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RESUMO

A injecdo intracitoplasmatica de espermatozdide (ICSI) é uma biotecnologia aplicada a
reproducdo equina que evoluiu nas Ultimas duas décadas. Atualmente, esta é a Unica técnica
vidvel para producdo in vitro de embrides (PIVE) na espécie equina, executada a partir da
injecdo de um espermatozoide adentro do ooplasmade um odcito maturo. O processo envolve
a aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassom (ovumpickup - OPU), a maturagéo in
vitro de odcitos imaturos, o desenvolvimento embrionério in vitro, a criopreservacdo e a
transferéncia de embriGes. Em razdo de sua complexidade, diversos sdo os fatores que
interferem na eficiéncia do programa de ICSI. Tais fatores estdo associados tanto a
caracteristicas reprodutivas das éguas doadoras, quanto as dos garanhdes, assim como
particularidades anatdmicas da espécie equina e propriedades técnicas do programa de ICSI.
A idade avangada da doadora, a presenca de contaminantes no ambiente, a oscilacdo de
temperatura no transporte e a falha na selecéo da receptora séo alguns elementos que resultam
em insucesso da técnica. Enquanto fatores como a suplementacdo das doadoras, a ciclicidade
da égua e o uso de espermatozdides com integridade de membrana >40% favorecem bons
resultados. Neste ambito, a expansdo do uso comercial da técnica, em conjunto com
resultados 6timos de PIVE, é dependente da compreensdo dos fatores que interferem na

eficiéncia do programa de ICSI.

Palavras-chave: equinos, reproducédo equina, embrides, PIVE, ICSI.



ABSTRACT

Incytoplasmic sperm injection (ICSI) is an equine reproduction biotechnology that has
evolved in the last two decades. Currently, this is the only viable technique for in vitro
embryo production (IVEP) over the equine species, performed from the injection of a
spermatozoon into the ooplasm of a mature oocyte. The process involves ultrasound-guided
transvaginal follicular aspiration (ovum pick up - OPU), in vitro maturation of immature
oocytes, in vitro embryonic development, cryopreservation, and embryo transfer. Due to its
complexity, there are several factors that interfere with the efficiency of the ICSI program.
These factors are associated with both reproductive characteristics of donor mares and
stallions, as well as anatomical particularities of the equine species and technical properties of
the ICSI program. The advanced age of the donor, the presence of contaminants in the
environment, the temperature oscillation in the transport and the failure of the receiver
selection are some elements that result in underachievement of the technique. While factors
such as donor supplementation, mare cyclicity and sperm use with membrane integrity >40%
favor good results. In this context, the expansion of the commercial use of the technique,
together with optimal IVP results, is dependent on the understanding of the factors that
interfere with the efficiency of the ICSI program.

Keywords: horses, equine reproduction, embryos, IVEP, ICSI.
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1. INTRODUCAO

O agronegocio do cavalo é caracterizado como uma atividade em expansdo,em 2019, o
Brasil atingiu um plantel de mais de 5,9 milhGes de equideos, segundo o Instituto Brasileiro
de Geografia Estatistica (IBGE). A criacdo de equinos é representativa economicamente no
pais, uma vez que movimenta anualmente R$16,15 bilhGes e configura cerca de 3 milhdes de
empregos (MAPA, 2016). Nesta circunstancia, o0 aumento do valor agregado de animais com
altos padrdes genéticos e a busca por maior rentabilidade da atividade impulsionaram o
avancgo das biotecnologias reprodutivas em equinos (BERTOZZO et al., 2014; RUA et al.,
2016).

Dentre estas, a injecdo intracitoplasmatica de espermatozdides
(intracytoplasmicsperminjection — ICSI) € uma biotecnologia que progrediu rapidamente nos
altimos 20 anos. Hoje, é comercialmente utilizada na reproducédo equina em razédo de sua atual
eficiéncia e aplicacdo clinica, suprindo a demanda de producédo in vitro de embribes (PIVE)
entre os criadores de cavalos. O programa de ICSI superou a ineficacia da fertilizagéo in vitro
convencional (FIV), decorrente a falha na capacitagdo in vitro dos espermatozoides,
resultando em melhores taxas de prenhez para a espécie. A técnica laboratorial consiste na
injecdo de um dnico espermatozoide adentro do odcito a partir de um micromanipulador
acoplado a um microscépio invertido (HINRICHS, 2005; RUA et al., 2016; MORRIS, 2018;
PALHARES et al., 2019).

