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MANEJO DE RISCOS ASSOCIADOS A ASPTRACAO FOLICULAR ORTENTADA POR
ULTRASSONOGRAFIA EM BOVINOS

Manejo de riesgos asociados a la aspiracion folicular guiada por ultrasonografia en
bovinos
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(1) Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG, apres‘entou um aumento‘signiﬁcativina ﬁltin}a década, particularmente no Brasil, que tornou-se
Brasil o maior produtor mundial de embrides bovinos (Viana ez a/, 2012). A FIV vem se tornando a
(2) Universidade  Jose do Rosario Vellana, Alfenas técni.ca de eleicdo para a produgio de embr?ées, em subistituigﬁo a superovulagio. Uma qas
MG, Brasil condicoes necessarias para o sucesso comercial da FIV foi o desenvolvimento de uma técnica
que possibilitasse a recuperacio de odcitos de doadoras vivas, que pudesse ser realizada repetidas
Email: jhmviana@hotmail.com vezes e com 0 minimo trauma para os animais. Esta técnica ¢ a aspiragao folicular orientada por
ultrassonografia, também conhecida como ovum pick-up ou OPU. Ela foi desenvolvida
inicialmente para uso na medicina humana (Feichtinger & Kemeter, 19806), e posteriormente
Palabras Clave: adaptada para uso em bovinos (Pieterse ¢/ al., 1988). Por ser menos invasiva que as abordagens
OPU, ovario, lesiones anteriores, como a laparotomia ou a laparoscopia, que envolviam uma abordagem cirargica ou
semi-cirurgica dos ovarios, a OPU rapidamente tornou-se o procedimento padrio para
recupera¢ao de complexos cumulus-odcito destinados a FIV, tanto na medicina humana quanto
na veterinaria. A OPU ¢é geralmente considerada uma técnica pouco traumatica (Pieterse 7 al.,
1991a), e por isso seu uso tem sido preconizado repetidas vezes em um mesmo animal (Kruip ez
al., 1994, Boni et al., 1997), com eficiéncia semelhante (Becker et al. 19906) ou eventualmente até
maior (Santl ef al., 1998) que a da laparoscopia. O uso da OPU em larga escala, contudo, vem
suscitando preocupaciao quanto a possiveis sequelas nas doadoras (van Wagtendonk-de Lecuw,
20006). No presente artigo, serdo apresentados os riscos associados ao procedimento, assim
como algumas estratégias para minimiza-los.

O PROCEDIMENTO DE ASPIRACAO FOLICULAR teflon ligado ao sistema de vacuo, que sera responsavel pela

succiao do conteudo folicular durante o procedimento. O fluido

A OPU consiste em um procedimento semelhante a uma biépsia folicular aspirado é recuperado em um recipiente localizado no
por agulha. Um equipamento de ultrassonografia equipado com um final do circuito, ¢ ao final do procedimento de aspiragao este
transdutor setorial ou microconvexo adequado para uso intravaginal fluido é encaminhado ao laboratério para a identificacio e
¢ utilizado para a visualizacdo dos ovarios e identificacdo dos classificacio dos complexos cumulus-odcito coletados.
foliculos a serem aspirados. Geralmente sao utilizados transdutores Previamente ao inicio da aspiracio, é necesséria a contencio e
com frequéncias variando de 5,0 a 8,0 MHz, em alguns casos com a preparacio das doadoras. Esta preparacio envolve a limpeza das
possibilidade de configuragao de uma “Linha de bi6psia”, que fezes presentes no reto e a higienizacio da regido vulvar e
corresponde ao trajeto da agulha durante o procedimento. A escolha perineal, e o bloqueio anestésico do trato genital pela anestesia
do transdutor tem implicacdo direta na eficiéncia e seguranca da epidural, aplicando-se 3 a 6 mL de anestésico local (lidocaina ou
técnica (Hashimoto e7al, 1999), uma vez que o angulo de exploracio xilocaina, preferencialmente sem vasoconstritor) no espago entre
e a qualidade da imagem interferem na visualizagio dos foliculos. Um a primeira e a segunda vértebras coccigeas. Eventualmente, pode
equipamento  com  configuragio adequada permite identificar ser necessaria uma tranquilizacao superficial com acepromazina
claramente os foliculos a serem aspirados, além de reduzir ao maximo em animais menos déceis. Uma vez preparada a doadora, o
o trajeto da agulha fora do campo de imagem e, consequentemente, o transdutor ¢ introduzido por via vaginal, ¢ os ovarios
risco de perfurages acidentais de estruturas adjacentes. posicionados dentro do campo de imagem ultrassonografica por

