de terapias
gonadotroficas poderia contribuir neste sentido. Outra possibilidade seria a restri¢éo do
crescimento folicular, por meio de sessdes de aspiragdo com intervalos de trés e quatro
dias, conforme sugerido por Gibbons et a. (1994) quando demonstraram maior niUmero de
folicul os recrutados ap6s cada aspiragdo. Este procedimento mostrouseinteressante por
dispensar gonadotrofinas exdgenas, mas exigiu o dobro de aspiragdes para um mesmo
nimero de foliculos aspirados, quando em comparacdo ao estimulo hormonal
(RODRIGUES & GARCIA, 1998; SAUVE, 1998). Apesar do maior nimero de foliculos
visualizados com o estimulo gonadotrofico, 0 nUmero de ovocitos por sessdo mostrou-se
proporcionalmente menor ao esperado (LOONEY et a., 1994; RODRIGUES & GARCIA,
1998; GOODHAND et al., 1999), possivelmente pelo maior didmetro dos foliculos no
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momento da aspiracéo (SENEDA et al., 2000). H& considerével variag&o nos protocol os de
estimulo hormonal precedendo a aspiracdo folicular. A literatura apresenta trabalhos
preconizando o melhor dia de puncédo folicular como sendo quatro (BUNGARTZ et a.,
1995; GOODHAND et al., 1996), cinco (BORDIGNON et al., 1996; PUELKER et 4.,
1999) e mesmo seis dias (MEINTJES et al., 1995b) apds o inicio da aplicacdo do FSH.
Estes trabalhos apresentaram predominancia de foliculos grandes (até 19mm), sendo a
maioria com didmetro maior ou igual a 10mm.

No equiino arelacdo anatémicado ovécito com a parede do folicul o interfere com
a eficiéncia dos métodos de coleta de ovocitos utilizados tanto in vivo como in vitro
comprometendo as taxas de recuperacdo. Na égua o foliculo apresenta uma camada de
células da teca logo abaixo da juncdo do cumulus com a parede folicular. Uma das
caracteristicas anatdmicas desta estrutura é a presencga de processos celulares emitidos
pelas células da granulosa para o interior da camada de células tecais. Desta forma, os
processos das células da granulosa, bem como a posi¢éo da camada de célulastecaise a
estrutura do componente polissacarideo desta funcionam como uma ancora do CCO a
parede folicular (HAWLEY et al., 1995).

Em éguas o indice de recuperagéo de ovocitos € mais alto (78% versus 43%) em
foliculos menores que 30mm e préovulatérios (maiores de 35mm) devido ao
afrouxamento das juncdes entre as células do cumulus e a parede folicular durante o
aumento dos niveis de Hormoénio Luteinizante (LH) ou a aplicacdo exdgena deste
horménio 24 a 36 horas antes da ovulagdo (GOUDET et al., 1997).

Seneda (2001) trabalhou com a aplicacéo de uma dose Unica de FSH nas fémeas
bovinas, submetendo-as a aspiracdo nos dias um e trés pds aplicacdo. A utilizagdo de FSH
facilitou 0 manejo operacional e as taxas de recuperagdo foram estatisticamente
semel hantes nos dois momentos de aspiragao. Quanto a disponibilizagdo de estruturas para
aFlV, o grupo que recebeu FSH e foi aspirado no dia um apresentaram um ovocito amas
em relacdo aos animais aspirados no dia trés. Dependendo do nimero de amostras e do
potencial genético das doadoras, pode-se considerar esta diferenca biol6gica