Além de promover o uso satisfatério de éguas e garanhGes com subfertilidade e baixa
disponibilidade no mercado, a ICSI representa a habilidade de produgdo e armazenamento de
genética superior das racas equinas fora do periodo de estacdo de monta. Para tal, é
imprescindivel o conhecimento das etapas envolvidas na técnica, desde a obtencdo e preparo
dos gametas, até o subsequente cultivo e destino dos embrides resultantes. A melhor
compreensdo sobre a competéncia do odcito e do embrido equino, coligado ao
desenvolvimento de protocolos ideias de maturacdo in vitro tém sido fatores-chave para
superacdo de problemas iniciais e caracterizacdo de fatores que interferem no programa de
ICSI em equinos (MORRIS, 2018).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 INJECAO INTRACITOPLASMATICA DE ESPERMATOZOIDE (ICSI)

Em sintese, a ICSI consiste na injecdo de um espermatozdide adentro do ooplasmade um
oocito maturo, a partir de um micromanipulador acoplado a um microscopio invertido. O
método envolve a recuperacdo de odcitos a partir da técnica de aspiracdo folicular
transvaginal guiada por ultrassom (ovumpickup - OPU), a maturacdo in vitro de o0citos
imaturos, a inser¢do mecénica de espermatozdides em oocitosmaturos, o desenvolvimento
embrionario in vitro até o estagio de blastocisto e a transferéncia do embrido para o Utero da
égua receptora (HINRICHS, 2005; RUA et al., 2016; PALHARES et al., 2019).

Outrora, a ICSI convencional, realizada pela primeira vez em 1962 por Hiramoto na
espécie ourico do mar, esteve associada a danos mecanicos ao odcito causados pela
deformacéo da zona pellcida e exposi¢do do oolemma a pressao negativa durante a injecdo. A
fim de evitalos, Kimura e Yanagimachia (1995) modificaram a técnica a partir do uso de um
sistema de injecdo Piezo. Este garante a deposicdo precisa, e de forma menos traumaética, do
espermatozdide no odcito, e uma efetiva ativagcdo deste por uma boa imobilizacdo do gameta
masculino. A modificacdo favoreceu as taxas de clivagem e viabilizou resultados mais
consistentes ao programa de ICSI (SMITS et al., 2010; PALHARES et al., 2019).

Figura 1 — ICSI utilizando uma pipeta associada ao sistema de Piezo
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Fonte: Kimura&Yanagimachia, 1995



2.1.1 Obtencao dos o6citos

A aspiracdo folicular (ovum pick-up — OPU) é uma técnica ndo-invasiva utilizada para
obtencdo dos odcitos. Ela permite a coleta de odcito a partir da aspiragdo de foliculos
préovulatorios e/ou imaturos provenientes de doadoras vivas, tratadas ou ndo com
gonadotrofina coridnica humana com objetivo de induzir a maturacdo in vivo. Existem, ainda,
outras técnicas como a coleta em éguas sacrificadas em matadouros, e a superovulagdo de
doadoras vivas a partir do uso de horménios, como extrato de pituitaria equina e horménio
foliculo estimulante (FSH). Entretanto, estas sofrem, respectivamente, com a influéncia da
variabilidade do tempo de obtencédo até chegada ao laboratério sobre a maturagdo dos o4citos,
e com o insucesso comercial da superovulacdo na espécie equina (PURCELL et al., 2007).

2.1.2 Classificacdo dos CCO

Os odcitos coletados sdo avaliados quanto a morfologia do ooplasma: homogéneo,
condensado ou heterogéneo/fragmentado; e a quantidade das células de cumulus: desnudo,
apenas corona radiata presente, Cumulusoophorus compacto ou cumulus expandido. Tais
caracteristicas exteriorizam efeitos sob particularidades pos-cultura e capacidade de
fertilizacdo, e logo, no sucesso das técnicas de reproducdo assistida (DEL CAMPO et. al,
1995).

2.1.3 Maturacdo oocitaria

A maturacdo nuclear e citoplasmatica é um processo essencial para que 0s 06citos se tornem
fertilizados, sendo o progresso da meiose até o estagio de metafase 11 um meio de pondera-la
(SQUIRES, 1996). Os meios de maturacdo TCM-199, B2 e Ham’s F10 sdo considerados
aptos para a espécie equina, pois apesar de apresentarem variaveis quanto as taxas e tempo de
maturacdo em estudos, ndo houve diferenca significativa nos resultados (WILLIS et. al., 1990;
OKOLSKI et. al, 1991; SHABPAREH et al., 1993).

Os protocolos de maturacdo desenvolvidos para odcitos equinos incluem adicdo de
horménio luteinizante (LH), hormdnio foliculo estimulante (FSH) e estradiol, uma vez que
sdo 0s hormonios presentes no processo in vivo. Tem-se ainda a adicdo de células somaticas

como fator acrescente na taxa de meiose até o estagio de metafase Il, que normalmente é



atingido com 30 horas de incubacdo a 39°C e 5% CO, (OKOLSKI et. al, 1993; SQUIRES,
1996).

