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RESUMO

A industria da tecnologia de embrides sofreu uma importante mudanga nos ultimos
anos, com o advento da producao in vitro de embrides (PIV). A técnica é utilizada em
varios paises, mas € no Brasil que se verifica um numero surpreendente de embrides
gerados a partir deste método. Dentre os principais aspectos relacionados a esta
expressiva disseminagao da técnica, pode-se apontar o dominio da PIV por
laboratérios privados e a crescente valorizagdo da ragca Nelore. Vacas Nelore
apresentam um melhor rendimento na producado de embrides com a PIV em relagao a
TE, de forma que muitos criadores tém feito opgao pela PIV, buscando mais rapidez na
producdo de descendentes de vacas de linhagens superiores. A primeira etapa da PIV
€ a obtengao in vivo dos odcitos, através da técnica de aspiragao folicular transvaginal,
ou OPU (ovum pick up). A OPU tem sido estudada por diversos grupos e importantes
melhorias foram implementadas, objetivando aumentar a eficiéncia e reduzir o
investimento inicial para realizacdo da técnica. Modificagdes no aparato de aspiracéao,
adaptagdes de equipamentos de vacuo, utilizacdo de gonadotrofinas e controle da
dindmica folicular sdo exemplos de mudancas observadas tanto na area académica
como na iniciativa privada. O presente artigo trata dos aspectos técnicos de maior
interesse no procedimento de obtencao in vivo dos odcitos na espécie bovina.

INTRODUGAO

Embora a TE continue sendo amplamente utilizada, o aproveitamento dos odcitos
bovinos ganhou novo impulso em 1982, quando Brackett et al. [1] relataram o
nascimento do primeiro bezerro obtido pela producgao in vitro (PIV) de embrides. A PIV
de embrides, tem sido utilizada desde entdo com perspectivas promissoras, tendo
viabilizado nascimento de expressivo numero de produtos desde 1996 [2]. Se a
aspiracao folicular apresentou-se viavel para fémeas com limitagcdes reprodutivas, sua
aplicagao mostrou-se mais ampla quando utilizada em fémeas saudaveis, produzindo,
no minimo, quatro vezes mais embrides em relacdo a TE [3], embora com maior custo
por embrido [4]. Para reduzir os custos pertinentes aos procedimentos in vitro, diversos
trabalhos foram descritos com o intuito de incrementar a técnica. Segundo Bols [5] os
principais fatores a serem analisados reunem-se nos aspectos bioldgicos e os de
ordem técnica, abordados a seguir.

VARIAVEIS TECNICAS

As variaveis técnicas constituem o método de obtencdo dos odcitos e este possui
consideravel impacto sobre a quantidade e a morfologia dos complexos cumulus
oophorus, e consequentemente sobre a competéncia para o desenvolvimento [6].

BIOTECNOLOGIA DA REPRODUGAO EM BOVINOS (1° SIMPOSIO INTERNACIONAL DE REPRODUGAO ANIMAL APLICADA)


mailto:mseneda@uel.br

232 MARCELO MARCONDES SENEDA & WANESSA BALSCHI

Agulhas para aspiragéo folicular

Inicialmente, a aspiracao era realizada apenas com agulhas longas (55 cm), produzidas
especificamente para aspiragao folicular [7]. Posteriormente, propds-se a substituicao
por agulhas hipodérmicas descartaveis, pois as agulhas descritas inicialmente
apresentavam custo elevado e perdiam o gume rapidamente, prejudicando a
recuperacao dos odcitos [8]. Em relagdo as agulhas longas, devido ao prego, € comum
observar-se que uma mesma agulha seja utilizada para varios animais. Com a perda
do gume, o bisel apresenta menor capacidade de penetrar o ovario, obrigando o
operador a utilizar mais forga durante a puncdo. Nesta situacdo, ha dois aspectos
desfavoraveis. O primeiro e mais grave é a possibilidade de danos ao estroma
ovariano, especialmente naqueles animais submetidos repetidas vezes a técnica. O
segundo aspecto refere-se a pior recuperacéo de odcitos. A medida que a agulha vai
se tornando romba, aumentam as possibilidades de ocorrer uma ruptura abrupta do
foliculo almejado, ao invés de uma perfuragéo rapida e precisa. Esta ruptura abrupta
poderia dificultar a captagao do oécito do interior do foliculo, reduzindo a eficiéncia da
técnica.

