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RESUMO

Desde o nascimento da primeira prole gerada a partir da produgéo in vitro de embrides (PIV) em 1982, os
avangos nessa tecnologia ndo pararam. A PIV foi tdo bem-sucedida que foi adaptada a uma variedade de
espécies, tanto produtivas quanto selvagens. Sem duvida, o maior sucesso da PIV foi em bovinos, de
acordo com os dados relatados pela Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS) em 2020.
Esse sucesso se deve em grande parte a evolu¢ao dos sistemas de cultura in vitro e a coleta eficiente e
minimamente invasiva de odcitos de doadoras vivas. Nas ultimas trés décadas, os avangos na fisiologia
ovariana, no desenvolvimento da ultrassonografia, nos tipos de agulha, na pressao de aspiragdo e nos
gendtipos utilizados permitiram que a aspiracdo folicular ovariana fosse uma técnica que pode ser
desenvolvida em nivel de campo, com resultados cada vez melhores e sem afetar o bem-estar das
doadoras. Esta revisao descrevera a evolugao da técnica de aspiragao folicular em ruminantes, com énfase
em suas variantes e novas estratégias para melhorar a qualidade dos oécitos.

Palavras-chave: embrides produzidos in vitro, aspiragéo folicular ovariana, ruminantes.

ABSTRACT
Since the birth of the first offspring generated from in vitro embryo production (IVP) in 1982, advances in
this technology have not stopped. PIV has been so successful that it has been adapted to various species,
both productive and wild. Undoubtedly, the greatest success of PIV has been in cattle, according to data
reported by the International Embryo Technology Society (IETS). This success is largely due to the evolution
of in vitro culture systems and the efficient and minimally invasive collection of oocytes from living donors.
In the last 3 decades, advances in ovarian physiology, development of ultrasonography, types of needles,
aspiration pressure, used genotypes, have allowed follicular aspiration to be a technique that can be
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developed at the field level, with results better each time without affecting the well-being of the donors. In
this review, the evolution of the follicular aspiration technique in ruminants will be described with emphasis
on its variants and new strategies to improve oocyte quality.

Keywords: In vitro produced embryos, ovarian follicular aspiration, ruminants.

INTRODUGAO

Atualmente, a produgao in vitro de embrides (PIV) e a transferéncia de embrides (TE) tém
tido um grande impacto na produgao animal. No caso dos bovinos, a PIV € amplamente
aplicada e a grande maioria dos embrides produzidos em todo o mundo & gerada por
essa tecnologia, de acordo com dados relatados pela International Embryo Technology
Society (IETS) (Viana, 2021) (Tabela 1). Uma das razdes para a ampla aplicagdo da PIV
em bovinos, em comparagdo com outras espécies, € 0 avango em outras tecnologias
reprodutivas, como a aspiragao folicular (de complexos cumulus-odcitos de foliculos de
2-8 mm), que permitiu a coleta repetida e eficiente de odcitos imaturos de doadoras vivas
(Galli et al., 2001) sem afetar o bem-estar animal das doadoras Chastant-Maillard et al.,
2003; Petyim et al., 2007; Currin et al., 2017). E importante observar que ha relatos de
programas com duas sessdes de coleta de évulos (OPU) por doadora por semana
(Petyim et al., 2003), o que maximiza o potencial genético das doadoras (Pontes et al.,
2011).

Tabela 1. Producgao in vivo e in vitro de embrides bovinos transferiveis durante 2020, por regiao
(Viana, 2021)

