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Resumo

Ao longo da década de 90 e inicio dos anos 2000, a técnica de transferéncia de embrides
se consolidou como importante ferramenta para obter produtos de éguas de elevado
valor zootécnico. Entretanto, esta técnica apresenta algumas limitagdes, em especial para
animais que apresentem patologia de trato reprodutivo, considerados inférteis ou
subférteis. Com a obtengdo de odcitos é possivel desenvolver algumas biotécnicas
reprodutivas para contornar essas limitagdes. Sendo assim, a presente revisio de
literatura objetivou abordar os pontos criticos que podem interferir nas biotécnicas
reprodutivas em equinos. Foi possivel observar que: apesar dos avangos ocorridos nos
resultados de gestagdes obtidos nas biotécnicas, ainda hd necessidades de mais estudos
sobre o tema; a produgdo in vitro de embrides através da injegdo intracitoplasmatica de
espermatozéides pode se tornar futuramente importante ferramenta para reprodugio de

animais de alto valor zootécnico.

Palavras-chave: Transferéncia de embrides. Transferéncia de oé6citos. GIFT. ICSI.

Abstract

During the 90s and early 2000s, the embryo transfer technique was established as an
important tool for obtain products from high zootechnical value mares. However, this
technique has some limitations, mainly for animals that have reproductive pathology,
considered infertile or subfertile. Using equine oocytes, we can develop some
reproductive biotechnologies to improve these limitations. Therefore, this literature
review aimed discuss about critical issues that can influence reproductive
biotechnologies in horses. It was observed that: despite the advances in the pregnancies
results achieved in biotechnologies, more studies on the subject are needed; the in vitro
embryo production by ICSI can become a important tool to obtain products from high

zootechnical value mares.

Keywords: Embyo transfer. Oocyte transfer. GIFT. ICSI.
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Introducao

Atualmente, as técnicas de reprodugio assistida em equinos mais utilizadas
incluem a Inseminag¢io Artificial (IA) e a Transferéncia de Embrises (TE). No entanto,
com a utilizagdo destas técnicas é impossivel se obter gestagdes em algumas éguas com
alteracdes reprodutivas, como subfertilidade ou infertilidade adquiridas ou de animais
que venham a ébito.

A subfertilidade ou infertilidade em equinos pode ser ocasionada por diversos
fatores: enfermidades adquiridas do trato reprodutivo, senilidade e alteracoes
metabdlicas talvez sejam as causas mais frequentes de reducio dos indices de fertilidade
desses animais.

Visando o incremento genético e o maior aproveitamento de animais com
alteracoes reprodutivas em competi¢des, algumas técnicas de reproducgio assistida foram
desenvolvidas e estio sendo utilizadas. A técnica de transferéncia de embrides, ao longo
da década de 90, se consolidou como importante ferramenta para obter produtos de
éguas incapazes de manter gestagio e para aumentar o ndimero de descendentes,
viabilizando a reprodugio de animais de elevado valor zootécnico (CARNEVALE ez al.,
2001). Entretanto, esta técnica apresenta algumas limita¢oes, em especial para animais
que apresentem alguma patologia de trato reprodutivo, sendo considerados inférteis ou
subférteis.

Para superar as limitagées da TE e reproduzir animais de alto valor genético,
outras biotecnologias foram desenvolvidas utilizando o oécito como estrutura principal
dos processos. A biotécnica de aspira¢io folicular tem sido aplicada com o propésito de
obter odcitos vidveis e contornar as deficiéncias reprodutivas em éguas com dificuldades
em gerar a prole ou ser doadora de embrides (BOGH ez al., 2003).

Entretanto, particularidades anatomicas dificultam a obtengdo do odcito equino
tanto iz vivo quanto in vitro, quando comparado ao ovirio bovino.  Em  foliculos
imaturos, o odcito apresenta forte fixacdo a parede folicular. O que ocorre ¢ a projecio
de processos das células da granulosa para o interior da célula da teca, formando uma
regido que funciona como uma ancora entre a parede folicular e o oécito (HAWLEY;
ENDERS; HINRICHS, 1995).

A partir da obtenc¢do de odcitos € possivel desenvolver diversas técnicas para

contornar as limitagdes da TE, como a fertilizagio in vitro (FIV) de embrides, injecio
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intracitoplasmatica de espermatozéides (ICSI), transferéncia de odcitos, transferéncia de
gametas intrafalopiano (GIFT) e transferéncia nuclear (clonagem). Estas tem sido as
principais técnicas utilizadas como alternativa para obten¢do de produtos de animais
subférteis.

Para a obtencdo de odcitos em éguas, a biotécnica mais utilizada atualmente
consiste na aspira¢do folicular transvaginal guiada por ultrassom. O sucesso desta
técnica pode ser influenciado de maneira determinante por diversos fatores, tais como
niveis de pressio da bomba de vicuo, tipo de agulha a ser utilizada, protocolos
anestésicos empregados, fase do ciclo estral em que ocorrerd a pungio, experiéncia do
operador, dentre outros.