Apos este periodo, os odcitos sdo novamente classificados em: imaturos, quando em
metéfase | ou vesicula germinal, maturos (metéfase I1) ou degenerados (DEL CAMPO et. al,
1995). Odcitos que apresentem o primeiro corpusculo polar aparente sdo utilizados para a
técnica (SQUIRES et al., 1999).

2.1.4 Preparo do sémen

O espermatozoide utilizado pode ser oriundo tanto de sémen fresco ou criopreservado,
a amostra de sémen é lavada, colocada em meio PVP especifico para reducdo de motilidade —
com a finalidade de facilitar a aspiracdo pela pipeta e conducdo ao citoplasma do odcito — e
posteriormente transferida para uma placa de Petri, considerando-a como camara de micro
injecdo (KUROKAWA et al., 2003; PALHARES et al., 2019).

2.1.5 Injecdo do espermatozdide

Os gametas sdo manipulados com micromanipuladores acoplados em um microscopio
invertido e injetados com uma pipeta associada ao Piezo. A injecdo espermatica avanca em
alta velocidade através da zona pelicida e membrana plasmatica do odcito, todavia, sem
causar danos em virtude ao sistema Piezo (PALHARES et al., 2019). Pulsos piezo elétricos
sdo liberados com intuito de permeabilizar a membrana plasmaética e seccionar a cauda do
espermatozdide. Este processo garante a imobilizacdo do gameta e liberacdo de fatores
ativadores de odcitos, aumentando também as taxas de clivagem em equinos (CHOI et al.,
2004; HINRICHS, 2005). Em seguida, ocorre o deslocamento da pipeta contendo o
espermatozdide ao interior do odcito, imobilizado por uma pipeta holding. Ao encontro da
zona pellcida, ocorre a liberacdo de pulsos piezo de diferentes intensidades responsaveis pelo
avanco da pipeta injetora de espermatozoide, seguida pela penetracdo do oolemmae injecdo da
cabeca do espermatozdide (KIMURA et al., 1995; KUROKAWA et al., 2003).

2.1.6 Cultivo in vitro, transferéncia e vitrificacdo embrionaria

Os embrides sdo cultivados in vitro, por um periodo determinado por cada laboratério, até

0 estagio de blastocistos, podendo ser transferidos via transcervical em uma égua receptora



10

(HINRICHS, 2005) ou, ainda, vitrificados visando comercializagdo e/ou posterior
aproveitamento (BOHN et al., 2020).

2.2 O PROGRAMA DE ICSI

No momento atual, a ICSI é a Unica técnica viavel para fecundacéo in vitro de odcitos
equinos e producdo in vitro de embrides (PIVE). O programa, como um todo, demonstra-se
promissor e benéfico ao enfretamento de diversas situacdes vivenciadas na reproducdo equina
(PALHARES et al., 2019).

2.2.1 Vantagens da injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide

O uso de garanhGes com baixa qualidade e/ou produgdo seminal, tal como de
garanhdes que apresentam volume insuficiente para monta natural e/ou inseminacgéo artificial
(1A), sdo alguns exemplos de circunstancias quais a utilizacdo da técnica é vantagiosa. A
partir da recuperacdo de odcitos e da puncdo de espermatozdides da cauda do epididimo post
mortem, podemos reproduzir descendentes de animais de elite que venham a 6bito. Ademais,
a ICSI garante a otimizacdo da dose de sémen congelado, e logo, um melhor aproveitamento
do material genético da espécie. Bem como otimiza o manejo reprodutivo de éguas
competidoras e possibilita a reproducdo de éguas incapazes de gestar ou produzir embrides,
seja por um problema reprodutivo associado ao oviduto, Utero ou cérvix. E, ainda, elimina o
risco de endometrite nas éguas doadoras por dispensar a inseminacdo das mesmas
(TROUNSON et al., 1998; CARNEVALE, 2004; HINRICHS, 2005; MORRIS, 2018).

