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RESUMO

As técnicas de reproducado assistida utilizadas para os equinos estdo em
grande desenvolvimento, mesmo com a escassa disponibilidade de ovarios de
abatedouro para serem feitos estudos e a relagdo animal/individuo entrando,
neste caso, a politica do bem estar animal e outros fatores que serdo discutidos
ao longo desta revisao.

Podemos afirmar que a técnica de ICSI promove resultados favoraveis a
evolucado da reproducao assistida, juntamente com outras técnicas, as quais
muitas vezes séo utilizadas para aprimorar o desenvolvimento e a producéo de
embrides, ndo mais necessitando do animal em si e sim de novas técnicas em
producao in vitro.

Odcito equino tolera o estresse de injecdo mecéanica de espermatozoides
no ooplasma, ou seja, ha grande viabilidade da técnica em discussao. O sémen
de baixa qualidade ou com baixo nimero de espermatozdides pode ser utilizado,
seguramente na ICSIl, o método pode ser uma ferramenta para avaliar a
maturacdo citoplasmatica ou mesmo para substituir outras técnicas ja descritas

em literatura, mas que ndo alcangaram a eficiéncia esperada.

Palavras - chave: Injecao intracitoplasmética de espermatozoide, fertilizagc&o in

vitro, maturacdo de odcito, inseminacao artificial e equino.

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de tecnologias de reproducéo assistida em equinos
tem sido relativamente lento em comparagdo com outras espécies domésticas,
como ruminantes e suinos. A limitada disponibilidade de o6citos maturados in
Vivo, 0 requisito para um grande numero de doadoras de odcitos, 0 bem-estar
animal e as questdes econdémicas envolvidas, sdo as principais razdes pra este
atraso, forcando a um desenvolvimento de procedimentos de maturacao in vitro
do odcito (GALI et al., 2007).

A partir de uma perspectiva historica, desenvolvimento de tecnologias de

reproducdo assistida no cavalo remonta ao final do século XIX, quando Sir



Walter Heape estabeleceu a primeira gestacdo equina obtida por meio de
inseminacao artificial (HEAPE, 1898).

Além da inseminacéo artificial, a qual agora esta bem desenvolvida na
indUstria de equinos (SQUIRES, 2005), outras tecnologias baseadas nos
procedimentos de produg&o de embrides in vivo e in vitro surgiram apenas nos
altimos anos (GALLI et al., 2007).

Apesar da fertilizacéo in vitro (FIV) ser praticamente rotineira nas demais
espécies domésticas 0 mesmo ndo acontece na espécie equina e diversos
obstaculos necessitam ser transpostos para se atingir esse objetivo (CARNEIRO,
2012). Um dos principais obstaculos na FIV equina é a falta de métodos de
capacitacdo dos espermatozoides de garanhdo para realizar a ligacdo e
posteriormente fusdo com o oécito (VARNER et al., 1987; BLUE et al., 1989).
Também tem sido questionado se 0 processo de maturacao in vitro de oocitos
equinos é fisioldgico, uma vez que tem sido dificil provar a competéncia desta
etapa na FIV (FULKA et al., 1981; DELL’AQUILA et al., 1997).

Estudos sobre o procedimento de ICSI em od6citos de mamiferos
comecaram em 1976, quando UEHARA e YANAGIMACHI (1976) relataram pela
primeira vez que espermatozoides humanos desenvolveram-se em pronucleos
masculino, quando injetados no citoplasma de o0citos de hamster.

Subsequentemente, tem havido muitos relatos sobre a ICSI em outras
espécies (IRITANI et al., 1995), e descendentes vivos foram obtidos em coelhos
(HOSOI et al., 1988) e bovinos (GOTO et al., 1991).

A aplicacao da ICSI em cavalos superou a barreira da ineficiéncia da FIV,
resultando finalmente na primeira gestacao oriunda de oo6citos maturados in vitro
(SQUIRES, 1996) levado com sucesso a termo, e documentado por CHOI et al.
(2002) resultados atingindo taxas de prenhes de aproximadamente 60%.



2. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma revisao sistematica, na qual se objetivou descrever as
principais vantagens da técnica e qual a colocacao atual das pesquisas sobre
este assunto, que traz, comprovadamente, muitas contribuicdes para a
reproducao equina. A escolha do assunto se baseia no fato de ser uma técnica
relativamente nova, de simples execucédo e que tem sido realizado na pratica da
clinica reprodutiva, todavia ndo ha um arsenal de pesquisas sobre a técnica
mesmo esta trazendo melhores resultados comparados a outros métodos de
reproducao assistida em equinos.

O levantamento bibliogréafico foi realizado durante os meses de Marco e
Abril de 2014 e revisado durante Maio e Junho do mesmo ano. As bases de
dados utilizadas foram Scielo, Web of Science, PubMed, Science Direct e
Google Scholar. A estratégia de busca nas bases de dados informatizados
foram: (equine OR animal) and (intracytoplasmic sperm injection) and (in
vitro/vivo matured equine oocytess) and (artificial insemination OR in vitro
fertilization).

Pela analise do corpo dos resumos foram selecionados aqueles que
atendiam ao critério de inclusdo, ou seja, 0os que incluiam a descricdo do
procedimento, comparacdes com outras técnicas utilizadas na espécie ou
mesmo outras revisdes ja estabelecidas. Estes critérios resultaram em quatorze
trabalhos, escritos em Inglés, todos publicados entre 1989 e 2014, e com base

inicial em livros de biotecnologia da reproducéo.

2.1 TECNICA DA iCSI
Nesta técnica, os odcitos sdo obtidos, maturados, desnudos,, e em
seguida aqueles com o primeiro corpusculo polar aparente sao utilizados.
(SQUIRES, 1996). Injecao intracitoplasmatica de espermatozoides requer um
odcito maduro, ou seja, o0citos em metafase Il, estes podem ser obtidos por
aspiracdo do foliculo pré-ovulatério de uma égua, ap0s a estimulacdo de
gonadotrofina, ou pode ser obtido por meio de maturacéo de odcitos colhidos de

foliculos imaturos pequenos em post-mortem. (HINRICHS et al., 1995).



Os espermatozoides usados para a ICSI podem ser frescos ou
congelado-descongelado; ndo ha diferenca significativa no desenvolvimento
embrionério entre esses tipos de sémen. (CHOI et al., 2002).

Como relatado por KIMURA et al. (1995) e KUROKAWA et al. (2003) a
suspensao de espermatozoides é misturada com um volume igual de 12% de
polivinilpirrolidona (Sigma) e uma gota de 50ul desta amostra é colocada em
placa de Petri, que serve como camara de microinjecdo. As manipulacdes sao
realizadas em um microscopio invertido Nikon Diaphot (Nikon Inc., Garden City,
NY). As injecdes sao realizadas com uma unidade de Piezo micropipeta -
conducao (Piezodrill®; Instruments Burleigh Inc. Fisher, NY). O espermatozoide
€ aspirado para a pipeta (cauda primeiro, se o espermatozoide foi utilizado
intacto) e varios pulsos piezo elétrico sdo aplicados para imobilizar/permeabilizar
a membrana plasmatica. Relatado por HINRICHS (2005) o espermatozoide
selecionado em uma micropipeta deve ter sua membrana quebrada para garantir
gue nao tenha capacidade de se mover e que fatores citosolicos, importantes na
ativacao dos oocitos, sejam liberados.

Em seguida, proposto por KIMURA et al. (1995) e KUROKAWA et al.
(2003), a ponta da pipeta contendo a cabeca do espermatozoide € movida até
chegar a zona pellcida e varios pulsos piezo sdo aplicados para o0 avanco da
pipeta através da zona. Uma vez no espaco perivitelino, a pipeta é avancada
ainda mais contra o oolema até o limite interno de seu cortex. A penetracdo do
oolema é realizada por um ou dois impulsos de piezo de baixa intensidade,
sendo a cabeca do espermatozoide injetada.

Inicialmente, os laboratérios que trabalhavam com ICSI em equinos
tinham dificuldade em conseguir boas taxas de desenvolvimento do embrido
apos a injecdo de espermatozoide. No entanto, em 2000, a utilizacdo do
Piezodrill na ICSI foi relatada, para aumentar, a ativacdo e taxas de clivagem
(CHOI et al., 2004). Este dispositivo provoca vibragcdes mindsculas na pipeta de
injecao; isto ndo so facilita a penetragdo na zona pellcida, mas também garante

a ruptura das membranas plasmaticas tanto do oo6cito quanto do espermatozoide.



