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Resumo:

A aceitagdo de biotecnologias pela maioria das associagdaeat equinas teve
um efeito significativo na industria do cavalo, ganhando popularigiad®do o
mundo, pois além de incrementar o ganho genético, permite a Qatdizie
éguas e garanhdes subférteis com alto valor genético malugfo. A producao
invitro de embrides humanos e bovinos tem sido realizada com sucesso, poré
a producdo de embrides apos a fertilizaighatro nao é eficiente em equinos.
Diferentes técnicas estdo sendo desenvolvidas para transpbaessa, como

a transferéncia de odcito e a injecdo de espermatozoéideitoptasmatica
(ICSI). A transferéncia de odcito vem sendo utilizada ppaimente em éguas
velhas inférteis, pelo fato destas éguas apresentarenogasolreprodutivas
como: endometrite, aderéncias cervicais e uterinas, ovidutogudados,
laceracdes perineais e falhas de ovulagéo, permitindo cora dessa técnica
uma maior producdo de descendentes. Durante o processo de rémuplrac
oocitos, estes devem ser coletados de foliculos imaturos qussiteTe ser
maturadosn vitro ou foliculos pré-ovulatorios através da aspiracdo guiada por
ultrassonografia transvaginal. O o0cito recuperado € transferidmaa égua
receptora previamente inseminada, através de laparopatudlanco. A injecao
espermatica intracitoplasmatica (ICSI) é uma técnica iiéz@caoin vitro, na
qual um Unico espermatozéide é aspirado e injetado dentro de um @xito.
odcitos utilizados podem ser de foliculos maturos ou imaturosndevesses
serem maturadog vitro. Sémen fresco, resfriado ou congelado podem ser
utilizados, pois a técnica ndo necessita de um esperndgofdéncional,
capacitado e com reacdo acrossomal. A utilizacdo do piezoedrltou em um
grande avango, permitindo com as vibragdes por minuto proporciomadas
pipeta de injecdo espermatica, um maior resultado de odditadas, devido a
melhor injecdo do espermatozdide no odcito. A transferéncia ddgenwde
ser direta no oviduto cirurgicamente, como também por tramsfaré
transcervical apés cultura do embrido produzideitro. Conclui-se que ambas
as técnicas sao eficazes na reproducao assistida de equinoteisyldbtendo
resultados ainda abaixo do esperado, mas satisfatorios désagénaticamente
superiores.

Palavras chave: éguas, transferéncia de o00cito, injecdmernggica
intracitoplasmatica, infertilidade, fertilizacdo, embrido
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Abstract:

The acceptance of biotechnology for the most equine breedersatissohad a
significant effect in the horse industry, gaining popularity aroundwhbed,
because the increasing on the genetic gain, allowing the usebdffertile mares
and stallions with high genetics value on reproduction. The embnyogro
production of human and cattle has been used with success, hawexnteo
embryo production is not efficient in the horse, as oocyte tra®&f€)y and
intracytoplasmatic sperm injection (ICSI). The oocyte transfas been used
especially in subfertile old mares presenting reproductive patieslogs:
endometrite, cervical and uterine adhesions, blocked oviduatepéfaceration
and ovulation failures. During oocyte recovery process, the aocytest be
collected from immature follicles that need be matured itro vor in vivo
matured oocytes from pre-ovulatory follicles through the tragiszh aspiration
guided by ultrasound. The recovered oocyte is transferred to a pigvious
inseminated recipient mare, through the flank Ilaparotomy. The
intracytoplasmatic sperm injection (ICSI) is a procedurenafitro fertilization
that needs only one sperm that is aspirated and injected insidedyie. The
oocytes used, can be from mature and immature follicleshFoe®led and
frozen semen can be used, because the procedure not reqdinestional
sperm. The use of Piezo drill resulted in a breakthrough the pklharne,
allowing the vibration per minute provided in the sperm injection fEpet
major result of cleaved oocytes, due to a better sperm mjeati the oocyte.
The embryo transfer can be straight inside the oviduct, ast@sscervical
transferred after embryo culture produced in vitro. In conclusion botleguoes
(OT and ICSI) are effective to be used on equine assistendtegion, getting
results even lower than expected, but satisfactory from angeaktically
superior.