Regido  Africa Asia Europa  América do Oceania América do Total
Norte Sul

DIV 2.763 0 126.491 196.704 4211 31.559 361.728

PIV 4.977 0 47.470 578.995 14.345 500.397 1.156.422

DIV: embriones producidos in vivo
PIV: embriones producidos in vitro

A PIV requer varias técnicas, como coleta de odcitos de doadoras, maturagao in vitro,
fertilizacao in vitro e cultivo in vitro até a produgao de embrides no estagio de blastocisto
(Galli et al., 2001; Tamassia et al., 2003). A coleta de odcitos pode ser realizada por
aspiracao folicular guiada por ultrassom (OPU) em espécies maiores, como bovinos, ou
por aspiragao folicular laparoscépica (LOPU) em pequenos ruminantes (ovelhas, cabras,
veados e bezerros) (Baldassarre, 2021). O principal objetivo de ambas as tecnologias &
coletar odcitos (principalmente imaturos) de doadoras geneticamente superiores para
serem fertilizados in vitro com reprodutores de elite e gerar embrides, que podem ser
transferidos para receptoras previamente sincronizadas (Merton et al., 2003). No entanto,
elas também podem ser usadas para fins de conservagao e/ou resgate genético (Ruiz et
al., 2013; Baldassarre, 2021). Essas técnicas de aspiragao folicular sdo minimamente
invasivas e a recuperacgao repetida de odcitos de doadoras permite a realizagao de
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multiplos cruzamentos, bem como a redugao do intervalo de geracdo em programas de
melhoramento genético, produzindo mais embrides e gestagdes por doadora do que pela
técnica de multicoovulagdo e produgdo de embrides in vivo (DIV) (Merton et al., 2003;
Baldassarre et al., 2007).

RESUMO GERAL DA TECNICA DE OPU

O sistema OPU consiste em trés partes: um ultrassom com um transdutor linear (retal)
ou micro convexo (5-7.5 MHz) associado a um dispositivo de fixagdo (pistola de
aspiragao), uma bomba de aspiragdo e uma agulha conectada ao sistema de aspiragao
(Bols et al., 1996).

Para a aspiracgao folicular, sdo necessarios transdutores que aumentem a resolugéo e o
tamanho das imagens para uma melhor manipulagdo dos ovarios (Ginther, 2014). O
transdutor microconvexo € o mais comumente usado, com um campo de ultrassom de
150°, que pode ser de 5 a 7.5 MHz, sendo o de 7.5 MHz o preferido, pois tem melhor
resolucdo e permite a localizacdo mais facil de foliculos pequenos. O campo de ultrassom
de 150° ajuda a facilitar a manipulagao dos ovarios e a localizar os foliculos na linha de
punc¢ao, permitindo o uso de agulhas mais curtas que entram diretamente no campo de
ultrassom, sem perder partes utilizaveis da agulha (Ginther, 2014). A agulha é fixada e
direcionada para o campo de ultrassom por meio de um guia que é feito de um tubo fino
de acgo inoxidavel. Dentro do tubo de ago esta a mangueira do sistema de sucgao, que é
presa a agulha e ao tubo de ago por meio de um tubo de silicone que, em conjunto com
uma pecga de conexao, cria uma estrutura rigida que permite o movimento para frente e
para tras da agulha e a facil substituicdo da agulha romba por uma nova (Palma, 2001).

O transdutor e o guia da agulha sao inseridos na pistola de aspiragao, que tem uma alca
que da ao operador a oportunidade de fixar o dispositivo OPU dentro da vagina
pressionando suavemente a alga com a méao direita, deixando a mao esquerda livre para
manipular o ovario (Palma, 2001). As vacas usadas para OPU devem ser imobilizadas
e/ou podem ser sedadas, se necessario. As fezes sao removidas do reto durante a
palpacado e a anestesia epidural com lidocaina a 2 % é usada para evitar o desconforto
do animal e os movimentos do reto durante o procedimento. A vulva e o perineo sao
limpos e desinfetados antes da insercao do dispositivo OPU. O dispositivo tem uma alga
com a qual pode ser manipulado com uma mao fora da vaca. A cabeca do transdutor é
fixada em uma posig¢ao cranial dorsal na parte inferior da vagina, acima do colo do utero
(Palma, 2001).

Aspectos técnicos

Apds o desenvolvimento inicial da técnica, varios estudos foram realizados para
aprimorar as técnicas de aspiragao folicular, que agora sdo amplamente utilizadas como
ferramenta reprodutiva para programas de reprodugdo. Entre os principais aspectos
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técnicos trabalhados estéo o tipo de agulha, o tipo de bisel, a pressdo de vacuo e o tipo
de transdutor (Bols et al., 1996; Bols et al.,1997; Palma, 2001; Van Wagtendonk-de
Leeuw, 2006).