Diante disto, o objetivo da presente revisio de literatura foi abordar os pontos

criticos que podem interferir na obtengdo do oécito em equinos.

Maturacao folicular e oocitaria

No foliculo ovariano de mamiferos, as mudangas necessdrias para que ocorra a
liberagdo de um odcito vidvel sdo decorrentes da onda pré-ovulatéria de LH. O ovirio
passa por uma série de eventos até atingir o momento da ovulagio, onde o foliculo
alcanga o estigio preovulatério e as células da granulosa, da teca e odcito apresentam
caracteristicas especificas. Essas altera¢es sio a retomada da meiose pelo odcito,
diferenciagdo das células da granulosa mural e que devem ter adquirido a capacidade de
produzir estrégenos, responder ao LH e as células da teca comegam a sintetizar
quantidades maiores de andrégenos, que servirdo de substrato para a esteroidogénese e a
expansio das células do cumulus (PARK, 2004; RICHARDS, 2002; TSAFRIRI,
2005).

A Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG) administrada na presen¢a de
foliculos preovulatérios leva a expansio da Hialurona Sintetase-2 (HAS-2) nas células
da granulosa mural enquanto a onda de LH causa a expansdo de toda camada de células

do cumulus (STOCK, 2002). O hCG pode ainda proporcionar mais rapidamente a
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elevagio na concentragio de LH (GINTHER ez a/, 2009), o que pode influenciar no
processo de expansdo das células do cumulus e libera¢do oocitdria, aumentando a taxa de
recuperagao.

Durante o processo de expansao destas células, ocorre a secre¢io de dcido
hialurénico (HA) pelo préprio cumulus, o que leva a formagio de uma matriz extra-
celular viscosa. A deposi¢io de matriz extracelular é prejudicada pelo citoesqueleto das
células do cumulus. Entretanto, o LH estimula a despolarizag¢do e o alongamento destas
células, acompanhadas pela redistribui¢do e extensao dos microfilamentos, permitindo a
deposi¢do de matriz extracelular e o processo de expansio (SUTOVSKY, 1994).

Paralelamente a4 maturagio oocitdria, caracterizada pela retomada da meiose com
a quebra da vesicula germinativa e extrusdo do primeiro corpisculo polar, ocorre o
aumento do volume do complexo cumulus oophorus e sua dissociagdo em pouco tempo,
provocados pela deposi¢ido e degradagio da matriz extracelular (D’ALESSANDRIS,
2001).

A maturagio oocitdria, por sua vez, se caracteriza pela transi¢io do odcito em
estidio de vesicula germinal (VG) até metéifase II (MII), ocorrendo imediatamente
anterior a4 ovulagdo. Para que ocorra fertilizacgio do odcito e o desenvolvimento
embriondrio inicial, é necessirio uma complexa sequéncia de eventos nucleares e
citoplasmaticos (FISSORE ez 4/, 2002). A distribui¢do e configuragio cromossomica
caracterizam a maturagio nuclear; a maturagdo citoplasmdtica, necessiria ao
desenvolvimento pés-fertilizagio, ainda carece de mais estudos (HINRICHS;
SCHMIDT; SEIGRATH, 1995).

A retomada da meiose oocitdria ocorre devido ao pico de LH preovulatério
durante os ciclos estrais sucessivos em mamiferos. Na espécie equina, ndo hd pico de LH
e, sim, aumento gradativo durante os dias de estro. A concentragio méxima ocorre um
dia apés a ovulagio (BERGFELT; GASTAL; GINTHER, 2001; JACOB ez a/,
2009). O fator que desencadeia a retomada da maturagio oocitdria, em equinos, ainda
nio foi esclarecido (DELL’AQUILA et al., 2004), bem como nio é conhecido o tempo
de duragio do processo de maturagio in vivo (HINRICHS ez 4/, 1993). Entretanto,
o6citos recuperados 36 horas apés a administragio do hCG estio maturos, em MII
(HINRICHS et al., 2000). Fissore ez al. (2002) supde que o tempo para maturagio in

vivo é aproximadamente 36 horas, e que ocorra sob a agdo de gonadotrofinas, sendo
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considerado, com exce¢do dos suinos, um periodo longo de maturagio em relagio as

demais espécies de mamiferos, nas quais varia entre 12 e 24 horas.

