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Resumo 
 

A expansão da ovinocultura brasileira impulsionou o desenvolvimento de novas biotécnicas de 
reprodução assistida visando ao aumento dos índices produtivos em concomitância com o acelerado progresso 
genético. Neste contexto, a produção in vitro de embriões (PIV) ovinos se intensificou, devido à possibilidade de 
otimização das fêmeas doadoras de oócitos e de incremento da quantidade de embriões produzidos. Entre os 
vários fatores implicados no sucesso dessa biotecnologia, a qualidade dos complexos cumulus-oophorus (COCs), 
caracterizada, principalmente, pela presença das células do cumulus, é considerada crucial. Deste modo, é 
imprescindível a ampliação do conhecimento referente aos diferentes métodos de coleta dos COCs e suas 
peculiaridades, visando a futuros aperfeiçoamentos biotecnológicos.  
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Abstract 
 

The expansion of Brazilian sheep rearing promoted the development of new biotechnologies of assisted 
reproduction in order to increase the production indices concomitantly with accelerated genetic progress. In this 
context, the in vitro production (IVP) of sheep embryos has intensified due to the possibility of optimization of 
the female oocytes donor and increase the number of embryos produced. Among the various factors involved in 
the success of this biotechnology, the cumulus-oophorus complexes (COCs) quality, characterized, mainly, by 
the presence of cumulus cells, is considered crucial. Thus, it is essential to increase the knowledge on the 
different methods of collection of COCs and their peculiarities, aiming for future biotechnological 
improvements. 
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Introdução 
 

A ovinocultura, no Brasil, tem se intensificado nos últimos anos, ocupando posição de destaque entre os 
diversos ramos do agronegócio, principalmente por suas características de ciclo produtivo curto com 
consequente giro financeiro rápido, alta lucratividade e boa adaptabilidade animal, além da viabilização de 
pequenas propriedades (Deminicis et al., 2008). Diante deste cenário, é necessário adotar estratégias reprodutivas 
práticas, viáveis e lucrativas, visando aumentar os índices produtivos em concomitância com o progresso 
genético (Moraes et al., 2007). 

Neste contexto, a produção de embrião in vitro (PIV) surge como uma biotecnologia promissora, uma 
vez que permite a otimização das fêmeas doadoras de oócitos e o incremento da quantidade de embriões 
produzidos (Simplício et al., 2007), como já constatado na bovinocultura. Além disso, consiste numa alternativa 
às técnicas invasivas de recuperação de embriões in vivo e numa importante ferramenta para pesquisas 
relacionadas à transgenia e à clonagem, bem como para o esclarecimento dos processos fisiológicos que ocorrem 
in vivo e aprimoramento da técnica in vitro (Gonçalves et al., 2008; Traldi, 2008). 

A PIV envolve desde a coleta dos complexos cumulus-oophorus (COCs), seguida pela maturação e 
fecundação dos oócitos in vitro até o cultivo embrionário em condições laboratoriais visando à obtenção de 
embriões viáveis em estágio de desenvolvimento adequado para transferência direta para o útero da fêmea 
receptora ou para criopreservação (Baldassarre, 2008). Ainda de acordo com Rodriguez et al. (2006), o sucesso 
dessa biotecnologia depende, principalmente, da qualidade oocitária que está diretamente relacionada à presença 
das células do cumulus e às peculiaridades dos métodos de recuperação dos complexos cumulus-oophorus 
(COCs). 