Keywords: Mares, oocyte transfer, intracytoplasmatic spejaction, infertility,
fertilization, embryo.
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1. Introducéo:

Por muitos anos, a inseminacdao artificial foi a técnica pledeicéo
assistida mais amplamente utilizada na industria de reg@odeguina (Squires,
2005). Algumas biotecnologias tém sido desenvolvidas para mell@orar
producdo de éguas e garanhdes valiosos considerados subférteis, mbsm ta
para utilizacdo de gametas depois da morte do animal. A pmdugéro de
embrides humanos e bovinos tem sido realizada com sucesso, porétugaio
de embriBes apos a fertilizacéovitro ndo é eficiente em equinos. Diferentes
técnicas estdo sendo desenvolvidas para transpor essa barmita a
transferéncia de odcito, a transferéncia intrafalopiangateetas (GIFT) e a
injec@o de espermatozoide intracitoplasmatica (ICSI).

O relato do primeiro potro experimental gerado por transfer&wia
odcito ocorreu no fim dos anos 80 (McKinnon et al., 1988). Entee@aniso
clinico deste procedimento ndo comecou antes do fim dos anos 90 (Hatrichs
al., 2000). A transferéncia de odécito esta sendo utilizada pasbtencdo de
gestacbes de éguas consideradas inférteis utilizando método@egpatk
reproducdo ou transferéncia de embribes (Carnevale et al., 2@dt@Etanto, é
necessario que estas produzam o00citos viaveis para 0 sucessenda
(Carnevale, 2006).

Odcitos podem ser coletados de foliculos imaturos ou de foliculos no
processo de maturacdo. A coleta de odcitos de foliculos pré-anotgbossuem
vantagens e desvantagens quando comparados a outros estdgios do ciclo
reprodutivo. O nimero de foliculos pré-ovulatérios em uma éguaméados
por ser uma espécie monovular, além disto, a superovulac&gu@nos leva a
alteracdes de maturacdo de odcitos e dificuldades na manipuagéiana
durante a aspiragcédo folicular (Carmo, 2007). Entretanto, a taxeoktta de
oocitos é usualmente maior em foliculos pré-ovulatérios apds gdadda
ovulacdo com hCG e/ ou GnRH do que em foliculos imaturos, (Carnevale
2001b). Sendo assim, os o0citos coletados sdo transferidos cimggieapara

uma égua receptora previamente inseminada, com o objetivo derameth



ambiente uterino para sobrevivéncia e transporte do espermatdeditizacao
do odcito e desenvolvimento embrionario.

Métodos eficientes de recuperacdo de odcito de éguas vivas tém sido
utilizados, contudo a utilizacdo dos odécitos em técnicas de maturagéoo
possui um carater limitado (Squires, 1996, Hinrichs 1998a), deisilzacéoin
vitro (FIV) padrdo, que consiste na cultura de odcitos com esperma®zoid
capacitados, nado € eficiente em cavalos, devido a ndo egaacitos
espermatozoéides, ndo ocorréncia de reacdo acrossomal, Gaterag zona
pelicida ou maturagcaaon vitro incompleta do odcito, caracterizando na
inabilidade do espermatozéide em penetrar a zona pelirciddéro. Existem
relatos de apenas dois potros nascidos com a produgédo convencidisl da
ambos resultando da inseminagcdo de um odécito maturado in vivo (Rdlale
1991; Bezard et al., 1992). Entretanto, a eficiente fertilzag&itro em odcitos
equinos, é possivel utilizando a injecdo espermatica intractoptaca (ICSI)
(Squires et al., 1996; Grondahl et al., 1997; Li et al.,, 2000), paspgassa
eventos criticos da fertilizagdo, como a reacao acrossemallo e penetracao
da zona pelucida e fusdo espermatozoide e odcito.

