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Resumo: A equinocultura destaca-se cada vez mais no agronegdcio.
Consequentemente, é crescente 0 niumero de estudos que objetivam novas técnicas
gue associem a tecnologia com o melhoramento genético da espécie. Nesse
sentido, destaca-se a técnica de aspiracdo folicular via transvaginal guiada por
ultrassom (TVA) — metodologia utilizada, principalmente, em éguas de alto valor
zootécnico. Esse trabalho objetivou realizar uma revisdo de literatura sobre o
conteudo relacionado a aspiracéo folicular em éguas, abordando todo seu processo
(desde as particularidades anatbémicas e a dinamica folicular da espécie até a coleta
dos foliculos ovarianos). A revisdo foi feita por meio da busca de publicacdes
cientificas publicadas, principalmente, nos ultimos 5 anos nas bases de dados
SCOPUS, Scielo, PubMed, Latindex e Google Académico. O ciclo estral tem
duracdo média de 21 a 22 dias, divididos em fase folicular e fase latea. A fase
folicular é responséavel pela preparacdo do metabolismo da égua para a fecundacéao
e é finalizada com a ovulagdo. Por outro lado, a fase lUtea inicia-se com a formacao
do corpo lateo apds a ovulacdo, preparando o Utero para a gravidez. A TVA surgiu
da necessidade de melhoria do processo de reproducdo assistida nas éguas. Essa
metodologia utiliza uma al¢a intravaginal, que é introduzida no vestibulo até a parte
lateral da cérvix e em seguida é realizada a puncao dos foliculos ovarianos, no qual
o conteudo folicular é aspirado. Por fim, nota-se a necessidade de que o profissional
gque atue com a TVA conheca corretamente as particularidades do sistema
reprodutor das éguas.

Palavras-chave: ciclo estral; equinocultura; melhoramento genético; Ovum pick up.
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TRANSVAGINAL FOLLICULAR ASPIRATION IN MARES

Abstract: The echinoculture stands out more and more in agribusiness.
Consequently, the number of studies that aim at new techniques that associate
technology with the genetic improvement of the species is increasing. In this sense,
the technique of follicular aspiration via transvaginal ultrasound guided (TVA) stands
out — a methodology used mainly in mares of high zootechnical value. This study
aimed to carry out a literature review on content related to follicular aspiration in
mares, addressing its entire process (from the anatomical particularities and follicular
dynamics of the species to the collection of ovarian follicles). The review was carried
out through the search for scientific publications published, mainly, in the last 5 years
in the SCOPUS, Scielo, PubMed, Latindex and Google Scholar databases. The
estrous cycle has an average duration of 21 to 22 days, divided into the follicular
phase and the luteal phase. The follicular phase is responsible for preparing the
mare's metabolism for fertilization and ends with ovulation. On the other hand, the
luteal phase begins with the formation of the corpus luteum after ovulation, preparing
the uterus for pregnancy. The follicular aspiration via transvaginal ultrasound guided
arose from the need to improve the process of assisted reproduction in mares. This
methodology uses an intravaginal loop, which is introduced into the vestibule to the
side of the cervix and then the ovarian follicles are punctured, in which the follicular
content is aspirated. Finally, it is noted the need for the professional who works with
the TVA to correctly know the particularities of the reproductive system of the mares.

Keywords: estrous cycle; echinoculture; genetic improvement; Ovum pick up.



Figura 1

Figura 2

Figura 3
Figura 4

Figura 5
Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

LISTA DE ILUSTRACOES

Vista frontal das estruturas reprodutivas da égua

Representacdo esquematica do ovario da égua

Vista sagital das estruturas reprodutivas da égua
Representacdo esquematica simplificada da regulacdo

hormonal durante o ciclo estral da égua

Egua com comportamento de estro classico

Componentes utilizados na técnica de aspiracdo folicular
transvaginal via ultrassom. A: Aparelho de ultrassom. B: Alga
OPU intravaginal. C: Bomba de vacuo

Detalhes de uma algca OPU intravaginal, mostrando as duas
metades de encaixe e a cabecga do transdutor (A)

Detalhes de uma algca OPU intravaginal desmontada. a:
metades de encaixe. b: transdutor. c: sistema de guia da
agulha. d: copo de coleta de odcitos

Representacdo esquematica dos componentes da técnica de
aspiracao folicular transvaginal via ultrassom
Monitor de ultrassom durante uma TVA. A seta branca indica
as linhas que auxiliam a posicionar a agulha

Representacdo esquemética da coleta e maturacdo de
oocitos de diferentes populagdes foliculares

14

15

15
19

19
22

22

23

24

24

27



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AINEs Anti-inflamatdrios néo esteroides
CCOs Complexos Cumulus oophorus
cm Centimetro

FIV Fecundacé&o in vitro

FSH Hormonio foliculo estimulante
GnRH Hormonio liberador de gonadotrofina
A Inseminacéo artificial

LH Horménio luteinizante

mm Milimetro

DF Foliculo dominante

OF Foliculo ovulatério

OPU Ovum pick up

TE Transferéncia de Embrides

TVA Aspiracao folicular via transvaginal guiado por ultrassom



3.1

3.2

3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.3

3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34

INTRODUCAO..