Agentes indutores de
maturacao folicular e oocitaria

Pode-se utilizar gonadotrofinas como o hCG ou Acetato de Deslorelina
(andlogo de GnRH), o que estd bem documentado na literatura (quadro 1) resultando
em alta taxa de recuperagio oocitiria (CARNEVALE, 2004). Entretanto, ndo foi
observado diferenca entre os grupos, tratado ou nio com hCG (69% e 71%,
respectivamente) puncionando foliculos com didmetro de 39,7 mm (HINRICHS ez a/.,
1990). Segundo Squires; Cook (1996), geralmente, 0 hCG ¢é administrado 30 a 36 horas
antes do momento da aspiragio folicular e repetidas administragdes de inje¢des do
tarmaco podem levar a formagio de anticorpos e redugdo na resposta a gonadotrofina.
Diante disto, pode-se tentar o tratamento com andlogo de GnRH para estas éguas
previamente 2 aspiragio folicular.

Para a escolha do momento da administragdo do agente indutor e consequente
antecipagio da maturagio folicular (36 horas apés a aplicagio do hCG e 40 horas apés o
GnRH), as éguas devem apresentar uma combinagio de caracteristicas: foliculo > 35mm
de didmetro; 2) utero relaxado e tonus cervical; 3) edema uterino indicativo com estro e
4) comportamento compativel com estro (CARNEVALE ez 4/, 2003). O momento
escolhido para a administragio da gonadotrofina para a recuperagio oocitiria ¢é
importante e deve acontecer quando o foliculo estiver apto a responder a estimulagio
exégena, porém antes que a onda ovulatéria de LH tenha ocorrido. Em estudo realizado
para avaliar a influéncia do tempo de aspira¢do apés a administragio do hCG (2500UI)
sobre a taxa de gestagdo, quatro éguas apresentaram células da granulosa compactas apds
a aspiragdo. Provavelmente isto ocorreu devido ao foliculo ainda se encontrar imaturo
para responder a administra¢io do hCG, apesar de apresentar didmetro preovulatério (>
33mm) (HINRICHS ez a/, 2000). A porcentagem de foliculos que responderam ao
hCG ficou em torno de 73% (30/41), préximo a porcentagem esperada por Kolling;
Allen, (2005) de éguas ovulando entre 24 e 48h (80%).
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Na literatura, os trabalhos utilizam de 1500 a 3300UI de hCG como agente
indutor de maturagio folicular (CARNEVALE ez 4/, 2001; 2003; 2005; COOK et al;

1992), ou ainda anilogos de GnRH, associados ou nio. Entretanto, Jacob e# a/. (2011)

avaliaram a resposta embriondria de éguas tratadas com 1000UI de hCG, obtendo 60%

de recuperagio embriondria. Diante destes resultados, 1000UI de hCG pode ser capaz

de induzir a maturagio folicular final e oocitédria para aspiragio folicular.

Quadro 1 - Cronologia dos estudos que utilizaram agentes indutores de maturagio em foliculos com

didmetro pré-ovulatério

Autor(es) Farmaco utilizado Dose Tx. Recuperagio oocitdria
McKinnon et al., (1986) hCG 3300U1 20%(2/10)
Palmer et al., (1987) hCG 2000U1 64% (17/28)
McKinnon et al., (1988) hCG 3300U1 65% (24/37)
hCG 2000U1
Vogelsang et al., (1988) ) 39% (7/18)
Gonadorelina 2,0mg
Hinrichs; Kenney; Kenney,
hCG 2000U1 69% (9/13)
(1990)
Bruck et al., (1992) hCG 3000U1 33% (1/3)
Cook et al., (1992) hCG 3300UT 53% (9/17)
hCG 3300UI 69% (27/39)
Cook et al., (1993)
Deslorelina 2,2mg 58% (35/60)
Carnevale; Ginther, (1993) hCG 1500U1 78% (14/18)
Ray et al., (1994) hCG 3300U1 84% (26/31)
Carnevale; Ginther, (1995) hCG 2000U1 89% (66/74)
Meintjes et al. (1995a) hCG 1500U1-2500U1 43% (29/62)
Hinrichs et al., (2000) hCG 2500U1 81% (30/37)
Scott et al,, (2001) hCG 2000UT 439%(16/37)
hCG 2000 -2500U1I
Carnevale et al., (2001) 73% (90/123)
Deslorelina 2,1mg
Coutinho da Silva et al.,
hCG 2500U1 78% (50/64)
(20025)
hCG 1500-2500U1
Carnevale et al., (2003) 76% (331/434)
Deslorelina 2,1mg
Acetato de
Carnevale et al., (2005) 1500-2500U1 77% (548/710)
Deslorelina + hCG
Rodrigues (2006) hCG 2500U1 14% (2/14)
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Falhas reprodutivas e limitacoes da TE

Apesar da consolida¢do da técnica de transferéncia de embrides em equinos na
década de 90, alguns autores sustentam sua limitagdo nesta espécie. Allen (2005)
defende que a resposta ovariana inadequada aos tratamentos a base de hormonios
gonadotréficos exégenos tem sido o maior limitante nos programas de TE em equinos.
Devido a deficiéncias no trato reprodutivo, algumas éguas se mostram incapazes de
produzir ou manter embrides (CARNEVALE ez a/., 2001). Fémeas apresentando lesoes
que dificultem o transporte espermdtico, a reagdo entre odcito e espermatozdides, o
transporte do embrido através do oviduto e o seu desenvolvimento uterino nio devem
ser utilizadas como doadoras de embrido (HINRICHS ez 4/, 1998). Segundo Carnevale
(2004), as fémeas que ndo podem ser beneficiadas pela técnica de TE sdo aquelas que
ap6s diversas tentativas de recuperagido embriondria ndo se obteve sucesso por falha na
ovulagio, infec¢do uterina, lesdes cervicais e outras patologias do trato reprodutivo.

