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RESUMO

A reprodugdo equina vem avangando nos ultimos anos com o desenvolvimento e
aprimoramento de biotécnicas, permitindo aumentar a eficiéncia reprodutiva de
animais com alto valor zootécnico. Em relagdo a produgéo in vitro de embrides, a
espécie equina apresenta uma importante limitacdo, quando comparada as outras
espécies domésticas, principalmente na etapa da fertilizagao in vitro (FIV), onde os
resultados sao limitados e sua eficiéncia ainda € testada, sendo a injegao
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) a biotecnologia de escolha. Dessa
forma, o presente trabalho objetiva formas de aumentar a eficiéncia da técnica com
foco na aspiragdo folicular. Os odcitos foram separados em grupos conforme
tamanho do foliculo aspirado (grupo 1: <10mm; grupo 2: 10-20mm; grupo 3:
20-30mm; grupo 4: >30mm) e foram submetidos a todos os processos da ICSI até
avaliacdo embrionaria pré transferéncia. A taxa de recuperagdo oocitaria foi de
68,8% grupo 1, 57,69% para o grupo 2, 66,6% para o grupo 3 e 0 para grupo 4. A
melhor taxa de maturacédo foi do grupo 3 (100%) e o grupo 1 apresentou
degenerados e imaturos em maior quantidade (42,5%). A avaliagéo de clivados e
embrides aptos para transferéncia teve melhores resultados com odcitos do grupo 3
mas o baixo “n” dificultou a precisdo dos achados.

Palavras-chave: ICSI, embrido, clivagem.



ABSTRACT

Equine reproduction has been advancing in recent years with the development and
improvement of biotechniques, allowing to increase the reproductive efficiency of
animals with high zootechnical value. In relation to the in vitro production of embryos,
the equine species presents an important limitation, when compared to other
domestic species, mainly in the in vitro fertilization (IVF) stage, where the results are
limited and its efficiency is still being tested, being the injection intracytoplasmic
spermatozoa (ICSI) the biotechnology of choice. Thus, the present work aims at
ways to increase the efficiency of the technique with a focus on follicular aspiration.
The oocytes were separated into groups according to the size of the aspirated follicle
(group 1: <10mm; group 2: 10-20mm; group 3: 20-30mm; group 4: >30mm) and
were submitted to all ICSI processes until embryonic evaluation pre transfer. The
oocyte recovery rate was 68.8% for group 1, 57.69% for group 2, 66.6% for group 3
and O for group 4. The best maturation rate was for group 3 (100%) and group 1 had
degenerated and immature in greater quantity (42.5%). The evaluation of cleaved
and transferable embryos had better results with oocytes from group 3, but the low
“n” hampered the precision of the findings.

Palavras-chave: ICSI; embryo; cleavage.
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1. INTRODUGAO

A fisiologia da reprodugdo possui variadas particularidades associadas as
espécies, seja pelas diferencas anatdémicas, processos e/ou substancias presentes
no trato reprodutivo que permitem a ocorréncia da fecundagao. As biotecnologias
reprodutivas buscam mimetizar de forma eficiente os acontecimentos fisioldgicos
que permitem a produgdo e desenvolvimento de embrides de diversas formas,
porém, mesmo com 0S avangos, existem algumas limitagbes, como no caso do uso
da fertilizagao in vitro (FIV) em equinos (HINRICHS, 2013).

O motivo da ineficiéncia da FIV em equinos ndo esta totalmente elucidado,
sendo que a principal teoria diz respeito a capacitagcado in vitro inadequada dos
espermatozoides equinos, mostrando a necessidade de substancias ou processos
que ocorrem no ftrato reprodutivo da fémea que ainda nao foram isolados
(LEEMANS et al. 2016). Ha também vertentes que defendem um endurecimento da
zona pelucida do odcito que impede a penetracdo do espermatozoide no meio in
vitro, envolvendo alteragdes que deixam de acontecer ou processos desencadeados
pelo ambiente fora do foliculo (HINRICHS et al. 2002; DELL'AQUILA et al. 1999).

Recentemente, Felix e colaboradores (2022) foram capazes de produzir 3
potros a partir da técnica convencional de FIV com adaptagcbes na fase de
capacitagao espermatica, com a pré incubacao dos espermatozdides em meio
especifico por 22 horas antes da coincubagdo com os odcitos. No entanto, a
injecdo intracitoplasmatica de espermatozdide (ICSl), segue sendo a técnica mais
utilizada pela sua maior aplicabilidade, principalmente pela possibilidade do uso de
semen congelado.

Considerando as dificuldades com a capacitacdo espermatica e
particularidades da parede oocitaria, a ICSI possibilita a produgcdo de embrides sem
a necessidade de um gameta masculino capaz de acessar o o00cito, ja que a
perfuracdo da zona pelucida é feita mecanicamente pelo micromanipulador. As
etapas da ICSI compreendem desde a aspiragdo dos foliculos da égua com o
auxilio de ultrassom (in vivo), a maturagao oocitaria, a inje¢cao do espermatozéide e
o cultivo até o desenvolvimento inicial do embrido, o qual é transferido a uma
receptora (LAZZARI et al. 2020).