SUMARIO

METODOLOGIA ..o ettt e e et e
REVISAO BIBLIOGRAFICA ... oottt

Anatomia do sistema reprodutor das éguas..........ccccceeeeivinriieeeenennee.

Fisiologia reprodutiva das QUAaS.........ccceeiuuiiiieeiiiiiiieeee e

MAtUNAAAE SEXUAL. .. .. e e e e e e aeaeenas

Ciclo estral........

DINAMICA TONCUIAT. .. .. e e

Aspiracéo folicular via transvaginal guiada por ultrassom...............

Equipamentos Utilizados............c.ccoveiiei e

(@] 0] 1T aTor=To l o [0 To Lo | (o 1TSS

Aspiracéao de fol

Aspiracao de fol

iculos pré-ovulatorios........c.cceeeeeeeiiiieiieeeee e

ICUIOS IMALUIOS. .. e

CONSIDERAGOES FINAIS . ....ouiiiiieee e,

REFERENCIAS

11
13
14
14
17
17
17
19
20
22
23
27
28
30
31



=

© 00 N o v b~ W N

W W W W W N N N N N N NN NN P P R R R pPB PB R p g
2 W N P O O 0 N O U1 B W N P O VW 0 N O B B W N P O

11

1 INTRODUCAO

Desde sua domesticacao, o cavalo sempre foi considerado um simbolo de status
e poder, sendo usado em importantes eventos da historia mundial. No Brasil, essa
espécie exerceu e exerce uma significativa contribuicAo nas questfes
socioecon6micas, bem como nas questdes politicas (LIMA et al., 2006). Inicialmente,
0 cavalo era exclusivamente utilizado como animal de tragédo e transporte, mas na
atualidade é também utilizado em diversas atividades (BOSCATTI; ADELMAN,
2020).

A Equinocultura tem sido um setor de destaque no agronegdcio brasileiro,
tendo em vista gerar mais de 500 mil empregos de forma direta (LIMA; CINTRA,
2016; SASSI, 2019). Além disso, estima-se que o Complexo do Agronegécio do
Cavalo no Brasil seja responsavel por movimentar mais de 16 bilhdes de reais
anualmente (LIMA; CINTRA, 2016).

De um modo geral, aproximadamente 72% dos equinos sao utilizados na
pecuaria, 19% na agricultura e o restante em outras atividades (LIMA; CINTRA,
2016), como a equoterapia, esporte e lazer. Diante dessa importancia social e
econdbmica dos equinos, a multiplicacdo de animais geneticamente superiores €
fundamental para manutencao do status da equinocultura.

Nesse contexto, a utilizacdo e o aperfeicoamento de biotécnicas aplicadas a
reproducdo animal € importante para aprimorar tanto a compreensdo dos eventos
fisiologicos que regem a reproducdo quanto para aumentar o numero de
descendentes de animais geneticamente superiores (RODRIGUES; BERTOLINI,
2019).

Os equinos foram a primeira espécie a ser submetida a Inseminacéao Atrtificial
(IA), sendo uma técnica que ja era relatada em livros do século XIV, na qual a coleta
do sémen era feita logo apds a cobertura utilizando esponjas que eram introduzidas
na vagina das éguas. No entanto, quando comparada com outras espécies, a
melhoria da eficiéncia dessa técnica ocorreu mais lentamente nos equinos (GOMES;
SENEDA, 2013; BERTOZZO et al., 2014).

O aprimoramento da Inseminacéo Artificial proporcionou vantagens para a
equinocultura, como diminuir a possibilidade de transmissdo de doencas venéreas,
acelerar o melhoramento genético e reduzir o desgaste fisico do garanhdo
(ESTEVEZ et al., 2009). Atualmente, a IA utiliza o sémen fresco, refrigerado e/ou
criopreservado (FERREIRA-SILVA et al., 2018ab; FERREIRA et al., 2019; SALES et
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al., 2019) e vem sendo substituida por outras biotécnicas, tais como a Transferéncia
de Embrides (TE) e, mais recentemente, a Fecundac&o in vitro (FIV).

A Transferéncia de Embrides é uma biotécnica limitada, em decorréncia de
normalmente produzir um Unico embrido por coleta devido a anatomia do aparelho
reprodutor da égua (FERREIRA-SILVA et al., 2018, 2019; SALES et al.,, 2021;
AZEVEDO et al., 2021), que foi substituida pela FIV por permitir a producdo de
varios embrides provenientes de odcitos coletados em um Unico procedimento
(MORRIS, 2018; SQUIRES, 2020).

A Fecundacao in vitro € uma biotécnica capaz de acelerar o melhoramento
genético dos equinos, devido a maior capacidade de multiplicacdo do material
genético de machos e fémeas de forma simultanea (SQUIRES, 2020). Entretanto,
apesar do seu potencial, a FIV em equinos ainda apresenta resultados inferiores aos
de outras espécies (VIANA, 2019; FERRE et al., 2020; SQUIRES, 2020; CLAES;
STOUT, 2022).