Deste modo, diante do evidente desenvolvimento da ovinocultura no Brasil e da perspectiva de 
consolidação da produção de embriões in vitro como ferramenta para o melhoramento genético, esta revisão se 
propõe a discutir algumas peculiaridades de diferentes métodos de coleta dos COCs, visando à difusão e ao 
aprimoramento do conhecimento e da tecnologia disponíveis. 
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Coleta dos complexos cumulus-oophorus (COCs) 
 

Os COCs destinados à PIV podem ser obtidos do oviduto, logo após a ovulação, sendo que neste caso, o 
processo de maturação oocitária já se iniciou in vivo, ou de folículos pré-ovulatórios, imaturos e por vezes 
atrésicos, havendo necessidade de ser realizada a maturação oocitária in vitro (Wani, 2002). Embora haja a 
possibilidade de recuperação de COCs de ovários de abatedouro, estes não podem ser utilizados em programas 
de melhoramento genético, pois, em geral, são oriundos de animais de descarte, cujos históricos sanitário, 
nutricional e reprodutivo são desconhecidos, sendo, portanto, destinados apenas às pesquisas por constituírem 
uma fonte abundante e barata de oócitos (Gibbons et al., 2008). 

Quando se trabalha com ovários oriundos de abatedouro, os COCs podem ser obtidos por meio da 
técnica do fatiamento dos ovários (slicing) ou do método da aspiração folicular com agulha acoplada à seringa 
ou bomba a vácuo (Bernardi, 2005). De acordo com Wani et al. (2000), a técnica de slicing possibilita o acesso a 
folículos localizados profundamente dentro do córtex do ovário, resultando na recuperação de maior quantidade 
de COCs do que o método da aspiração folicular com agulha acoplada à seringa, no qual ainda há maior 
possibilidade de perda de COCs. 

No entanto, o slicing apresenta a desvantagem de ser uma técnica demorada além de gerar muitos 
debris, os quais dificultam a posterior identificação dos COCs, havendo necessidade de maior treinamento do 
indivíduo que a efetua (Wani, 2002). Já a aspiração folicular é considerada um método mais simples, rápido e 
permite a obtenção de COCs de melhor qualidade, caracterizados pela presença de generosa quantidade de 
células do cumulus (Wani et al., 2000).  A quantidade e a qualidade dos COCs recuperados por meio da 
aspiração folicular dependem, entretanto, dos aspectos físicos envolvidos em tal técnica, podendo haver 
discrepância entre autores com relação aos resultados obtidos.  

In vivo, os COCs são recuperados por meio da aspiração folicular com bomba a vácuo, podendo ser 
realizada por laparoscopia ou laparotomia. Esta última de uso questionável por ser uma técnica cirúrgica 
invasiva que predispõe a aderências ovarianas, dificulta colheitas repetidas e pode levar as doadoras à 
infertilidade (Kühholzer et al., 1997).  

Atualmente, preconiza-se a foliculocentese laparoscópica, ou seja, a recuperação de COCs por meio da 
aspiração folicular com agulha acoplada à bomba a vácuo guiada por laparoscópio, também conhecida como 
laparoscopic ovum pick-up (LOPU; Baldassarre, 2008), uma vez que consiste em uma técnica minimamente 
invasiva, podendo ser realizada sucessivas vezes sem comprometer a fertilidade das fêmeas doadoras (Stangl et 
al., 1999). Esta técnica permite a produção de cordeiros a partir de fêmeas de alto valor genético, nas quais os 
procedimentos convencionais de produção e transferência de embriões não são aplicáveis, como é o caso de 
fêmeas pré-púberes, gestantes, e de fêmeas com infertilidade temporária ou irreversível (Baldassarre et al., 1996; 
Kühholzer et al., 1997). 

 
Importância das células do cumulus 

 
Logo após a coleta, os COCs são analisados sob estereomicroscópio e classificados em diferentes graus, 

de acordo com a presença das células do cumulus e características do ooplasma (Shirazi et al., 2005), sendo 
selecionados para a posterior maturação in vitro. 

A presença das células do cumulus, bem como sua íntima associação com oócito por meio das junções 
GAP comunicantes (GJCs), é fundamental para aquisição de competência oocitária para suportar os posteriores 
eventos da fertilização e do desenvolvimento embrionário (Shimada e Terada, 2002). Através da transferência de 
nutrientes, íons, nucleotídeos e substâncias de baixo peso molecular, as células do cumulus garantem a nutrição e 
a conexão do oócito com o meio externo, modulam os efeitos dos hormônios e fatores de crescimento e ainda 
participam da regulação da maturação oocitária (Soom et al., 2002).  