Com relagéo ao tipo de agulha, o calibre da agulha foi avaliado com agulhas 18G, 19G e
21G, sendo 18G o didmetro com a maior recuperacao. No entanto, isso é relativo, pois a
pressédo de sucgao tem maior influéncia sobre a quantidade e a integridade dos odcitos
recuperados (Bols et al., 1996). Inicialmente, foram usadas agulhas longas, de 50 a 65
centimetros, com um didmetro externo de 1-1.5 mm e um bisel curto (Bols et al., 1997).
(Figura 1). A principal desvantagem das agulhas longas é que elas ficam cegas
rapidamente e precisam ser afiadas, mas nao atingem o estado inicial de afiagédo, o que
€ importante, pois a afiacdo da agulha é essencial para o sucesso da técnica) (Bols et
al., 1996). Essas agulhas longas sao caras e tém um grande espag¢o morto no lumen da
agulha, deixando os oécitos em um ambiente desfavoravel por um longo periodo, e séo
necessarias grandes quantidades de meio para limpa-las (Palma, 2001).

Figura 1. Dispositivo para OPU com agulha longa

A simplificagdo dos dispositivos usados para OPU para o uso de agulhas descartaveis
abriu um novo cenario para a técnica, ja que uma agulha romba pode ser facilmente
trocada por ser barata. Diferentes didmetros e comprimentos de agulhas descartaveis
estéreis estao disponiveis no mercado. O espago morto € minimo, de modo que os
oocitos podem ser recuperados em condigdes mais favoraveis (Bols et al., 1997). O
risco de contaminacdo de uma doadora para outra € reduzido, e o tempo que os
complexos cumulus-oécito (CCOs) passam em um ambiente desfavoravel € minimizado
(Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006).

Outro aspecto estudado foi a influéncia do tipo de bisel, curto ou longo (Figura 2), na
recuperacgao do odcito. Embora tenha sido observada uma recuperagéo semelhante para
os dois tipos de bisel, verificou-se que a presséo de sucgao afetava significativamente a
recuperagao e a integridade dos odécitos quando se usavam agulhas de bisel curto (Bols
et al., 1997). Atualmente, estdo disponiveis agulhas comerciais para OPU, que tém uma
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extensdo que se conecta diretamente a linha de aspiragao (Figura 3).

186G 206G 16 G 206G
Agulha Agulha Cateter OPU agulha ,
hipodérmica hipodérmica intravenoso WTA

b

Figura 2. Bisel curto e longo de acordo com o tipo de agulha

Figura 3. Agulha WTA™ com extenséao parajconexéo da linha de sucgéao

Quanto a pressao de vacuo, observou-se que ela varia de acordo com o tipo de agulha e
o bisel utilizado; entretanto, verificou-se que quanto maior a pressao, maior a
recuperagao de odcitos, mas também aumenta o numero de odcitos desnudos (Palma,
2001). Para agulhas descartaveis, a pressao de sucgao recomendada varia de 70 a 130
mm Hg, pois a redugao da pressao de vacuo aumenta a integridade dos CCOs e isso
aumenta a producao de blastocistos (Bols et al., 1996; Bols et al., 1997).

Desde 1984, quando foram gerados os primeiros relatos de avaliagdo reprodutiva em
bovinos (Reeves et al., 1984; Pierson & Ginther., 1984), a ultrassonografia transretal
tornou-se uma ferramenta basica na reprodugao bovina (Ginther et al., 2014), por isso,
inicialmente tentou-se utilizar um transdutor linear retal, pois a grande maioria dos
profissionais da area de reprodugdo em espécies de grande porte possui um ultrassom
com transdutor linear retal (Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006) (Figura 4A). Ao comparar
0 uso de um transdutor linear com um transdutor microconvexo (Figura 4B), observou-se
que nao houve diferenga na detecgao de foliculos grandes (<5 mm); no entanto, quando
os foliculos eram pequenos (>5 mm), houve uma redugéo de 12 % na visualizagdo com
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o transdutor linear. Em termos de recuperagédo de odcitos, com o transdutor
microconvexo, houve uma duplicagao da recuperacao de oocitos em comparagdo com o
transdutor linear, embora essa diferenga nao tenha sido estatisticamente significativa
(Bols et al., 2004). Essa diferenga se deve ao fato de que a area para manipular o ovario

para realizar a puncdo € maior com o transdutor microconvexo em comparagio com o
transdutor linear (Figura 4).