A coleta in vivo, atualmente, é realizada principalmente pela aspiracao
aspiracado transvaginal guiada por ultrassom (CARNEVALE, 2004). A avaliagao
ultrassonografica ovariana permite a visualizagdo dos foliculos a serem aspirados e
acompanhamento do processo de aspiragao, ja que o tamanho folicular parece estar
relacionado com a eficiéncia do procedimento, conforme ja descrito (KANITZ et al.
1995; MEINTJES et al. 1995; DUCHAMPS et al. 1995). Hinrichs (1991) encontrou
uma relagéo entre o aumento do tamanho do foliculo e sua viabilidade, comparando
odcitos oriundos de diferentes tamanhos de foliculos, caracterizando-os a partir de
suas caracteristicas morfologicas, no entanto, ndo houve uma avaliacdo da
fertilidade desses odcitos, avaliando-se maturag&o ou clivagem.

Com isso, o presente trabalho tem como objetivo comparar diferentes
tamanhos de foliculos quanto ao desempenho dos oécitos na producéo in vitro de
embrides equinos, buscando analisar a eficiéncia da aspiracdo de foliculos com
didmetro menor que 10mm, entre 10 e 20mm, entre 20 e 30mm e maiores que

30mm.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas da espécie equina

2.1.1. Anatomia e particularidades ovario

A espécie equina possui como componentes do seu sistema reprodutor:
vulva, vagina, cérvix, utero (dividido em corpo e cornos), ovidutos direito e esquerdo
(divididos em infundibulo, ampola e istmo), ovarios direito e esquerdo.

Anatomicamente o ovario equino difere-se das outras espécies pois
apresenta uma inversdo entre as camadas medular e cortical (Fig.1). A porcao
parenquimatosa com a presenca dos foliculos esta na regido mais interna do ovario,
sendo recoberta por uma camada espessa de tecido conectivo intensamente
irrigada, a qual dificulta a visualizagdo e o acesso aos foliculos na pega anatédmica
(CURCIO,B.R. et al 2006; CARNEIRO et al. 2001). Além disso, o ovario equino
apresenta uma area de depressdo, chamada fossa da ovulacdo, onde ocorre a

ruptura do foliculo no momento da ovulagéo.

Nonequine

Surface
germinal
epithelium

Medulla }:

FIGURE 1.13. Diagrammatic comparison of relationships of cortical and medullary areas of ovaries in
equine and nonequine farm species. Adapted from (1122).

Figura 1: Ginther, 1992.
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21.2. Foliculogénese e o6genese

A formagdo dos odcitos nos mamiferos ocorre durante a gestagao e o seu
desenvolvimento finaliza-se ao longo da vida reprodutiva. Esse processo desde a
formagao do gameta até a sua ovulacao é chamado de foliculogénese e engloba os
processos de crescimento, maturacdo e dominancia de um foliculo. E de extrema
importancia entender a maneira que o desenvolvimento folicular ocorre para
identificar fases do ciclo estral e possibilitar a manipulagcdo conforme as
biotecnologias utilizadas.

A unidade funcional do ovario € o foliculo, que abriga o oécito e fornece todas
as condigdes ideais para o armazenamento, crescimento e maturagao dele ao longo
da vida da fémea, desde antes da puberdade (GORDON, 1994). As éguas, assim
como os outros mamiferos, apresentam milhares de foliculos ao nascimento, os
quais poderdo ovular ou entrar em atresia, sendo este o destino da grande maioria
(DOWNS, 1993; BECKERS et al. 1996).

A o0ogénese também possui suas etapas de desenvolvimento que
acompanham a foliculogénese, na qual, os foliculos inicialmente sdo constituidos de
um odécito primario circundado por uma pequena quantidade de células, sao
imaturos, ndo possuem antro e sao classificados como pré-antrais (que engloba as
fases primaria e secundaria - PIERSON, 1993). Os odcitos primordiais apresentam
uma pequena camada de células da granulosa que, durante o desenvolvimento
folicular, aumentam em quantidade e fortalecem suas ligagbes com o odcito,
aumentando a aderéncia (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

Apods o aparecimento do antro e o desenvolvimento das camadas da teca e
da granulosa, denominamos esse foliculo de antral (CURCIO, et al 2006; HAFEZ,
1995). Nessa fase de crescimento ocorre a secre¢cdo de uma membrana
glicoproteica que engloba o odcito formando uma espécie de revestimento, a zona
pelucida. Além de protecao, essa estrutura também permite a formacéao de ligagdes
mais fortes com as células da granulosa, formando jungbes gap entre elas e o
oocito, dando origem ao complexo cumulus-oophorus (CCO) (SOYAL, et al., 2000;
HAFEZ, 1995; ANDERSON & ALBERTINI, 1976).

Durante um ciclo da égua, varios foliculos antrais sdo recrutados, aumentam
de tamanho e amadurecem, no entanto, apenas um ou dois irdo assumir a

dominancia, levando o restante a atresia (GASTAL, et al 1997).
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Para que seja possivel ocorrer o desenvolvimento embrionario, € necessario
que o odcito sofra o processo de maturacéo, onde ira ocorrer alteracdes nucleares,
citoplasmaticas e o retorno da meiose até a fase de metafase |l
(LANDIM-ALVARENGA & MAZIERO, 2014). Dentre essas mudangas, ha uma
redistribuicdo das organelas celulares, como os granulos corticais (GC), complexo
de golgi, mitocéndrias, reticulo endoplasmatico (WASSARMAN & ALBERTINI, 1994)
e condensagao da cromatina. Além disso, ha a formagdo do primeiro corpusculo
polar, que é um dos critérios para identificar o o6cito que maturou da forma correta e
atingiu a metafase Il (CURCIO, et. al 2006; GRONDAHL, 1995).