2.2.2 Desafios e desvantagens

Em contrapartida, a técnica requer mao de obra especializada e equipamentos veterinarios
especificos de alto valor. E, ainda que realizado por um Médico Veterinario competente, o
procedimento de OPU ¢é invasivo e exibe risco consideravel de laceracdo de reto e
contaminacdo da cavidade abdominal (peritonite) (HINRICHS, 2005; STOUT, 2019). O
avanco da técnica € restringido em profundidade em razéo a baixa disponibilidade de odcitos
para pesquisa. Apesar das altas taxas de clivagem em odcitos maturados in vitro, a taxa de
desenvolvimento para estagio de blastocisto € baixa e considerada o fator mais limitante da
técnica (MORRIS, 2018).
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2.3 FATORES QUE INTERFEREM NA EFICIENCIA DE PROGRAMA DE ICSI EM
EQUINOS

A ICSI em equinos apresenta uma complexidade de detalhes em sua realizagdo. Assim,
numerosos sao os fatores que podem interferir na eficiéncia do programa e resultar em
insucesso (EMBRAPA, 2002). Para compreensdo de tais mecanismos, estudos vém sendo
conduzidos por diversos pesquisadores da area de reproducdo equina (BERTOZZO et al.,
2014).

2.3.1 Anatomia folicular

Um fator importante que interfere na eficiéncia dos métodos de recuperacdo de
odcitos, tanto in vivo quanto in vitro, é a anatomia de fixacdo do odécito a parede do foliculo
das éguas. Nesta espécie, o foliculo apresenta uma camada tecal sob as células do cumulus,
gue atuam como uma ancora para a fixacdo ao cumulus, dificultando o recolhimento do o6cito
no processo de aspiracdo folicular (HAWLEY et. al., 1995). Previamente ao entendimento
desta caracteristica anatdbmica, a taxa de recuperacao de odcitos imaturos era baixa (<25%)
(HINRICHS, 2012). Uma vez que somente a aspiracdo do fluido folicular ndo é suficiente
para recuperar o o0cito, fez-se necessario descargas repetidas (5 a 10 vezes) adentro do
foliculo, acompanhada da raspagem vigorosa da parede com uma agulha de grande calibre
(12) e dublo lamen (ldmen interno para aspiracdo, limen externo para descarga) para alcangar

uma taxa de recuperacdo oocitaria clinicamente aceitavel (>50%) (GALLI et al., 2007).

2.3.2 Calibre da agulha de OPU

Quanto ao tamanho da agulha utilizada para aspiracdo folicular, Velez et al. (2012)
relataram em estudo a ocorréncia de declinio na taxa de recuperacdo oocitaria ao diminuir o
diametro das agulhas utilizadas. Foi obtido uma taxa de recuperagdo de 38% para uma agulha
de lumen duplo de 15 polegadas, em contrapartida com 48% para agulha de limen duplo
calibre 12. Presume-se que o fato se relaciona com a rapidez do fluxo e maior turbuléncia
durante a descarga, proporcionando uma raspagem mais eficaz da parede folicular (GALLI et
al., 2007).
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2.3.3 Diametro folicular

O didmetro do foliculo que engloba o o6cito no tecido ovariano € um fator
determinante na fase de maturagdo. Um estudo correlacionou a distribuicdo de foliculos
<10mm, entre 11 ¢ 15mm e 21 a 30mm quanto as classifica¢cbes oocitarias, verificando
diferenca estatistica (P<0,05) entre elas. O primeiro grupo exibiu alta frequéncia de foliculos
atrésicos, com o00citos em processo de degeneragdo; e o Ultimo, maior prevaléncia de
oocitosmaturos. Por consequéncia, determinaram que odcitos oriundos de foliculos <10mm

sdo fracos candidatos a maturacao in vitro, e logo, a ICSI (DEL CAMPO et al., 1995).

Por outro lado, a taxa de recuperacao de o0citos parece ser positivamente influenciada por um
menor tamanho folicular. Uma taxa mais alta é atingida quando uma porcentagem maior de
foliculos aspirados tem menos de 10mm de didmetro. Isto em razdo da menor &rea permitir
uma raspagem mecanica mais eficaz da parede do foliculo (CUERVO-ARANGO et al.,
2019a). Embora a aspiracdo de foliculos pré-ovulatérios apresente boas taxas de recuperagédo
(>70%), a produtividade do programa de ICSI é limitada ao fato de apenas 1 ou 2 foliculos se
desenvolverem naturalmente até este estagio em cada ciclo estral da égua (CARNEVALE et
al., 2005).