Considerando estes aspectos criticos da agulha longa, Bols et al. [6] demonstraram a
viabilidade da utilizagdo de agulhas hipodérmicas descartaveis de 18 e 19 Gauge (G) e
50 mm de comprimento. As agulhas com didmetros maiores de 18 G relacionaram-se a
maiores taxas de recuperacdo embora com maior percentual de odcitos desnudos,
além de maiores danos ao estroma e maior quantidade de sangue no liquido aspirado.
Ja as agulhas de didmetro menor que 19 G apresentam indices reduzidos de
recuperacao de odcitos, possivelmente pela lentiddo da aspiracdo do liquido folicular,
no momento da puncao.

Uma vez verificada a possibilidade de utilizagdo de agulhas hipodérmicas, buscou-se
avaliar a relagdo entre o comprimento do bisel da agulha e a taxa de recuperagao de
oocitos [6]. Estes autores acreditavam que o bisel curto seria mais eficiente, pela maior
facilidade de ser introduzido rapidamente no interior do foliculo. Contrariando as
expectativas, os autores relataram melhor recuperagao e qualidade de odécitos quando
agulhas de bisel longo foram utilizadas. A provavel justificativa seria o gume mais
afiado do bisel longo, permitindo uma penetracdo rapida e precisa no interior do
foliculo, dificultado o extravasamento do conteudo folicular. A melhor eficiéncia das
agulhas de bisel longo constituiu aspecto bastante favoravel, j& que estas sdo mais
baratas e facilmente adquiridas, quando em comparagao com as de bisel curto.

Em relagdo ao comprimento, as agulhas hipodérmicas de 50 mm possuem restrita
distribuicdo no mercado, mas sao perfeitamente substituiveis pelas de 40 mm.
Portanto, em relagédo as agulhas hipodérmicas descartaveis, as op¢des mais viaveis no
mercado nacional seriam as agulhas 40mmx9 e 40mmx10. Considerando seu prego
irrisorio, torna-se perfeitamente possivel utilizar uma agulha por vaca, ou mesmo uma
por ovario, naqueles animais que apresentarem maior numero de foliculos para
aspiracao. Desta forma, o procedimento de recuperacédo dos odcitos pode ser realizado
com minimos danos ao estroma ovariano.

Geracgao de vacuo para obteng¢éo dos odcitos

Estreitamente relacionado com a agulha utilizada encontra-se a pressao de vacuo [9].
Estes autores relacionaram que baixas pressées, como 50 mm Hg, foram pouco
eficientes para a aspiracdo, enquanto que pressdes maiores como 120 mm Hg
danificavam o revestimento do cumulus oophorus. Ha uma grande variagdo entre os
trabalhos, com valores de 40 a 400 mm Hg [10], embora isto deva ser considerado com
reservas, ja que todo o sistema (comprimento e diametro de conexdes, altura do
equipamento de vacuo, didametro da agulha) pode influenciar na presséao de vacuo final.
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Para quantificar a pressao negativa de forma mais real, sugere-se mensurar 0 vacuo
em volume de fluido por minuto. Mesmo assim, ha variagdes consideraveis, de 4,4 a 40
ml de agua/minuto [7,11-13]. O intervalo entre 10 a 20 ml de fluido por minuto tem sido
o mais utilizado atualmente, sendo pertinente que a aferigdo seja readequada a cada
procedimento. As bombas de vacuo descritas inicialmente — Handle Cook — foram
especialmente designadas para a obtencdo de odécitos em vacas [7]. Tais
equipamentos possuem grande estabilidade na pressdo de vacuo, permitindo
consideravel eficiéncia na recuperacao dos odcitos. Um aspecto desfavoravel é seu
custo elevado, fator que motivou a busca de bombas de vacuo alternativas. Verifica-se
atualmente a utilizagdo alternativa de bombas de aspiragdo odontologicas, de fluidos
endotraqueais, além de bombas de infusdo controlada. Todos estes equipamentos
prestam-se a geragéo de vacuo, embora as variagdes na capacidade de gerar pressao
negativa possam comprometer a quantidade e qualidade dos odcitos.