Outro método desenvolvido para promover o melhoramento genético da
espécie equina é a técnica de aspiracao de foliculos ovarianos, também denominada
de Ovum Pick-Up (OPU). Nesse método, os o00citos aspirados sao levados ao
laboratério para serem avaliados, selecionados e submetidos a maturacao in vitro.
Uma vez maturados, sdo submetidos a Injecdo Intracitoplasmatica de
Espermatozoéides (ICSI) e apdés o desenvolvimento in vitro, os embrides sé&o
depositados no utero das éguas receptoras (SQUIRES, 2020; CLAES; STOUT,
2022). Contudo, a utilizac&do da aspiracao folicular ovariana de forma rotineira ainda
apresenta algumas limitacGes relacionadas tanto aos aspectos fisiologicos dos
animais quanto a propria execucao da técnica (SILVA RUA, 2016).

Objetivou-se realizar uma revisdo de literatura sobre a aspiracdo folicular
ovariana de éguas, considerando as particularidades fisiologicas da espécie quanto

aguelas inerentes a técnica propriamente dita.
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2 METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo bibliografica a partir da busca de artigos,
dissertacdes, teses, livros e artigos cientificos publicados no periodo compreendido
entre janeiro de 2017 a setembro de 2022 — periodo escolhido por representar os
ultimos 5 anos de publicacdes cientificas. Entretanto, devido a dificuldade para
encontrar conteido mais atualizado sobre a tematica, o intervalo foi ampliado, sendo
utilizados alguns trabalhos mais antigos.

Além disso, as buscas ocorreram por meio das bases de dados Google
Académico, SCOPUS, Scielo, PubMed e Latindex, sempre a partir de diferentes

associacOes das seguintes palavras-chave: “éguas”, “dinamica folicular”, “aspiragcéo

folicular” e transvaginal”.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Anatomia do sistema reprodutor das éguas

Os equinos (Equus ferus caballus) possuem particularidades reprodutivas do
género Equus, diferente dos suinos, ovinos e bovinos que tém a reproducdo como
sua principal aptiddo. A anatomia do sistema reprodutor das fémeas equinas,
observada na Figura 1, € composta por: ovarios (direito e esquerdo), ovidutos (direito
e esquerdo), Utero, cérvix uterina, vagina e vulva (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Figura 1. Vista frontal das estruturas reprodutivas da égua.
/Corno uterino
Oviduto

Infundibulo

Corpo uterino

Vagina

Fonte: Adaptado de SENDEL, 2010.

Os ovérios, responsaveis pela gametogénese e pela esteroidogénese,
possuem uma fossa ovariana bem definida e uma incisura na borda unida,
possuindo o formato de um feijdo. As éguas apresentam ovarios grandes em
comparacao a outros animais, podendo atingir 10 cm em sua base. Além disso, 0s
foliculos em maturacdo (Figura 2) localizam-se na fossa de ovulacdo (HAFEZ;
HAFEZ, 2004; KONIG; LIEBICH, 2016).
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Figura 2. Representacéo esquematica do ovario da égua.

Nervo vegetativo

Ariéria ovariana
Vaso linfético

Veia ovariano

Mesovario

Foliculos primério,
secundério e ferciario

Foliculo ovérico vesiculoso

Fossa ovariana

Fonte: KONIG; LIEBICH, 2016.

Os ovidutos (Figura 3) tém a funcdo de captacdo dos odcitos durante a
ovulacdo da égua e sao compostos pelas fimbrias, (que possuem formato de
franjas), infundibulo (abertura abdominal proxima ao ovario, com formato de funil),
ampola (local no qual os odécitos sao fertilizados) e istmo, que se comunica com 0

Utero por meio da juncéo Utero tubarica (SA, 2017).

Figura 3. Vista sagital das estruturas reprodutivas da égua.

. Vagina
Ligamento largo
Ovario
Infundibulo Vulva
Oviduto

Corno uterino
Corpo uterino

Fonte: Adaptado de SENDEL, 2010.

Do ponto de vista anatbmico, o Utero € composto por trés camadas, sendo

elas endométrio, miométrio e perimétrio. O endométrio € composto pela camada
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mucosa e submucosa, o miométrio pela camada muscular e o perimétrio pela
camada serosa (KAINER, 2011; THOMPSON et al., 2020). O atero, além de produzir
substancias hormonais, tem a funcdo de transportar os espermatozoides até os
ovidutos (THOMPSON et al., 2020). E também responsavel pelo desenvolvimento do
embrido até sua fixacdo, pela manutencdo da gestacdo e pelas contracdes
musculares necessarias para que ocorra o0 parto (BASTOS et al., 2019;
CAMOZZATO et al., 2019). A anatomia uterina pode variar de acordo com a raca,
idade e numero de partos do animal (KAINER, 2011; CAMOZZATO et al., 2019;
THOMPSON et al., 2020).

A cérvix uterina, também denominada de colo do Utero, apresenta paredes
grossas e protege o utero contra infeccdes provenientes do meio exterior. Possui
pregas mucosas em seu lumen, é relativamente pequeno, mas palpavel por via retal
(KONIG; LIEBICH, 2016; SA, 2017). Dentre suas principais caracteristicas estéo a
capacidade de rigidez, relaxamento e sua projecao proeminente em direcdo a
vagina, aspectos que sao influenciados de acordo com a fase do ciclo estral
(SATUE; GORDON, 2020). O relaxamento ocorre normalmente durante estro,
facilitando a entrada dos espermatozoides. E no momento do parto para permitir
passagem do potro (FRANDSON et al., 2005; SA, 2017).