Os efeitos das condigdes patolégicas associadas a ovulagdo e ao oviduto nio sio
de diagnéstico simples. Entretanto, resultados de estudos sugerem que a redugdo na
tertilidade ocorre antes do embrido entrar no ttero, especialmente em éguas velhas
(CARNEVALE, 2007). Em estudo realizado por Carnevale ez al. (2003b), os ovidutos
de éguas velhas (com idade acima de 20 anos) e éguas jovens (entre dois e nove anos)
foram lavados entre um e quatro dias pés ovulagio. A taxa de recuperagio de odcitos
recém ovulados ou embrides foi significativamente menor para éguas velhas do que em
éguas jovens (17/29, 59%, e 26/27, 96%, respectivamente). O resultado desse estudo
sugere que a ovulagdo ndo ocorre ou o odcito ndo entra no oviduto em muitas éguas
velhas. A incidéncia de falhas na ovulagido aumenta de acordo com a idade da égua
(CARNEVALE; BERGFELT; GINTHER, 1994).

Além da captagio e transporte do odcito, o oviduto exerce fungio sobre selecio e
manuten¢do do espermatozéide. Em éguas subférteis, poucos espermatozéides
apresentam motilidade. Jd no oviduto de éguas férteis, foi encontrado espermatozéides
apresentando elevada motilidade (SCOTT; LIU; OVERSTREET, 1995).

A falha no transporte espermdtico e a fertilizagio em éguas subférteis podem
estar associadas as condi¢des patolégicas do oviduto. Massas globulares, compostas de
coldgeno tipo 1 foram encontradas com maior freqiiéncia no oviduto de éguas velhas do

que éguas jovens. O efeito dessas massas sobre a fertilidade é desconhecido (LIU ez al,
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1990).

As causas uterinas de redugio de fertilidade sdo frequentemente diagnosticadas
na égua. Alteracdes inflamatérias ou infecciosas sdo facilmente diagnosticadas e sdo
prejudiciais a0 espermatozéide e ao embrido. Eguas com endometrite severa ou
persistente requerem elevado investimento para tratamento e geralmente ndo sdo
produtivas em programas de TE. Muitas éguas nio tém causa de infertilidade
diagnosticada, mas apés diversas tentativas, ndo se obtém embrido (CARNEVALE,
2007).

Eguas improdutivas em programas de transferéncia de embrides, que apresentem
elevado valor zootécnico, devem ser utilizadas em programas de reprodugio assistida
visando a obten¢do do odcito, através da técnica de aspira¢do folicular, para posterior

tertilizagdo in vivo ou in vitro. Eguas subférteis incapazes de produzir embrides vidveis

geralmente sdo boas candidatas a doadora de o6citos (CARNEVALE ez a/., 2005).

Reproducao assistida envolvendo
o oocito equino

ASPIRACAO FOLICULAR

As técnicas utilizadas para recuperagio de odcitos sio laparotomia
(VOLGELSANG e al., 1986), pungio transcutinea pelo flanco (PALMER ez al,
1987), colpotomia (HINRICHS; KENNEY; KENNEY, 1990) e aspiragio folicular
transvaginal guiada por ultrassom (BRUCK ez a/., 1992; CARNEVALE e GINTHER,
1995). Atualmente, a técnica mais utilizada é a aspiragio transvaginal guiada por
ultrassom (CARNEVALE, 2004).

Ovum pick up (OPU), como é conhecido, ¢ um método pouco invasivo que vem
apresentando sucesso para obten¢do de odbcitos. Os odcitos obtidos podem ser
fertilizados in wivo através da técnica de transferéncia de oécito (T'O), onde o odcito
maturado iz vive ou in vitro é transferido cirurgicamente para o oviduto de uma égua
receptora através de acesso pelo flanco (laparotomia). A fecundagio ocorre através da
inseminagio da égua receptora 12 horas antes e duas horas apés a TO, utilizando-se

dose inseminante de concentragio convencional (CARNEVALE e# 4/, 2000; 2001b;
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2002). Os oécitos podem ainda ser destinados a transferéncia intrafalopiana de gametas
(GIFT) que segue o mesmo protocolo da TO, porém a inseminagio artificial é realizada
diretamente no oviduto junto ao odcito, utilizando-se sémen com baixa concentragio
espermitica (CARNEVALE, 2004).