A fase reprodutiva tem sido alvo de diversos estudos para apontar um momento
mais favoravel a realizagcdo da OPU. Bols et a. (1997) observaram que ovécitos
apresentam diferentes capacidades de desenvolvimento, conforme afase do ciclo estral em
gue sdo coletados. Um naimero maior de embrides foi obtido apds cultivo de ovécitos
recuperados entre os dias 14 e 16 do ciclo estral, segundo Machatkova et al. (1995). No
entanto, trabalhando com ovarios de abatedouro, Smith et al. (1995) analisaram a
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dominancia folicular, relatando que a producéo in vitro de embrifes ndo era afetada pela
presenca ou auséncia do foliculo dominante. Assey et a. (1994) analisaram a ultra
estrutura de ovacitos recuperados de foliculos dominantes e subordinados, e relataram
degeneracdes prematuras no ovocito dominante, embora Rhodes et al. (1997) ndo tenham
constatado dif erencas na competéncia para o desenvolvimento entre ovécitos obtidos de
foliculos dominantes ou foliculos subordinados.

As relacBes entre dindmica e atresia folicular também tém sido estudadas, com
relatos de presenca de ovacitos saudaveis em foliculos claramente atrésicos (KRUIP &
DILEMAN, 1982). Um leve grau de atresiafolicular parece mesmo ter um efeito benéfico
ao ovacito destinado a FIV, segundo Wurth & Kruip (1992). O efeito inibitério da
maturacdo do ovocito seria mais eficaz estando a parede folicular perfeitamente integra,
enguanto o foliculo levemente atrésico deixaria de exercer este efeito, favorecendo a
maturagdo in vitro.

Segundo Meintjes et al. (1995a) vacas gestantes podem ser submetidas atécnica
no primeiro trimestre de gestacdo, porém Sauve (1998) considera sem prejuizos as
aspiracOes realizadas até o sexto més de prenhez. A melhor qualidade (GRIMES &
IRELAND, 1987; HAZELEGER et al., 1995) e amaior competéncia (BOEDIONO et al.,
1995) foram relatadas quando a puncéo foi realizada na fase luteinica ou progestacional,
embora resultados opostos tenham sido mostrados por Thonon et al. (1993) e Dayan et d.
(1999).

Eguas prenhes sfo uma fonte adicional de ovdcitos (MEINTJES et al., 1995b).
Ginther e Bergfelt (1992) descreveram a ocorréncia de ondas foliculares durante o inicio
da gestacdo na égua, podendo estas serem periddicas ou esporédicas, ocorrendo ondas
principais (maior foliculo 3 35mm) em algumas éguas, e ondas secundérias (maior foliculo
< 35mm) em outras. A recuperacdo de ovocitos de &uas prenhes parece ser mais alta
guando comparado a éguas controle. Goudet et al. (1998) relatam indices de recuperacdo
de ovacitos de 54% em éguas prenhes versus 47% em éguas ciclando. Meintjes et a.
(1995b) obtiveram 75% de recuperacdo de ovécitos em uas prenhes versus 42,9% no
grupo controle (folicul os pré-ovulatorios). Onze aspiracOes foram realizadas por éguanum
periodo de 44 dias (entre os dias 22 a 66 de gestagcdo) com um méximo de sete ovacitos
recuperados por sessao. Em um segundo estudo (MEINT JES et al., 1997), as aspiragoes
foliculares foram realizadas até os 150 dias de gestagdo. O nimero médio de aspiractes
por éguafoi 7,6 e 0 nimero médio de ovécitos obtidos foi de 18,9 por égua. Os autores

concluiram que cerca de 2,5 ovdcitos podem ser coletados a cada sete adez dias em éguas
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prenhes. Foi estimado que 19 ovocitos poderiam ser coletados de uma mesma égua durante
os dias 21 a 150 de gestacéo, comparado com 12 coletados durante 130 dias em éguas
ciclando, sem estimulo hormonal.