!

Figura 4. Dispositivos OPU. A) Dispositivo e area de pungdo com transdutor linear retal.
B) Dispositivo e local de pungéo com transdutor microconvexo (Bols et al., 2004)

Atualmente, a maioria dos dispositivos usa um transdutor microconvexo (Xavier et al.,
2023; Camargo et al., 2019; de Carvalho et al., 2019), e ha até mesmo um transdutor
microconvexo ajustado a forma para o dispositivo OPU (Figura 5).

Figura 5. Transdutor microconvexo moldado para dispositivo OPU

Aspectos biolégicos

Os aspectos bioldgicos relacionados a técnica de OPU incluem o gendétipo do animal, a
estimulacao ovariana, o momento e a frequéncia da OPU, a resposta individual da
doadora, o estado fisioldgico da doadora (vazia/gestacional; lactante/ndo-lactante), a
idade da doadora (vaca, novilha, bezerro), a época do ano e a experiéncia do técnico
para realizar a OPU (Palma, 2001; Tamassia et al., 2003; Camargo et al., 2005; Van
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Wagtendonk-de Leeuw, 2006; Takuma et al., 2010; Vieira et al., 2014). A estimulagéo
hormonal &€, sem duvida, uma das melhorias mais importantes com relagéo a qualidade
dos odcitos e a producao de blastocistos in vitro.

Além disso, o uso de horménios para a estimulagao folicular € uma vantagem que a OPU-
PIV tem sobre a DIV. O hormdnio foliculo estimulante (FSH) e a gonadotrofina coridnica
equina (eCG) podem ser usados para a estimulacgao folicular (Aller et al., 2012) e, embora
essa pratica seja feita principalmente em bovinos Bos taurus (Presicce et al., 2011; Aller
et al., 2012; Chasombat et al., 2013; Vieira et al., 2014), bons resultados também foram
observados quando aplicados em bovinos Bos indicus (Tabela 2). No entanto, programas
de PIV em larga escala também foram observados em bovinos Bos indicus (Nelore), nos
quais as doadoras nao foram estimuladas e a produc¢ao de embrides foi eficiente (Pontes
etal., 2011).

Por outro lado, para fazer programas intensivos de produgdo de embrides, a PIV foi
combinada com a IVD, onde bons resultados (5,1 embrides por lavagem e 3,2 embrides
congelaveis) foram obtidos ao iniciar a superovulagdo 2 dias apés a OPU usando
doadoras Nelore (Surjus et al., 2014). Por outro lado, o gendtipo da doadora tem muito a
ver com a populagcao de foliculos. Sabe-se que as doadoras Bos indicus tém de 2 a 4
vezes 0 numero de odcitos coletados por OPU em comparagao com as doadoras Bos
taurus (Baruselli et al., 2015). Também foi observado que as doadoras Bos indicus tém
mais ondas foliculares e uma populagdo maior de foliculos antrais com mais de 5 mm de
diametro em comparagao com as doadoras Bos taurus (Silva-Santos et al., 2011).
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Tabela 2. Resumo do progresso da técnica de aspiracédo folicular em bovinos
Uso de Agulha NuUmero

