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Resumo: A equinocultura vem adquirindo importancia, ao longo dos anos, pelo seu
valor econbmico e social, conquistando criadores e simpatizantes. O Brasil
apresenta o maior rebanho da América Latina e o quinto maior no mundo. Apesar
dos grandes avancos no campo das biotecnologias reprodutivas, a infertilidade
animal por baixas taxas de concepcdo e alta mortalidade embrionaria precoce
permanecem como principais desafios. Esta pesquisa tem como objetivo construir
uma revisao de literatura sobre as principais técnicas de reproducéo assistida na
espécie equina, a partir de pesquisas sobre as técnicas GIFT e ICSI e uma andlise
comparativa entre as mesmas. O referencial tedrico contemplou discussdes acerca
das principais técnicas, desde a compreenséao da fisiologia reprodutiva e coleta dos
materiais biolégicos (odcitos e espermatozoides) até a transferéncia de odcitos e
uma analise comparativa entre as mesmas. Os procedimentos metodologicos
adotados consistiram em revisdo de literatura de um periodo de 15 anos, por
envolver o inicio das técnicas em equinos. Os dados obtidos indicam que as
técnicas sdo bastante utilizadas, sendo a ICSI a mais, por seus beneficios e taxas
de sucesso. Com base nos resultados e discussfes apresentadas, considera-se as
técnicas utilzadas possuem vantagens e desvantagens, com possibilidades de uso
de acordo com as situacgdes, sendo a mais utilizada a ICSI.

Palavras-Chave: Biotecnologias. Equinocultura. Transferéncia de embrido.
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FUNDAMENTALS OF OOCYTE TRANSFER TECHNIQUES, GIFT AND ICSI
APPLIED TO ASSISTED REPRODUCTION OF EQUINE

Abstract: Over the years, horse breeding has grown in importance due to its
economic and social value, winning over breeders and supporters. Brazil has the
largest cattle herd in Latin America and the fifth largest in the world. Despite
significant advances in reproductive biotechnology, animal infertility due to low
conception rates and high early embryonic mortality remains a major challenge. The
objective of this study was to carry out a literature review of the main technologies
of assisted reproduction in horses through research on GIFT and ICSI technologies
and a comparative analysis between them. The theoretical framework includes a
discussion of the main techniques that range from the understanding of reproductive
physiology and collection of biological materials (oocytes and spermatozoa) to the
transfer of oocytes and comparative analysis between them. The methodological
procedure employed included a 15-year literature review regarding the beginnings
of equine technology. The data obtained show that these techniques are widely
used, with ICSI being the most important for its benefits and success rate. Based on
the results presented and on the discussion, itis considered that the techniques used
each have their pros and cons, with the possibility of use depending on the situation,
the most used being ICSI.

Keywords: Biotechnologies. Horse breeding. Embryo transfer.



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt ettt 10
2 METODOLOGIA ...ttt ettt a e e e e aeeeeens 12
3 DESENVOLVIMENTO .....uiiiiiiiiiieeeesiiiiiiieeee e e siiaeee e e e e e siinvaneeeeaens 13
3.1 Historico da biotécnicas da reproduCao ............cvvvciivieeeeeieeeiiiiiinieeeeean, 13
3.2 FOlICUIOGENESE ... 14
3.3 Maturag&o OVOCitaria € OVUIAGAD .........eeeiieeeiiiiiiiiiiieeee e 17
3.4 Fertilizag@o € Clivagem ... 18
3.5 Coleta e obtencao de 00CIHOS...........cuviiiiieieieieeece e 19
3.6 Maturagao in Vitro de OOCITOS ...........uuvuiiiiieeeieeieece e 19
3.7 FertilizaGao in Vitro de 0O0CItOS ...........uvuiiieeieeieeeeecee e 20
3.8 Transferéncia de OOCIHOS...........cccevvviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 20
3.9 Selecdo e manejo da égua doadora e receptora .......cccccvvveveeeeeeeeeennnnn. 20
3.10 Transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT)......cccccccvvvviiiiiininnnn. 23
3.11 Injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) .........cccceenee... 23
3.12 Andlise comparativa entre tECNICAS..........cccvvverrriiiiiieeeeeeeeeeiee e 25
4 CONSIDERAGCOES FINAIS ..ot 27

REFERENCIAS ..ottt e e et e e e 28



10
1 INTRODUCAO

A equinocultura vem adquirindo importancia, ao longo dos anos, pelo seu
valor economico e social, conquistando criadores e simpatizantes. O Brasil
apresenta o maior rebanho da América Latina e o quinto maior no mundo. Com essa
nova realidade, a area ganhou bastante visibilidade e investimentos nos seus
segmentos, estimulando pesquisas em nutricdo, sanidade, reproducao, clinica e
cirurgia, com foco no melhor manejo e bem estar na criagdo (PALHARES,
GONZAGA, 2019).

As biotecnologias da reproducdo envolvem técnicas com a principal
finalidade de aumentar a eficiéncia reprodutiva em especial nos equinos, cujo
desempenho é bastante avaliado. Dentro das biotécnicas, pode-se dividir em
inseminacao artificial (IA) e transferéncia de embrides (TE), pois a fertilizacéo in vitro
de odcitos na espécie equina permite a divisdo celular, mas nao a fecundacédo e o
desenvolvimento embrionério de forma eficiente (PIMENTEL, CARNEIRO, 2008).

Apesar dos grandes avancos no campo das biotecnologias reprodutivas, a
infertilidade animal por baixas taxas de concepcao e alta mortalidade embrionaria
precoce permanecem como principais desafios. A aplicabilidade das técnicas
reprodutivas envolve um médico veterinario, com conhecimento anatémico e
fisiolégico, para ter garantias de aumento na produtividade nas propriedades
(REGHIM, 2021).