Evidências indicam ainda que a comunicação entre o oócito e as células do cumulus não é unidirecional, 
mas sim bidirecional, de modo que os fatores solúveis sintetizados pelos oócitos podem afetar diversas funções 
das células da granulosa, como: a proliferação das células da granulosa, a secreção de inibinas, a expressão de 
receptores de LH, a expansão das células do cumulus e a função esteroidogênica das células da granulosa 
(Shirazi et al., 2007).  

Blogiolo et al. (2007) relataram que a taxa de maturação nuclear em oócitos de ovinos desnudos foi 
significativamente menor que naqueles envoltos pelas células do cumulus, confirmando a importância do suporte 
celular promovido por estas células e do papel das GJCs no processo de maturação nuclear. Sendo assim, 
constata-se que a qualidade dos COCs, caracterizada pela presença das células do cumulus, é crucial para o 
sucesso da produção de embrião in vitro e está diretamente relacionada às peculiaridades dos métodos 
empregados na recuperação oocitária (Wani et al., 2000). 
 

Fatores implicados na eficiência da aspiração folicular 
 

Em ovinos, 25 a 30% dos COCs recuperados se desenvolvem em blastocistos quando cultivados in vitro 
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(Ptak et al., 1999). Segundo Vassena et al. (2003), o potencial de desenvolvimento oocitário e embrionário in 
vitro está diretamente relacionado à presença de adequado revestimento de células do cumulus, uma vez que 
oócitos desnudos apresentam baixas taxas de clivagem.  

Para Rodríguez et al. (2006), desconsiderando-se o animal doador e o operador da aspiração folicular, a 
eficiência da recuperação de COCs sofre interferência de alguns aspectos físicos desta técnica como o calibre da 
agulha e da cânula de aspiração utilizadas; o fluxo (mL água/minuto) e a pressão de aspiração (mmHg). Além 
disso, o tamanho do ovário e dos folículos, bem como o tratamento hormonal prévio das fêmeas doadoras de 
oócitos, também estão diretamente relacionados à qualidade e à quantidade de COCs obtidos. 
 
Fluxo e pressão de aspiração 
 

O fluxo e a pressão de aspiração, mensurados por mL água/ minuto e mmHg, respectivamente, 
consistem em importantes aspectos físicos da aspiração folicular com agulha acoplada à bomba a vácuo e estão 
diretamente relacionados à eficiência da recuperação de COCs.  

Segundo Rodríguez et al. (2006), o fluxo de aspiração e a qualidade dos COCs, caracterizada, 
principalmente, pela presença de adequado revestimento de células do cumulus, são inversamente proporcionais, 
sendo que, para fluxos de 10, 20, 30, 40 e 50 mL água/min, foram obtidos 69,5%; 50,5%; 44,8%; 36,5% e 28,3% 
COCs considerados de boa qualidade, respectivamente. Diante disto, alguns autores preconizam a utilização de 
fluxos de aspiração entre 6,5 e 10 mL água/minutos (Rodríguez et al., 2000). 

Quanto à pressão de aspiração, constata-se relação diretamente proporcional à quantidade e 
inversamente proporcional à qualidade dos COCs recuperados, uma vez que o aumento da pressão resulta na 
remoção parcial ou total das células do cumulus, do mesmo modo como constatado para o fluxo de aspiração 
(bovinos: Bols et al., 1997; Fry et al., 1997). 

As pressões de aspiração com bomba a vácuo consideradas ótimas por Baldassarre et al. (2003) e 
Koeman et al. (2003), em ovinos e caprinos, variam de 50 a 70 mmHg.  Pressões na ordem de 25 mmHg 
resultam em menores taxas de colheita (Alberio et al., 2002) enquanto que pressões mais elevadas, na ordem de 
100 mmHg, resultam em menor proporção de COCs de boa qualidade (Morton et al., 2008). 