hormonios para L =longa Pressao Transdutor de Recuperagdo Odcitos EmbriGes Referéncia
. _ mmHg ‘L (%)P vidveis(%)°¢  viaveis *d
estimular C= curto 00citos?
Bos Taurus
No 23G L - Vaginal 13.0 50.4 - 2.2 Pieterse et al., 1991
No 20G L 40-50 Vaginal 8.0 55.1 77.61 1.0 Kruip et al., 1994
FSH 24-30 mg 17G L 75-100 Convexo 8.6 69.9 - 1.3 Looney et al., 1994
FSH 75 Ul 17G L 70 Vaginal 9.5 - 80.0 2.7 Rocha et al., 1998
No 20G C 50 Vaginal 3.9 58.5 86.0 - Petyim et al., 2003
No 19G C - Linear 0.9 9.2 73.0 - Bols et al., 2004
No 19G C - Convexo 11.4 - 70.1 2.1 Pontes et al., 2010
eCG 1600 Ul 20G C 65 Vaginal 2.2 34.2 73.8 - Aller et al., 2012
FSH 200 mg 20G C 85-90 Convexo 9.9 61.1 83.9 4.4 Vieira et al. 2014
No 20G C 68 Convexo 17.3 81.8 71.1 3.0 Guerreiro et al., 2014
No 20G C 60-70 Convexo 14.6 60.4 74.1 0.7 Sales et al., 2015
No 20G C 68 Convexo 9.2 36.9 51.08 0.5 Batista et al. 2016
No 18G C 90 Convexo 6.3 - 71.2 5.2 Oliveira et al., 2019
FSH 70 UI 18G C 70 - 26.4 64.6 96.5 7.1 Simmons et al., 2023
Bos indicus
FSH 75 Ul 17G L 70 Vaginal 10.3 - 83.3 5.4 Rocha et al., 1998
No 20G C 80 Vaginal 8.9 61.3 74.1 1.1 Viana et al., 2004
No 20G C 80 Vaginal 7.0 69.3 62.1 - Viana et al., 2010
No 19G C - Convexo 17.1 - 70.1 3.2 Pontes et al., 2010
FSH 100 mg 17G L 120 Vaginal 20.8 91.6 64.4 6.8 ggfssombat etal,
No 20G C 68 Convexo 45.3 77.5 50.7 7.0 Guerreiro et al., 2014
No 20G C 60-70 Convexo 22.8 88.8 84.9 3.8 Sales et al., 2015
No 20G C 68 Convexo 29.9 63.6 60.5 9.3 Batista et al., 2016
No 18G C 90 Convexo 10.0 - 78.8 10.2 Oliveira et al., 2019
No 18G C 60-80 Convexo 30.1 - 85.7 10.3 Garcia et al., 2020
No 20G C 90-100 Convexo 58.6 78.3 74.2 9.7 de Silva et al. 2022
No 20G C 80 Convexo 24.7 88.4 78.7 9.6 Xavier et al., 2023

*  Numero de odcitos recuperados a partir do nimero de aspira¢@es foliculares
**  NUumero de odcitos viaveis do numero de odcitos recuperados
***  Namero de embrides viaveis por aspiragédo
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Com relagao as estratégias para aumentar a PIV, foi demonstrado que os odcitos
maturados in vivo sao mais competentes em comparagdo com os maturados in vitro (Van
de Leemput et al., 1999; Camargo et al., 2019). Em 1994, foi relatado que odcitos bovinos
aspirados de foliculos dominantes antes do pico do horménio luteinizante (LH)
apresentam alteragbes em sua morfologia nuclear e citoplasmatica que, segundo os
autores, sdo um pré-requisito para a aquisicao de sua competéncia plena.

Isso indicaria que ndo apenas a maturacao final do odcito é crucial, mas que o processo
ocorre entre o pico de LH e a ovulacdo. Além disso, o periodo que antecede o pico de
LH pode ser importante para o estabelecimento da competéncia de desenvolvimento
(Assey et al., 1994).

Em um trabalho de 2014, 54.9 % dos blastocistos foram obtidos com sucesso com sémen
sexado em gado Holstein a partir de od6citos maturados in vivo (Figura 6) e sincronizagao
do surto folicular por ablagédo do foliculo dominante (Matoba et al., 2014). Em 2019, ao
trabalhar com PIV em gado Black Japanese, concluiu-se que embrides de maior
qualidade podem ser gerados com eficiéncia ao usar oocitos maturados in vivo coletados
por OPU em comparagéo com odcitos imaturos (Egashira et al., 2019).

Entre as estratégias para selecionar doadoras de odcitos para PIV esta a avaliagao dos
niveis plasmaticos de horménio anti-Mulleriano (AMH). As doadoras classificadas como
tendo altos niveis de AMH produziram um numero maior de embrides por OPU em
comparagao com aquelas classificadas como tendo baixos niveis de AMH,
independentemente de serem Bos taurus ou Bos indicus. Com esses resultados,
concluiu-se que os niveis plasmaticos de AMH sdo um marcador enddcrino preciso para
a selegao de doadoras de odcitos (Guerreiro et al., 2014)



mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://doi.org/10.1016/S0093-691X(99)00133-8
https://doi.org/10.1016/S0093-691X(99)00133-8
https://www.researchgate.net/publication/330267788_Differential_gene_expression_between_in_vivo_and_in_vitro_maturation_a_comparative_study_with_bovine_oocytes_derived_from_the_same_donor_pool
https://doi.org/10.1002/mrd.1080390103
https://doi.org/10.3168/jds.2013-6838
https://doi.org/10.1262/jrd.2018-155
https://doi.org/10.1016/j.domaniend.2014.07.002