2.3.4 Numero total de foliculos aspirados

A probabilidade de producdo de embrido € diretamente proporcional ao niumero total
de foliculos aspirados de uma doadora (CLAES et al, 2016). Este, por sua vez, é
correspondente a quantidade de foliculos presentes no ovario em uma determinada época do
ano e fase do ciclo estral, sendo infimo no inverno/anestro. Em contrapartida, as diferencas
raciais implicam em presenca numérica de foliculos dispares. Equas quarto de milha, sangue
guente e arabes apresentam, respectivamente, 14, 15 e 17 foliculos aspirados por sessdo de
OPU, sendo que a média de odcitos recuperados varia de <5 a >12 (JACOBSON et al., 2010;
GALLI et al.,, 2014). Por sua vez, o nimero final de o6citos recuperados é diretamente
proporcional ao nimero de foliculos perfurados e inversamente ao intervalo de tempo entre as
sessOes, em razdo da presenca diminuida de foliculos em aspirac@es realizadas com intervalos
inferiores a 11 dias, recomendando-se ao minimo 21 dias (HINRICHS, 2012; CUERVO-
ARANGO et al., 2019a).
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2.3.5 Equipe de aspiragéo folicular

Outro fator relevante € a individualidade de cada profissional no procedimento de
aspiracdo folicular, interferindo justamente sobre a taxa de recuperacdo oocitéria. Estudos
recentes expdem taxas de recuperacdo de foliculos imaturos de 50 a 70%, quando aspirados
por uma equipe especializada (JACOBSON et al, 2010; GALLI et. al, 2014).
Simultaneamente, varia¢des de 0 a 100% de recuperacdo foram expostas em sessdes de OPUs
executadas por diferentes profissionais (CUERVO-ARANGO et al., 2019a).

2.3.6 Sensibilidade dos oécitos

Os odcitos sdo extremamente sensiveis a contaminantes do ambiente, dos materiais
que fazem contato e a composicao inadequada do meio de cultivo. Estas sdo algumas causas
de contaminacdo que comprometem o desenvolvimento dessas estruturas. Nesta conjuntura, a
assepsia do procedimento de recuperacdo e do laboratério afeta substancialmente os
resultados do programa de ICSI (CUERVO-ARANGO et al., 2019b). Devido ao mesmo fator
os medicamentos aplicados & égua, a temperatura do ambiente no momento da OPU e a
velocidade de selecdo dos odcitos devem ser monitorados a fim de evitar posterior distor¢cdo

da capacidade de desenvolvimento oocitario (CHOI et al., 2016).

2.3.7 Condicdes de transporte

O transporte de odcitos imaturos podem ser realizados de modo seguro, sob
temperatura ambiente (~22°C) por equipamentos de manutencdo de temperatura em um
intervalo maximo de 24 horas (CHOI et al., 2016). Ao exceder o tempo de chegada ao
laboratério e sofrer quedas de temperatura, odcitos imaturos perdem a competéncia de
desenvolvimento e a producdo de blastocistos decai aproximadamente 50%. Para
temperaturas abaixo de 15°C, supBem-se perda de viabilidade. Ademais, o transporte
proporciona certa selecdo das estruturas, uma vez que ocorre a degeneracdo de odcitos com
baixa capacidade de desenvolvimento até o estadgio de metéfase Il (MII), apresentando, assim,
uma taxa de clivagem superior quando comparados a o6citos coletados e imediatamente
preparados para maturacgdo in vitro (GALLI et al., 2016; STOUT, 2020).



14

2.3.8 ldade da doadora

A influéncia da idade da doadora sobre a eficiéncia do programa de ICSI em equinos
se apresenta em diversas formas. Em relacdo a recuperacdo media de odcitos na OPU, a idade
da égua interfere negativamente, uma vez que, para éguas com mais de 20 anos, o nimero de
foliculos médios visiveis com a idade diminui (<18 vs. >22 para éguas jovens) e a presenca de

cistos foliculares pode resultar em uma identificagcdo errdnea destas estruturas como foliculos.

Como resultado temos, em média, 10 odcitos recuperados por éguas senil, enquanto indice
superior a 13 para éguas jovens (CUERVO-ARANGO et al., 2019a). Da mesma maneira,
avaliou-se a idade média de doadoras, apds 50 dias da inseminagdo, para dois grupos de
receptoras, prenhas e ndo prenhas. Foi relatado idade média das doadoras de 15,35 anos para o
grupo das receptoras prenhes, enquanto 18,03 anos para as doadoras referentes ao grupo de
receptoras ndo prenhes. O fato sugere influéncia da idade da doadora sobre as taxas de
prenhez apds a ICSI (CARNEVALE et al., 2010), porém ndo sobre a taxa de mortalidade
embrionéaria (CUERVO-ARANGO et al., 2019c).