Na espécie equina, a transferéncia de embriées tornou-se um procedimento
amplo na industria, onde a égua concebe um embrido e este é doado e transferido
ao Utero de outra égua (receptora). Essa técnica visa obter mais de um potro por
égua doadora por ano, ou deseja-se obter potros, porém o tutor ndo quer que a
mesma desenvolva a gestacdo por motivos como: competicbes, alto valor
econdmico e genético, potencial risco de vir a ébito durante a gestacao ou parto, ou
por outros problemas, como dano pélvico ou comportamento materno (SADURNI
ROCA, SERRANO PEREZ, 2020).

A transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT) classica é caracterizada
pela deposicdo do odcitos maduros e espermatozoides capacitados no oviduto. Ja
nos equinos, utiliza-se a GIFT modificada, onde transferem-se o0citos para o
oviduto da receptora inseminada. Desta forma, permite a fecundacao in vivo, com
espermatozoides capacitados naturalmente (PIMENTEL, CARNEIRO, 2008).

A Injecédo Intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) envolve a injecédo
de espermatozoide dentro do oodcito maturo, em metafase Il, que passam por um
processo de desnudamento, por meio de micromanipulador em microscopio
invertido. Aqueles odcitos que apresentarem o primeiro corpusculo polar aparente
serdo utilizados. Quando o embrido in vitro estiver no estagio de blastocisto, o
mesmo podera ser transferido via transcervical para o Utero da égua receptora
(CARRENO OROZCO, 2021).

A técnica ICSI tornou-se a mais viavel quando se fala em fecundagéo in vitro
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(FIV) de odcitos equinos, porém seus custos sdo elevados e necessita tanto de
equipamentos proprios quanto de méo de obra especializada. Apesar dessa
limitacdo, a técnica permitiu melhor compreensdo do processo embrionario bem
como da FIV na espécie, com protocolos cada vez mais acessiveis aos proprietarios
(PALHARES, GONZAGA, 2019).

O presente trabalho objetiva construir uma revisao de literatura sobre as
principais técnicas de reproducao assistida na espécie equina, focando em GIFT e
ICSI, desde a compreensdo da fisiologia reprodutiva e coleta dos materiais
biolégicos (odécitos e espermatozoides) até a transferéncia de odcitos e uma analise

comparativa entre as mesmas.
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2 METODOLOGIA

O procedimento técnico utilizado, para a construcdo do presente trabalho, foi
a pesquisa bibliografica por meio de consultas em livros de referéncia e bases
eletrbnicas de dados, como Google Académico, Scientic Electronic Library online
(SciELO), EBSCO host, e Biblioteca Virtual em Saude (BVS).

Como parametro de selecdo dos documentos, foram utilizados os
descritores: transferéncia de embrido em equinos; transferéncia de embrido por
GIFT em equinos; transferéncia de embrido por ICSI em equinos; biotécnicas
aplicadas em equinos; reproducao em equinos; fisiologia da reproducéo; vantagens
e desvantagens no uso de ICSI e GIFT em éguas.

O espaco temporal inicial foi dos ultimos cinco anos (2018-2022), porém, pela
maioria dos trabalhos serem compostos por trabalhos de concluséo de curso e a
histéria da descoberta das biotecnologias ser maior, esse intervalo foi ampliado,
sendo utilizado trabalhos de 2008 a 2022. Os idiomas utilizados foram inglés,

espanhol e portugués.
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3 DESENVOLVIMENTO

A equinocultura vem ganhando destaque, em didlogo intimo com o
crescimento da populacdo e do consumo mundial, levando a avangos no campo das
biotecnologias. Na Medicina Veterinaria, seu uso requer conhecimento técnico, bem
como conhecimento anatomofisioldgico da espécie que pretende atuar. Do ponto
de vista reprodutivo, os avancos biotecnoldgicos trouxeram técnicas que
aumentaram significativamente as taxas de prenhez, como a inseminacéo artificial,
a sexagem de sémen, a transferéncia (de odcitos e de embrides), a criopreservacéo
de embrides e a producao in vitro de embrides. Esses avanc¢os trouxeram beneficios
como a manutencao de égua de alto valor zootécnico, o comércio de seus embrides
(doadoras), sem interrupcdo de suas atividades esportivas, assim como o
“aproveitamento” de éguas inférteis ou de baixo valor genético (receptoras) para

gerar e cuidar dos filhotes a partir do nascimento (REGHIM, 2021).

3.1 Historico da biotécnicas da reproducao

O desenvolvimento das biotécnicas para fins reprodutivos iniciou-se na
Escola de Agricultura de Cambridge (Inglaterra), por volta do século 19. Os estudos

geraram quatro geragdes:

“(1) a inseminagéao artificial (IA), a congelagdo de gametas e embrides, (2) a multipla
ovulacdo e a transferéncia de embrides (MOET) (producdo in vivo de embrides); (3) a
producédo in vitro (PIV) de embrides. [...] A quarta geracdo abrange processos menos
eficientes e ainda, pode-se considerar, experimentais, que compreendem a clonagem por
transferéncia nuclear (TN), a engenharia genética, incluindo a transgenia, a edicao gendmica
e a biologia das células-tronco.” (RODRIGUES, BERTOLINI, 2018).