A vagina é elastica, de morfologia tubular, localizando-se entre a vulva e a
cérvix uterina. Seu segmento inicial € chamado de vestibulo, no qual esta localizado
o himen (Figuras 1 e 3). Além disso, de acordo com as diferentes secrecdes
hormonais (e.g. estrogeno, progesterona, gonadotrofinas) e o status reprodutivo da
fémea, ocorrem alteracbes da coloracdo e da umidade da vagina (HAFEZ; HAFEZ,
2004; DYCE, 2010).

A porcéo final do sistema reprodutor feminino é a vulva que é formada pelo
clitéris e labios vulvares (Figuras 1 e 3). Devido a sua locagcédo préxima ao anus,
pode ocorrer 0 seu rompimento ou alargamento durante a passagem do potro. Além
disso, seu posicionamento impossibilita a entrada de possiveis patdégenos que
possam gerar complicagdes a salde do animal (THOMASSIAN, 2005; KONIG;
LIEBICH, 2016).

Por fim, os 6rgaos internos da espécie equina sao sustentados pelo ligamento
largo, sendo dividido conforme o 6rgao que suspende em mesovario, mesossalpinge

e mesomeétrio. O mesovario auxilia na sustentacdo dos ovarios, os ovidutos sao
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sustentados pelo mesossalpinge e 0 mesométrio sustenta o utero (HAFEZ; HAFEZ,
2004; KONIG; LIEBICH, 2016).

3.2 Fisiologia reprodutiva das éguas
3.2.1 Maturidade sexual

A maturidade sexual das fémeas equinas pode ocorrer entre 12 e 18 meses,
mas pode variar de acordo com cada animal e ainda levando em consideracao peso,
raca e genética. Além disso, o inicio da maturidade néo viabiliza o uso de animais
jovens para reproducédo. Por exemplo, potras jovens, embora ja tenham capacidade
de gestar, tém grande probabilidade de apresentar insucesso quando comparadas
com éguas mais velhas (BUSATO et al., 2017).

3.2.2 Ciclo estral

O intervalo entre duas ovulacdes consecutivas é chamado de ciclo estral. E o
periodo em que as éguas estdo mais receptivas a monta e com as melhores
condicbes para concepcado (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Os equinos sdo animais
poliéstricos estacionais de dias longos, assim sendo, apresentam Varios cios em
uma mesma época do ano. ISso ocorre por serem animais sazonais que tém como
uma de suas caracteristicas reprodutivas a influéncia total do fotoperiodo para inicio
do ciclo estral (SILVA et al., 2020).

O fotoperiodo tem um papel muito importante na reproducédo equina, uma vez
gue estéa relacionado com o tempo de duracdo da luz diaria. Se longo, estimula a
maior frequéncia de estro e, se curto, diminui a frequéncia (GINTHER et al., 1992).
Nas éguas, o aumento da exposicdo a melatonina inibe a secrecdo do horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH) pelo hipotalamo — tendo efeito de depresséao nos
ovarios. Nesse sentido, a melatonina desempenha uma importante funcdo na
reproducdo das espécies de animais que acasalam durante a primavera e o verao,
pois é secretada pela glandula pineal exclusivamente durante a noite (ROCHA et al.,
2011).

Por outro lado, no caso dos fotorreceptores oculares presentes nas éguas
perceberem estimulos luminosos que indiguem o aumento da duragdo do dia, a
informagédo é transmitida neurologicamente para a glandula pineal, que rapidamente

inibe a producdo e a secrecdo da melatonina (Figura 4). Em seguida, ocorre a
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liberacdo do GnRH pelo hipotalamo para estimular a liberacdo do horménio foliculo
estimulante (FSH) e do hormonio luteinizante (LH) pela adeno-hipéfise com a.
consequente ovulacdo e posterior formacéo de corpo Iateo (GINTHER et al., 1992;
ROCHA, 2014; BETTENCOURT et al., 2018).

Em geral, o ciclo estral tem duracdo média de 21 a 22 dias. Desses,
aproximadamente de 4 a 7 dias compreendem a fase de estro e de 14 a 15 dias
compreendem a fase de diestro (BRINSKO et al., 2011). O ciclo estral, controlado
por acdo de horménios, € dividido em duas fases principais, sendo uma folicular
(estro) e uma luteinica (diestro).

A fase folicular é a responséavel pela aceitacdo do garanhdo por parte da égua
e pela preparacdo dos 6rgdos genitais para o recebimento dos espermatozoides,
sendo finalizada com a ovulacdo. Nessa fase, a égua adota o comportamento de
estro classico, no qual ocorre a postura de mic¢do de cbécoras com as pernas
abertas e a cauda levantada (Figura 5).