Transdutor ultra-sonografico

A frequéncia do transdutor constitui-se em variavel importante no processo de
recuperacao dos odcitos [14]. Ha citagdes de frequéncias de 3.5 MHz [15], 7.5 MHz
[16], 5.0 MHz [17] e 6.5 MHz [12]. A maioria dos autores cita a utilizagcdo de
transdutores convexos ou setoriais para a aspiragao folicular transvaginal [10,18-21],
com poucos relatos de transdutores lineares [14,22]. No entanto, o transdutor linear &
bastante difundido na area de reprodugcdo em grandes animais [23-27] e a sua
utilizagdo para a aspiragao folicular transvaginal foi demonstrada com sucesso [28]. O
principal aspecto desfavoravel da aspiracdo com o transdutor linear refere-se ao
espaco limitado entre o transdutor e a agulha. A restricdo de espacgo impede que todas
as regides do ovario sejam puncionadas, mesmo modificando-se o posicionamento da
gbénada. E evidente que os transdutores do tipo convexo propiciam um procedimento
mais rapido e facilitado. No entanto, a versatilidade do transdutor linear deve sempre
ser considerada quando a utilizagdo do ultra-som nao for exclusiva para OPU. Neste
caso, € possivel a obtencdo de resultados satisfatéorios sem a necessidade de
aquisigao de outro transdutor.

VARIAVEIS BIOLOGICAS

Os aspectos biolégicos da aspiragdo folicular possuem dados contraditérios, que
podem ser considerados pela complexidade da questao, pois resultados de aspiragao
apresentados na literatura possuem aspectos de comparacao dificil, como diferentes
racas, equipamentos, habilidade do operador, estado corporal dos animais, etc.. Todo
trabalho deve ser analisado com a natural ressalva em razao das particularidades de
cada procedimento.

Variagbes individuais entre doadoras

A condicao fisiolégica da doadora, considerando-se peso, raga, idade e a proépria
variagdo individual, tem merecido atengcdo em diversos artigos. Katska & Smorag [29],
trabalhando com ovarios de matadouro, ndo encontraram diferengas na qualidade dos
o0citos entre animais jovens (a partir de 18 meses) e senis (até 17 anos), embora
tenham notado reducéo na producéo de gametas nos animais mais velhos. Relatos de
oocitos de qualidade inferior em animais senis sdo frequentes. Looney et al. [18]
relataram a possibilidade de aspiracdo folicular nos animais bastante jovens, e
Brogliatti & Adams [30] obtiveram odcitos de bezerras com apenas 6 semanas de idade
com a utilizagdo de um transdutor adequado. No entanto, os animais pré-puberes tém
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mostrado reduzida competéncia de seus odcitos para chegar até blastocisto [31],
embora Armstrong et al. [32] tenham conseguido resultados animadores com bezerras
de apenas trés semanas de idade através do estimulo gonadotréfico. Parece haver um
consenso quanto a condigao corporal, em que animais subnutridos seriam doadores de
oocitos com menor capacidade para desenvolverem-se até blastocisto [33], e ha
indicios de que animais submetidos a situacdes de estresse também seriam doadores
de odcitos menos competentes [34].

Em relagao a variagao individual, o aspecto mais interessante refere-se a raga. Animais
da raca Nelore, ou vacas zebuinas em geral apresentam normalmente um maior
numero de foliculos recrutados por onda, em comparagdo com vacas de ragas
européias [35-36]. Esta particularidade viabilizou um crescimento bastante rapido da
PIV no Brasil, uma vez que a disseminacdo da PIV e a maior valorizagdo da raca
Nelore ocorreram de forma simultdnea. Embora a TE continue sendo largamente
utilizada em animais da raga Nelore, a PIV viabiliza maior numero de embrides em um
mesmo periodo de tempo (Nonato Jr. & Seneda, dados nao publicados).