O uso da transferéncia de embrides (TE) teve seu inicio em meados de 1891,
com sucesso em coelhos, pela Universidade de Cambridge (Inglaterra). A partir dai,
outras espécies passaram a se beneficiar da técnica. Nos equinos, o sucesso foi na
Inglaterra, em 1972, por uma técnica cirdrgica, enquanto os pesquisadores Oguri e
Tsutsumi conseguiram fazer a colheira, mas sem concepgéo confirmada. Em 1974,
Oguri e Tsutsumi transferiram os embrides pelo método n&o cirdrgico transcervical
e conseguiram uma taxa de sucesso de 40% para concepc¢des (CARNEIRO, 2016).

No Brasil, seu uso foi descrito apenas em 1987, ap0s autorizacao de uso pela
Associacao Brasileira do Cavalo Mangalarga Marchador, pelo médico veterinario
Joao Junqueira Fleury, que obteve sucesso tanto por método cirargico, quanto pelo
nao cirdrgico (CARNEIRO, 2016; REGHIM, 2021).

A transferéncia de odécitos (TO) foi desenvolvida para fins de uso clinico e de
pesquisa em éguas inférteis, onde o primeiro relato de sucesso foi obtido por
Carnevale e Ginther em 1995. A transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT) foi
realizada por Carnevale e colaboradores em 2000, depositando o sémen e o odcito
no oviduto da fémea receptora, de forma simultanea. A fertilizacao in vitro (FIV) n&o

foi bem sucedida na espécie equina, acreditando-se que isso se deve a fatores de
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maturacdo do espermatozoide. Dessa forma, faz-se uso do GIFT e da injecéo
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI). Nesta dUdltima, 0s sucessos
documentados, de ICSI em odcitos maturados in vitro, foram documentados por
varios pesquisadores, desde 1996, por Squire e colaboradores. Desde entéo,
estuda-se as taxas de sucesso para tipos de amostras de sémen (fresco, resfriado

e congelado), bem como sua clivagem (CARNEIRO, 2016).

3.2 Foliculogénese

Por definicdo, o ciclo estral é o intervalo entre duas ovulagdes, de forma
consecutiva, com duracdo média entre 21 e 24 dias. O ciclo estral das éguas é do
tipo poliéstrico sazonal, ou seja, quando h& estro em estacdes reprodutivas, cuja
época apresenta fotoperiodo positivo (primavera e verdo). Assim, com uma maior
incidéncia solar, ocorrem ciclos ovulatorios sucessivos dentro do periodo médio,
sendo considerados animais reprodutores de “dias longos” (BETTENCOURT et al,
2018).

De acordo com as fases estrais, em equinos nao existem proestro e
metaestro bem delimitados, fazendo com que se admita apenas as fases de diestro
e estro. No diestro, ou fase lutea, pode-se identificar o corpo lateo (CL), que
produzem a progesterona pos-ovulagéo (entre 5 e 6 dias), onde a fémea nao aceita
0 macho e o trato reprodutivo esta se preparando para uma futura prenhez. Ja na
fase estral, ou folicular, nota-se a presenca de um foliculo dominante no ovario, com
elevados niveis de estrégeno sendo liberado. A fémea, nesse momento, apresenta
interesse pelo garanhdo, edema uterino e preparacdo do trato reprodutivo para a
copula (MACIEL, 2020).

Do ponto de vista hormonal, a GnRH (fator de liberacdo de gonadotrofinas)
é liberada pelo hipotalamo, por pulsos, que estimulam a liberagcdo dos hormdnios
foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), pela adenohipéfise na corrente
sanguinea, onde os niveis de FSH se elevam duas vezes (figura 1). Em éguas,
existem dois tipos de ondas foliculares, as ondas maiores (preseng¢a de um foliculo
dominante e outros subordinados) e as ondas menores (o maior foliculo gerado néo
atinge o diametro de um foliculo dominante), variando entre as racas. Como
exemplo, os Quarto de Milha costumam apresentar uma unica onde folicular
principal, no final do diestro, que culminara com o estro e a ovulacdo. Ja os Puro
Sangue Inglés apresentam uma onda secundaria no inicio do diestro, onde o foliculo

dominante pode ou néo ovular (REGHIM, 2021).
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Figura 1. Regulacdo hormonal do ciclo estral (BETTENCOURT et al, 2018).

Os niveis de FSH comecam a diminuir pela acdo da inibina e do estradiol,
que sdo secretados pelas células da granulosa dos foliculos. O estradiol inibe a
secrecdo de GnRH (hipotalamo), reduzindo a secrecéo de FSH, enquanto a inibina
blogueia o FSH. Ou seja, os foliculos maiores tenderédo a secretar maiores niveis
de inibina e estradiol, realizando o feedback negativo para FSH, resultando em
atresia de foliculos menores dependentes do FSH para seu crescimento. Ja os
foliculos grandes precisardo mais de LH, que eleva seus niveis a partir do estradiol
do foliculo dominante. Nesse momento a liberacdo de GnRH estimula mais ainda a
liberacdo de LH para maturar o foliculo e o odécito, finalizando com a ovulacéo. Vale
salientar que o pico de LH é atingido 24 horas ap6s a ovulacao, diminuindo
gradativamente no decorrer dos dias (MACIEL, 2020; REGHIM, 2021).

Com o aumento dos niveis de progesterona e de LH, o nivel de estradiol faz
um feedback positivo, levando a um pico de LH e posterior ovulacdo. Caso nao
ocorra a fecundacao, por falhas na concepcdo ou na sinalizagcdo do concepto, 0
organismo inicia o processo de lutedlise, onde o endométrio produz e libera
prostaglandinas alfa (PGF2alfa) para involuir o corpo liteo, enquanto ocorre o
aumento dos niveis de FSH da onda folicular subsequente (MACIEL, 2020).