As taxas de fertilizagdo foram melhoradas com a disseqaéa@l
da zona pelldcida, remocdo parcial da zona pellcida, injecaomasica
subzonal e perfuracdo da zona pellucida (Alvarenga & Landin-Alvar@nga).
Além disso, a utilizacdo do piezo drill, promoveu um grande avaa@btencao
de odcitos clivados, devido as vibragdes por minuto causadaeta geinjecéo
espermatica, facilitando a injecdo do espermatoz@iddayose et al., 1999)
Odcitos equinos fertilizados pela ICSI, tém sido utilizados cam
desenvolvimento efetivo no sistema de cultura de embrides equamos gque
esses embrides equinos produzidos tém sido transferidos trarsiceevite e
cirurgicamente no oviduto (Squires et al., 1996; McKinnon et28000) das
éguas receptoras, resultando em nascimentos de potros normais.

2. Transferéncia de Odcito:
A transferéncia de odcito é uma biotecnologia utilizada na

reproducdo de éguas, de alto valor genético, das quais ndo podasteselos



embriBes por causa da alta incidéncia de falhas de ovelagde&guas de idade
avancada (>18 anos), ovidutos bloqueados, e patologias de Utendxe ©ér
sucesso do processo € dependente de varios fatores, sendo o mrianipante
reprodutivo saudavel da receptora para garantir a sobrevivémcigaasporte
espermatico, fertilizacdo do odcito e desenvolvimento embrii@arnevale
2006).

A técnica consiste na aspiracdo guiada por ultra-som de unaldolic
pré-ovulatorio, previamente induzido com hCG associado a um analogo do
GnRH (acetato de deslorelina) 24 a 36 horas antes da aspiragadarfol
podendo ou ndo necessitar de maturacao. A receptora € previansenténada
(6 a 12 horas antes) para que o0s espermatozéides capacitadasn estej
disponiveis no oviduto no momento da transferéncia de odcito.

2.1 Uso clinico da transferéncia de oécito:

Transferéncia de odécito tem sido usado como procedimento climico, e
éguas com subfertilidade que ndo podem produzir embrides viaveisugard=
falha reprodutiva associada com anormalidades oocitarias, decaeulde
oviduto, de utero e cérvix (Carnevale, 2004).

E sabido que a fertilidade de éguas doadoras diminui depois 15 a 18
anos de idade. Carnevale (2008) relatou compara¢des morfolégiesds da
microscopia de luz e eletrdnica de odcitos de foliculos préatinids de éguas
jovens (3-19 anos) e velhas (>19anos), que os odcitos de éguas velhas
apresentaram uma maior quantidade de vesiculas (>1% de volomre)agao
as éguas jovens, como também o nimero médio de vesiculas pordedéguas
velhas foi maior do que éguas jovens. Além disso, muitos odcitos peatesi
de éguas velhas apresentaram anomalias, dentre elas uitdavesupando
mais que 50% do ooplasma, uma vesicula dentro do nucleo, odcitosroues f
atipicas, secdes do ooplasma sem organelas e partes do oolema se
microvilosidades.

Taxas de gestacdo apos a transferéncia de odcito de égens g0
melhores que os odcitos transferidos de éguas velhas. Quando os fayeitn

coletados de foliculos de éguas jovens (6-10 anos) e éguas vel2&sa(20s) e



transferidos em ovidutos de éguas receptoras jovens (3-7 anos), usnonum
significantemente maior de o6citos de éguas jovens obteve mais
desenvolvimento de vesiculas embrionarias, do que 0s o0citos devedjuas
(11/12, 92% e 8/26, 31% respectivamente) (Carnevale & Ghirg85).

Carnevale et al. (2001b) relataram que gestacdes foranelestdbs a
partir de trés éguas de um grupo de quatro éguas doadbéaanos apos uma
Unica transferéncia. Em contrapartida, apenas uma gedtagésiabelecida de
um grupo de seis éguas doadora®0 anos apdés uma transferéncia, e apenas
uma éguas nao obteve gestacdo depois de repetidas transéeRamase obter
uma gestacao de uma égua doadora velha, foi requerido dea@nhafdréncias.