Os ovdécitos recuperados de animais submetidos a estimulo gonadotréfico e
conseguentemente aspirados nos dias um (primeiro grupo) e no diatrés (segundo grupo)
pos aplicacdo foram avaliados quanto a ultra-estrutura por Seneda (2001). A ZP
apresentou-se bem caracterizada nos dois grupos, evidenciando que, sob este aspecto,
foliculos antrais de menor didmetro (grupo aspirado um dia pds-aplicagéo) possuem
ovocitos semel hantes aos de foliculos maiores (aspirados trés pos-aplicagéo). No entanto,
em ovocitos do primeiro grupo notou-se a presenca de microvilos e processos celulares da
granulosa na ZP, achados compativeis com a formacdo recente desta estrutura, enquanto
gue no segundo grupo tais estruturas estavam ausentes. Conforme descricéo de Fleming &
Saake (1972), o ovocito aumenta sua atividade interna e diminui sua dependéncia das
células da granulosa quando se aproxima o instante de retomar a meiose. Quanto a este
aspecto os ovacitos do segundo grupo encontravam-se num estagio de desenvolvimento

discretamente mais adiantado em relagéo aos do primeiro grupo.
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3. VANTAGENS E DESVANTAGENS DA OPU

Vantagens:

A producéo in vitro de embrifes pode tornar-se uma alternativa atécnicade TE,
por ndo utilizar horménios, evitando assim os efeitos nocivos afertilidade do animal e
anda aumentar o nimero de embrides por doadora (GIBBONS et al., 1994; KRUIP et al.,
1994).

Desvantagens:

Além das grandes variac6es dos resultados apresentados por diversos autores e de
ndo haver um padréo na metodologia da coleta e das respostas aestimulagdo exdgena, a
técnica ainda € muito onerosa.

BOLS et al. (1995), descreveram gue as agulhas séo um dos equipamentos
descartaveis mais caros do processo de aspiracdo. Elas sdo de dificil esterilizacdo e apds
algumas sessdes tornam-se rombas e afié-las ndo seria uma alternativa viavel. Este grupo
tentou, com éxito, o uso de agulhas descartaveis, porém novos estudos devem ser feitos
para aumentar as taxas de recuperaco.

No estudo de Snel-Oliveiraet al. (2002) bezerras pré-puberesforam submetidas a
tratamento hormonal e posterior OPU e seus ovérios avaliados histopatol 6gicamente,
evidenciando lesBes histologicas que podem ser consideradas um efeito direto da
intervencdo devido a micro-traumas (fibrose capsular e possivel atresia folicular
patol 6gica), ou aconsequiéncias secundérias (atresiafolicular conseqliente de umainibicao
da ovulag&o) sugerindo que alteracfes patol dgicas, quando em grande nimero, podem

alterar a funcgéo fisiol6gica dos ovérios.
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4.CONSIDERACOES FINAIS

Para grandes animais a técnica da OPU parece ser simples, ndo invasiva, repetivel
e eficiente. Hoje a aspiracdo comercial é utilizada somente para bovinos, porém pode ser
um importante aliado na reproducéo de éguas inférteis. O custo da tecnologia pode ser
justificado pelo valor individual do animal.

A tecnologia favorece o maior nimero de embrides, menor intervalo entre
geragOes com consequiente mel hor aproveitamento dos animais (senis e prenhes), animais
gue néo respondem a SO, seja por anomalias adquiridas ou por serem refratarias a SO,
produtos obtidos de animais com problemas reprodutivos ou a utilizagdo de animais
mortos.

A aspiracdo folicular e fertilizagdo in vitro vém apresentando-se como umaforma
aternativa para a producdo de embrides a partir de ovocitos oriundos de vacas com
diversas caracteristicas reprodutivas. E uma técnica recente, e que deve apresentar uma
acentuada evolucdo nos préximos anos, apresentando-se como umaaternativa eficiente na
producdo de embrides de alto valor genético. E importante ressaltar que esta técnicanio
substitui outras técnicas (como a TE), mas sim, junto a elas, pode melhorar a eficiéncia
reprodutiva destes animais, e acima de tudo atuar no melhoramento genético do rebanho
bovino.

Considerando-se as informagdes conclui-se que pesquisas de ordem técnicae
biol6gica poderiam contribuir para o incremento da OPU, aumentando a eficiéncia do
procedimento e disponibilizando mais ovdcitos para os procedimentos de producdo invitro

de embrides.
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