Os odcitos e sua producao iniciam pela formacdo das células germinativas
primordiais (CGPs), que migraram para as futuras gonadas, colonizando-as. Esse
processo, do ponto de vista embrioldgico, dura entre o dia 50 e o dia 150-160 de
gestagcdo, cuja origem celular vem do mesoderma extraembrionario. Ja 0s
processos migratorio e proliferativo vém do endoderma do saco vitelino
(CARNEIRO, 2018b).

Os o0citos primarios, rodeados pelas células da granulosa, séao
desenvolvidos a partir de diferenciacdo das oogoénias (em proéfase I) por meiose,

gue retomaram suas divisdes durante a ovulacéo (puberdade). Esse retorno se deve
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ao estimulo do LH, que matura o nucleo do odcito e leva ao estagio de metafase Il
(od6cito secundario) pouco antes do processo ovulatorios. Uma particularidade dos
equinos é a mudanca estrutural da zona peltucida (ZP), com formacdo de
glicoproteinas (ZP1, ZP2, ZP3) e posterior enrijecimento (CARNEIRO, 2018b).

O foliculo € a unidade morfofuncional do ovério, composto por odcito e
células somaticas (granulosa e tecais), com funcdes enddcrina e exocrina,
permitindo a viabilidade do odcito até sua maturacéo e o processo de ovulacao em
si. Os foliculos primordiais (préfase 1) ficam latentes até a puberdade, quando
sofrem acdes hormonais (gonadotrofinas pituitdrias e esteroides ovarianos),
passando para foliculos primarios e secundarios (FIGUEIREDO et al, 2008).

Sua classificacao é dividida em foliculos pré-antrais (ou ndo cavitarios) e
antrais (ou cavitarios). Na fase pré-antral, ocorre a ativacao do foliculo primordial
(fig. 2-A), que segue para o foliculo primario (fig. 2-B), com células da granulosa em
formato cuboide. No foliculo secundario (fig. 2-C), nota-se a presenca de novas
camadas celulares, que evolui gradativamente para o foliculo antral (fig. 2-D), com
presenca de um antro, ZP, diferenciacdo das células da teca (membrana basal) e
da granulosa (cumulus) e uma parede celular em torno do odcito com retorno do
processo meiotico (FIGUEIREDO et al, 2008; CARNEIRO, 2018b; MARCIEL, 2022).

Figura 2. Fases do desenvolvimento folicular da espécie bovina: foliculo primordial (A), foliculo
priméario (B), foliculo secundério (C) e foliculo terciario (C). A=antro; G=células da granulosa;
N=nucleo; O=0dcito. (FIGUEIREDO et al, 2008).
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3.3 Maturacédo Ovocitaria e Ovulagéo

A maturacao do odcito esté diretamente relacionada a capacidade do mesmo
em retornar a meiose e clivagem, ser fertilizado, com sobrevivéncia embrionéria,
manutencdo da prenhez gerando um embrido viavel e um filhote saudavel. Assim
como o0 sucesso da biotécnicas esta relacionado a capacitacdo do odcito. Tais
habilidades envolvem a configuracdo da cromatina na vesicula germinativa, a
morfologia do cumulus oophorus, a viabilidade e ao tamanho do foliculo, assim
como maturacdo do nucleo e do citoplasma de forma simultanea. Infelizmente,
ainda néo foram determinados métodos de avaliacdo da maturacéo (citoplasmatica,
molecular e epigenética), restando a fecundacédo e o desenvolvimento do embrido
(in vivo ou in vitro) (MACIEL, 2020).

Em equinos, a maturacéo do odcito esté relacionada a presenca de cumulus
expandido, em comparacao aos de cumulus compacto, com taxas de sucesso de
60% e de 51%, respectivamente. Acredita-se que se deve a velocidade de
desenvolvimento (24 horas e 36 horas, respectivamente), assim como as
caracteristicas do local de desenvolvimento (foliculos de até 20 mm apresentam
cumulus compacto e reduzida retomada a meiose). Agora, do ponto de vista da
fertilizacdo in vitro (FIV), tanto os o6citos com cumulus expandido quanto compacto,
ambos apresentaram a mesma habilidade de desenvolvimento embrionario ao
estagio de blastocisto (MACIEL, 2020).

Do ponto de vista pratico, a avaliacdo do corpo luteo auxilia na identificacéo
aproximada do dia da ovulacdo e o grau de funcionalidade do mesmo, para
determinar a fase de estro da égua.

Sabe-se que o CL apresenta variagbes morfofuncionais dentro de um ciclo
estral, o que leva a necessidade de acompanhamento da fémea para diferenciacéo
de um CL normal ou um foliculo hemorragico. A principal diferenca entre as duas
situacdes esta na avaliacdo do sangue presente na cavidade do CL (figura 3), onde,
em caso de normalidade, o sangue coagula rapido (12-20) com presenca de fibrina,
enquanto no foliculo hemorragico, o sangue nao coagula antes de 48h, por
apresentar substancias anticoagulantes semelhantes a heparina. Outro aspecto é o
tamanho, onde os foliculos hemorragicos sdo maiores que o foliculo pré-ovulatorio.
O terceiro caso é o CL solido, sem a cavidade central (CUERVO-ARANGO, 2018).



Figura 3. CL normal de 72h de idade, com hemorragia pés ovulatéria (esquerda); foliculo
hemorragico patoldgico 72h apoés inicio da hemorragia folicular (centro); CL sélido (direita)
(CUERVO-ARANGO, 2018).