Ainda segundo Morton et al. (2008), a melhor pressão de aspiração baseada na quantidade e na 
qualidade dos COCs recuperados não necessariamente é ótima para o desenvolvimento embrionário, visto que a 
força mecânica exercida sobre o oócito pela pressão de aspiração pode afetar sua capacidade de 
desenvolvimento. Deste modo, enquanto Tervit et al. (1995) obtiveram melhores taxas de desenvolvimento 
embrionário para COCs aspirados com pressão de 15, 20 e 50 mmHg, Morton et al. (2008) relataram melhores 
resultados quando COCs foram aspirados com pressão de 50 e 100 mmHg.  

No entanto, quando se compara o efeito da pressão e do fluxo de aspiração sobre a taxa de 
desenvolvimento embrionário, outros fatores também devem ser considerados, como comprimento e diâmetro da 
cânula de aspiração, comprimento e calibre da agulha, uma vez que estes podem interferir nos resultados obtidos 
(Rodríguez et al., 2006).  

 
Cânula de aspiração e agulha 
 

O calibre da agulha e da cânula de aspiração empregadas no processo de aspiração folicular também 
influencia a eficiência da recuperação dos COCs. Rodríguez et al. (2006) constataram que a proporção de COCs 
considerados de boa qualidade foi maior quando cânulas de aspiração de menor diâmetro foram utilizadas, 
obtendo valores de 34,9%; 32,3% e 28,1% para tubos com diâmetro de 1, 2 e 3 mm, respectivamente, 
provavelmente devido à menor turbulência dentro da cânula. 

Já as agulhas apresentam três importantes variáveis: comprimento, diâmetro e largura do bisel. Segundo 
Bols et al. (1997), em bovinos, o bisel determina a porcentagem de colheita dos COCs, e o diâmetro da agulha 
determina a qualidade dos COCs recuperados. Deste modo, quanto menor o diâmetro da agulha, maior a força de 
atrito sobre o COCs e, consequentemente, maior a possibilidade de remoção das células do cumulus. 
Comumente, preconiza-se a utilização de agulhas de calibre intermediário, 18 (Baldassarre et al., 1996), 20 (Ptak 
et al., 1999) e 21 (O’Brien et al., 1997), com taxas de recuperação de oócitos ente 50,4% e 88,2%.  

Rodríguez et al. (2006) relataram ainda que, enquanto o calibre (18 ou 20) não afetou a eficiência da 
aspiração folicular, o comprimento da agulha interferiu na qualidade dos COCs obtidos, sendo que melhores 
resultados foram constatados com agulhas curtas. Isto porque, quanto menor o trajeto percorrido pelos COCs, 
menores são os danos sofridos. 

Em bovinos, as agulhas longas são amplamente utilizadas na aspiração in vivo, devido à maior rigidez 
(Brogliatti e Adams, 1996). Já em ovinos, considerando os melhores resultados obtidos com agulhas curtas, a 
incorporação de um extensor de aço rígido com intuito de permitir o uso destas agulhas na aspiração in vivo 
(Rodríguez et al., 2006). 

Ainda segundo Rodríguez et al. (2006), a eficiência da recuperação dos COCs depende da associação 
entre diversas variáveis, sendo que a combinação preconizada para aspiração folicular em ovelhas envolve fluxo 
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de aspiração de 10 ou 20 mL água/min, cânulas de aspiração de menor diâmetro (1 ou 2 mm) e agulhas curtas de 
calibre 18 ou 20. 

 
Tamanho do ovário 
 

Segundo Wani et al. (1999), a recuperação de COCs por meio da aspiração folicular é 
significativamente maior em ovários de tamanho superior a 5x7x9 mm do que em ovários menores, 
provavelmente devido à quantidade reduzida de folículos visíveis em ovários pequenos. Desta forma, quando se 
trabalha com ovários de fêmeas pré-púberes oriundos de abatedouros preconiza-se a utilização da técnica de 
slicing para recuperação dos COCs, visto que a aspiração folicular é dificultada pelo pequeno tamanho do 
ovário. 
 