2.1.1 Coleta de odcitos:

A maioria dos odcitos sdo coletados a partir de foliculos prétovias,
pois odcitos imaturos apresentam dificuldades em matuxétro. Desta forma,
a maturacao folicular ocoriie vivo, e os efeitos deletérios que podem ocarrer
vitro sdo minimizados. Assim como, nNos equinos, a anatomia dgidigdo
o0cito com a parede folicular interfere na eficiéncia degemacao oocitarien
vivo. Na égua, o foliculo possui um pediculo que liga as céluléscdacom a
parede folicular. Essa projecdo € uma extensdo das célulaarddoga pela
camada da teca. No pediculo de ligacdo apresenta uma extens@tutissda
granulosa e polissacarideos que compde esse pediculo como um comgenente
fixacdo das células dumulus (Hawley et al., 1995), sendo assim esta ligacéo
s6 é desfeita com a inducdo da ovulacdo. Devido a isso, no ntworda
aspiracdo é necessario escarificar a parede foliculargpdessprendimento do
cumulus, diferentemente dos bovinos, onde as célulasudwlus com o odécito
ficam soltas dentro do foliculo.

A atividade ovariana deve ser monitorada através da ultrasdizogr
transretal para determinar o desenvolvimento folicularet@el de odcitos séo
programados baseando-se no momento da administracdo dos indutores de
ovulacdo. As éguas doadoras sdo induzidas com associacao @3900&000

Ul, i.v.) e acetato de deslorelina (1mg/ml), sendo que estabioacéo
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proporciona uma melhor resposta do foliculo e um odcito de maior quaédade
éguas velhas (Carnevale et al.,, 2000). Os critérios precosizpdm a
administracdo de hCG e GnRH séo: (l) foliculo com diamat&5 milimetros,
(I1) cérvix relaxada e ténus uterino, (Ill) edema uterino mportamento estral.
Carnevale (2004) preconiza que a recuperacdo dos 00citos sej2fera36
horas apo6s a administracdo de hCG (1500-2500Ul, i.v.)

A recuperacdo dos odcitos pode ser feita por laparotomias
(Volgelsang et al., 1986), puncéo de flanco (Palmer et al.,)188potomias
(Hinrichs & Kenney, 1987) e aspiracdo transvaginal guiada poa-sdim
(Carnevale & Ghinter, 1993; Cook et al., 1993). O método de escothaapa
aspiracao folicular é a aspiracdo guiada por ultra-som com transduvilineo
ou linear por ndo comprometer as habilidades reprodutivas e peutiizia-lo
em ciclos consecutivos. O transdutor é acoplado a um guia caullaae
aspiracado e posicionado no interior da vagina, lateral a projegidical e
ipsilateral ao ovario que contem o foliculo pré-ovulatério. Maaipigs retais
sdo realizadas para posicionar o ovario com o foliculo pré-ovialaténtra o
transdutor e a agulha. Uma agulha (diametro 12, limen duplo) é aldeatio
do guia, no posicionamento em que se pode perfurar a paredelvagina
foliculo pré-ovulatorio.

O fluido folicular é aspirado do foliculo utilizando uma bomba de
vacuo na pressdo de 150 mm Hg ou por grandes seringas. Apés aorelmoca
fluido folicular, o lamen folicular pode ser lavado com meio no velua 50 a
100 mL, podendo ser solucdo tampédo de fosfatos (PBS) ou meio para
recuperacao embrionaria contendo soro fetal e heparina (10Ul/ne_ppsenir
a coagulacdo. Apés o processo de aspiracdo folicular, o ligedperado é
colocado em uma placa de petri para o compétewaulus-odcito ser procurado
com o auxilio de um estéreo microscopio binocular. Embora a predengaa
grande massa de células cdamulus que compde o complexaumulus-00cito
facilite a procura no liquido com a presenca de sangue, essa gnasda
celular dificulta a manipulacéo do odécito. A taxa de recuperagaitaria pode