O uso de ultrassonografia, de modo Doppler, auxilia na avaliacdo, tanto
morfolégico quanto funcional, pois, a partir desses determinantes, o profissional
podera avaliar a necessidade de uso de PGF2alfa ou progesterona. No caso de
égua prenha, a manutencado de progestagenos, com avaliacdo do sinal Doppler,
permite visualizar o grau de funcionalidade e se precisa manter ou suspender o
tratamento, comum em éguas receptoras em transicdo (mesmo prenhas, podem
produzir ovulacdes e CL primérios e secundarios) (CUERVO-ARANGO, 2018).

3.4 Fertilizac&o e Clivagem

O desenvolvimento do embrido inicia a partir da fertilizagcdo do odécito pelo
espermatozoide, com formacdo do zigoto (figura 4), onde este Ultimo passa por
divisbes celulares (clivagens), diferenciando-se de acordo com o estagio

embrionario e aumentando seu numero celular (blastobmeros) (REGHIM, 2018).

Ty, i Blastula
S, Zigoto
g AR

Morula

Figura 4. Clivagens (FRANDSON, WILKE, FAILS, 2014, APUD REGHIM, 2018).
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O primeiro aglomerado celular é chamado de morula, que continua seu
desenvolvimento enquanto segue em direcdo do Utero. Quando se forma uma
cavidade central (blastocele), com nova organizacdo celular, o embrido recebe o
nome de blastula (figura 4). A blastula € uma camada de células (trofoblasto) que
envolve a blastocele, onde um local interno vai se desenvolver em uma massa
celular, chegando a se tornar o corpo do embrido. O trofoblasto dara origem a
tecidos extraembrionarios, como a placenta, enquanto o epiblasto sera o embriéo.
J& a cavidade dorsal do epiblasto resultara na cavidade amniética. O epiblasto se
dividira em ectoderma e endoderma, desenvolvendo os tecidos béasicos do animal,
seguindo para a gastrulacdo (REGHIM, 2018).
Para fins reprodutivos, o lavado uterino devera ser feito entre os dias 6 e 8
apos a ovulacéo, visto que o embrido se direciona até o Utero entre os dias 5 e 6
apos a ovulagdo. Sugere-se que esse lavado seja no 8° dia, pois o tamanho do

embrido permite seu manuseio sem maiores riscos de perda (REGHIM, 2018).

3.5 Coleta e obtencao de odcitos

A coleta dos odcitos é por uma técnica chamada de aspiracao folicular (ocum
pick-up), sendo considerada n&o invasiva, pois aspira os foliculos pre-ovulatérios
ou imaturos das doadoras, para serem induzidas a maturacao in vivo. Existem casos
de coletar os o0citos em éguas sacrificadas em matadouros e na superovulacéo de
doadoras (por estimulos hormonais), porém ocorrem fatores sobre a variabilidade
do tempo da coleta até o laboratério e o insucesso da superovulacdo, do ponto de
vista comercial (MARQUES, 2022).

3.6 Maturacéo in vitro de oocitos

A maturacdo nuclear e citoplasmatica é fundamental para o processo de
fertilizacdo, indo da meiose até o estagio de metafase Il. Os protocolos para a
maturacdo de odcitos equinos envolvem o uso de LH, FSH e estradiol, por serem
0os mesmos hormoénios envolvidos no processo in vivo. Alguns casos, pode-se
adicionar células somaticas, como fator de melhoria das taxas de meiose até a
metéfase Il. Apds o periodo de 30 horas de incubacgéo (39°C e 5% de CO2), os
oocitos sao reclassificados em imaturos (na metafase | ou vesicula germinal),
maturos (metafase Il) ou degenerados. Deve-se atentar para 0s 00citos que
apresentarem o primeiro corpusculo polar aparente, para ser utilizada na técnica de
ICSI (MARQUES, p. 2022).

Quando os odcitos sdo coletados dos ovarios, as células do cumulus estéo
intactas (compactas ou expandidas). Entretanto, na espécie equina, 0s 06citos com
cumulus expandido apresentam uma taxa de maturacao bastante elevada quando
comparado com cumulus compacto. Existe uma teoria de que odécitos compactos

advém de foliculos pequenos, pois percebeu-se que a competéncia em realizar a
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meiose esta presente em foliculos com tamanho acima de 20 mm de diametro
(CARNEIRO, 20186).

Durante a maturacao nuclear e citoplasmatica, onde o gameta estara pronto
para realizar a fertilizagdo e clivagens celulares, os odcitos iniciam modificagdes
estruturais e bioldgicas para permitir a fertilizacdo, como a redistribuicdo das
organelas celulares (granulos corticais, mitocéndrias, complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico). Tais modificacbes permitem a penetracdo e a descondensacéo
do material genético do espermatozoide, a formagdo de pré-nicleos e o
desenvolvimento embrionério, cuja avaliagdo da maturacao se da pela coloracdo da
cromatina. Em equinos, existe a auséncia de maiores estudos, especialmente com
FIV, porém, iniciou-se um estudo sobre a clivagem partenogenética para verificar o
padrdao de distribuicdo dos granulos corticais durante o processo de maturacao,
demonstrando que esse processo a nivel celular ocorre normalmente (CARNEIRO,
2016).

3.7 Fertilizaco in vitro de oocitos

A fertilizacdo in vitro, para a espécie equina, ndo apresenta sucesso
satisfatorio, onde até o momento dois embrides foram bem sucedidos, cujos odécitos
foram coletados de foliculos pré-ovulatérios. Outro fator € a presenca de poucas
unidades de abatedouro de equinos, levando a variacdo de tempo de coleta dos
ovarios e dos odocitos viaveis (CARNEIRO, 2016).