2.1.3. Fisiologia reprodutiva

A sazonalidade reprodutiva nos equinos caracteriza esta espécie como
poliéstrica estacional de dias longos, ou seja, a ocorréncia de ciclos estrais depende
da luminosidade diaria (FREEDMAN, et. al 1979). Essa associa¢&o ocorre devido a
alteragdes hormonais influenciadas pela captagdo do estimulo luminoso pela
glandula pineal e produgcédo de melatonina, que afeta diretamente o eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal (ROCHA, et. al 2011).

A melatonina apresenta uma atividade de regulagdo da producédo de
Hormoénio Liberador de Gonadotrofina (GnRH), o qual é responsavel por estimular a
liberagdo de Horménio Foliculo Estimulante (FSH) e Hormdnio Luteinizante (LH).
Dessa forma, nos periodos do ano em que ha maior luminosidade diaria
(primavera-veréo), a produgdo de melatonina é reduzida e cessa a sua atividade
inibitéria sobre o GnRH, permitindo que o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
atue, liberando FSH e LH (SISK & FOSTER, 2004; MAULPAUX, et. al 1999). As
gonadotrofinas atuam diretamente no ovario, sendo o FSH responsavel pelo
recrutamento folicular e o LH pelo crescimento final do foliculo e sua posterior
ovulagéo (GINTHER, 2004).

Cada onda de crescimento folicular inicia-se com a emergéncia de diversos
foliculos pela agdo do FSH, que em determinado ponto do ciclo irdo divergir. No
caso das éguas, predomina a caracteristica de serem monovulatérias, ou seja,
ovulam um unico foliculo por ciclo, o qual possui uma onda de crescimento maior

que os demais que irdo regredir (GASTAL et. al, 1997). O foliculo dominante ira
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responder ao LH nesse desenvolvimento final e, por fim, ovular a partir da fossa da
ovulacao (GINTHER et al., 2007).

O intervalo entre uma ovulagdo e outra é denominado ciclo estral
(BLANCHARD, 2011), é dividido em fases denominadas estro e diestro nos equinos
e tem duragdo de aproximadamente 21 dias durante a estagdo reprodutiva. Pode
haver uma variacdo nesse tempo durante os periodos de transicdo, que
compreendem inicio da primavera e do outono, onde ha uma irregularidade na
ocorréncia das fases (AURICH, 2011). O anestro compreende o periodo em que a
égua para de ciclar e ocorre durante outono-inverno (dias curtos).

As fases do ciclo estral caracterizam-se por alteracbes morfolégicas no
sistema reprodutivo e diferengas hormonais, predominando progesterona durante o
diestro e estrogeno durante o estro. Nesta ultima ha a presenga de foliculos em
diferentes estagios de desenvolvimento que, por interagcdes de gonadotrofinas, irao
dar origem a um foliculo dominante (ou mais, com menos frequéncia) que ira ovular
e os outros entrardo em atresia, ou seja, involuem. Apds a ovulagao inicia-se a fase
de diestro com a formagdo do corpo luteo produtor de progesterona, horménio
responsavel pela manutencdo da gestagdo se houver a fecundacdo (SATUE &
GARDON, 2013; BLANCHARD, 2011). Apods, aproximadamente, 13-16 dias da
ovulacdo ocorrera a chamada Iutedlise se n&o houver reconhecimento

materno-fetal, recomegando o ciclo (GINTHER, 1998).

2.2. Biotecnologias reprodutivas

O mercado equino cresce cada vez mais e junto com ele a busca por
tecnologias que permitam reproduzir animais sem que seja hecessario a suspensao
da vida atlética ou um maior numero de descendentes de uma unica égua em um
curto espago de tempo. Biotecnologias como congelamento de sémen, inseminagao
artificial e transferéncia de embrides permitem um aproveitamento melhor de
animais que se destacam, mas possui limitagbes quanto a qualidade do material
genético disponivel e o melhor aproveitamento das éguas.

A inseminacéo artificial (IA) € a biotecnologia mais amplamente disseminada
na reprodugado animal, apresentando inumeras vantagens (AX et. al, 2000). Essa
técnica permite que um unico reprodutor seja capaz de reproduzir em larga escala

(a quantidade de sémen produzido permite inseminar mais de uma fémea por
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ejaculado), potencializa o melhoramento animal, reduz riscos de lesbées ocasionadas
durante a copula, reduz risco de transmissdo de doencas além de permitir o uso de
animais ja mortos a partir do sémen congelado (AX, et. al 2004).

Armazenar espermatozoides por tempo indeterminado € a principal vantagem
do congelamento de semen, permitindo que individuos superiores sejam utilizados
na reprodugao até em locais de dificil acesso, além de formar bancos genéticos. No
entanto, o uso de semen congelado exige técnica do médico veterinario e é limitada
pela necessidade do uso de um numero minimo de paletas por haver uma queda na
qualidade seminal apds o procedimento, limitando o uso desse material apds a
morte do reprodutor (OLIVEIRA, 2013; OSORIO, 2008).