OPU com a égua em estagdo foi primeiramente realizada por Palmer ez al.
(1987), fixando o ovirio com a mio via transretal e guiando-o até flanco para pungio
transcutinea, obtendo 63% de recuperagio de odcito. McKinnon ef a/ (1988) obtiveram
indices de recuperagdo oocitiria de 71,4% utilizando uma cénula e uma agulha de
9,8mm para aspirar foliculos equinos preovulatérios utilizando o mesmo acesso.

Vogelsang er al. (1988) comparou a coleta de odcitos via pungio transcutinea
pelo flanco com a coleta via laparotomia com exposi¢io do ovirio. O primeiro
experimento, usando uma agulha de 13G e 15cm de comprimento conectada a um tubo
de litex e uma seringa estéril, obteve uma taxa recuperagio de 10%. Com a laparotomia,
usando a mesma agulha, elevou-se essa taxa para 14% e quando associada a um sistema
de irrigagdo continua a vicuo subiu para 60%. Este mesmo sistema de irrigacdo
proporcionou uma taxa de 38% quando usado para punc¢io transcutdnea, indicando que
a coleta de odcitos com o animal em estagdo era possivel, com sucesso moderado, sem
danos ao odcito.

Hinrichs; Kenney; Kenney (1990) utilizaram técnica semelhante, alcangando
indices de recuperagio de 73%. Trata-se da colpotomia, na qual a mio do operador
manipula os ovirios através de uma incisdo na parede cranial da vagina, pressionando-os
contra a parede abdominal, por onde uma agulha para a pungio folicular ¢ introduzida.
Mas os riscos de peritonite e evisceragio através da incisdo vaginal limitaram a expansio
da técnica.

A técnica de aspiragio folicular transvaginal guiada por ultrassom foi
inicialmente desenvolvida para recuperagio de odbcitos em mulheres associada a
fertilizagio in vitro (FIV) (DELLENBACH er 4/ 1984; FEICHTINGER;
KEMETER, 1986; LENZ ez al., 1987) e posteriormente, no decorrer dos anos 80, foi
adaptada para bovinos (PIETERSE e al, 1988). O primeiro relato de OPU
transvaginal em éguas foi o de Bruck ez al (1992). Nesse estudo, foram realizadas
somente quatro aspiragdes em foliculos preovulatérios, sendo que em trés delas utilizou-
se a administragio de hCG e obteve-se apenas um odcito. Para tanto, os autores

utilizaram um transdutor setorial acoplado a uma guia transvaginal conectado ao
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aparelho de ultrassonografia, direcionando-se a agulha de limen simples por uma linha
de pungdo que o aparelho disponibilizava. Em seguida, Cook ez al. (1992) obtiveram
52,9% (9/17) e 18,5% (25/135) ao aspirar foliculos preovulatérios e de diestro,
respectivamente. Utilizando a técnica transvaginal, Bracher ez al (1993) aspiraram
duzentos foliculos durante 24 sessdes em que pelo menos quatro foliculos estavam
presentes, em qualquer fase do ciclo estral, obtendo-se 34 odcitos e taxa de recuperagio
de 12,3% e 24,4% utilizando agulha de limen simples e duplo, respectivamente.

Esta técnica também pode ser utilizada em éguas em fase inicial de gestagio,
com indices de recuperagio de oécitos variando de 54% (GOUDET et al., 1997) a 76%
(MEINTJES ez al., 1995a). Dez doadoras em torno dos dias 20 a 150 de gestagdo foram
submetidas a aspiragdo folicular transvaginal durante um periodo de 130 dias, com as
aspira¢des sendo realizadas quando pelo menos um foliculo atingia 25 mm ou pelo
menos trés foliculos atingiam 15mm de didmetro. Foram obtidos 152 oécitos de 304
foliculos aspirados (50%) e o nimero médio de aspiragdes realizadas por égua foram 5,7
(MEINTJES ez al., 1994). Cochran e al. (1998) aspiraram em média 13 foliculos por
se¢do com indices de recuperagao de 66% em 20 aspiracdes realizadas entre os dias 14 e
70 de gestacio.

Dentre as reconhecidas vantagens da técnica, estdo os fatos de ser pouco invasiva,
nio depender de estimulagdo hormonal, poder ser utilizada em qualquer fase do ciclo
estral, em animais pré-piberes ou em gestagio inicial (VIANA; BOLS, 2005).
Experimentalmente, esta técnica vem sendo aplicada como uma ferramenta para a
pesquisa com o intuito de estudar a natureza da dinimica folicular em equinos e bovinos
(GASTAL et al, 1997, GINTHER ez al, 2003), administragdo intrafolicular de
firmacos (GASTAL; KOT; GINTHER, 1995), indugio da emergéncia da onda
folicular e sincronizagio da ovulagio entre os animais (AMIRIDIS ez 4, 2006; LIMA
et al., 2007), inducio de funcio lutea (MONTECHIESI, 2009; MOZZAQUATRO et
al., 2010) e avaliagio do liquido folicular e sua influéncia (HINRICHS; RAND;
PALMER, 1991).