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com a
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario P

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

Atualmente, a ultrassonografia com Doppler colorido tem tido varias aplicagbes na
avaliacao reprodutiva de bovinos. Sabe-se que a irrigacdo ovariana é muito importante
para a protecdo e formacdo de odcitos (barreira hematofolicular), formacao de fluido
folicular e transporte de nutrientes (Da Broi et al., 2018). Recentemente, descobriu-se
que a irrigacao ovariana desempenha um papel muito importante na PIV; observou-se
que os ovarios de doadoras de odcitos com uma irrigagdo oocitaria entre 50 e 70 %,
aproximadamente, produzem mais embrides do que doadoras com irrigagéo ovariana de
cerca de 30 % (Figura 7). Nesse estudo, observou-se que doadoras com ~70 % de
irrigagao ovariana produziram 38 % de blastocistos, enquanto doadoras com ~50 % de
irrigacéo produziram 30 % de blastocistos e aguelas com ~30 % de irrigacao produziram
18 % de blastocistos (Villasefior-Gonzalez et al., 2021).

ASPIRACAO FOLICULAR EM PEQUENOS RUMINANTES

Producédo de embrides de ovinos

O DIV é atualmente o principal método usado para gerar embribes em pequenos
ruminantes. A coleta de embrifes é realizada pelo método cirdrgico de laparotomia; no
entanto, essa técnica tem varias desvantagens, incluindo aderéncias, trauma pos-
operatoério e o longo tempo entre um procedimento e outro (Jorge-Neto et al., 2018), o
gue significa que o processo sO pode ser repetido de 4 a 5 vezes na grande maioria das
doadoras.

Como alternativa a coleta cirtrgica de embrides, nos Ultimos anos muitos pesquisadores
tém trabalhado no desenvolvimento de uma técnica ndo cirirgica (dilatacdo do colo do
utero), utilizando principalmente substancias como misoprostol, prostaglandina F2a e
estrogénios. Embora haja resultados promissores (penetracao completa do colo do utero
variando de 27 a 78 % das doadoras, recuperacédo do meio de lavagem de cerca de 88 a
91 %), ainda é necessario um maior desenvolvimento da técnica para que ela substitua
a lavagem cirdrgica (Fonseca et al., 2019; da Fonseca et al., 2019).

Considerando o exposto, a PIV em pequenos ruminantes também € uma ferramenta para
o melhoramento genético e a preservacdo de gametas e embrides usando LOPU. Essa
ferramenta é altamente repetivel, minimamente invasiva (pois ndo gera aderéncias) e
com um tempo de execucao curto (aproximadamente 15 minutos por doadora). O periodo
entre os procedimentos pode ser de 14 dias, o que € consideravelmente mais curto em
comparacao com os 60 dias para a obtencdo de embrides por DIV (Jorge-Neto et al.,
2018). No entanto, sdo necessarios pessoal altamente treinado e um laboratério de
producdo de embrides in vitro.
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Figura 7. Avaliacdo do grau de irrigacdo ovariana por ultrassonografia com Doppler colorido. A)
Ovério com ~70 % de irrigacdo; B) Ovario com ~50 % de irrigacao; C) Ovéario com ~30 % de irrigagcéo
(Villasefior-Gonzélez et al., 2021)

De acordo com as estatisticas apresentadas pelo IETS (Tabela 3), a PIV é usada
comercialmente em ovinos, mas em menor escala em comparacédo com o DIV, que ocorre
principalmente na América do Norte. Embora no caso dos caprinos, seja possivel
observar uma tendéncia de aumento no uso da PIV, conforme relatado pela IETS em
2020 (Viana, 2021).
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Tabela 3. Producéo de embrides ovinos in vivo e in vitro em 2020 por regido
(Viana, 2021)