Além dessas biotecnologias descritas, a transferéncia de embrides € muito
utilizada na espécie equina, principalmente pelo fato de a maioria dos animais de
interesse reprodutivo serem atletas, e a gestagao forga a suspensao das atividades
no seu periodo final (HARTMANN, et. al 2011). A produgdo de embrides pode ser
feita in vivo ou in vitro, sendo que consiste em produzir um ou mais embrides de
uma égua doadora e posteriormente transferir para uma receptora que ira gestar e
parir o potro (ANDRADE, 1986), sendo necessario a sincronizacdao hormonal desses
dois animais (LIRA, 2009).

A produgdo de embrides, principalmente in vivo, ainda ¢é limitada
principalmente pela caracteristica monovulatéria das éguas, sendo que protocolos
de superovulagdo testados ainda nado foram capazes de produzir resultados
satisfatorios nessa espécie. O uso de deslorrelina, extrato de pituitaria equina
(EPE), associacbes com hCG e FSHe ainda n&o sdo consistentes e as limitagcdes
anatbmicas do ovario equino (como a fossa da ovulagao) dificultam a producéo de
um numero maior de embrides durante um programa de TE convencional
(BERTOZZO, et al 2012).

Utilizar técnicas in vitro permite, principalmente, o uso de fémeas
consideradas problematicas por ndo serem capazes de produzir embrides in vivo,
pela idade avancada ou, mais recentemente, pela possibilidade de utilizar animais
sem que afete a atividade atlética, maximizando a eficiéncia reprodutiva
(MCKINNON & SQUIRES, 2007). No entanto, diferentemente da espécie bovina em
que a maior parte dos embrides sdo produzidos via Fertilizagdo In Vitro (FIV)
convencional (MARTINS, 2010), os equinos apresentam particularidades que

impedem o uso dessa biotécnica.
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Apenas dois potros nasceram a partir da técnica de FIV convencional, e a
maturacdo oocitaria de ambos foi feita in vivo (BEZARD, et. al 1991). A dificuldade
de aplicacdo da FIV em equinos tem como principal teoria a ineficiéncia da
capacitacao in vitro dos espermatozoides, ndo sendo possivel até o presente
momento reproduzir os acontecimentos que ocorrem no trato reprodutivo da fémea
(LEEMANS et al. 2016). Outra teoria diz respeito ao endurecimento da zona
pelucida do oécito durante os processos que acontecem in vitro, que impede a
penetracdo do espermatozoide (HINRICHS et al. 2002; DELL’AQUILA et al. 1999).
Diante disso, preconiza-se o uso da Injecao Intracitoplasmatica de espermatozoide

(ICSI) em equinos para contornar os obstaculos encontrados na FIV.

2.3. ICSI

A ICSI baseia-se na introdugdo de um unico espermatozoide no interior de
um odcito. Conforme descrito por Morris (2018), a técnica baseia-se nas seguintes
etapas: coleta dos odcitos de uma égua por aspiragao folicular (Ovum Pick Up -
OPU), maturagcdao e desnudacdo dessas células, processamento e injegcao do
espermatozoide, cultivo do embrido até a transferéncia para receptora ou
criopreservagaolVvitrificacao.

O uso da ICSI possibilita a fecundagao do odcito sem que seja necessario a
penetracdo da zona pelucida pelo espermatozoide, contornando ambas as
dificuldades encontradas na FIV convencional. Além disso, a técnica contorna
problemas como quantidades limitadas de sémen (€ necessario apenas um unico
espermatozoide), sémen de baixa qualidade, éguas com problemas de ovulagao,
permite um numero maior de embrides produzidos de uma unica égua e possui
taxas melhores na vitrificagdo de embrido, o que permite a escolha do melhor
momento da receptora (GALLI, et. al 2016; CHOI & HINRICHS, 2017).

16



2.3.1. Puncao folicular ovariana (Ovum pick up - OPU)

Para recuperacao dos odcitos in vivo que serao utilizados na ICSI, é feita a
puncao ou aspiragao folicular. Essa técnica é descrita desde 1988 em bovinos por
Pieterse e colaboradores e em equinos foi descrita por Briick e colaboradores em
1992, os quais demonstraram ser possivel aplicar a técnica de lavagem e aspiragao
folicular guiada por ultrassonografia via transvaginal.

Para realizagdo da coleta, a égua deve estar em estagdo, devidamente
contida, sedada e com farmacos analgésicos corretos para evitar acidentes e
desconforto ao animal. Retira-se as fezes da ampola retal do animal e faz a
higienizagdo do perineo, para evitar contaminag¢des externas no interior da vagina.
Para identificagcao dos foliculos a serem aspirados utiliza-se uma guia composta por
um suporte, uma probe ultrassonografica microconvexa e a agulha de puncéao, que
€ colocada através da vulva até o fundo do saco vaginal. O técnico ira posicionar os
ovarios na diregdo da probe via palpagéo transretal e expor a agulha quando o
foliculo a ser aspirado for visivel na imagem ultrassonografica, introduzindo-a no
interior do foliculo (CARNEVALE et al., 2004; RODRIGUES et al., 2006; DA SILVA
RUA et. al. 2015).