A fertilidade das éguas submetidas ao procedimento de OPU nio sofre alteragio,
o que foi comprovado em experimento realizado por Mari ez a/. (2005). De 20 éguas que
foram submetidas a trés ou quatro sessdes de aspiragio folicular durante estro e diestro,
10 foram inseminadas e sete ficaram gestantes. Em estudos iniciais desenvolvendo a

técnica em cinco éguas, Bracher ez al. (1993) realizaram 24 sessoes (quatro a sete sessdes
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por égua) de aspiracio folicular transvaginal e aspiraram 200 foliculos, recuperando 34
o6citos. Os autores nio relataram nenhum efeito sobre o ciclo das éguas, bem como
concluiram que a técnica pode ser empregada repetidamente sem que haja o risco de
peritonite ou aderéncias. Para avaliar funcional e morfologicamente os ovirios de éguas
ap6s repetidas sessdes de OPU, Bogh ez a/. (2003) realizaram estudo em que observaram
que todas as éguas mantiveram normal a fun¢io ovariana, definida como a capacidade de

ovular e desenvolver corpo liteo regularmente.

FATORES QUE INTERFEREM NA OBTENCAO DO OOCITO

Alguns fatores podem influenciar a eficiéncia da técnica de aspiragio folicular,
interferindo no pleno desenvolvimento do procedimento. A prépria anatomia folicular
tem sido relacionada como um fator de complicagdo para recuperagio de odcitos
equinos. Isto parece estar relacionado a processos celulares emitidos pelas células da
granulosa e que penetram as células da Teca, atuando como uma 4ncora. No foliculo
preovulatério (2 35 mm de didmetro), a maturagio final do oécito é acompanhada pela
expansdo das células do Cumulus, promovendo a liberagdo do odcito da parede folicular,
aumentando a recuperagio oocitiria (HAWLEY; ENDERS; HINRICHS, 1995).
Outra caracteristica inerente ao ovirio equino é o baixo nimero de foliculos visiveis,
quando comparado ao de outras espécies. Em média, visualiza-se 6,6 foliculos por ovirio
em equinos (GALLI ez al., 2007) enquanto em bovino é possivel visualizar em torno de
12 (LANDIM-ALVARENGA et al., 2008 apud SENEDA, 2001).

Um recurso que vem sendo empregado ha anos com resultados satisfatérios para
a produgio in vitro de embrides, na espécie bovina, é o uso de odcitos provenientes de
matadouro, além da total liberdade para realizar pesquisas com estes materiais
(SENEDA; GARCIA, 2002). Em equinos, a escassez de ovérios oriundos de
abatedouros limita o avango nas pesquisas em que o odcito estd envolvido. A utilizagio
deste tipo de material ¢ uma boa alternativa para fins de pesquisa e representa uma
importante ferramenta no desenvolvimento de algumas biotecnologias de reprodugio
assistida equina (LANDIM-ALVARENGA e al., 2008).

Entretanto, a manipulagdo do ovirio isolado também pode sofrer influéncia

devido a forte adesdo do oécito a parede folicular (HINRICHS, 1998). Desta maneira,
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a obtengdo desses odcitos por aspiracio do foliculo utilizando uma agulha e seringa,
semelhante ao procedimento realizado em ovirios bovinos, apresenta baixa taxa de
recuperagdo oocitiria em equinos, com uma grande parte dos odcitos recuperados sendo
separados das células do cumulus (HINRICHS; DIGIORGIO, 1991; ALM ez al.,
1997). Por outro lado, taxas de recuperagio elevadas e complexos cumulus odcito
intactos podem ser conseguidos com a ruptura do foliculo associada a escarificagio da
camada de células da granulosa mural. Entretanto, essa técnica aumenta
consideravelmente o tempo necessirio para coletar oé6citos de grande nimero de ovarios
isolados (HINRICHS ez al., 1993).