Tamanho dos folículos 
 

Segundo Arlotto et al. (1996), em bovinos, o tamanho do folículo está diretamente relacionado ao 
diâmetro do oócito, sendo que oócitos de maior diâmetro apresentam maior potencial de desenvolvimento em 
blastocistos devido ao acúmulo de RNA mensageiro (mRNA) e de proteínas (Lazzari et al., 1994).  

Em seus estudos, Rodríguez et al. (2006) constataram que o tamanho dos folículos não afetou a taxa de 
recuperação oocitária por meio da aspiração, mas a proporção de COCs de boa qualidade, caracterizada pela 
presença de várias camadas compactas de células do cumulus e ooplasma homogêneo, foi mais elevada em 
folículos grandes (77,9%), com 5 a 7 mm de diâmetro, e médios (64,4%), com 3 a 5 mm de diâmetro. Crozet et 
al. (1995) observaram ainda que COCs oriundos de folículos grandes (>5mm) sofreram melhor maturação in 
vitro que aqueles oriundos de folículos pequenos (2-5mm). 

Considerando estas informações, Rodríguez et al. (2006) inferiram que apenas folículos grandes 
deveriam ser selecionados para aspiração com intuito de reduzir o número de punções e danos ao ovário, assim 
como, o tempo de intervenção cirúrgica e de exposição do animal à anestesia.  

Ainda segundo estes mesmos autores, conforme o tamanho do folículo, há uma combinação de variáveis que 
garante maior eficácia do método de aspiração. Em folículos pequenos (<3mm) ou médios (3-5mm), baixo fluxo ou 
pressão de aspiração e menor diâmetro da cânula de aspiração permitem melhores resultados. O contrário ocorre 
com os folículos pré-ovulatórios (>5mm), para os quais é mais adequado alto fluxo ou pressão de aspiração e 
cânula de aspiração de maior diâmetro, uma vez que, sob estímulo gonadotrófico, próximo à ovulação, ocorre 
síntese de uma matriz extracelular rica em ácido hialurônico pelas células do cumulus, a qual confere ao fluido 
folicular aspecto viscoso, dificultando a passagem do COCs em cânulas de menor diâmetro e sob baixo fluxo ou 
pressão de aspiração (Baldassarre et al., 1994). 

 
Tratamento hormonal prévio 
 
Os COCs destinados à produção in vitro de embriões ovinos podem ser obtidos de fêmeas adultas ou 

pré-púberes, submetidas ou não a tratamento hormonal prévio. O tratamento hormonal visa estimular o 
crescimento folicular, permitindo a obtenção de maior número de COCs por ovário, sendo indicado 
principalmente para fêmeas pré-púberes, fêmeas em anestro estacional ou geneticamente superiores (Bernardi, 
2005). Surge ainda como alternativa à problemática de se trabalhar com uma população folicular aleatória e 
eventualmente pequena observada em fêmeas não submetidas a tal tratamento (Baldassarre, 2008). 

A resposta ovariana das fêmeas estimuladas, no entanto, está na dependência de diversos fatores: idade, 
indivíduo, tratamento hormonal e status folicular antes da estimulação (Ptak et al., 2003). Em geral, em fêmeas 
previamente estimuladas com hormônios, o número de COCs obtidos é maior do que aquele obtido de fêmeas 
não estimuladas, independentemente do método utilizado. Ainda segundo O’Brien et al. (1997), COCs obtidos 
de fêmeas previamente tratadas hormonalmente apresentam melhor capacidade de maturação, fertilização e 
desenvolvimento in vitro. 

Comumente, as fêmeas doadoras de oócitos são sincronizadas com dispositivos intravaginais: CIDR 
intravaginal ou esponjas impregnadas com progesterona, associados ou não à prévia administração de análogos 
de prostaglandina F2-alfa (Baldassarre, 2008). O desenvolvimento folicular é estimulado mediante a 
administração de gonadotrofinas: múltiplas doses de FSH (hormônio folículo estimulante); dose única de FSH 
associado à eCG (gonadotrofina coriônica equina); ou ainda dose única de eCG (Bernardi, 2005; Gibbons et al., 
2007).  