ApoOs a introdugado da agulha, é realizada a lavagem. O odcito equino possui
fortes aderéncias na parede do foliculo (ADONA, et. al 2012), o que torna
necessario a realizacdo da escarificagdo e utilizacdo de pressao na lavagem,
principalmente em foliculos pequenos (HINRICHS, 1998). Os foliculos mais
maduros costumam ter um afrouxamento das ligagdes por possuirem um estagio
avancado de maturacdo e consequentemente uma expansdo das células do
cumulus, facilitando o descolamento do CCO da parede (HAWLEY, et al 1995).

O liquido folicular é despejado no copo coletor durante a aspiragao e ao final,
é transferido para a placa de petri, onde sera feito o rastreamento dos oécitos com o
auxilio de uma lupa (DA SILVA RUA et al, 2015).

2.3.2. Maturagao oocitaria

ApOs a recuperacgao dos odcitos, eles sao avaliados quanto as caracteristicas
do complexo CCO, sendo que, segundo Curcio (2005) em um odcito viavel

espera-se encontrar ooplasma homogéneo, com uma coloragdo marrom,
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granulagdes finas e ao menos uma camada completa de células do cumulus. Apés a
selegdo, eles seguem para a etapa de maturagéao.

Uma das etapas mais criticas da ICSI € a maturagao oocitaria, ja que os
oocitos sao recuperados ainda imaturos e os procedimentos que ocorrem in vivo
séo complexos, havendo uma dificuldade de reproduzi-los in vitro, principalmente a
sincronizagao entre maturacédo nuclear e citoplasmatica (LANDIM-ALVARENGA &
MAZIERO, 2014). A maturagdo no laboratério ocorre em um meio especifico, seja
TCM-199 (ZHANG, et. al 1989; SHABPAREH, et. al 1993) ou DMEM/F12 (MERLO,
et al 2018), sendo este ultimo mais enriquecido com que glicose, o que pode
explicar melhores taxas de clivagem e blastocisto (GALLI, et. al 2007). Os odcitos
irdo permanecer no interior de uma estufa por 24 a 36 horas (DELL' AQUILA, et al
2003; BERTERO, et. al 2017).

Apos a maturagdo é necessario realizar o desnudamento oocitario, isto €,
retirar as células do cumulus-oophorus para que seja possivel a visualizagdo do
primeiro corpusculo polar. A identificagdo desta estrutura indica a ocorréncia da
maturacao oocitaria (D’ALESSANDRIS, et. al 2001) e auxilia na localizagao do fuso
maior, de forma que o local de injecdo néao interfira no fuso meidtico. Além disso, a
desnudacédo permite avaliar o formato do odcito, coloragdo, granulacdo do
citoplasma, regularidade e espessura da zona pelucida, todos esse fatores sao
correlacionados com a qualidade e viabilidade embrionaria (EBNER et. al, 2006; DE
SANTIS, et. al 2005; EBNER et al. 2005).
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3. METODOLOGIA

Foram utilizadas 5 éguas mestigas, com a faixa etaria entre 7 e 12 anos e
peso entre 350 a 450kg. As éguas foram avaliadas anteriormente a aspiragao para
caracterizagao dos ovarios, definindo presenga de corpo luteo, tamanho folicular e
quantidade folicular, sendo que a selecdo baseou-se em animais sem corpo luteo e
populagao folicular maior. As aspiracdes foram realizadas no Setor de Equinos da
Universidade Federal de Uberlandia (Sequi-UFU) e os procedimentos da ICSI no
Laboratério da Genetech Reprodugéo Animal em Campinas-SP. A metodologia foi
submetida & Comiss&o de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA), e aprovada sob o
numero de protocolo 23117.083343/2022-11.

3.1. Obtencao e separacao dos odcitos

Para a obtengao dos odcitos, foi realizada aspiragao folicular ovariana (Ovum
pick up - OPU). As éguas foram contidas em tronco apropriado, sedadas com
detomidina (20mcg/Kg) e utilizou-se butorfanol (Torbugesic®) na dose de 0,1mg/kg
e Buscofin® (0,2mg/Kg de butilbrometo de hioscina e 25mg/kg de dipirona) como
farmacos analgésicos e antiespasmaodicos, a fim de evitar acidentes e desconforto
ao animal. Retirou-se as fezes da ampola retal do animal e higienizou o perineo,
para evitar contaminagdes externas no interior da vagina. Para identificacdo dos
foliculos a serem aspirados utilizou-se uma guia composta por um suporte, uma
probe ultrassonografica microconvexa e a agulha de puncdo, que é colocada
através da vulva até o fundo do saco vaginal. Posicionou-se os ovarios na dire¢gao
da probe via palpagédo transretal e expds-se a agulha quando o foliculo a ser
aspirado ja estava visivel na imagem ultrassonografica. A agulha foi introduzida e
iniciou-se a pungao folicular.

A lavagem folicular foi feita com 5 jatos de PBS + heparina (variando volume
conforme tamanho) no interior de cada foliculo associado com a escarificacdo e
pressdao média de 65mmHg no puncionamento. Apds o fim do procedimento, foi
aplicado Agrosil® dose 1ml/20kg PV por 3 dias em todos os animais.