variar com a experiéncia do veterinario. Carnevale (2003), dutad$ anos,
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obteve uma taxa de recuperacdo de 98% (331/339) por ciclo de doadoras de
carater comercial e 76% (331/434) por foliculo.
2.1.2 Cultura de odcitos:
Os foliculos pré-ovulatérios sao aspirados e quando os odécitos sdo
recuperados, apresentam-se em metafase | ou Il (Bezdrd@93). O intervalo
entre a inducao de ovulacdo e a transferéncia de odcitosdewentre 36 e 44
horas. A maioria dos odcitos coletados ate 24 horas apés a indugduCesd
estdo em metafase | e necessitam ser suplementados ceempmde cultura
para completar a maturacdo (Carnevale et al., 2005).

Sendo assim, apdés a coleta e classificacdo dos od0citos, os odécitos
recuperados sao transferidos para um meio de cultura de tecid-199)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 0,2mM de piruvato, e 50 jdg/mL
gentamicina (Carnevale & Ghinter, 1995; Hinrichs et al., 19986¢itos devem
ser cultivados a uma temperatura de 38,2 - 39°C em uma atandsféra 6 %
de CQ e ar por 12 a 18 horas.

A maioria dos odcitos recuperados ap6s 36 horas da administracdo de
hCG apresentam-se em metafase Il podendo ser transferidoataneetite para
0 oviduto da receptora. Carnevale et al. (2002) relataram &Rakres na
coleta de odcitos e desenvolvimento embrionario de oocitosadoke®4 a 36
horas apos a administracdo de hCG e transferidos imedig@ansendo assim,
ndo foram observadas diferencas quando os odcitos foram aspiratiosag4
apos a administracdo de hCG e transferidos imediatamente oadosirbvitro
durante 12 e 16 horas. Esses resultados eliminam a necessidadendebauor
com CQ de alto custo, tornando o procedimento mais pratico para seadal
a campo.

2.1.3 Técnica de transferéncia propriamente dita:

A técnica de transferéncia de od6cito envolve a utilizacdo glem €
receptora com o objetivo do trato reprodutivo possuir um ambiente shudave
para a sobrevivéncia, transporte e capacitacao espernii@tidtezacao do odcito
e desenvolvimento embrionario, por isso, € de extrema importarsgkecao de

éguas receptoras com tratos reprodutivos de alta qualidade paragranma de
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transferéncia de odcito. As éguas receptoras devenjpwens (3-10 anos),
selecionadas pela sanidade do trato reprodutivo e comprimento dorligame
ovariano para a facilitacdo da exteriorizagdo do ovario no momento do
procedimento cirurgico.

Podem ser utilizadas éguas ciclantes e nao-ciclantesilizagiio de
éguas ciclantes como receptoras de o0citos necessita damgacéo dos ciclos
e remocao do olcito da receptora para se ter certeza gestegdo € da égua
doadora. As éguas receptoras recebem 2000 Ul de hCG no mesmo madanento
égua doadora, e 0 odcito da égua receptora € recuperado 24 horas apls a
administracdo de hCG, e apenas as éguas receptoras qaento® 00citos
recuperados séo utilizadas. Eguas néo-ciclantes podem sadaslieliminando
a necessidade de sincronizacdo dos ciclos com as éguas doadaras
recuperacdo do oocitos de foliculos pré-ovulatérios antes do momento da
transferéncia. A preparacdo das éguas receptoras € raaizadés da utilizacédo
de horménios exdégenos. No comeco da estacdo de monta éguas emeanestro
transicionais sdo utilizadas como receptoras (Carnevale &té€hil1995;
Hinrichs et al., 1998a).