Por outro lado, a fase lutea estad relacionada com a nao aceitacdo do
garanhdo por parte da égua e tem inicio com a formac&o do corpo liteo apos a
ovulagdo. O corpo luteo é uma glandula endécrina que se desenvolve no ovario,
sendo responsavel pela secrecdo de progesterona. Os niveis de progesterona
aumentam depois de 24 a 48 horas desde a Ultima ovulacéo e atingem seus valores
maximos por volta do quinto dia do ciclo, favorecendo a receptividade endometrial
para a implantacdo embrionaria e estabelecimento da prenhez. Além disso, a
progesterona tem o papel de fornecer o feedback negativo sobre o GnRH, tendo
como consequéncia a inibicdo da liberacdo de LH e FSH pela hipéfise (SILVA et al.,
2020; SANTANA, 2021).

No final do ciclo estral ocorre a lutedlise, periodo em que ha uma reducao
dréstica nos niveis de progesterona associada a secre¢cdo endometrial da
prostaglandina. Assim sendo, € provocado o aumento da liberagdo de FSH e LH —
iniciando-se mais um ciclo em que a égua é capaz de conceber o embrido
(CORTES-VIDAURI et al., 2018).
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Figura 4. Representacédo esquematica simplificada da regulacdo hormonal durante o ciclo estra
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Fonte: Adaptado de BRINSKO et al., 2011.

Figura 5. Egua com comportamento de estro classico.

o .
Fonte: Horses extension, 2020.

3.2.3 Dinamica folicular

O processo de crescimento continuo e de diminuigcdo do tamanho folicular que
acontece dentro dos ovarios equinos € chamado de dinamica folicular e esta ligado a
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diversos fatores externos, como a temperatura do local onde esses animais se
encontram, fotoperiodo, estresse e o tipo de nutricdo fornecida (GURGEL et al.,
2008).

Os foliculos antrais crescem e regridem durante o ciclo estral por meio de
ondas foliculares. Alguns desses foliculos podem, posteriormente, se tornar em
foliculos ovulatérios, processo que desperta o interesse da comunidade cientifica
desde a década de 1960 (GINTHER et al., 2004).

As ondas foliculares séo classificadas em ondas maiores e ondas menores,
ambas ocorrendo durante os intervalos inter-ovulatorios. Especificadamente, nas
ondas maiores, um dos foliculos consegue atingir tamanho = 28 mm e passa a ser
chamado de foliculo dominante. Além disso, esse foliculo dominante pode regredir
por meio da onda anovulatéria principal, ou ovular, processo que ocorre por meio da
onda ovulatéria. Por outro lado, as ondas menores costumam chegar, em média, a
um tamanho maximo de 23 mm. Assim sendo, nem mesmo o maior dos foliculos néo
consegue atingir o diametro necessario para tornar-se dominante (GINTHER et al.,
2004; SILVA, 2019).

A emergéncia dos foliculos é estimulada por uma onda de FSH que alcanca
um pico quando os foliculos atingem 13 mm. Alguns dias depois, os foliculos
passam pelo processo chamado de desvio, no qual ocorre o crescimento do maior
foliculo (que se torna dominante) e a reducdo ou o fim do crescimento dos foliculos
restantes (que se tornam subordinados). Nessa fase da dinamica folicular, os dois
maiores foliculos atingem cerca 22 e 19 mm de didmetro (OLIVEIRA et al., 2010).

A reducdo do segundo maior foliculo e dos foliculos subordinados ocorre
devido ao maior foliculo ser capaz de responder tanto a menores concentracdes de
FSH quanto de conseguir suprimir a concentracdo de FSH na circulagdo — fazendo
com gque esta atinja niveis inferiores aqueles necessarios para o crescimento dos
foliculos menores (OLIVEIRA et al., 2010).

Por fim, os foliculos dominantes crescem, em média, 3 mm por dia, chegando
a medir 41 mm (GINTHER et al., 2008).

3.3 Aspiracéo folicular via transvaginal guiada por ultrassom

A maior utilizacdo das biotécnicas aplicadas a reproducdo em equinos tem

contribuido para a multiplicagdo de animais com genética superior. Nesse contexto,
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diversos métodos e ferramentas tém sido utilizados com o objetivo de mitigar as
dificuldades relacionadas com as particularidades anatdmicas e fisiolégicas da
espécie, tais como influéncia do fotoperiodo e resposta a superovulacdo (KLOKNER,
2017).

Dentre essas ferramentas, encontra-se a aspiracao folicular transvaginal
(“ovum pick up” - OPU), que surgiu inicialmente com o intuito de recuperar oécitos
em mulheres, posteriormente adaptada para bovinos e mais recentemente para
equinos. Essa técnica de reproducado assistida tem sido utilizada por ser um método
confiavel e minimamente invasivo para coletar odcitos (imaturos) de doadoras
geneticamente valiosas (BOLS; STOUT, 2018; LAZZARI et al., 2020).

A aspiracao folicular foi utilizada pela primeira vez em éguas por Brick et al.
(1992) objetivando encontrar uma técnica que permitisse a eficiente recuperacdo de
oocitos para o processo de producdo in vitro de embrides. Esses pesquisadores
recuperaram um odcito de quatro foliculos aspirados, mesmo assim destacaram 0s
beneficios da aspiracao folicular por ser rapida, precisa, descomplicada e incapaz de
gerar traumas no animal. Esse relato contribuiu para que a comunidade cientifica
buscassem aprimorar a técnica visando melhorar a recuperacdo de odcitos
(PIETERSE et al., 1988; BRUCK et al., 1992; KCOKNER, 2017; HINRICHS, 2018).