Os diferentes tamanhos de foliculos foram separados em garrafas durante a

aspiracao em 4 grupos:
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Grupo 1: diametro folicular £ 10mm
Grupo 2: 10mm < diametro folicular £ 20mm
Grupo 3: 20mm < diamétro folicular < 30mm
Grupo 4: diametro folicular > 30mm

O conteudo de cada garrafa foi filtrado e adicionado a uma placa de petri
individualmente. Os odcitos foram rastreados com auxilio de lupa e pipeta
automatica e depositados em criotubos contendo meio especifico (ABT Holding®)
para transporte. Os od6citos foram acondicionados em transportador proprio
(Transportador Versatil para Odcitos e Embrides - WTA), mantidos em temperatura

de 22°C, enquanto levados ao laboratdrio.

3.2. Maturagao oocitaria e desnudamento

Ao chegar no laboratério, o sobrenadante de cada criotubo foi retirado e
colocado na tampa de uma placa de petri 30x15. O conteudo restante foi levemente
movimentado para que os odcitos que estiverem aderidos soltem-se e pudessem
sair com maior facilidade. Apds o rastreamento, os odcitos recuperados foram
transferidos para a placa de maturagcdo e permaneceram nela até o momento da
injecao.

Nos odcitos ja maduros é necessario realizar o desnudamento oocitario, isto
€, retirar as células do cumulus-oophorus para que seja possivel a visualizagao do
primeiro corpusculo polar. A identificacdo desta estrutura indica a ocorréncia da
maturacdo oocitaria (D’ALESSANDRIS, et. al 2001) e auxilia na localizagao do fuso
maior, de forma que o local de inje¢do né&o interfira no fuso meidtico. Além disso, a
desnudacédo permite avaliar o formato do odcito, coloragdo, granulacdo do
citoplasma, regularidade e espessura da zona pelucida, todos esse fatores sao
correlacionados com a qualidade e viabilidade embrionaria (EBNER et. al, 2006; DE
SANTIS, et. al 2005; EBNER et al. 2005).

Para o desnudamento, foi utilizada solugao contendo hialuronidase, na qual

0s odcitos permaneceram por 2 minutos antes de sofrerem a denudagdo mecéanica.
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3.3. ICSl e cultivo

Com o od6cito maduro e desnudado, foi realizada a injegéo
intracitoplasmatica. O semen foi previamente descongelado e mantido em meio
tamponado a 38°C, assim como a placa onde os odcitos foram colocados para
manipulagéo.

Para realizagdo da técnica, o odcito foi posicionado com o corpusculo polar
na posi¢ao de 12:00 e a inje¢cao de um unico espermatozoide € feita lateralmente,
na posicao de 15:00, para que os fusos meidticos ndo sejam afetados (DE SANTIS,
et. al 2005). Apos a injecéo, os odcitos foram transferidos para a placa de cultivo, na
qual permaneceram no interior da estufa por mais 4 dias, apds esse periodo,
avalia-se a clivagem no micromanipulador com aumento de 40x.

No 4° dia de cultivo, os embrides clivados foram avaliados e classificados
conforme o numero de blastémeros e qual a disposi¢cao deles, sendo: (A) Presenca
de 8 ou mais blastdmeros, dispostos de forma homogénea e bem definida; (B)
Presenca de menos de 8 blastdbmeros, com disposigdo homogénea ou tamanhos
variados; (C) Presenca de 4 células ou menos, com blastdbmeros homogéneos ou
nao. Apos a avaliacdo, eles sao transferidos para outra placa na qual irdo

permanecer até o dia da avaliacéo final.

3.4. Avaliagao embrionaria

Ao final do experimento, avaliou-se quantos dos odcitos injetados deram
origem a blastocistos aptos para a transferéncia de embrides. Os embrides foram
avaliados por 4 dias (D7, D8, D9 e D10), e conforme eles atingiam um
desenvolvimento aceitavel, eram retirados do cultivo e contabilizados. Apenas
embrides bem desenvolvidos foram considerados, ou seja, aqueles que
apresentavam zona pelucida alinhada, células trofoblasticas com contorno aparente

e homogeneidade.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencgao e separagao dos odcitos

Foram aspirados no total 94 foliculos de 5 éguas distribuidos nos 4 grupos,
sendo: Grupo 1: 61 foliculos com diametro menor que 10mm; Grupo 2: 26 foliculos
com diametro entre 10 e 20mm; Grupo 3: 03 foliculos com didametro entre 20 e
30mm; Grupo 4: 04 foliculos com diametro maior que 30mm, conforme tabela 1. A
taxa de recuperacao foi de 63%, resultando em 59 odcitos, sendo: 61 foliculos com
didmetro menor que 10mm; 26 foliculos com didametro entre 10 e 20mm; 03 foliculos
com diametro entre 20 e 30mm; 04 foliculos com didmetro maior que 30mm. A

média de recuperacao de odcitos por égua foi de 11,8.

Tabela 1. Relagdo entre diametro do foliculo, foliculos aspirados e odcitos
recuperados.