Utilizacdo da broca Piezo para realizar ICSI em o6citos maturados in vitro
resultou em mais de 80% de clivagem, com uma média de mais de oito células
por embrido clivado em 96 h de cultivo in vitro (CHOI et al., 2004).

Os blastocistos séo identificados depois de 7-8 dias de cultura in vitro, e
cada blastocisto pode ser transferido separadamente para uma égua receptora
por transferéncia transcervical. Em contraste a transferéncia de odcitos, o
namero de transferéncias € limitado pelo valor que o cliente quer pagar.
(HINRICHS et al., 1995).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fertilizacao in vitro

Analisado por DELL’AQUILA et al. (1997), os principais problemas
encontrados na FIV poderiam estar relacionados com a dificuldade na obtengéo
de uma capacitacao eficiente do sémen do garanhdo. Os resultados foram
selecionados mostrando a eficiéncia da ICSI sobre a FIV mesmo relacionando
pontos de vista diferentes para uma discussdo, como: obtengdo de pré-nucleo
ou clivagem, diferencas do cumulus dos produtos e taxa de penetracdo do
espermatozoide, todos indicados pelo trabalho de DELL’AQUILA et al. (1997 ) e

exemplificados na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultado da comparacédo da ICSI e FIV equina relacionado a taxa de
fertilizac8o em diferentes aspectos e taxa de penetracdo de espermatozoide

ICSI FIV
29,8%, 8,7%,
Taxa de fertilizacdo com clivagem 17/57 9/103
Taxa de fertilizagdo com odcitos com cumulus 52,2%,
expandido 12/23 17%
Taxa de fertilizagdo com odcitos com cumulus 14,7%,
compactos 5/34 4,4%, 3/68
40,3%, 13,6%,
Taxa de penetracdo de espermatozoide 23/157 14/103

Adotar P<0,01
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Estes resultados indicam que a ICSI pode ser aplicada com sucesso em
oocitos equinos maturados in vitro para aumentar as taxas de fertilizacdo.
(DELL’AQUILA et al., 1997)

3.2. Qualidade do Sémen

A partir de odcitos maturados in vitro, LAZZARI et al. (2002) compararam
a capacidade do desenvolvimento destes odcitos fertilizados através de ICSI
com sémen congelado e descongelado de garanhdes com motilidade ou
fertilidade diferentes, obtendo como resultado a equivaléncia de resultados a
clivagem ou nas taxas de desenvolvimento embriondrio; portanto, afirmaram
gue a ICSI permite a utilizacdo de sémen proveniente de garanhdes de boa,
pobre e sem fertilidade, desde que um espermatozoide com motilidade seja
selecionado para a ICSI. Esses resultados também foram observados por GALLI
et al. (2002).

Outrora CHOI et al. (2006) utilizando sémen fresco ou congelado, em dois
ciclos de congelamento e descongelamento, de um mesmo garanhdo e
juntamente com a técnica de ICSI, compararam o desenvolvimento de odcitos
maturados in vitro e repetiram o procedimento para os maturados in vivo. Com
base na formacdo de pro-nucleo e clivagem poés-fecundacdo, ndo houve
diferenca significativa entre as taxas de desenvolvimento para os diferentes
procedimentos utilizados. Todavia, em relacdo aos odécitos maturados in vivo
houve uma taxa maior de ndcleos em ambos 0s grupos de espermatozoides,
gquando comparada com aqueles maturados in vitro.

Contradizendo LAZZARI et al. (2002), CHOI et al. (2005) mostraram uma
menor taxa de desenvolvimento de blastocisto quando, o garanhdo é subfértil a
partir da comparagdo com garanhdo fértil; afirmaram também que por meio da
técnica ICSI houve producdo de blastocistos transferiveis a partir de

espermatozoides imoveis.
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3.3 Meio

A evolucao das tecnologias de MIV e de ICSI tem centrado esforcos para
projetar sistemas de cultivo adequados para embrides em estagio de clivagem
precoce (CHOI et al., 2002).

Para executar qualquer técnica de reproducdo assistida em equinos é
importante a ativacdo do odcito in vivo e in vitro, mesmo ndo sendo um
mecanismo totalmente compreendido atualmente. No entanto, é aceito que o
aumento na concentracdo intracelular de célcio livre ([Ca,’]) seja necessario
para a ativacéo do oécito (GRONDAHAL et al., 1997).