O transdutor é¢ montado em um dispositivo-guia para aspiracio, palpacio retal. Os foliculos sio entio identificados e
por meio do qual o sistema de agulha ¢ direcionado. Existem posicionados no sentido da linha de bi6psia, ¢ a agulha de puncio
diferentes opgdes de agulhas para aspiracao folicular, com calibres movimentada até que os mesmos sejam perfurados e seu
variando de 17 a 21 Gauge, e em tamanhos curtos (3 a 6 cm) ou conteido aspirado.

longos (acima de 50 cm). As agulhas sdo conectadas a um circuito de
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LESOES CAUSADAS POR OPU

Como qualquer procedimento invasivo, a puncio folicular pode
potencialmente acarretar danos ao tecido ovariano. Curiosamente,
apesar de alguns estudos citarem a ocorréncia de sequelas
subsequentes as aspira¢oes foliculares (Pieterse ezal, 1991b, Gibbons
et al, 1994, Kruip e/ al, 1994) relativamente poucos trabalhos
objetivaram especificamente avaliar as mesmas (Viana ez al, 2003b,
Petyim ez al, 2000; 2001). Os principais danos macroscopicos
observados em animais submetidos a repetidas sesses de aspiracio
foram espessamento da albuginea ovariana, presenca de redes de
fibrina na superficie dos ovarios (Fig. 1a), coagulos, enrijecimento do
tecido ovariano, calcificagdes, abcessos ovarianos e aderéncias (Fig:
1b). Viana e al (2003b) realizaram avaliacio histopatoldgica de
ovarios de doadoras submetidas a OPU e caracterizaram a presenc¢a
de solucoes de continuidade no epitélio ovariano (Fig. 1c), areas com
hemorragia e infiltrados de células inflamatérias, e fibrose no
estroma ovariano, associado a cicatrizes no trajeto da agulha (Fig. 1d).
Também foram observados foliculos previamente aspirados
apresentando graus variados de desorganizacao das camadas da
parede folicular e presenca de células luteais dispersas no estroma
ovariano.

Figura 1: Lesiones en ovarios sometidos a recuperacion repetida de
ovocitos; (1a, 1b, 1¢c, 1d)

Contraditoriamente, diferentes estudios relataram a ocorréncia
de poucas alteragbes morfologicas ou funcionais subsequentes as
aspiracoes foliculares (Kruip ez al, 1994; Gibbons ez al., 1994; Boni et
al., 1997; Petyim et al., 2000). Broadbent ez a/. (1997) nido observaram
diferencas no numero de embrides produzidos por superovulagao
em doadoras previamente submetidas a diferentes numeros de
aspiracoes foliculatres, e concluiram que a OPU nio compromete a
fertilidade das doadoras. Esta aparente contradicio pode estar
relacionada as diferencas ndo apenas no numero de sessoes de
aspiracao ao qual as doadoras foram submetidas, mas também ao
nimero de odcitos recuperados em cada uma. Viana ez a/. (2003b)
observaram uma correlagdo significativa entre o numero de sessoes
de aspiracio e aincidéncia de aderéncias, ¢ entre o numero de odcitos
recuperados por sessio e o grau de fibrose dos ovarios. De fato,
doadoras com maior producao de odcitos por aspiracio sao aquelas
com maior numero de foliculos nos ovarios, e que
consequentemente sofrem um maior numero de perfuracdes pela
agulha de puncio. Coerentemente, nao foram observadas aderéncias
ou lesdes graves em vacas da raga Holandesa submetidas a um
nimero reduzido de sessoes (entre 9 e 18), ou quando o numero
médio de odcitos recuperados por vaca foi pequeno (entre 3,5a 5,
(Pieterse ezal. 1991a,b).

A parede folicular remanescente da aspiracio pode também
nio entrar imediatamente em atresia e permanecer
esteroidogenicamente ativa, formando os chamados foliculos
residuais (Viana ¢ al, 2013). Estas estruturas regridem apos
alguns dias, porém a producio de estradiol ou progesterona em
quantidades variadas pelas mesmas pode interferir no equilibrio
do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal e, consequentemente,
na fertilidade das doadoras.

MANEJO DE DOADORAS PARA REDUGCAO DE
RISCOS

A puncao folicular, associada a producao in vitro (PIV) de
embrioes, foi inicialmente utilizada na producio de descendentes
de animais com alto valor genético, mas com problemas
adquiridos de fertilidade ou que nao respondiam aos tratamentos
superovulatérios convencionais (van Wagtendonk-de Leeuw,
20006). Para vacas que ja apresentam problemas adquiridos de
fertilidade, o risco de sequelas decorrentes das puncdes nio ¢é
importante frente aos beneficios obtidos, e pouca atenc¢do foi
dada a esta possibilidade. Entretanto, a puncao folicular
apresenta um potencial de producido de embrides e gestagoes em
um determinado periodo de tempo muito superior ao obtido por
outras técnicas, ¢ que pode ser aproveitado em animais com
condigoes reprodutivas normais (Bousquet ef al, 1999) ou até
pré-puberes (Fry ez al, 1998, Majerus e/ al., 1999). Nestes casos, ¢
desejavel que ndo haja comprometimento posterior da
fertilidade. A possibilidade do uso repetido da técnica, ¢ em
intervalos tao curtos como dois a trés dias (Boni e al, 1997),
requer uma melhor avalia¢io dos riscos para os animais utilizados
como doadores de odcitos. A seguir sdo apresentados alguns
pontos que merecem atenc¢io no manejo de doadoras submetidas
aaspiracao folicular.