O protocolo hormonal utilizado em éguas ndo ciclantes consiste na

administracdo de benzoato de estradiol (3 mg diario) por 3-7 dias da
transferéncia e ap0s o tratamento com o0 benzoato de estraliivhisira-se
progesterona injetavel (200mg por dia) ou 0,044 mg/kg de progesterana
(Altrenogest) apods a transferéncia de oocito. Independentilidacdo de éguas
ciclantes e nao-ciclantes, a progesterona exdgena é reqo@rida manutencao
da gestacao (Carnevale et al.,, 2001b) e deve ser suplemargaddp éguas
ciclantes e ndo-ciclantes, até 110-120 dias. Apesar do corpddatesdo apos
a aspiracdo do foliculo pré-ovulatério da égua receptora, ac8ecrde
progesterona pode ser atrasada ou reduzida em éguas cidtintehg, 1991).
Em éguas ndo-ciclantes, a auséncia de corpo lateo exige urmenfzedo de
progesterona. Carnevale et al. (2001c) relatou que a taxeestacgo em
transferéncias em nivel comercial foi similar para égeasptoras ciclantes e
nao-ciclantes (8/15, 53% e 37/93, 39%).
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A transferéncia de odcito consiste em um laparotomia a piartilanco
da égua receptora com procedimento cirdrgico similar aoitteaoteriormente
por Squires e Seidel (1995) na técnica cirdrgica de transfaréeciembrido.
Apés a sedacdo e anestesia local é feita uma incisdoaeqliiena costela e a
tuberosidade iliaca coxal. O ovario € localizado e exteaddzatraves da
incisdo. O od6cito é colocado em uma pipeta de vidro com urgaepa
guantidade de meio (<0,05mL). A pipeta é introduzida aproximadan3emt
dentro do oviduto e o odcito € depositado gentilmente. O ovario é reposto na
cavidade abdominal, as camadas musculares e a pele sdo suturada
separadamente. As éguas receptoras rotineiramente sao stratadadrogas
antiinflamatérias parenterais e antibiéticos de amploatsppor 5 a 7 dias.

Antes da transferéncia as éguas receptoras devem seinadam
para 0s espermatozoides estarem disponiveis no oviduto no momento do
procedimento. Eguas receptoras de odcito podem ser inseminautes apna
vez (6-12 horas) antes da transferéncia, pois o0 odécito equirseafadertilidade
de aproximadamente 12 horas apdés a ovulacdo (Ginther, 1992). As éguas
receptoras devem ser inseminadas (12 horas antes) com no minimadhs@&® m
de espermatozoéides com motilidade progressiva podendo ser séswn dte
resfriado. E de extrema importancia a utilizacdo de sémeardat@es com alta
fertilidade, contudo, quando se utiliza sémen de baixa qualidada outr
inseminacao deve ser feita 2 horas apoés a transferéncite &xisssibilidade de
acumulo de fluido apés a segunda inseminacdo (Carnevale €2085b),
provavelmente devido a relaxamento uterino associado com o sedativos
utilizados. As éguas receptoras com acumulos de fluido devematselos com
ocitocina (20 Ul) e lavagem uterina ate 12 horas apés a éetets fluido
uterino.

Gestagcbes tém sido diagnosticadas quando as receptoras Sao
inseminadas apenas antes (Maclellan et al., 2002) ou deporey&lar et al.,
2000) da transferéncia de odcito. Carnevale et al.(2002) em wmloeshde
éguas receptoras foram inseminadas com sémen de dois téfegamanhdes,

um antes da transferéncia de odcito e outro depois, observara@d#udos



14

embrides recuperados aos dezesseis dias de gestacao fomdosge partir da
primeira inseminacdo, sendo que a confirmacéo foi feita &drao teste de
paternidade.

3. Injecdo de espermatozoide intracitoplasmatica (ICSI):

O processo de fertilizacdo no cavalo vivo tem sido descrito
(Betteridge et al., 1982; Grondahl et al., 1993) e a formacao stedikios e o
estabelecimento de gestacdes tem sido alcancados pela é&aciafele oocitos
maturadosn vitro em éguas receptoras. Por outro lado, existem poucos relatos
de FIV em odcitos maturadasvivo ein vitro. As razfes da baixa taxa de FIV e
desenvolvimento dos o00citos equinos permanecem incerto. A @dacit
espermatica (Alm et al., 2001), maturacdo de odcito (al.eR001) e mudancas
na zona pelucida (Hinrichs et al., 2002) tém sido relatadas possivel razédo
da baixa taxa de aproveitamento da FIV. A injecdo intracsopdtica de
espermatozéide (ICSI) é uma técnica de fertilizagaatro, na qual um Unico
espermatozéide é aspirado e injetado dentro de um odcito. Exigedcito
maturo, ou seja, um odécito em metafase Il, que pode ser olitmEsa da
aspiracao de foliculos pré-ovulatérios apos a administracao de garfiadstou
através da maturacao in vitro (Hinrichs, 2005).