Diametro do foliculo Numero de foliculos  NuUmero de odcitos

CES aspirado (mm) aspirados recuperados®
1 <10 61 42 (68,8%)
2 10-20 26 15 (57,69%)
3 20-30 03 2 (66,6%)
4 >30 04 0

*Relagéao odcitos/foliculo

4.2. Maturagao oocitaria e desnudamento

Durante o rastreamento dos odcitos no laboratério, dois odcitos do grupo A
nao foram encontrados, resultando em 57 oécitos incubados. Apés as 30 horas de
maturacdo em meio especifico, os odécitos foram desnudados e todos foram
analisados via microscopia Optica para avaliagao da maturacéo, onde identificou-se
o0 corpusculo polar nos odcitos maduros e descartou-se aqueles alterados ou
degenerados (figura 2), com os seguintes resultados: Placa 1: 23 odcitos maduros,
9 imaturos e 8 alterados/degenerados; Placa 2: 11 od6citos maduros, 3 imaturos e 1

degenerado/alterado; Placa 3: 2 oécitos maduros. conforme tabela 2.
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Tabela 2. Avaliagdo dos odcitos apdés maturagao

Placas
<10mm 10-20mm 20-30mm

Oécitos 23 (57,5%) 11 (73,33%) 2 (100%) 36

maduros

.Oomtos 9 (22,5%) 3 (20%) 0 11

imaturos

Odcitos
degenerados 8 (20%) 1 (6,66%) 0 9
ou alterados

40 15 2

A

- — ]

Figura 2: (A) 10 oocitos maduros e ja desnudos; (B) 1 odcito alterado (indicado pela *) e 2 odcitos

imaturos. Fonte: Genetech Reprodug¢ao Animal Brasil.

4.3. ICSI e cultivo

Todos os odcitos maduros (36) foram injetados e cultivados e no quarto dia
as classificagcbes foram: Placa 1: 7A, 7B, 6C; Placa 2: 4A, 2B; Placa 3: 2B, conforme
tabela 3. A porcentagem de clivados total em relagdo aos odcitos maduros foi de
50% para o grupo <10mm, 40% para o grupo 10-20mm e 100% para o grupo
20-30mm. O restante dos odcitos injetados (8) ndo desenvolveu-se
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Tabela 3. Avaliacao da clivagem e classificacao.

Classificacao Placas
da clivagem*
<10mm 10-20mm 20-30mm
A 7 (30,43%) 4 (36,36%) 0 11
7 (30,43%) 2 (18,18%) 2 (100%) 11
C 6 (26,08%) 0 0 6
20 (86,95%) 6 (54,54%) 2 (100%)

*(A) Presengca de 8 ou mais blastdbmeros, dispostos de forma homogénea e bem definida; (B) Presenga de
menos de 8 blastdmeros, com disposicdo homogénea ou tamanhos variados; (C) Presenga de 4 células ou

menos, com blastbmeros homogéneos ou nio.

Os oo6citos que nao apresentaram desenvolvimento apdés a injecdo foram

descartados e o restante foi mantido na incubadora (figura 2).

Figura 3. (A) Blastdmero tipo A: presenga de 8 ou mais blastémeros, dispostos de forma homogénea
e bem definida; (B) Blastémero tipo B: presenca de menos de 8 blastémeros, com disposicao
homogénea ou tamanhos variados; (C) Blastémero tipo C: presenca de 4 células ou menos, com

blastbmeros homogéneos ou nado. Fonte: Genetech Reprodugao Animal Brasil.

4.4. Avaliagao embrionaria

Ao final do experimento, o grupo 1 (foliculos < 10mm) atingiu o padrdo em 3
embrides D7, o grupo 2 (foliculos entre 10 e 20mm) 1 embrido em D8 e o grupo 3

(foliculos entre 20 e 30mm) 1 embrido em D8 (figura 4). O restante dos clivados (23)
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nao tiveram desenvolvimento até o D10 e foram descartados. A relacdo entre
numero de odécitos e numero de embrides esta expressa na tabela 4 e a relagao

com os clivados esta expressa na tabela 5.

Tabela 4. Numero de embrides aptos para transferéncia em relagdo ao niumero de

oocitos iniciais.

Grupo Numero de odcitos Numero de er_nbriées
recuperados desenvolvidos
<10mm 42 3 (7%)
10-20mm 15 1 (6%)
20-30mm 2 1 (50%)

Tabela 5. Numero de embrides aptos para transferéncia em relagcdo a taxa de

clivagem tipo A nos grupos 1 e 2 e tipo B no grupo 3, em D4.

Grupo Numero de clivados Numero de clivados Embrides aptos
P tipo Aem D4 total em D4 para transferéncia

<10mm TA 20 3 (42,85%" e 15%**)
7B
6C

10-20mm 4A 6 1 (25%* e 16,6%**)
2B

20-30mm 2B 2 1 (- e 50%*)

*Numero de embrides aptos para transferéncia em relagdo aos clivados tipo A e **em relagdo aos clivados

totais.