) RISCO DE CONTAMINAGCAO

O fato do sistema de aspirag¢do trabalhar com pressio
negativa (vacuo) faz com que haja uma possibilidade maior de
contamina¢ao do material aspirado que do ovario da doadora.
Contudo, como o procedimento requer a movimentacao da
agulha a partir do fundo de saco vaginal, que ¢ uma regido
naturalmente contaminada, alguns cuidados devem ser
observados. Além da higieniza¢ao cuidadosa da regiao perineal, é
recomendavel a prote¢ao do dispositivo-guia com uma prote¢ao
plastica (ou luva de palpacio descartavel), o que minimiza a
expoisicao do dispositivo e principalmente da agulha de aspiracao
aos eventuais contaminantes do ambiente vaginal. A prote¢io
plastica deve ser trocada a cada animal puncionado, facilitando a
higienizacdo do dispositivo e prevenindo a transmissao de
eventuais contaminantes entre animais. Também ¢é importante
avaliar se a doadora apresenta situacoes que podem aumentar a
contaminagao do ambiente vaginal, como descargas muco-
purulentas uterinas resultantes de infec¢oes pos-puerperais, ou
vaginites decorrentes do uso de implantes intravaginais de
progesterona.

b) Traumas

O procedimento de aspiracdo apresenta traumas
intrinsecos a perfuracio do ovario pela agulha de puncio, mas
também estd sujeito a traumas acidentais. Estes podem ocorrer,
por exemplo, por movimentacao abrupta da doadora durante o
procedimento, em funcdo de contencio insuficiente, ou por




Viana P|.H.M., Arashiro E.KIN., Sigueira L.G.B., Palbao M.P., Camargo .S A., Fernandes CA.C. Spermova 2013; 3(1): 11-14

inabilidade do técnico para posicionar adequadamente o ovario.
Como resultado, pode ocorrer a transfixacio do ovario, ou a
perfuracao acidental de 6rgaos ou estruturas adjacentes, como a
tuba, vasos sanguineos ou al¢as intestinais.

Os traumas intrinsecos a OPU podem ser minimizados pela
escolha correta da agulha de puncio e pelo critério na execugao
do procedimento. Sao relatadas a utilizacao de agulhas de calibre
17 (Gibbons et al,1994, Fry et al, 1998, Schernthaner e al., 1999),
18 (Stubbings & Walton 1995, Boni ez al.,, 1997), 19 (Machatkova
etal., 2000) e 20G (Bols ez al, 1996, Viana ez al, 2013), descartaveis
(Machatkova ez al,, 2000) ou nao (Vos ez al, 1994, Stubbings &
Walton 1995, Boni et al, 1997). Agulhas de maior calibre
possibilitam o uso de menor pressao de vacuo (Bols ¢z al., 1996),
além de serem de facil visualizagdo na imagem ultrassonografica e
direcionamento, mas apresentam uma grande superficie cortante
no bisel e podem facilmente causar danos significativos em caso
de movimentac¢ao da doadora durante o procedimento. Agulhas
muito finas (21G ou superior, por outro lado, tendem a curvar e
podem dificultar o direcionamento da mesma ao foliculo.
Agulhas descartaveis curtas, além de apresentarem menor custo,
também tém o bisel mais afiado que as agulhas longas, e exercem
menor pressio sobre as estruturas puncionadas (Bols ezal, 1997).
Em relacdo a tecnica, ¢ importante evitar que a agulha atinja a
regido medular ou o hilo ovariano, no qual estao concentrados
vasos e nervos. Também ¢ possivel posicionar o ovario de forma
que mais de um foliculo seja aspirado com um mesmo
movimento de agulha, reduzindo desta forma o nimero de
perfuracdes da albuginea ovariana. Nos dois casos, a habilidade
do técnico em posicionar corretamente o ovario durante a
aspira¢io ¢ fundamental para a reducio de traumas.