3.8 Transferéncia de 6ocitos

A transferéncia de odcitos é definida como o depdsito de oécitos maturos, no
oviduto da receptora, onde esta foi previamente inseminada, para capacitar os
espermatozoides in vivo. Desta forma, a fertilizacdo, o desenvolvimento do embrido
e, consequentemente, do feto ocorrerdo no interior da receptora. O foco dessa
técnica de reproducdo assistida é elevar a taxa de prenhez em éguas consideradas
inférteis. A receptora pode ser ciclica ou ndo, pois estudos de Carnevale et al (2005)

apontam mesma taxa para ambos os casos (CARNEIRO, 2016).

3.9 Selecdo e manejo da égua doadora e receptora

Com objetivo de obter um maior numero de descendentes, de reprodutores
com alto valor zootécnica, a transferéncia de embrides possibilita a obtencdo de
filhotes sem alterar a vida esportiva da égua doadora, possibilita melhor qualidade
de vida para éguas em idade avancgada e/ou com alteragBes anatdbmicas uterinas.

As doadoras de embrides sdo selecionadas a partir de caracteristicas
desejaveis, como morfologia, desempenho funcional, aptidao reprodutiva e raca de

interesse. Isso € bastante util quando se obtém filhotes com comprovado valor de
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mercado, pelo seu desempenho funcional, a partir de doadoras cada vez mais
velhas. Ja nas doadoras jovens, se faz crucial unir manejo reprodutivo e o
treinamento (MALSCHITZKY, 2018).

Associado a isso, é importante observar a idade, o estado de saude, o
histérico reprodutivo e suas condi¢cdes. A selecdo leva em conta os sinais de estro
e 0 exame fisico na genitalia, como vulva, vestibulo vaginal e cervical. Eguas de alto
valor genético, que leve a filhotes com potencial zootécnico desejado, sdo também
selecionas, justificando exames prévios sobre sua resposta fisiolégica aos
procedimentos necessarios para realizar a TE (CARRENO OROZCO, 2021).

Doadoras de alto valor zootécnico recebem melhores condi¢cdes ambientais,
como alojamento e alimentacdo, pois influenciam no ciclo estral e no
desenvolvimento de foliculos ndo ovulatérios. Isso vale para éguas para esporte,
onde os treinamentos reduzem os niveis de LH, aumentam os niveis de cortisol e
ampliam os intervalos entre as ovulacfes, 0 que leva a um menor numero de
embrides recuperados (MALSCHITZKY, 2018).

Em estudos de Ball e colaboradores, de 1993, descritos por Malschitzky
(2018), as taxas de fecundacao independem da idade da doadora, porém embrides
coletados com quatro dias dessas fémeas revelou uma perda gestacional elevada,
comparada as éguas mais jovens ou que nunca gestaram, mesmo com uso da TE.
Isso sugere que é importante ter condicbes uterinas prévias que influenciam na
conducao da gestacao.

Quando se realiza o procedimento reprodutivo em campo, deve-se observar
tanto a doadora quanto a receptora, com ultrassom transretal de forma frequente
para determinar os dias de interesse dentro do ciclo estral, como ovulagédo e o uso
de medicamentos e horménios exdgenos para manipulacdo do ciclo estral. E
necessario o conhecimento sobre os elementos hormonais e suas aplicacdes,
desde estrégenos (para sincronizacdo do cio), progestagenos (manutencdo da
gestacdo), até oxitocina (contracdes e limpeza uterina) e prostaglandinas (regresso
natural do CL) (CARRENO OROZCO, 2021).

A selecéo e o manejo das receptoras sao fatores de impacto no sucesso da
TE, visando a eficiéncia com menor custo. Para tanto, a sele¢cdo envolve
caracteristicas desejaveis presentes no aparato reprodutivo, associado a auséncia
de parasitas, boas condi¢cdes nutricionais, 6timo estado de saude e idade jovem,
entre 3 e 12 anos, que ja tenha parido (pelo menos um filhote). Para a TE, as
caracteristicas uterinas e 0s niveis hormonais devem estar préximos aos da
doadora, isso influencia a taxa de sucesso gestacional, visto que, a ovulacao da
receptora pode ocorrer um dia antes e até trés dias depois, quando comparada a
doadora (CARNEIRO, 2018a; CARRENO OROZCO, 2021).

Carneiro (2018a) lista e detalha os critérios considerados basicos para
selecdo de receptoras, baseado nas caracteristicas locais e no Brasil, como
“temperamento, idade, habilidade materna, ciclo estral normal e auséncia de

problemas reprodutivos.
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O temperamento interfere na capacidade de manejo, dai sugere-se evitar
introducdo de novas receptoras ao plantel, bem como éguas mansas bem
adaptadas ao manejo e ao local. Os equinos criam hierarquias, o que dificulta a
reorganizacdo, quebrando a rotina e elevando os niveis de estresse. Deve-se
identificar e descartar éguas de temperamento agressivo (com outras fémeas e
filhotes), incorrendo em riscos de seguranca, bem como liberacdo de
prostaglandinas, diminuindo nas taxas de prenhez (LOPES, 2015).

A idade da receptora, como citado anteriormente, € outro fator para o
sucesso da gestacdo, pois 0 avanco da idade leva a degeneracdo endometrial,
comprometendo a manutencao gestacional. Sugere-se animais entre 3 e 10 anos,
pois, acima de 10, notam-se alteracGes degenerativas endometriais (endometrites,
endometrioses, alteracdes vasculares), impossibilitando o aporte hormonal e a
drenagem linfatica de forma eficiente. A posicao do Utero se projeta para a cavidade
abdominal, dificultando a drenagem dos liquidos uterinos, assim como altera-se a
conformacdo da genitalia interna e externa. Apesar de éguas jovens (3-4 anos)
apresentarem boas taxas de prenhez, muitas vezes nao possuem a habilidade
materna, acarretando em problemas durante o parto e nos cuidados ao neonato
(LOPES, 2015; CARNEIRO, 2018a).