Regio QOvinos Caprinos

DIV PIV DIV PIV
Africa 0 0 0 0
Asia 0 0 0 0
Europa 966 0 346 0
Ameérica do Norte 9.204 141 10.757 2.275
Oceania 12.427 0 1.890 0
Ameérica do Sul 7.222 0 184 0
Total 2020 29.819 141 13.177 2.275
Total 2019 22.374 1.137 8.725 748

DIV: embrides produzidos in vivo
PIV: embriBes produzidos in vitro

Viséo geral da LOPU

A LOPU é uma técnica muito confiavel e eficiente para coletar odécitos de alta qualidade
de animais vivos e, em alguns casos, de animais mais velhos, o que permite seu uso para
PIV. Essa técnica tem aplicacdo em ovinos, caprinos, bovinos, bufalos (Jorge-Neto et al.,
2018; Baldassarre, 2021) e cervideos (Locatelli et al., 2006; Baldasssarre, 2021). A
repeticdo da LOPU no mesmo doador ndo causa sequelas com impacto na vida
reprodutiva da fémea, mesmo quando realizada em animais pré-puberes ou selvagens.
Outra vantagem da LOPU é que ela pode ser realizada em pequenos ruminantes, mesmo
guando estao fora da estacéo reprodutiva, e também pode ser aplicada em animais pré-
puberes, incluindo bovinos e bufalos (Jorge-Neto et al., 2018; Currin et al., 2021; Sousa
et al., 2022).

Em pequenos ruminantes, a LOPU associada a PIV e & TE é a maneira mais eficiente de
produzir um namero maior de descendentes de fémeas com genética e produtividade
excepcionais. Em programas de melhoramento genético, isso permite aumentar o
diferencial de selecédo, bem como o intervalo de geracéo e, assim, acelerar a velocidade
do progresso genético.4

A LOPU é realizada sob anestesia com cetamina (5 mg/kg IM) mais xilazina (0.2 mg/kg
IM) ap6és um jejum de 24 horas. Depois de anestesiada, a doadora é colocada na maca
laparoscopica, raspada e desinfetada na area abdominal imediatamente cranial ao Ubere.
A doadora é colocada com a cabeca para baixo em um angulo de aproximadamente 45
a 60 graus, de modo que os 6rgados digestivos repousem sobre o diafragma e permitam
a visualizacdo do utero e dos ovarios. Isso € feito com um endoscépio de 0°
(preferencialmente de 5 mm de diametro), associado a trés trocartes (um trocater para o
endoscépio, um para uma pinga atrauméatica e um para o mandril de sucg¢do, todos
preferencialmente de 5 mm) (Figura 8) para obter acesso a cavidade abdominal, o que
Nnos permite minimizar o grau de trauma cirurgico.
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Para aumentar a visualizacdo, o pneumoperitdnio é realizado insuflando a cavidade
abdominal com CO2. O mandril de succdo & composto por um tubo de aco inoxidavel ou
acrilico de 5 mm de diametro, acoplado a uma agulha 20G que € conectada a uma
mangueira siliconizada que leva a um tubo de coleta de 50 mL que, por sua vez, é
conectado a bomba de vacuo (Figura 9). A presséo do vacuo € ajustada em uma taxa de
50-70 gotas por minuto. Depois que o0s trés trocartes tiverem sido inseridos
adequadamente e o laparoscoOpio, a pinga de preensdo atraumatica e a pipeta de
aspiracdo tiverem sido inseridos através deles, a puncao folicular é realizada. Para
realizar a puncao folicular, o ovéario € agarrado com a pin¢a atraumatica e girado em
diferentes direcdes para visualizar toda a superficie do ovario, a fim de puncionar todos
os foliculos com mais de 2 mm de didametro. O procedimento é repetido em ambos os
ovarios, e os ovarios séao lavados com solucéo fisiolégica heparinizada para remover
qualquer sangue remanescente e evitar a formacéo de aderéncias (Baldassarre, 2021).