A ICSI apresenta vantagens em relacdo a transferéncia ile oac
producdo de embrides. Baixa qualidade espermética, baixaentagio
espermatica e garanhdes que vieram a 0Obito e possuem poucasi@sgeen
congelado, que nao seriam utilizados na transferéncia de opoidem ter
sucesso na ICSI. Em relacdo as éguas, patologias de ovidutmcomuns,
ocorrendo dificuldade de diagnosticar, mas patologias uterinasosdiamente
diagnosticadas. Tratamentos de infec¢cdes uterinas podemtderccisio e
insucesso em algumas éguas, resultando em falhas na recopsrdgionaria.
Outras patologias, tais como: laceracdes cervicaispadegerinas e cervicais e
acumulo de fluido uterino, irdo afetar a recuperacdo de embide®ms que
vieram a Obito ou eutanaziadas podem ter os ovarios retiradosqatar os
foliculos presentes. O procedimento consiste em abertura do foléculo

curetagem do mesmo para se obter o comptexaulus-o6cito e células da
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granulosa. Odcitos coletados de foliculos que ndo estdo proximos da ovulaca
precisam ser maturados, para retornarem a meiose. Essass qimdem ser
maturados em cultiven vitro com a utilizacdo de gonadotropinas, entretanto,
somente cerca de 50 % irdo maturar, e aqueles que maturaremerpassa
menor habilidade de produzir uma gestacdo do que odcitos matimades
(Hinrichs & Choi, 2005).

Em outras espécies tais como ruminantes e porcos, a presenca de
cumulus expandido é ligada a coleta de odcitos de foliculos atrésicoses es
oocitos sdo geralmente descartados imediatamente por causa da sua
extremamente baixa capacidade de desenvolvimento. Entretantavalos,
Hinrichs et al.(2005) em uma série de estudos demonstraram qaeitms com
cumulus expandido foram mais capazes de completar a maturagdo que odécitos
com cumulus compacto (Hinrichs & Williams, 1997; Hinrichs & Schimidt,
2000). Como em bovinos, odcitos classificados como expandidos séo originados
de foliculos em comeco de atresia, os quais aparecennpamr competéncia
meiotica. I1sso é algo surpreendente porque, em outras espépiesenca de
uma compacta e saudavel célulascdoulus € considerada um indicador para
boa morfologia oocitaria. Por ndo serem encontradas lises ri@&t odcitos
coletados por aspiracdo guiada por ultra-som, esse achado ingpieca
modificagdes post-mortem ocorrendo nos grandes o0varios equinos Sao
responsaveis pela degeneracdo dos odcitos originarios de abase(®alli et
al., 2007).

Taxas de maturacdo nuclear tém sido similar (Zhang €198D,
Hinrichs et al., 1995), ou maiores que (Hinrichs & Willians, 199ifirichs &
Schmidt, 2000), aquelas dos odécitos compactos. Recentemente, Hétrighs
(2005) demonstraram que odcitos commulus compacto eumulus expandido
tem competéncia de desenvolvimento similar (38 e 32%) quando subneetidos
tempo suficiente de maturacao. Tem sido relatado que enquaittus G&ipinos
expandidos levam 24 horas para maturagéatro, oocitos compactos levam
mais de 30 horas (Zhang et al. 1989, Hinrichs et al. 1993). Hirgicks (2005)

sugeriram que a competéncia de desenvolvimento de odcitos equintetdda
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pelo tempo requerido entre recuperar e cultivar e duragdo da g@aiurd
maturacdo dos o0citos, que ocorre logo apls a coleta, é deatiamn um meio

de cultura de tecidos, com a adicdo de 10% de soro fetal bovEmMOde
piruvato e 25 ugmtde gentamicina. Os odcitos sdo maturados a 38,5°C e uma
atmosfera de 6% de G@ ar. (Altermatt, 2009)