As caracteristicas reprodutivas desejaveis envolvem uma cérvix integra, com
tamanho e tonus dentro da normalidade, com auséncia de anormalidades
reprodutivas (como fluidos uterino, cistos uterinos, tumores e presenca de debris
uterinos). Quando deseja-se adquirir novas receptoras, deve-se realizar exame
reprodutivo completo, com exame de competéncia cervical, aspecto e integridade
dos genitais externos, exames laboratoriais (citologia e biépsia), palpacdo e
ultrassonografia. Sugere-se que as éguas devem ser examinadas no dia 5 pés
ovulacdo, atentando-se para a similaridade ciclicas entre doadora e receptora, bem
como ao fotoperiodo (caso precise utilizar de forma artificial) (LOPES, 2015;
CARNEIRO, 2018a; CARRENO OROZCO, 2021).

O ambiente da tuba uterina é fundamental para um bom desenvolvimento do
embrido, por produzir e secretar substancias nutritivas para o embrido durante seu
transito para o Utero. Em contrapartida, deve-se atentar ao excesso de
prostaglandinas, diretamente relacionada a manipulacdo do colo uterino, bem como
0s niveis de estroégenos, que leva ao aparecimento do maior niumero de receptores
para progesterona e controla a secre¢éo do oviduto. A tolerancia imunoldgica, em
relacdo ao embrido e a placenta, envolve controle hormonal tanto da mée quanto
do embrido, como os esteroides sexuais, estrégeno e prostaglandina embrionaria
(MALSCHITZKY, 2018).

Para o sucesso das taxas de prenhez, se faz necessario observar todos 0s
fatores relevantes que envolvam a doadora, a receptora e o desenvolvimento fetal.
A sincronia entre embrido e Utero é fundamental, pois em desacordo, o embrido
podera receber hormonios e fatores de crescimento discrepantes, afetando tanto o

estabelecimento com o desenvolvimento da gestacdo. O uso de ultrassonografia
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Doppler € um fator interessante na avaliacdo das condi¢Bes uterinas (antes da TE)
e na deteccédo gestacional (ap6s TE), como no caso da avaliacdo morfoecogénica
do utero, o aspecto tubular e a homogeneidade. Alguns sinais de impossibilidade
de realizar a TE séo a cérvix fechada e firme, o ténus uterino elevado, a detec¢éo
de dobras endometriais ou secrec¢des uterinas (CARNEIRO, 2018a).

3.10 Transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT)

A transferéncia intrafalopiana de gametas € uma técnica onde se transferem
0s espermatozoides e o o6citos maduros diretamente no oviduto da égua receptora.
Por depositar os espermatozoides proximo ao local de fecundagéo, esta técnica tem
alto potencial em situacdes onde existe um numero baixo de espermatozoides,
como nos casos de garanhdes subférteis, sémen congelado e sémen sexado
(SARDUNI ROCA, SERRANO PEREZ, 2020).

Carneiro (2016) acrescentam que a deposicao é de forma cirirgica, onde os
espermatozoides sédo capacitados no préprio oviduto da receptora, acrescido do
oocito maturo. A primeira técnica GIFT, realizada por Carnevale et al (2000, apud
CARNEIRO, 2016), depositava tanto 0 sémen quanto o od4cito no oviduto.

Couto e Valle (2013) afirmam que o processo técnico na realizacao da GIFT
€ a mesma da transferéncia de odcitos, cuja diferenca se encontra na inser¢cao dos
espermatozoides no mesmo meio de cultura dos odcitos, cinco minutos antes da
transferéncia, depois alocados em pipeta para introducdo no infundibulo tubario e
deposicao na ampola.

Nesta técnica, existem problemas relacionados a maturagéo do odcito in vitro
e in vivo, o que leva a melhores resultados quando utilizados foliculos pré-
ovulatorios. A vantagem da técnica, em comparacao a outras, € que a fecundacéao
ocorre em ambiente mais adequado, porém, pela popularizacéo da técnica de ICSI,
a técnica GIFT tornou-se menos selecionada (SARDUNI ROCA, SERRANO
PEREZ, 2020). Outro fator é na existéncia de poucos espermatozoides moveis (2 a
5 x10°), com taxa de desenvolvimento embrionario entre 27% e 82%. Salienta-se
gue a taxa de sucesso esta diretamente relacionada com o sémen utilizado, onde
sémens congelados ou resfriados apresentam menor valor quando comparado ao
sémen fresco (CARNEIRO, 2016).

3.11 Injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI)

A injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) no odcito é uma
técnica de FIV, onde o esperma € injetado no interior o oécito em metafase II,
envolvendo a penetracdo através da ZP e membrana citoplasmatica, a aspiracéo
da membrana para provocar sua ruptura e a inje¢cdo do espermatozoide no
citoplasma, por meio de uma micropipeta biselada (PENA et al, 2019).

Em equinos, a ICSI convencional ndo é aplicada, pois provavelmente o nivel
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de maturagéo inadequada do espermatozoide dificulta a sua penetragao pela ZP in
vitro, diferente de uma fertilizac&o in vivo, onde o oviduto e as secre¢des da fémea
regulam a interacdo entre os gametas. Para tanto, notou-se que a FIV de odcitos
maduros ndo tem sucesso, quando comparados a odécitos maduros in vitro e
transferidos a égua receptora previamente inseminada, com taxas de sucesso
préximos as de ovulacdes espontaneas. Desta forma, sugere-se que a capacitacao
espermatica necessita de alguns fatores presentes no oviduto para que penetrem a
ZP e, consequentemente, atinjam o oécito (SADURNI ROCA, SERRANO PEREZ,
2020).