A recuperacédo de odcitos utilizando a técnica de aspiracao folicular € indicada
para éguas inférteis, subférteis ou que ndo respondem adequadamente a
inseminacgéao artificial devido apresentarem problemas reprodutivos, como piometra,
endometrites, aderéncia uterina, ou ainda em éguas velhas (HINRICHS, 2018;
LAZZARI et al., 2020; GASTAL et al., 2020; BRISKI; SALAMONE, 2022). Além
disso, éguas em competicdo também sdo comumente submetidas a aspiracéo
folicular ovariana, uma vez que o tempo necessario para aspirar os foliculos (cerca
de 1h) ndo compromete a pratica esportiva (CUERVO-ARANGO, 2018).

Por fim, dada sua importancia, a aspiragdo folicular ovariana transvaginal
guiada por ultrassom € a base para outras técnicas utilizadas na clinica de equinos
(Figura 11), como a transferéncia de odcitos e a fecundacéo in vitro por injecao

intracitoplasmética de espermatozoides (ICSI).
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Em geral, a aspiracdo folicular ovariana transvaginal guiada por ultrassom

ocorre por meio de um sistema com trés componentes principais:

1) Aparelho de ultrassom com transdutor (Figura 6);
2) Alca OPU intravaginal (Figura 7 e 8);
3) Bomba de vacuo para aspiragéo (Figura 6).

Figura 6. Componentes utilizados na técnica de aspiracéo folicular transvaginal via ultrassom. A:

Aparelho de ultrassom. B: Bomba de vacuo, C: Alca OPU intravaginal.

Fonte: Sansinema, 2020.

Figura 7. Detalhes de uma alga OPU intravaginal, mostrando as duas metades de encaixe e a

cabeca do transdutor (A).

Fonte: Sansinema, 2020.
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Figura 8. Detalhes de uma algca OPU intravaginal desmontada. a: metades de encaixe. b: transdutor.
c: sistema de guia da agulha. d: copo de coleta de odcitos.

Fonte: Bols; Stout, 2018.

Para realizacdo da aspiracdo, um transdutor é acoplado ao aparelho de
ultrassom para permitir a visualizagdo dos foliculos ovarianos através da parede
vaginal. E utilizada uma sonda metélica de duas vias e uma algca OPU intravaginal
gue abriga o transdutor e o sistema de guia da agulha, a qual é composta pela
agulha de puncéo, equipo, copo coletor e bomba de vacuo (RODRIGUES, 2006;
SANSINEMA, 2020).

3.3.2 Obtencao de odcitos

A aspiracao dos foliculos ovarianos é efetuada apds a égua ser posicionada
em um tronco de contengao para permitir que esse procedimento seja realizado com
seguranca tanto para o operador quanto para o proprio animal. Imediatamente apos
a contencgdo e visando o bem-estar animal, é realizada a sedacdo e administracao
da pré-medicacdo com anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES), antibidticos de
amplo espectro e espasmoliticos ou anestesia epidural (RODRIGUES, 2006;
CUERVO-ARANGO, 2018).

Em seguida, é feita a lavagem da regido perineal e da vulva, seguida da

introducdo da algca OPU intravaginal no vestibulo até a parte lateral da cérvix, no



363
364

365

366
367

368
369

370
371
372

373
374
375
376

377

378
379

380
381

382
383

24

férnix vaginal ipsilateral ao ovario a ser puncionado, conforme pode ser observado
na Figura 9 (CUERVO-ARANGO, 2018; MANICA, 2021).

Figura 9. Representacdo esquemética dos componentes da técnica de aspiragédo folicular
transvaginal via ultrassom.

Rectal wall

Folle‘h flush
o R ——{]

ad

=~/ Collection bottle

Transducer head \

Vaginal wall

Fonte: Sansinema, 2020.

O proximo passo € realizar a puncao dos foliculos ovarianos e, para isso, 0s
softwares mais modernos ja tém linhas de referéncia que auxiliam no
direcionamento da agulha de duplo limen (12G — 15G) no momento da puncédo dos
foliculos (Figura 10).

Figura 10. Monitor de ultrassom durante uma TVA. A seta branca indica as linhas que auxiliam a
posicionar a agulha.

Fonte: Sansinema, 2020.
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A agulha é usada para perfurar o foliculo quando o sistema é submetido a
pressdo negativa, uma vez que a agulha é conectada a uma bomba de vacuo
usando tubos estéreis de teflon ou silicone. Para isso, € necessario que a agulha
possua duplo I[imen, sendo o lumen interno para aspiragdo e o limen externo para
lavagem. Essa associagdo de procedimentos é capaz de alcancar uma taxa de
recuperacao oocitaria maior do que 50% (MARQUES, 2022). Assim sendo, quando
aciona-se a bomba é produzida uma pressdo negativa na ponta da agulha e o
conteutdo folicular aspirado é coletado em um recipiente estéril chamado de copo
coletor (SANSINEMA, 2020).