Por outro lado, a qualidade dos odcitos recuperados de éguas senis e a capacidade
destes em se desenvolver apds injecdo intracitoplasmatica assemelham-se aos parametros de
éguas jovens. Surpreendentemente, observou-se maior producdo de blastocistos (P=0,08) a
partir de odcitos equinos amadurecidos em liquido folicular de éguas senis, quando
comparados ao de éguas jovens (4-13 anos). Isto apesar da hipdtese de que odcitos cultivados
em liquido folicular de éguas senis (21-26 anos) sofreriam efeito deletério sobre a maturacéo
oocitaria e desenvolvimento subsequente a ICSI (SPACEK et al., 2018). Em contraste, no que
se refere a taxa de producdo de embribes in vitro, um estudo recente denota 43% de
probabilidade de producédo de pelo menos um embrido para éguas senis vs. >65% para éguas
jovens, sugerindo influéncia da senilidade sobre os resultados (CARNEVALE et al., 2005).

2.3.9 Suplementacdo de éguas

Eguas senis evidenciaram melhoras na fungio metabdlica do odcito e desenvolvimento
dos embrides de ICSI ao receberam dieta suplementada por complexo de nutrientes com acido
graxos poli-insaturados n-3. Diferentemente dos aditivos a base de grdos, o0 6mega-3 parece
estar associado ao incremento numérico e na funcdo das mitocéndrias presentes no odcito.

Estas, por sua vez, sdo essenciais para fornecer energia ao odcito e, posteriormente, ao
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embrido, via fosforilacdo oxidativa. Dessa maneira, entende-se que a suplementacédo de éguas
é capaz de afetar a qualidade dos odcitos e seu desenvolvimento até o estagio de blastocisto
(CATANDI et al., 2020).

2.3.10 A escolha da doadora e do garanhéo

A escolha da doadora pode claramente afetar a producéo in vitro de embries. Eguas
inférteis sdo menos propensas a produzir um embrido no programa de ICSI. Ao serem
comparadas as éguas subférteis ou férteis, estas produzem de 4 a 6 vezes menos. Quando a
infertilidade provém de graves anormalidade uterinas, predominantemente por infeccdes
crénicas, a probabilidade de producéo é ainda mais infima (CLAES et al., 2016). Na pratica, o
historico de produtividade da doadora é relevante, uma vez que éguas com alta taxa de
producdo de embrido tendem a reproduzir bons resultados. Observou-se que éguas que
produziram um embrido na primeira sessdao de OPU-ICSI foram capazes de repetir a producéo
na sessdo seguinte (66/86; 77%). Enquanto éguas que ndo produziram embrido na primeira
sessdo foram consideradas improvaveis de fazé-lo na segunda tentativa (10/26; 38%)
(CUERVOARANGO et al., 2019a).

A respeito dos garanhdes, as taxas de fertilizacdo dos odcitos divergem de acordo com
as racas. Enquanto animais arabes apresentam baixas taxas de fertilizacdo, os quartos de milha
e sangue quente expressam altas taxas de clivagem dentro do programa de ICSI (GALLI et
al., 2016). A variabilidade na fertilidade intrinseca entre as racas e a participacdo de animais
subférteis no programa de ICSI refletem em baixas taxas de desenvolvimento dos zigotos para
0 estagio de blastocisto, que é, hoje, o principal fator limitante da técnica. Na tentativa de
incrementar a probabilidade de sucesso em uma segunda sessdo de OPU-ICSI, o uso de um
garanhdo diferente é interessante, aumentando em até 3 vezes a chance de produzir pelo
menos um embrido (HINRICHS, 2012; CUERVO-ARANGO et al., 2019a).

2.3.11 Técnica de conservacdo de sémen

Quanto a conservacdo do sémen,observou-se, a partir da avaliacdo da formacdo de
prondcleos e clivagem 20h apo6s a ICSI, que ndo houve diferenca significativa na taxa de
fertilizacdo entre a utilizacdo de sémen fresco e de sémen congelado. Assim como no nimero
médio de células ap6s 96h. Considerando, portanto, que ambos apresentam altas taxas de

fertilizacdo e clivagem, sem necessidade de tratamento quimico para ativacdo. Ainda assim,
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notoriamente, oocitos inseminados com espermatozoide fresco tendem a apresentar um

desenvolvimento mais avangado (CHOI et al., 2002).

E importante ressaltar que as diferentes partidas de sémen congelado de um garanh&o
podem resultar em oscilagdo na capacidade final de produzir blastocistos (GALLI et al.,
2016). Por outro lado, o recongelamento do sémen a uma concentracéo baixa, realizado com o
intuito de aumentar a disponibilidade de palhetas para ICSI, pode comprometer os resultados
do programa. A taxa de producdo de blastocisto é contrastante, atingindo uma diferenca de até
80 pontos percentuais abaixo do resultado de odcitos tratados com sémen congelado original
(CUERVO-ARANGO et al., 2019a).