Em laboratério, os odcitos sdo incubados para iniciarem e completarem sua
maturacao, atentando-se aos aditivos, pH, osmolaridade e condi¢cdes de cultivo. Sua
maturacéo ocorre de 24 a 28 horas apo6s ser desnudado o cumulus e 0s odcitos que
apresentarem corpo polar sdo os escolhidos. O sémen congelado pode ser utilizado,
de acordo com sua avaliacdo espermatica apos o descongelamento, como a
motilidade, sendo preparados por lavado direto, gradiente de densidade ou
centrifugacéo (SALGADO et al, 2018).

A ICSI ocorre em um microscoépio invertido, com micromanipulacao (fig. 5),
podendo ser com pipeta convencional ou com pipeta piezoelétrica. Nao houve
diferenca significativa entre as taxas de blastocisto, porém a taxa de nucleo
fragmentado foi maior no uso de pipeta piezoelétrica (fig. 6). A motilidade
espermatica ocorre em solugéo polivinilpirrolidona (de 7% a 10%), com morfologia
normal. A membrana plasmatica rompe com a manipulacdo da pipeta de injecéo,
sendo introduzidos no odcito (SALGADO et al, 2018).

Figura 5. Injec&o intracitoplasmatica, na espécie equina, da Universidade do Estado do
Colorado (SADURNI ROCA, SERRANO PEREZ, 2020).
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Figura 6. Blastocisto equino produzido, in vitro, apds o uso de ICSI convencional (A, B) e
Piezoelétrico (C, D) (SALGADO et al, 2018).

O laboratério pode ter posse de éguas receptoras ou enviar embrides para
profissionais, considerando-se que o blastocisto produzido in vitro, independente do
dia do cultivo, sdo semelhantes aos recuperados in vivo do dia 6, devendo ser
transferido para éguas entre 0 4° e 0 6° dia de ovulacdo. Quanto aos filhotes, carece
de maiores estudos sobre a saude geral, porém, uma pesquisa nhdo encontrou

diferenca entre filhotes por concepc¢ao natural e por ICSI (SALGADO et al, 2018).

3.12 Andlise comparativa entre técnicas

A TE € um procedimento considerado facil, onde as principais dificuldades se
encontram no manejo, que deve ser organizado, e na sincronizacdo das fémeas.
Em contrapartida, as vantagens envolvem a precocidade da vida reprodutiva da
fémea, com maximizacdo comercial de equinos com potencial genético de
interesse, assim como éguas de idade avancada ou com problemas no aparelho
reprodutor (NEVES et al., 2021).

A técnica de GIFT possui como vantagem o uso de baixas quantidade de
espermatozoides moéveis (2-5 x108), com taxas embrionarias entre 27-82%, que
variam também de acordo com o sémen utilizado, onde os congelados ou resfriados

diminuem quando comparados sémen fresco (CARNEIRO, 2016).
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A técnica ICSI é viavel para FIV e para producdo in vitro de embrides (PIVE),
trazendo como vantagens seu uso em garanhdes com baixa producdo seminal ou
baixa qualidade, quando submetidos a monta natural ou a IA. A recuperacao de
oocitos e a puncdo de espermatozoide de cauda de epididimo post mortem
permitem a geracdo de progénies, nos casos de reprodutores de alto valor genético
gue chegam a o6bito. Outro fator é a otimizacdo das doses de sémen congelado,
melhoria do manejo em éguas de competicdo, bem como a possibilidade de utilizar
fémeas consideradas inférteis para gerar embrides. Ou ainda no caso de animais
com problemas reprodutivos, que impossibilitem tanto a monta natural quanto a
gestacao, se analisar a anatomia dos reprodutores e receptores (MARQUES, 2022).
Como desvantagens, faz-se necessario profissionais especializados com
equipamentos de alto valor aquisitivo, pois o procedimento de OPU (Ovum pickup)
€ invasivo com riscos de les@es e infec¢des durante 0 mesmo. Outro fator limitante
€ a baixa taxa de desenvolvimento de blastocisto, mesmo em presenca de altas
taxas de clivagem em oécitos maturados in vitro receptores (PALHARES,
GONZAGA, 2019; MARQUES, 2022).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As biotécnicas utilizadas em reproducdo de equinos passaram a torna-se
rotina, bem como seus avancos ao longo dos anos trouxeram diversos beneficios,
apesar de requerer maiores estudos sobre as etapas de desenvolvimento dos
embrides e as capacitacdes espermaticas.

Fatores intrinsecos e extrinsecos aos reprodutores utilizados, bem como as
doadoras e receptoras devem ser bem avaliados para minimizar seus impactos na
geracdo de embrides. As técnicas vieram para auxiliar em diversos casos, seja
gquando a égua doadora é competidora, ou em éguas consideradas inférteis
poderem gerar filhotes, bem como aquelas que possuem problemas reprodutivos.

Cada biotécnica apresenta vantagens e desvantagens, mas nota-se um
destaque para seus beneficios, assim como a sobreposicdo da técnica ICSI, onde
permite-se a otimizacédo de sémens de alto valor genético.

As dificuldades para a realizacdo da pesquisa envolvem escasso material de
qualidade cientifica, bem como o acesso aos mesmos. Mas ndo impossibilita a
compreensao da evolucdo, dos procedimentos técnicos, bem como a inferéncia das
taxas de sucesso.

Assim, com o0s eventos e estudos sobre as técnicas, elucidando os
procedimentos e o desenvolvimento dos embrifes, é possivel determinar a melhoria

das taxas reprodutivas de uma propriedade, bem como maximizar seus beneficios.
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