Figura 4. embrides classificados como aptos para serem transferidos. (A) e (B) embrides D7 oriundos
de foliculos menores que 10mm; (C) embrido oriundo de foliculo entre 10 e 20mm; (D) embrido

oriundo de foliculo entre 20 e 30mm. Fonte: Genetech Reprodug¢do Animal Brasil.
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5. DISCUSSAO

Na literatura, a taxa de recuperagao oocitaria € bem variada, sendo descrito
de 8% a 85% (PYCOCK, 1996; CARNEVALE et al., 2001), sendo que grande parte
possui maiores resultados na aspiracdo de foliculos pré-ovulatérios (>30mm)
(FRANZ, et al 2001; MEINTJES, et al 1995; BRUCK, et al 1996). A recuperagéo
oocitaria de foliculos menores que 30mm (64,36%;<10; 10-20 e 20-30) foi maior que
a de foliculos maiores que 30mm (0), podendo ser explicadas pela maior area
folicular, o que dificulta a escarificagdo da parede além da experiéncia do aspirador
com foliculos de menores didametros. A taxa de recuperacdo de foliculos com
didmetros menores que 10mm (68,8%) foi semelhante a relatada por Galli e
colaboradores (2007;70%).

Neste estudo ndo houve a avaliagdo morfologica dos odcitos anteriormente a
incubacao pois ndo ha diferencas no desenvolvimento embrionario de odcitos com
células do cumulus compactas, expandidas ou desnudos, mesmo que durante a
clivagem possam ter divergéncias (MERLO, et al 2018). Além disso, a reproducéo in
vitro em equinos ainda € limitada por questdes técnicas e biolégicas se comparada
aos bovinos, como a alta aderéncia folicular do odcito (HAWLEY, et al 1995), sendo
necessario o maximo aproveitamento dos odcitos coletados.

A escolha das éguas sem presencga de corpo luteo (CL) ativo foi devido a
preferéncia do profissional por evitar a irrigacdo sanguinea da estrutura ao
manipular o ovario e pelas melhores taxas de maturagao relatadas em oocitos
provenientes de foliculos no periodo préximo ao desvio folicular, ou seja, final do
diestro e/ou inicio do estro. (WALBORNN, et al 2022).

Odcitos provenientes de foliculos menores que 10mm apresentaram maiores
taxas de imaturos e degenerados apés as 30 horas da fase de maturacéo, resultado
parecido com o encontrado por Bruck e colaboradores (1996). Del Campo e
colaboradores (1995) relataram que a maior taxa de odcitos degenerados eram
provenientes de foliculos menores que 10mm (44%), semelhante as taxas do
presente estudo (20,51%). No entanto, pela dificuldade de estabelecer protocolos
consistentes de superovulagdo em éguas, a utilizagdo de odcitos provenientes de
foliculos menores que 10mm, os quais costumam ser os mais abundantes no ovario
equino, otimiza o processo. Dessa forma, a producdo de embrides com esses
oocitos € uma maneira de aproveitar ao maximo cada ciclo, permitindo um maior

numero de oocitos recuperados por aspiragao.
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O indice de maturacéao, avaliado pela presenca do corpusculo polar, foi maior
em oocitos provenientes de foliculos maiores que 20mm, assim como relatado por
Bruck e colaboradores (1996), mas nao € possivel concluir em relagdo aos embrides
aptos para transferéncia pelo baixo numero a ser avaliado. Além disso, embrides
provenientes de foliculos com didmetro menor que 10mm, mesmo que apresentem
clivagem significativa na avaliacdo em D4 geram uma maior taxa de embrides
imaturos ou degenerados, podendo ser devido a maior imaturidade dos mesmos.

A avaliacdo da taxa de clivagem é um indicador util para avaliagcdo da
producao esperada de blastocistos (STOUT, 2020). Meintjes e colaboradores (1995)
relataram uma correlagao entre odcitos bons apdés maturacdo com uma taxa de 65%
de clivagem e 38,5% deles geraram blastocistos ou mérulas.

Um ponto extremamente critico no cultivo in vitro de embrides equinos € o
desenvolvimento de um embrido apto para a transferéncia, o qual precisa possuir
caracteristicas morfologicas como homogeneidade da massa embrionaria. O
crescimento final do embrido, aproximadamente apds o 60 dia, é afetado pelo
ambiente e aparentemente ainda nao possui todas as condi¢gdes favoraveis que o in
vivo poderia proporcionar, explicando a taxa de 42,85%, 25% e 50% de embrides
oriundos de clivados ao 4o dia. Tremoleda e colaboradores (2003) demonstraram
uma falha na formagao da capsula em embrides oriundos de PIV, a qual ocorre apds

0 60 dia e tem fungao de protecéo e auxilio no reconhecimento materno.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que, apesar do baixo numero de foliculos aspirados acima de
20mm, os indices de recuperagao oocitaria foram semelhantes entre os grupos A
(<10mm), B (10-20mm) e C (20-30mm). Ja no grupo D, de foliculos acima de 30mm,
nenhum odcito foi recuperado. Na fase de maturagdo, os odcitos menores que
10mm apresentam maiores taxas de imaturidade ou degeneragdo e aqueles
maiores que 20mm, tanto grupo B quanto C, obtiveram boas taxas de maturagao
(73,33% e 100%).

A avaliacdo da clivagem em D4 demonstrou piores resultados em
blastocistos oriundos de od6citos menores que 10mm. Além disso, apenas 3
embrides (7%) desse mesmo grupo eram aptos para a transferéncia, reforgando as
piores taxas.

Em sintese, € necessario um maior niumero de foliculos aspirados para
avaliagcdes mais conclusivas a respeito da interferéncia do didametro folicular nas

taxas de ICSI em equinos.
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