Além disso, a estimulagdo hormonal com FSH é necesséaria nas doadoras, porque 0s
ovarios geralmente sdo pequenos e para facilitar a puncdo (Palma et al.,, 2001;
Baldassarre et al., 2007; Baldasarre, 2021). Foi relatado que a estimulagdo com FSH a
cada 8 horas, comecando 36 horas antes da LOPU e mudando a ultima aplicacdo para
eCG em bezerras, produziu embrides semelhantes aos obtidos com doadoras adultas
(Baldassarre et al., 2018). E importante aplicar a prostaglandina F2a antes da LOPU
porque, se houver algum corpo liteo presente, o sangramento € maior devido a alta
irrigacdo nessa estrutura (Vila et al., 2007).

Figura 8. Posicdo dos trocartes, endoscoOpio, férceps e mandril de succdo. A) Luva na qual o
endoscopio é colocado. B) Manga na qual o mandril de sucgéo é colocado. C) Luva na qual é colocado o
férceps atraumatico para agarrar o ovario
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Figura 9. Sistema de suc¢ao. A) Bomba de suc¢éo. B) Mangueira de vacuo e filtro. C) Tubo de coleta. D)
Mandril de succao

TRANSFERENCIA INTRA-FOLICULAR DE OOCITOS (IFOT)

Historia

Embora a transferéncia intrafolicular de odcitos (TIOF) ndo seja uma técnica recente, ela
tem sido relatada desde 1985 em primatas, em bovinos (Fleming et al., 1985) e na década
de 1990 em cavalos (Hinrichs & DiGiorgio, 1991). Atualmente, ela esta associada a novas
biotecnologias. Essa técnica consiste na transferéncia de odcitos heterdlogos para o
foliculo pré-ovulatorio de uma fémea previamente inseminada (Figura 10). Essa técnica
foi aperfeicoada na década de 1990 com o uso da ultrassonografia transvaginal na
reproducdo de bovinos, equinos e humanos (Kassens et al., 2015). A aplicacdo dessa
técnica surge em bovinos como uma alternativa a PIV para produzir embrides mais
criotolerantes (Kassens et al.,, 2015). Além disso, ela evita a necessidade de
equipamentos de laboratério de PIV (Spricigo et al., 2016). Com essa técnica, as
incubadoras séo substituidas pelo Utero da receptora e os embrides sdo obtidos usando
a técnica de lavagem uterina transcervical empregada nos protocolos tradicionais de
coleta de embrides produzidos in vivo. Embrides foram gerados com sucesso com a IFOT
em bovinos e equinos, mas somente em 2015 foi relatada a primeira prole nascida de
embrides gerados por essa técnica, na qual foram usados oécitos obtidos de ovarios
obtidos de ovarios vestigiais e maturados in vitro (Kassens et al., 2015). Atualmente, ha
mais estudos em que descendentes vivos foram obtidos por IFOT a partir de odécitos
imaturos (Spricigo et al., 2016; Hoelker et al., 2017).
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Figura 10. Confirmacao da IFOT. A) Foliculo pré-ovulatério antes da IFOT; B) Foliculo pré-ovulatério apds
a IFOT, as setas indicam a presenca de CCOs (Kassens et al., 2015)

Essa técnica também foi usada para a producgéo in vivo de embrides de ovelhas por IFOT
(Falchi et al., 2022). A IFOT seria complementada pela LOPU para a coleta de odcitos de
doadoras de alto valor genético, que seriam transferidos para receptoras (animais
comerciais) para a producdo de embrides in vivo, de modo que efeitos adversos, como
aderéncias, ndo ocorressem nas doadoras e sua vida Util fosse prolongada. E importante
enfatizar que, embora essa tecnologia seja promissora, os resultados obtidos com a PIV
tradicional ainda ndo foram alcancados (Kassens et al., 2015; Spricigo et al., 2016;
Hoelker et al., 2017; Falchi et al., 2022).

CONCLUSOES

A aspiracgao folicular ovariana em ruminantes esta melhorando constantemente, o que
facilita sua aplicacdo. Ainda ha espaco para melhorias, como o aumento da qualidade
dos odcitos, o aumento da vida util das doadoras, o aumento do niumero de odécitos
coletados, bem como a selecdo das doadoras de odcitos. Atualmente, as pesquisas
continuam nessas areas e tudo indica que, nos préximos anos, a aspiracao folicular
ovariana e suas variantes se consolidardo como ferramentas reprodutivas eficazes,
assim como suas técnicas antecessoras.
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