C) SANGRAMENTO

As perfuragdes causadas no ovario pela OPU vao estar
invariavelmente associadas a algum sangramento, o que além de
poder comprometer a identificagio dos COCs no material
aspirado podem ocasionar a posterior formaciao de aderéncias
entre o ovatio e estruturas adjacentes. Desta forma, é importante
buscar alternativas para minimizar a ocorréncia de sangramento
associado a puncao folicular.

O corpo liteo ¢ a estrutura mais bem vascularizada da fémea
bovina (Acosta ez al,, 2002), e pode ser responsavel por até 95%
do aporte sanguineo ao ovario (Reynolds es @/, 2000). O
desenvolvimento de corpos liateos esta associado a um intenso
processo de angiogénese (Jiang ez al, 2003), assim como sua
regressao esta associada a reducio do fluxo sanguineo (Acosta ez
al., 2002). Desta forma, a presenca de corpos lateos, além de
eventualmente dificultar o posicionamento do ovario junto ao
dispositivo-guia de aspirac¢do, aumenta significativamente a
chance de perfuracao acidental de vasos durante o trajeto da
agulha dentro do ovario. Desta forma, os protocolos hormonais
de preparacao de doadoras podem ser estabelecidos objetivando,
além de sincronizar a onda de crescimento folicular, evitar a
presenga de tecido luteal no momento da aspiracio.

O desenvolvimento dos foliculos ovarianos também esta
associado ao aumento da vascularizacio (Acosta e/ al, 2005). O
fluxo sanguineo ¢ importante para o aporte de nutrientes para a
esteroidogénese folicular e para o estabelecimento de um
ambiente intrafolicular adequado ao desenvolvimento do oécito
(Rodgers and Irving-Rodgers, 2010). Na parede folicular, a
camada da teca apresenta uma ampla rede de arterfolas, vénulas e
capilares (Jiang e al,, 2003). A arquitetura vascular nos foliculos,
contudo, nao é uniforme, e os vasos de maior calibre estao

concentrados na regiao basal (Arashiro ezal., 2012), o que possibilita a
orientacio da agulha de aspiragdo de forma a minimizar lesdes
vasculares. De fato, a aspira¢ao individual de foliculos, com objetivos
de pesquisa, pode ser realizada de forma que amostras de fluido
folicular sejam obtidas sem contaminagdao visivel por células
sanguineas (Arashiro ez al, 2013). No caso de aspiracoes realizadas
em condi¢oes de campo, além da adequacio do trajeto da agulha, um
menor sangramento pode ser obtido aspirando-se preferencialmente
foliculos de menor diametro. Existem protocolos de preparagao de
doadoras que usam a pré-estimulagio ovariana com FSH (Viana ez al.,
20032) ou mesmo a inducio da maturacio in vivo (Fry e al,1998).
Estes protocolos geralmente resultam em aumento da qualidade dos
COCs recuperados e nas taxas de blastocistos subsequentes (Viana e
al, 2003a), e tém sido preconizados particularmente em racas
taurinas. B importante considerar, contudo, que esta estimulacio
também aumenta o fluxo sanguineo folicular, principalmente quando
se utilizam indutores de ovulacio (Acosta ezal., 2003).

d) OUTRAS ESTRATEGIAS PARA MINIMIZAR RISCO

Em doadoras submetidas a repetidas sessoes de aspiracio
folicular, o intervalo entre as sessoes pode ser um fator importante na
reducdo de riscos. Viana et al. (2004) observaram que a taxa de
recuperac¢ao de odcitos cai quando sio utilizados intervalos de 3 a 4
dias entre as sessoes, em comparacao com intervalos de 7 dias, e
atribuiram esta redugdo ao fato de que intervalos curtos podem nao
possibilitar a completa resolucdo do processo inflamatério
ocasionado pela aspiracao anterior. A frequéncia das punc¢oes, neste
caso, pode ter sido superior a capacidade de regeneracio do 6rgio
(Santl et al. 1998). Outra estratégia possivel ¢ alternar as aspiragoes
foliculares com outras técnicas, como a superovulacao (Pontes et al.,
2009), ou com gestacoes. Apesar de reduzir a producdo de embrides
em relacdo a doadoras mantidas em regime exclusivo de aspiracao,
esta estratégia permite estimar se houve ou nido algum
comprometimento da fun¢io reprodutiva, além de possibilitar
periodos de “repouso” das doadoras.

CONCLUSAO

O procedimento de aspiracio folicular orientado por
ultrassonografia pode ocasionar alteracdes morfoldgicas e funcionais
nos ovarios, cuja magnitude esta relacionada ao nimero de sessoes de
puncio aos quais as doadoras sao submetidas, e a0 nimero médio de
estruturas recuperadas por sessao de coleta. Entretanto, diferentes
estratégias podem ser adotadas para minimizar os danos ao ovatio e
possiveis sequelas causadas pelo procedimento.
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