O meio TALP Hepes revelou-se inadequado para a ICSI, pois foi
observado que as células espermaticas de garanhao freqiientemente aglutinam-
se, gquando deixadas no meio até serem usadas para a ICSI, provavelmente
devido a baixa concentracéo de célcio neste meio (DELL’AQUILA et al., 1997).

Diversas condi¢des de cultivo tem sido relatadas para o desenvolvimento
de odcitos de equinos fertilizados através de ICSI, incluindo meios definidos
como G1. 2 (CHOI et al., 2002), DMEM-F12 e CZB (CHOI et al., 2004b) e SOF
modificado (GALLI et al., 2002). Na maioria destes sistemas, no entanto, as
taxas de blastocisto permaneceram baixas, variando de 4 a 16%.

Recentemente, um sistema de cultivo in vitro foi desenvolvido utilizando o
meio DMEM/F-12, sob uma atmosfera de gas mista, o qual produziu taxas de
desenvolvimento de blastocisto semelhantes aquelas observadas in vivo (27-
38%) (HINRICHS et al., 2005; CHOI et al., 20064, b).

TREMOLEDA et al. (2003) utilizando meio SOF modificado restringiu-se a
contagem do numero de células, comparando embrides produzidos in vivo e 0s
produzidos por cultivo in vitro, constatando que no dia sete do desenvolvimento
0s embrides produzidos in vitro tinham um numero significativamente menor de
células, assemelhando-se a embrides do dia cinco e ndo de embrides do dia
sete. GALLI et al. (2001) demonstraram que esta diferenca é, entdo, levada em
conta, quando os embrides sdo transferidos para receptoras sincronizadas, com

a vantagem de ter os embrides em estagio de desenvolvimento precoce
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melhorando a sua criopreservacao. Afirmaram que € notoriamente dificil de

congelar embrides equinos recuperados in vivo por causa de seu grande volume.

3.4 Resultados comparados
A Tabela 2 resume resultados de diferentes autores que se propuseram
pesquisar sobre a ICSI equina.

Tabela 2 - Resumo dos resultados comparando taxa de sobrevivéncia pos
ICSI, taxa de desenvolvimento e taxa de fertilizag&o

Método Taxa Autor
76,5% para od6citos
91,3% para

od6citos-
expandidos DELL’AQUILLA et al., 1997
87% GRONDAHL et al., 1997
61,60% . LI et al., 2000b; 2001
Taxa de 72% sémen fresco
sobrevivéncia pos 55% sémen
ICSI congelado CARNEIRO, 2012
38% GALLI et al., 2014
GALLI & LAZZARI, 2001;LAZZARI et al.,
36% 2002; GALLI et al., 2002, 2000
36% CHOl et al., 2014
Taxa de 36% GALLI & LAZZARI, 2011
desenvolvimento 30% . Ll et al., 2000b; 2001
Taxa de fertilizagao 50% GRONDAHL et al., 1997

DELL’AQUILA et al. (1997) obtiveram taxas de sobrevivéncia apés ICSI
de 76,5% para oocitos compactos e de 91,3% para odécitos expandidos.
GRONDAHL et al. (1997) o procedimento de ICSI, observando 94 (87%) de
odcitos considerados viaveis. Os 14 (13%) odcitos que ndo sobreviveram a
injecdo tiveram o oolema rompido, colapsado durante a injecdo ou 0 Oocito
fragmentado pouco depois. Os 10 odcitos com simulacdo de injecao (sem
gualquer deposicdo de espermatozoides) sobreviveram a manipulagéo.
CARNEIRO (2012) obteve taxa de clivagem p6s-ICSI com sémen fresco (72%) e
congelado (55%), LI et al. (2000; 2001) utilizando odcitos microinjetados e
cultivados em meio contendo ou ndo camadas de células do cumulus, obtiveram