Os espermatozéides utilizados na ICSI podem ser frescaadestiu
congelado, ndo existindo diferenca significante na taxa de ddgemento
embrionario entre sémen fresco e congelado. E um método que efsitaede
um espermatozoide funcional, capacitado e com reagdo across@mal
procedimento utiliza a micro manipulacdo, um espermatozéideeéisedo,
sua cauda é quebrada para se tornar imével, sendo que suas propriedades
citoliticas sdo liberadas para ocorrer a ativagcdo do oOqtis Bso ocorre a
injecdo do espermatozéide no odcito (Hinrichs, 2005). A injecdo evita a
necessidade de ligacdo do espermatozoide ao o6cito e poseetnagao

Com a utilizagdo do Piezo drill, aumentou as taxas de atvag
clivagem (Choi et al., 2002). Essa técnica consiste amacavibracdes por
minuto na pipeta de injecdo, isso ndo sO6 apenas auxili@rmergcdo da zona
pelucida como também na garantia da ruptura das membranagitas do
espermatozéide e do odcito. Na utilizacdo do Piezo drill na ¢G8I odcitos
maturadosn vitro, resultaram em uma taxa de 80% de clivagem, com a media >
8 células apos 96 horas de cultura de embrido.

Na fertilizacdo de odcitos mamiferos, o espermatozéideyaeal zona
pelicida e penetra na membrana plasmatica pela fusdo celgled, @sulta em
ativacdo do odcito. Como fator de ativacdo e o recomeco daanemsre a
formacéo do pronucleo, inicio da sintese de DNA e a primeirageim (Swan,
1991; Ben-Yosef & Shalgi, 1998). Uma vez que o espermatozoicecpora
ao odcito ocorre a ativagcdo do ooplasma, provocando a descondedsaca
cromatina e a fase inicial espermatozoide e odcito estadaiciDentre as
técnicas utilizadas como ativacéo dos odcitos, esta o auchepadréo de Ga
que auxilia na fertilizacdo normal (Nakada & Mizuno, 1998), coambtm

ionomicina e etanol, geram pico variados de calcio intrreho odcito. Ja o
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timerosal, induz picos padrées de célcio intracelular, simulandesmm que
ocorre em uma fertilizacdo normal com um espermatozoide (984d). Ja o
Inositol 1,4,5-triphosphate (InsP3) atua como segundo mensageiro rppttans
intracelular de célcio, promovendo uma ativacao do odcito.

Odcitos fertilizados podem ser transferidos para o oviduto por
métodos similares aos usados para transferéncias de odcitos, an pede
cultivados in vitro por 7 a 8 dias até o estagio de blastocistiodo depois
transferido, por via transcervical, para o Utero da égueptera. A transferéncia
direta é realizada cirurgicamente através de laparotoehiaflanco (Galli et al.,
2007)

A ICSI é uma biotecnologia que necessita de mais temposeara

realizada, podendo apresentar risco de lise do o6cito duranteedlipneato,

0 que leva a reducao da fertilizacdo, sendo um método de mae bai
eficiéncia quando comparado a transferéncia de odcito, onda-cal um
o0cito maturo de um foliculo pré-ovulatério e utiliza-se sémen de boa
qualidade.

4, Conclusao:

A reproducdo assistida equina tem apresentado lentos progressos
quando comparada a outras espécies pelas dificuldades impostas pel
maturacado oocitaria e capacitacdo espermatica, porém na @éoczla a
transferéncia de oocito e a ICSI tém permitido que éguasrantgpes
subférteis e de alto valor genético passem a produzir descendAntes
aplicacdo dessas técnicas em equinos apresenta resultadagesficsendo
biotecnologias valiosas para producdo de animais genéticanengicamente
superiores, ja sendo aplicadas comercialmente na Europa e Hdtadios da

America.
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