2.3.12 Parametros espermaticos

Alguns pardmetros espermaticos afetam o desfecho da ICSI quanto a clivagem,
desenvolvimento embrionério e estabelecimento de prenhez. E o caso da integridade de
membrana e vitalidade dos espermatozOides para a varidvel clivagem; vitalidade para
desenvolvimento embrionario; e integridade de membrana para estabelecimento de prenhez.
H& relato de maior probabilidade de prenhez para populacdes de espermatozdides com
integridade de membrana >40%, quando comparado a populagdes de <20%
(GONZALEZCASTRO et al., 2018). A medida que, sémen congelados de diferentes
fertilidades ndo produzem diferenca significativa na taxa de formacdo de blastocisto, sob

condicdo de que a célula selecionada seja movel (LAZZARI et al., 2002).

2.3.13 Dano celular

Ao serem submetidos a ICSI, os o6citos detém uma solucéo de continuidade de 8 pum
de didmetro, em consequéncia de perfuracdo realizada pelo instrumento de Piezo. Neste
contexto, existe a hipotese de acdo negativa de células de defesa materna sobre o embrido
apos transferéncia ao ambiente uterino. Entretanto, a ndo deteccdo de células
polimorfonucleares em estudo, somando-se ao fato do superior desenvolvimento de embrides
cultivados in vivo perante o in vitro, ndo sustentam esta suposi¢do (CHOI et al., 2002). Em
compensacao, outras condicdes associadas a agulha de microinje¢do, como injurias mecanicas
ao citoesqueleto e organelas do citoplasma, assim como a introducdo de contaminantes
bioldgicos, tém potencial causador de perda embrionaria apoOs transferéncia do embrido
microfertilizado (IRITANI, 1991).
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2.3.14 Condic0es de cultivo embrionario

Apesar de ndo ser o método usualmente adotado, embrifes desenvolvidos in vivo apos técnica
de ICSI, isto €, que foram transferidos para o oviduto de éguas receptoras, detém um maior
numero de nucleos formados as 96h, quando comparados com embrides cultivados in vitro,
para os tratamentos espermaticos de sémen fresco e de sémen congelado/descongelado (CHOI
et al., 2002). As condigdes de cultura, ainda que bem definidas, divergem-se para cada
laboratério a fim de atingir melhores taxas de maturacdo oocitaria (>60%) e clivagem pos
ICSI (>65%) (CHOI et al., 2016).

2.3.15 Desenvolvimento até o estagio de blastocisto

O intervalo de tempo necessario para que um zigoto atinja o estagio de blastocisto € variavel.
Alguns programas de ICSI determinam que os embrifes devem tardar ndo mais que 8 dias;
enquanto outros incluem blastocistos formados em até 10-12 dias. Mesmo que a cultura por
um periodo mais prolongado proporcione uma melhora no rendimento de blastocisto, 0s
embrides desenvolvidos tardiamente parecem ndo manter a competéncia necessaria. Quando
transferidos embrides desenvolvidos em 10-12 dias, estes foram significativamente menos
propensos a resultar em prenhez aos 14 dias (3/11; 27%), contrapondo-se aos embrides que se
desenvolveram para o estagio de blastocisto de 6 a 9 dias (38/55; 69%) (DUCHEYNE et al.,
2019).

2.3.16 Criopreservacgao de embrido

A criopreservacdo do embrido de ICSI é possivel devido ao pequeno tamanho da estrutura e
por este ainda estar desprovido de capsula embrionaria. A transferéncia de um embrido
vitrificado ndo difere em resultado de prenhez. Sem embargo, a predilecdo pela
criopreservacao tende a ser benéfica ao programa de ICSI, uma vez que permite a selecdo de
uma receptora em otimas condi¢des uterinas de transferéncia, superando as dificuldades de
sincronizacdo doadora-receptora resultantes da variacdo do intervalo de desenvolvimento até
0 estagio de blastocisto (6 a 12 dias) (GALLI et al., 2007).

2.3.17 Transferéncia de embrides

Atualmente, a transferéncia de embrides oriundos de sémen congelado tem

apresentado melhores resultados quando efetuada no dia 4 do diestro das receptoras,
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resultante de ovulacdo ou protocolo hormonal. Para taxa de prenhez inicial e taxa de
nascimento temos, respectivamente, 72% e 60% para embrides transferidos no dia 4, em
contraste com 58% e 46% para o dia 5, e 42% e 33% para o dia 6 (CLAES et al., 2020). Ja
transferéncias realizadas no dia 3 do diestro tendem a expressar semelhante taxa de prenhez
ao dia 4, entretanto com maior incidéncia de perda embrionéria, e, logo, menor porcentagem
de potros nascidos (CHOI et al., 2017). De outra parte, apesar da suposi¢do de que embrides
transferidos a fresco toleram uma janela mais ampla para sincronizacdo, esta ndo esta
absolutamente estabelecida (STOUT, 2020).