uma média de odbcitos clivados de 61,6%.
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GALLI et al. (2014) alcangaram melhorias nas condi¢cdes da maturacao in
vitro do o6cito e meios de cultura de embrido, permitindo altas taxas de
desenvolvimento e maturacdo embrionaria in vitro e embribes cultivados por
ICSI, que variaram de 5 a 10% nos primeiros estudos para até 38% nos mais
recentes. GALLI et al. (2014), LAZZARI et al. (2002) e GALLI et al. (2002, 2000)
demonstraram claramente que o0 ambiente in vivo suporta o0 elevado
desenvolvimento do blastocisto e aproximadamente 36% dos odcitos injetados,
tanto em ovidutos de égua como de ovinos desenvolveram-se bem. CHOI et al.
(2004) relataram a recuperacao de blastocisto, apds a injecdo, com uma taxa de
36%, demonstrando que a ICSI pode resultar em eficiente producédo de
embrides, quando cultivados em ambiente 6timo. O cultivo in vivo apresenta um
maior desenvolvimento de blastocisto, sendo aproximadamente de 36% dos
odcitos injetados em ambos ovidutos de égua e ovelha (GALLI & LAZZARI,
2011). LI et al. (2000; 2001) relataram que co-cultivo de odécitos equinos com
células do oviduto e células do cumulus pos-ICSI resultou em 30% de formacgéao
de blastocisto.

GRONDAHL et al. (1997) preocuparam-se com a taxa de fertilizacao,
observando (formacéo de pré-nucleos 20 h pos-injecdo) em seus estudos, dados
relativamente altos de 50%, concluindo entdo que o o00cito equino, apos
maturacgdo in vitro, € capaz de exibir a ativacdo, até certo ponto, por injecao de
espermatozoide.

Contrariamente aos autores citados, HINRICHS (2005) relatou ineficiéncia
associada com o procedimento de ICSI, sendo necessario um longo tempo para
a micro manipulacéo, injecao e retirada da micropipeta, além do risco de lise do
oocito durante o processo de injecdo e a reducdo na taxa de clivagem de
embrides em comparacdo com a fertilizacdo in vivo (DIAS GONCALVES, et al.,
2008).

4. CONCLUSAO
A injecado intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), recentemente,

tornou-se eficiente o suficiente para ser considerada para uso clinico (HINRICHS
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et al., 1995). As técnicas de reproducdo assistidas, como a ICSI podem ser
usadas no sentido de transpor algumas das barreiras envolvidas na MIV de
oocitos equinos (GONCALVES, et al., 2008).

A vantagem da ICSI em comparacdo com FIV é a capacidade de ampliar
a escolha do garanhdo a ser utilizado, incluindo aqueles portadores de baixa
motilidade espermaética e baixo desempenho reprodutivo in vivo. (GALLI, 2007).
Esta técnica é particularmente interessante, uma vez que evita diversos passos
do processo de fertilizacdo, como a ligacdo a zona pellcida, penetracdo na zona
e a fusdo da membrana, além disso, a técnica ndo exige a capacitacdo do
esperma ou reacgéo acrossomal. (DELL’AQUILA et al.,1997).

As baixas taxas de fertilizacao in vitro em equinos séo devidas a interacao
espermatozoide/odcito anormal. A injecdo intracitoplasmética de um Unico
espermatozoide pode ser de valor ndo s6 para aumentar a taxa de fertilizacao e
producdo de embrides, quando comparada com a FIV, mas também como uma
ferramenta util a verificagdo das condi¢cdes de maturacdo intracitoplasmatica in
vitro. Este procedimento pode também ser utilizado para produzir embriées, a
fim de aumentar o potencial reprodutivo de éguas valiosas e ragas equinas
ameacadas de extincdo (DELL’AQUILLA et al., 1995).

E pouco provavel que as éguas valiosas que morrem prematuramente
estejam localizadas perto de laboratorio apto para realizar a ICSI; assim,
métodos para o transporte de ovarios ou de odcitos devem ser investigados.
Embarque por via aérea tem sido usado para obter os ovarios para o laboratorio
dentro de cerca de 10 h post-mortem (CARNEVALE et al., 2003).

Mesmo com a adocdo desta técnica, relativamente nova, € de suma
importancia o investimento em novas pesquisas. A busca de material para esta
revisdo foi dificultada pelo baixo arsenal de publica¢cdes sobre o assunto, além
da maioria dos trabalhos serem internacionais e concentrados em poucos
autores, 0 que nos propicia a oportunidade de estudos e investimentos nesta

técnica no Brasil.
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