A fase do ciclo estral também exerce influéncia sobre a taxa de recuperagio de
odcitos, além de influenciar a quantidade e a qualidade das estruturas recuperadas. Cook
et al. (1993) descreveram taxa de recuperagio de odcitos de 63% oriundo de foliculos
preovulatérios enquanto que durante o diestro a taxa de recuperagio de odcitos foi de
19%. A aspiragio de foliculos imaturos permite aumentar o ndimero de foliculos

7

puncionados, porém a taxa de recuperagio oocitiria ¢ inferior (LANDIM-
ALVARENGA ez al., 2008). A razio para baixa taxa de recuperagio oocitiria de
foliculos imaturos em equinos parece ser relacionada a anatomia de aderéncia do oécito
na parede folicular. Quando comparado ao bovino, o oécito equino localiza-se mais
préoximo a parede folicular, apresentando poucas fenestras ao longo das células do
cumulus com uma base mais ampla. Além disso, as células do cumulus em equinos
apresentam processos que se projetam para o interior das células da Teca localizadas
imediatamente abaixo do cumulus, assemelhando-se a uma 4ncora que fixa o complexo
cumulus odcito a parede folicular (HAWLEY; ENDERS; HINRICHS, 1995).

No foliculo preovulatério, somente o procedimento de aspira¢do folicular se
mostra suficiente para promover a liberagio do odcito. Em foliculos pequenos ¢é
necessdrio também realizar a lavagem do foliculo bem como a escarificagdo da parede
folicular para remover o odcito. Este procedimento se apresenta de grande dificuldade
em foliculos com didmetro entre 20 e 35mm (HINRICHS, 1998).

Os equipamentos e os niveis de pressdo negativa empregados na recuperag¢io de odcitos
variam entre os autores. Kanitz ez a/. (1995) afirmam que a taxa de recuperagio de
odcitos € influenciada pela pressio utilizada.

Bruck ez al. (1992) e Hinrichs ez a/. (1998) utilizaram uma seringa de 50 mL

para realizar a pungio folicular. Entretanto, a bomba de vicuo é empregada pela maioria
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dos autores. Pressdes entre 70mmHg e 400mmHg sdo relacionados, sendo 70 a
90mmHg (MEINTJES ez a/., 1995), 100 a 150mmHg (MARI ez a/., 2005), 150mmHg
(CARNEVALE, 2001; 2003; 2005), 230 a 300mmHg (DUCHAMP e¢f al., 1995;
MEINTJES et al; 1995a) e 400mmHg (KANITZ ef al., 1995). Para quantificar a
pressao negativa de maneira mais precisa, alguns autores sugerem mensurar o vicuo em
volume de dgua por minuto.

Pressoes negativas de até 300mmHg apresentam bons indices de recuperagdo
oocitdria. Utilizando as pressoes acima citadas, varios autores obtiveram diferentes taxas
de recuperacio por foliculo aspirado: Carnevale ez a/. (2001), 70% (39/56); Carnevale ez
al. (2003), 76% (331/434); Mari et al. (2005), 30,8% (16/52); Carnevale ez al. (2005),
77% (548/710). Entretanto, utilizando 400mmHg, Kanitz ez a/. (1995) afirmam que
esta pressdo provocou perda das células do cumulus. Pycock (1996) reitera que pressoes
muito elevadas podem lesionar os o6citos. Kanitz ez al. (1995) utilizaram 14 ovarios de
abatedouro e obtiveram 37 complexos cumulus - oécito (COC) de 134 foliculos entre 5
e 46mm de didmetro utilizando pressio 0,2 ou 0,4 bar (1 mmHg = 1,333x10-3 bars).
Nio houve diferen¢a na taxa de recuperagio (28,8% x 26,4%) quando comparadas as
duas pressoes de vicuo.

Alguns autores utilizaram pressdo para a lavagem do foliculo, além da pressio
utilizada na aspiragio. Bogh e a/ (2002) obtiveram entre 45-50% de recuperagio de
obcitos, a partir de foliculos de até 30mm, utilizando 500mmHg para a lavagem.
Duchamp e al (1995) observaram 29% de recuperagio oocitdria aproximadamente,
efetuando lavagem com fluxo continuo de 500mmHg e utilizando agulha de limen

duplo, indice superior ao obtido com limen simples e pressio de 380mmHg na lavagem

(23%, p<0,05).

TRANSFERENCIA DE OOCITOS E GIFT

O primeiro potro nascido oriundo de TO ocorreu no final da década de 80
(MCKINNON ez al., 1988). Entretanto, a eficiéncia da técnica nio foi comprovada
devido a obtengdo de apenas duas gestagdes (13%) e um potro nascido oriundo de 15
obcitos transferidos (1/15, 7%). Posteriormente, resultado expressivo (92%, 11/12) de

desenvolvimento embriondrio (detectado por ultrassonografia aos 12 dias) foi alcangado
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por Carnevale; Ginther (1995) a partir de odcitos recuperados de éguas jovens. Neste
experimento, os odcitos foram cultivados in vitro antes de serem transferidos para
receptoras inseminadas no oviduto. Entretanto, esses autores obtiveram apenas 31%
(8/26) de desenvolvimento embriondrio quando utilizaram doadoras velhas, indicando a
idade avangada e a baixa qualidade do od6cito e o trato reprodutivo da doadora como as
principais causas para a baixa eficiéncia da técnica.