2.3.18 Taxa de prenhez e mortalidade embrionaria

Estudos recentes sugerem taxa de prenhez inicial de 55% a 80% e taxa de perda
gestacional precoce >12%, tanto para transferéncia de embribes a fresco, quanto para
desvitrificados (STOUT, 2020). Salienta-se que a taxa de mortalidade embrionéaria €
naturalmente maior no programa de ICSI quando comparada a monta natural, inseminacao
artificial (1A), transferéncia de oocitos (TOv) e transferéncia de embrides convencional (TE)
(CUERVOARANGO et al., 2019a). Considera-se o comprometimento do desenvolvimento
embrionario uma razdo para tal. Este é fomentado a partir de condicdes de cultura
inadequadas, quais, por sua vez, refletem um desenvolvimento mais lento e uma alta
porcentagem de células apoptdticas; contrapondo-se a producdo de embribes in vivo
(TREMOLEDA et al., 2003). Outro fator é a subfertilidade das éguas e garanhGes submetidos
a ICSI, junto aos defeitos intrinsecos de seus gametas, resultando em embriGes de baixa
qualidade. Tal como a falha na selecédo de receptoras também contribui negativamente para a
sobrevivéncia do embrido, atuando sobre as taxas de prenhez inicial e de perdas gestacionais
(GALLI et al., 2007).

2.3.19 Gestacdes gemelares

Os embribes de ICSI tendem a originar gémeos ou trigémeos monozigéticos com
maior frequéncia (4/254; 1,6%) que outras técnicas de reproducdo. Provavelmente, ocorre a
biparticdo do blastocisto inicial e subsequente formacdo de dois sulcos primitivos no
momento da gastrulacdo. A presenca dos gémeos se torna evidente quando identificacdo de
duplo batimento cardiaco, sendo que dos 12 aos 20 dias uma unica vesicula pode ser

observada no exame ultrassonografico. Frequentemente, a gestacdo gemelar resulta em
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abortos ou nascimentos de potros prematuros com alta taxa de mortalidade neonatal. Sendo
assim, ressalta-se a importancia de verificar o desenvolvimento de mais de uma vesicula
embrionaria, no intervalo de 20 a 30 dias ap6s a transferéncia de um embrido ICSI (LIMA et
al., 2013; DIJKSTRA et al., 2020).

2.3.20 Nascimento dos produtos

Para situacOes quais o0 sexo do produto manifeste importancia, vale evidenciar que um
estudo recente sugere que, possivelmente, o meio de cultivo utilizado atualmente pelos
laboratdrios de ICSI favorecem o desenvolvimento de embriGes do sexo masculino (118/193;
61% dos produtos nascidos sdo potros). Outro fator exposto foi o alcance do estagio de
blastocisto mais precocemente quando comparado ao sexo feminino, visto que 71% de potros
para blastocistos formados em 7 dias vs. 54% de potros para blastocistos formados em 8 dias
(CLAES et al. 2020). Em relacéo a sanidade, a maioria dos potros de ICSI séo clinicamente
saudaveis (190/193; 98%) e suas caracteristicas morfologicas e placentérias ndo diferem de
potros concebidos naturalmente. Desta forma, o programa de ICSI ndo compromete a saude
posnatal e sobrevivéncia destes animais (VELENZUELA et al., 2018; STOUT, 2019; CLAES
et al. 2020).

3. CONSIDERACOES FINAIS

A injecdo intracitoplasmatica de espermatozdide (ICSI) se revela como uma
biotecnologia em ampla ascensdo na reproducdo equina. A eficiéncia da técnica proporcionou
inimeras vantagens culminando a um excelente aproveitamento da alta genética das racgas
equinas. Enquanto isso, ainda superou as dificuldades originadas por disfuncbes de
subfertilidade de animais de elite. A probabilidade de sucesso do programa de ICSI é
influenciada por fatores como a raca, a época do ano, a qualidade do sémen, a fertilidade da
doadora e do garanhdo e em particular, a idade da égua. Por outro lado, a suplementagdo de
éguas senis, a alternancia na escolha do garanhdo e a execucdo rigorosa do transporte, da
maturacdo e do cultivo in vitro sdo alternativas para contornar impactos negativos sobre a

ICSI. Por fim, torna-se de suma importancia a compreensao, por parte do Médico Veterinario,
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destes e demais fatores que influenciam na eficacia do programa de ICSI, a fim de garantir o
progresso da reproducdo equina.
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