A pressao a vacuo deve ser suficiente para aspirar 20 ml/minuto — podendo
essa taxa ser ajustada de acordo com caracteristicas individuais da égua, tais como
estado de maturacdo do oécito (BOLS; STOUT, 2018; CUERVO-ARANGO, 2018;
MANICA, 2021; SANSINEMA, 2020). Os foliculos com tamanho entre 5 e 10 mm s&o
lavados (flushing) com 1 ml de um meio especifico para OPU (e.g. solucdo DPBS)
gue contenha heparina (evita a formacédo de coagulos e facilita o isolamento dos
o0citos) e antibidtico; enquanto os foliculos de maior tamanho séao lavados com até 5
ml do mesmo meio. Deste modo, o volume total de meio utilizado costuma ser entre
300 e 600 ml e varia de acordo com o numero de foliculos aspirados e o nimero de
lavagens feitas por foliculo (CUERVO-ARANGO, 2018; MANICA, 2021).

Além disso, o indice de recuperacdo de o0citos nos equinos € diretamente
relacionado com os chamados Complexos Cumulus oophorus (CCOs), uma vez que
nessa espécie os CCOs ficam aderidos fortemente a parede dos foliculos,
dificultando o recolhimento dos o6citos durante o processo de aspiracdo folicular. A
taxa de recuperacdo é ainda afetada por algumas particularidades das éguas, tais
como a necessidade de incisdo de foliculos, de raspagem da parede do foliculo e de
lavagem extensa para desprender os COCs. Todas essas caracteristicas da espécie
equina resultam em um maior tempo de duracdo da aspiracdo e/ou do numero de
profissionais atuando no procedimento (CURCIO et al., 2006; SANSINEMA, 2020).

Nesse sentido, juntamente com a lavagem, é necessario escarificar
cuidadosamente a parede do foliculo para que os CCOs sejam corretamente
desprendidos. Adicionalmente, devem ser feitas lavagens repetidas (entre 5 e 10
vezes) dentro de cada foliculo (BOLS; STOUT, 2018; CUERVO-ARANGO, 2018;
MANICA, 2021; SANSINEMA, 2020). O procedimento costuma durar entre 20 e 60
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minutos para ser finalizado, dependendo das particularidades da égua e da equipe
profissional presente (CUERVO-ARANGO, 2018).

Outros fatores também podem interferir na taxa de recuperacao oocitaria, tal
como o tamanho da agulha. Por exemplo, Galli et al. (2007) relatam que uma agulha
de duplo limen e com 15 polegadas tem taxa de recuperacdo de 38%, enquanto
uma agulha de limen duplo de calibre 12 tem taxa de recuperacédo de 48%.

Além disso, é importante atentar para o fato de que existem bactérias no
vestibulo, podendo ocorrer a contaminagcédo da égua doadora, uma vez que esta €
uma regido em que a agulha transita constantemente durante a aspiracdo. Para
tentar contornar essa problematica, ha quem tente “esterilizar” a vagina com
betadina diluida, porém, esse antimicrobiano é toxico para os o06citos e ndo deve ser
utilizado (HINRICHS, 2018).

A frequéncia com que as éguas podem ser submetidas ao processo de
aspiracdo dos foliculos ovarianos depende das caracteristicas individuais de cada
animal. Por exemplo, algumas éguas chegam a produzir muitos foliculos entre 10 e
14 dias apO0s o procedimento, enquanto outras éguas retornam a producdo de
foliculos apenas 2 meses depois. Assim sendo, cada equipe profissional deve
estabelecer, baseado em sua taxa de recuperagdo de odcitos, um ndmero minimo
de foliculos antrais produzidos para que a égua passe novamente pela aspiracéo
folicular (CUERVO-ARANGO, 2018).

Nesse contexto, existem duas possibilidades para a efetiva coleta dos oécitos,
podendo ser a aspiracdo de foliculos pré-ovulatérios ou a aspiracdo de foliculos
imaturos nos ovarios (Figura 11). Destaca-se que o o06cito maturo € aquele que
atingiu a metéafase Il durante a meiose, fase na qual os cromossomos atingem seu
maior grau de condensagdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012; HINRICHS, 2018).
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Figura 11. Representacdo esquematica da coleta e maturacéo de odcitos de diferentes populacdes

foliculares.
Foliculos imaturos Foliculo pré-ovulatério
(didmetros pequenos (didmetros grandes)

e médios)

l l

e
|

|

Fonte: Adaptado de Sansinema, 2020.

3.3.3 Aspiracao de foliculos pré-ovulatérios

A coleta dos od6citos encontrados nos foliculos pré-ovulatorios, também
chamados de foliculos dominantes e estimulados para recuperar oécitos maturados
in vivo imediatamente antes de ovular, apenas deve ocorrer quando o foliculo atingir
o tamanho minimo de 35 mm de diametro e apdés a aplicacdo da injecdo de
Gonadotrofina Coridnica Humana que tem efeito semelhante ao hormdnio
luteinizante (FARIAS et al., 2014; GALLI et al., 2014).