A primeira vez que a técnica foi realizada com fins comerciais foi na
Universidade do Estado do Colorado (CSU), a partir de 1998 (CARNEVALE ez a/.,
2001). Os autores relatam entre 30 e 40% de taxa de gestagio em éguas de diferentes
graus de subfertilidade, creditando & qualidade do sémen utilizado e, principalmente, a
qualidade dos odcitos recuperados como os principais fatores que afetam o sucesso do
programa. Em 2004 e 2005, os mesmos fatores influenciaram os resultados do programa
de TO, da CSU, segundo Carnevale ¢z a/. (2005).

Na técnica de GIFT, utiliza-se sémen com 200.000 a 500.000 espermatozdides
para a inseminacdo, permitindo a utilizagdo de garanhdes de baixa fertilidade, sémen
fresco, resfriado, congelado ou sexado (COUTINHO DA SILVA, 2002; 2004). A
primeira vez em que se obteve sucesso utilizando a técnica de GIFT foi em 1998
(CARNEVALE ez al., 1999). Coutinho da Silva ez a/. (2002) utilizaram a técnica de
GIFT com sémen fresco de 200.000 espermatozoéides, alcangando 82% (9/11) de taxa de
gesta¢do. Entretanto, a taxa de desenvolvimento embriondrio obtido utilizando sémen

resfriado e congelado foram de 25% (4/16) e 8% (1/12), respectivamente.

ICSI - Injecao Intracitoplasmatica
de Espermatozoéides

A produgio in vitro (PIV) de embrides, técnica largamente utilizada na
reprodugdo assistida em humanos, bovinos, ovinos e suinos, nio apresenta 0 mesmo
sucesso para a espécie equina. Alguns estudos vém sendo realizados visando melhores
resultados desta técnica, tais como Wirtu ez a/. (2004). Entretanto, segundo Landim-
Alvarenga et al. (2008), os dados disponiveis sdo de dificil interpretagio devido as

variagbes na técnica utilizada pelos diferentes centros de reprodugio assistida. A PIV na
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espécie equina apresentou pouca evolugio, obtendo-se o nascimento de apenas dois
potros (PALMER e al., 1991; SQUIRES ez al., 1996), ambos provenientes de odcitos
maturados in vivo.

As razdes para resultados insatisfatérios com PIV de odcitos equinos
permanecem obscuras. Capacitagio espermdtica (ALM ez a/., 2001; HINRICHS et al.,
2002), maturagio oocitiria (LI; MORRIS; ALLEN, 2001) e alteracdes na zona
pelicida (LANDIM-ALVARENGA ez al., 2001) sio algumas possiveis razdes para o
baixo sucesso da técnica. Cochran ef al. (1998) afirmam que os baixos indices obtidos
podem estar relacionados também a inabilidade de se coletar um grande nimero de
obcitos de boa qualidade. Allen (2005) acrescenta a relativa baixa capacidade de se
recuperar odcitos maturados in vivo pelo método OPU.

Na tentativa de melhorar os resultados da PIV em equinos devido a baixa
eficiéncia da técnica padrio, a injegdo intracitoplasmdtica de espermatozéides (ICSI)
vem sendo cada vez mais estudada. A ICSI é uma técnica bastante difundida em
reprodugdo assistida humana em casos de subfertilidade masculina. Clinicamente, a
ICSI tem sido utilizada na produgdo de potros provenientes de garanhdes que
apresentam nimeros baixos de espermatozdides. Para o seu emprego, é necessario obter
o6citos maturados. Isso pode ser obtido por aspiragio do foliculo preovulatério ou
obtido possivelmente por maturagio in vitro de odcitos coletados de foliculos pequenos,
imaturos, de ovirios de abatedouro ou pela aspira¢do de pequenos foliculos imaturos
(SQUIRES, 2005).

Na ICSI, ¢ feito uma inje¢do de espermatozéide diretamente no citoplasma do
o6cito maturado que apresenta o primeiro corpisculo polar no espaco perivitelinico
utilizando uma fina pipeta. Outros métodos dependem da presenca de espermatozéides

funcionalmente capacitados.

Consideracoes Finais

A partir da presente revisdo de literatura, foi possivel observar que alguns fatores
podem interferir no sucesso das biotécnicas da reprodugio assistida em éguas. A
transferéncia de odcitos, apesar de ter alcangados resultados expressivos de gestacdo, a

qualidade dos gametas utilizados podem comprometer os resultados. A produgio in
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vitro de embrides pode se tornar futuramente importante ferramenta para reprodugio de
animais de alto valor zootécnico.

Sendo assim, pode-se afirmar que tais revisdes de literatura sejam de grande
importancia para obtencio de informagdes sobre o tema, fornecendo médico veterindrio

recursos técnicos sobre as biotécnicas de reprodugio assistida na espécie.
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