Atualmente, a aspiragéo folicular tem sido realizada em momentos aleat6rios do ciclo
estral. Os resultados de campo tém mostrado que a qualidade dos odcitos ndo se
altera com fungao da fase do ciclo estral. No entanto, o numero de foliculos disponiveis
para a aspiragao apresenta consideravel variacdo, sendo o inicio de onda o momento
mais favoravel para a recuperacido, pelo maior numero de foliculos e pela melhor
eficiéncia de captacao dos oécitos, de acordo com Seneda et al. [37].

Utilizagdo de gonadotrofinas e taxa de recuperagdo de oocitos

A competéncia do odcito obtido pela aspiragao folicular transvaginal parece néo ser
influenciada pelo tamanho do foliculo, mas o0 mesmo n&o ocorre em relacédo a taxa de
recuperacao. Este parametro consiste no numero de odcitos recuperados apos pungao
de 100 foliculos [7] e ja foi demonstrado que foliculos menores viabilizam recuperagao
oocitaria mais eficiente [37]. A taxa de recuperagcdo pode ser influenciada pelas
terapias gonadotroficas [19,38]. Pieterse et al. [38] realizaram a aspiragao folicular trés
dias apos estimulo gonadotrofico com PMSG e relataram aumento do numero e
tamanho de foliculos, e pior taxa de recuperacdo de odcitos. Pieterse et al. [39] e
Goodhand et al. [40] relataram melhor recuperacdo quando predominavam foliculos
pequenos no ovario € menos odcitos por sessao quando havia predominio de foliculos
maiores que 6 mm. Resultados analogos foram descritos por Seneda et al. [37], ao
compararem foliculos < 4 mm e > 4 mm. A relagado inversa entre maior diametro
folicular e taxa de recuperagao de oocitos por sessao tem sido justificada de diversas
formas, como alteragbes morfolégicas no complexo cumulus oophorus [20],
viscosidade do fluido folicular [40] e quantidade de material a ser aspirado e pressao
intrafolicular [41]. Apesar dos foliculos maiores que 5 mm serem aspirados mais
facilmente [5], a aspiragao de foliculos pequenos mostrou-se mais eficiente quanto a
captacao dos odcitos [37]. Assim, a estratégia mais eficiente para associar utilizagao de
FSH e presenca de foliculos pequenos é controlar o periodo de crescimento folicular,
conforme relatado por Seneda et al. [36]. Apesar de relatos da utilizagdo de FSH em
animais zebuinos [42], é importante ressaltar que a aplicagdo de gonadotrofinas tem
acontecido principalmente em vacas de ragas européias. Os animais Bos indicus
apresentam naturalmente maior numero de foliculos por onda, e talvez por este motivo
o FSH tenha tido um impacto menor no crescimento folicular e consequente
disponibilizagado de odcitos para a produgao de embrides (Nonato Jr & Seneda, dados
nao publicados)
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PERSPECTIVAS

Contrariando certo ceticismo inicial, a PIV atualmente € uma biotécnica consolidada,
com expressivo numero de animais nascidos por este procedimento, particularmente
no Brasil. Embora os procedimentos de maturagcdo e desenvolvimento in vitro ainda
apresentem aspectos criticos a serem superados, a obtencdo dos odcitos apresenta-se
razoavelmente bem estabelecida. Os principais desafios para maior disseminacédo da
aspiracao folicular sdo o alto custo dos equipamentos e a dedicacido necessaria ao
treinamento da técnica. Maior padronizagdo na recuperacao dos odcitos sera obtida
com a aplicagdo de protocolos de sincronizagdo do estro, visando a realizagdo da
aspiracdo em momentos mais propicios. Finalizando, consideramos a permuta de
informacdes académicas e aplicadas como sendo etapa essencial para superagao dos
atuais entraves e a conquista de melhores resultados.
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