Vários protocolos de estimulação hormonal vêm sendo empregados, visando potencializar a quantidade, 
qualidade, e capacidade de desenvolvimento oocitário in vitro (Bernardi, 2005). Berlinguer et al. (2004) 
observaram que fêmeas não submetidas ao tratamento hormonal apresentaram maior proporção de folículos 
pequenos (<2mm) e menor quantidade total de folículos que aquelas submetidas ao tratamento. Ainda segundo 
estes autores, fêmeas tratadas com doses decrescentes de FSH (38,8; 28,8; 19,2 e 9,6 UI), administradas com 
intervalo de 12 horas, apresentaram maior número de folículos grandes (>5 mm) que aquelas submetidas a 
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tratamento com doses constantes de FSH (4 doses de 24 UI a cada 12 horas).  
Estes grupos experimentais não diferiram quanto à qualidade dos oócitos obtidos, à taxa de maturação e 

à taxa de fertilização, no entanto, maior porcentagem de COCs provenientes de fêmeas submetidas a doses 
constantes de FSH alcançou o estágio de blastocisto. Segundo Berlinguer et al. (2004), uma provável explicação 
para o menor potencial de desenvolvimento embrionário no tratamento hormonal com dosagem decrescente de 
FSH, se deve ao fato de as duas primeiras altas doses deste hormônio induzirem a um desenvolvimento folicular 
rápido e anormal, resultando em assincronia entre crescimento do oócito e status folicular (Blondin et al., 1996). 
Além disso, a elevada concentração de estrógeno no fluido folicular de folículos maiores que 5 mm pode 
interferir no potencial de desenvolvimento oocitário (Becker et al., 2002). 

Já Gibbons et al. (2007) observaram que a administração de dose única de 60mg de FSH associada a 
300 UI eCG, 24 horas antes da recuperação dos COCs por aspiração folicular laparoscópica, elevou a quantidade 
de grandes folículos e, consequentemente, maximizou o número de COCs recuperados, sem alterar a qualidade 
oocitária. Além disso, estes autores relataram a possibilidade de repetição deste protocolo em intervalos de 
quatro dias, sem provocar qualquer efeito prejudicial sobre quantidade e qualidade de folículos e de COCs 
recuperados. 

Com relação à estimulação hormonal com eCG, Stangl et al. (1999) observaram que a quantidade de 
COCs recuperados foi maior em fêmeas tratadas com dose única de 1500 UI eCG do que em fêmeas não 
tratadas, no entanto, não houve diferença significativa na qualidade dos complexos cumulus-oócito. 

O’Brien et al. (1997) constataram ainda que a aplicação de dose única de estrógeno associado à 
progesterona, antes da estimulação de fêmeas pré-púberes com gonadotrofinas, aumenta o percentual de 
blastocistos obtidos por oócitos clivados e reduz a mortalidade embrionária. Já Valasi et al. (2007) observaram 
que o desenvolvimento folicular e a quantidade de COCs recuperados podem ser potencializados quando a dose 
de FSH é ajustada ao peso corporal das fêmeas aspiradas. 

É importante considerar, ainda, os fatores intrínsecos da doadora de oócitos, em particular: condição 
corporal, raça, idade, e potencial genético, pois estes influenciam a dinâmica folicular e, consequentemente, a 
qualidade e o número de COCs obtidos (Cognié et al., 2004).  

 
Considerações finais 

 
Considerando-se que o sucesso da PIV está diretamente relacionado à qualidade oocitária, depreende-se 

a necessidade de novas investigações sobre as variáveis implicadas na eficiência dos diferentes métodos de 
obtenção de COCs e consequente aperfeiçoamento de biotecnia, para que se possa dispor de uma efetiva 
ferramenta de melhoramento genético. 
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