Especificamente, a aspiracdo deve ser realizada quando o foliculo ja tiver
respondido a gonadotrofina (quando ocorrer a expansado do cumulus do odcito e o
complexo cumulus-oécito estiver destacado da parede do foliculo), porém, ainda
antes do inicio da ovulacéo, o que normalmente compreende o periodo de 24 a 35
horas apds aplicacdo da injecdo da Gonadotrofina Coriénica Humana (HINRICHS,
2018).



468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482

483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499

28

A agulha é guiada por um canal dentro da sonda de ultrassom. Chega-se ao
ovario por meio do reto e fixa-se o ovario do lado peritoneal da parede vaginal.
Finalmente, a agulha percorre a parede vaginal (passando pelo peritbnio até o
ovario) em busca do foliculo, no qual serdo aspirados os oocitos (CUERVO-
ARANGO, 2018).

Dentre as vantagens dessa técnica, esta o fato de que os odcitos ja se
encontram na metéafase Il, o grande tamanho folicular e a alta taxa de recuperagao
de odcitos, que ja demonstrou chegar a 80%. Além disso, odcitos recuperados da
aspiracdo de foliculos dominantes estimulados sdo altamente capazes de produzir
embrides viaveis, tendo estudos que demonstraram uma taxa de 70% de
blastocistos por odécito proveniente da aspiracdo de foliculos dominantes estimulado
versus 30% de blastocistos por o6cito maturado in vitro (FOSS et al., 2013; BRIOTE,
2022).

3.3.4 Aspiracéao de foliculos imaturos

Na maioria dos casos, a aspiracao dos foliculos ainda imaturos é mais eficaz
para a recuperacdo de oocitos. Em geral, nesse método sdo aspirados todos os
foliculos do ovario com didmetro entre 5 e 8 mm (HINRICHS et al., 2018).

Diferente dos foliculos pré-ovulatérios, os odcitos imaturos estdo na profase, a
primeira fase da meiose. A profase é considerada uma "fase de repouso”, na qual 0s
odcitos podem ser manipulados a temperatura ambiente, por até duas noites, sem
gue ocorra efeito sobre a viabilidade ou desenvolvimento do futuro blastocisto.
Nesse sentido, essa técnica permite que o ICSI seja realizado com maior periodo de
tempo apos a aspiragdo folicular (FOSS et al., 2013; HINRICHS et al., 2018).

Dentre as principais vantagens da aspiracdo de foliculos ovarianos, esta o
fato de que esse tipo de aspiracdo pode ocorrer durante todo o ano, uma vez que as
éguas também sao capazes de produzir foliculos na época ndo reprodutiva, ainda
gue possuam tamanhos menores (CHOI et al., 2016; HINRICHS et al., 2018).

Jacobson et al. (2010) observaram outra grande vantagem da aspiracdo de
foliculos imaturos a cada aspiracdo cerca de 1 blastocisto foi desenvolvido,
enquanto a aspiracdo de foliculos dominantes estimulados teve cerca de 0,33

blastocisto por aspiracao realizada.
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Além disso, as éguas que passardo pelo processo de aspiracao de foliculos
imaturos nao precisam ter seu crescimento folicular monitorado tdo intensamente
guanto aquelas éguas que serdo submetidas a aspiracéo de foliculos pré-ovulatorios
(SANSINEMA, 2020).

Por outro lado, a desvantagem desse método é que os foliculos imaturos sdo
menores, portanto, mais dificeis de serem puncionados pela pequena agulha. Além
disso, o cumulus ainda ndo se expandiu e o complexo cumulus oophorus é mais
firmemente aderido a parede do foliculo, quando comparado com os foliculos pré-
ovulatérios, reduzindo a taxa de coleta de odcitos (MANICA, 2021).

Por fim, nota-se a importancia da aplicacdo de biotécnicas aplicadas a
reproducdo para o melhoramento genético de equinos, uma vez que a utilizacéo
dessas tecnologias gera o aumento dos indices zootécnicos, aumento da producao
animal, reducdo dos intervalos entre geragdes, auxilio no controle de doencas,
dentre outros beneficios (ZAMAI et al., 2019; MACIEL, 2020).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A aspiracao folicular ovariana por via transvaginal guiada por ultrassom € uma
técnica versatii que pode ser utilizada em éguas inférteis, subférteis, que
apresentarem problemas reprodutivos adquiridos ou mesmo fémeas que estejam em
competicdo. A utilizagdo dessa técnica é capaz de melhorar a eficiéncia reprodutiva
na espécie equina. No entanto, faz-se necessario que o profissional conheca a
anatomia e a fisiologia do sistema reprodutor das éguas, para que seja possivel
realizar o correto acompanhamento da dinamica folicular e a escolha do melhor
momento para aspiracao dos foliculos ovarianos. O aperfeicoamento dessa técnica
permitira o0 aumento do numero de o0citos recuperados com consequente aumento
do numero de embriGes provenientes da producdo in vitro. Finalmente, faz-se
necessario ressaltar que esses avancgos tecnoldgicos deverdo contribuir para uma
equinocultura mais eficiente por acelerar o melhoramento genético na espécie

equina.
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