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Resumo

Ao longo dos anos, um grande avango ¢ observado no desenvolvimento de tecnologias de
reprodutivas (ART), principalmente na produgdo in vitro (PIV) de embrides equinos, com resultados
satisfatorios nas taxas de recuperacio oocitaria, maturacdo de odcitos e cultivo embriondrio. A técnica mais
consolidada ¢ a injeg@o intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), que retne diversas aplicagdes, como
para éguas doadoras idosas, fémeas que precisam ser sacrificadas ou que morrem repentinamente, animais
com distirbios do trato reprodutivo, sémen de ma qualidade, palhetas raras e/ou caras de sémen congelado.
Mais recentemente, resultados animadores foram obtidos com a produgdo de embrides pela técnica
convencional de fertilizagdo (FIV). Todavia, a eficiéncia da PIV ainda apresenta resultados oscilantes,
devido a inumeros fatores, como baixa taxa de clivagem e erros na segregagdo cromossdmica durante a
primeira divisdo mitdtica no zigoto equino. Tais falhas resultam em blastocistos com organizacdo celular
deficiente, especialmente em embrides de desenvolvimento lento, comprometendo a viabilidade
embrionaria e levando a baixa eficiéncia, quando comparados a outras espécies animais. O objetivo desta
revisdo ¢ abordar sobre a produc¢do in vitro de embrides equinos e as dificuldades encontradas neste
processo, que podem levar a falhas embrionarias e redug@o nas taxas de fertilidade.
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Abstract

Over the years, significant progress has been made in the development of assisted reproductive
technologies (ART), especially in the in vitro production (IVP) of equine embryos, with satisfactory
outcomes in oocyte recovery, maturation, and embryo culture. The most established technique is
intracytoplasmic sperm injection (ICSI), which has multiple applications, such as for aged donor mares,
females that need to be euthanized or die suddenly, animals with reproductive tract disorders, poor-quality
semen, and rare and/or expensive frozen semen straws. More recently, promising results have been
obtained using conventional in vitro fertilization (IVF). However, the efficiency of IVP remains inconsistent
due to numerous factors, including low cleavage rates and chromosome segregation errors during the first
mitotic division in equine zygotes. These failures result in blastocysts with poor cellular organization,
especially in slow-developing embryos, compromising embryo viability and leading to lower efficiency
when compared to other animal species. The aim of this review is to discuss the in vitro production of
equine embryos and the challenges associated with the process, which may lead to embryonic failure and
reduced fertility rates.

Keywords: mare, stallion, ICSI, IVF, zygote.
Introducao

O desenvolvimento de tecnologias de reproducdo assistida em equinos vem crescendo
exponencialmente em todo o mundo, cujas técnicas de inseminacdo artificial e transferéncia de embrides
produzidos in vivo ocupam lugar de destaque. Todavia, técnicas de producdo in vitro (PIV) de embrides,
como a fertilizacdo in vitro (FIV), a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) e a clonagem
em equinos, ainda apresentam resultados inferiores quando comparadas com outras espécies domésticas
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(Galli et al., 2014).

Ao longo dos anos, a fertilizagdo, de modo convencional, apresentou resultados muito oscilantes,
que apesar de numerosas tentativas para se estabelecer protocolos eficazes para FIV, a eficiéncia era baixa
(Leemans et al., 2016). Em 2022, Felix e colaboradores relataram um grande avanco, descrevendo o
desenvolvimento de um protocolo de sucesso para capacitacdo espermatica e fertilizagao in vitro de odcitos
equinos, onde foi possivel a produgdo de blastocistos e potros nascidos a partir da técnica.

Todavia, o protocolo ainda apresenta algumas limita¢Ses, principalmente as inerentes ao sémen,
pois os resultados obtidos sao com sémen fresco diluido (Felix et al., 2022). Como muitas vezes a demanda
da PIV ¢ devido a escassez de sémen, como por morte do garanhdo, o material genético encontra-se
criopreservado, entdo a ICSI torna-se a melhor alternativa, pois € possivel fertilizar odcitos equinos in vitro
com resultados razoaveis (Stout, 2020).

Para aplicagdo desta biotecnologia, o0 método mais empregado para obtencao de odcitos ¢ através
da aspiragdo folicular guiada por ultrassonografia transvaginal (OPU) (Galli et al., 2007). A partir deste
procedimento € possivel aspirar foliculos imaturos e/ou pré-ovulatorios, podendo ser realizada ao longo de
todo o ano, devolvendo o potencial reprodutivo de éguas subférteis ou inférteis. Ainda, pode-se recuperar
odcitos de ovarios excisados de éguas post mortem, como uma ultima alternativa de armazenamento de
material genético (Carnevale et al., 2005; Cuervo-Arango et al., 2019a).

A injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) ¢ um método estabelecido e amplamente
utilizado para alcangar a fertilizagdo de o6citos em tecnologias de reproducdo assistida equina. No entanto,
nem todos os odcitos fertilizados por ICSI sofrem clivagem e se desenvolvem em embrides viaveis. As
taxas de producdo de blastocisto por OPU-ICSI estdo, em média, 1 — 1,5 blastocisto por procedimento
(Cuervo-Arango et al., 2019a), cujas causas de parada no desenvolvimento embrionario precoce durante a
progressao do zigoto apds ICSI ainda ndo estdo completamente elucidadas, uma vez que sdo decisivas para
o sucesso da prenhez.

Com a finalidade de avaliar o desenvolvimento embriondrio em equinos, o pardmetro mais
significativo € o tempo de clivagem, que ocorre entre 12 e 24 horas ap6s a ICSI (Carnevale e Sessions,
2012). Embrides que clivam mais rapido sdo mais propensos a resultar em prenhez do que embrides que
clivam em ritmo mais lento, o que também acontece em outras espécies (Lundin et al. 2001). A primeira
mitose no zigoto ¢ bastante singular em comparagéo com a divisdo mitdtica em células somaticas. No zigoto
estdo presentes dois pronucleos em vez de um unico nucleo, o citoplasma ¢ extremamente grande em
compara¢ao com uma célula somatica e o0 mecanismo dominante de nuclea¢ao de microtibulos ¢ acionado
pelos centriolos paternos e material pericentriolar materno, originando dois centrossomos. Todas essas
diferencas provavelmente desempenham um papel importante em tornar o zigoto suscetivel a erros de
segregacdo cromossomica (Reichmann et al., 2018).

Até o momento, o conhecimento ¢ limitado sobre as primeiras 24 horas de desenvolvimento do
zigoto equino e as mudangas no odcito que ocorrem quando os genomas feminino e masculino se
encontram. Sabe-se que anexagdes anormais dos cromossomos e segregagdo cromossdmica aberrante sao
frequentes durante este processo, contribuindo para erros mitéticos e produzindo embrides aneuploides,
que ndo continuardo em seu desenvolvimento (Scheeren et al., 2023).

O objetivo desta revisdo ¢ elucidar sobre os aspectos referentes a primeira divisdo celular de um
embrido equino, desde os processos iniciais de gametogénese até os eventos pos-fertilizagdo. Ainda,
objetiva-se abordar sobre as técnicas de fertilizacdo in vitro utilizadas na espécie equina, com foco principal
para injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI), bem como seus desafios para obtencdo de
blastocistos viaveis.

Fertilizacio

A fertilizag@o ¢é o processo durante o qual duas células haploides, o gameta masculino e feminino,
se fundem na tuba uterina para originar um ovo ou zigoto, uma célula diploide, geneticamente distinta dos
progenitores (Bloom, 1994). O odcito tem o seu material genético parado em metafase II da meiose e esta
rodeado por uma camada glicoproteica, a zona pelicida. Na tuba uterina, a matriz extracelular, rica em
acido hialurénico, que rodeia as células foliculares difunde uma molécula que origina um gradiente
quimiotaxico para orientar os espermatozoides em dire¢do ao oocito (Bloom, 1994).

A entrada do espermatozoide no oocito, cujo material genético se encontra parado em metafase II,
desencadeia a conclusdo da segunda divisdo meiotica do o6cito. Para que a fertilizagdo prossiga, uma série
de mudangas citoplasmaticas e nucleares devem ocorrer de forma sequencial. As mudancas na estrutura
nuclear incluem a formacdo dos prontcleos masculino e feminino (PNs), migragdo e aposi¢cdo desses
pronucleos e unido dos genomas materno e paterno. Finalmente, havera o inicio de uma divisdo mitdtica e
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do desenvolvimento embrionario (Yanagimachi, 1994).

Cerca de 3 horas apos a penetragdo da célula espermatica, a maioria dos oocitos faz a extrusao do
segundo corpusculo polar. A formagao dos pronticleos tem inicio entre 3 a 10 horas apds a fusdo dos
gametas (Capmany, 1996). O pronticleo masculino aparece geralmente na parte central, enquanto que o
feminino se forma no ooplasma adjacente ao segundo corpusculo polar. Apesar de existirem intervalos de
tempos tdo varidveis entre os varios embrides, na maioria das espécies, a ruptura dos invdlucros
pronucleares e a primeira mitose acontecem entre 27 e 30h e entre 29 e 32h, respectivamente (Capmany,
1996).

Para que os eventos nucleares ocorram, a reorganizagdo dos elementos microtubulares e
microfilamentares dos gametas fertilizantes ¢ imprescindivel. Ao longo da oogénese, o odcito perde seus
centriolos, tendo material pericentriolar (PCM) como centro formador de microtubulos e fuso meiotico. Na
peca intermediaria do espermatozoide estdo dois centriolos, bem como um material pericentriolar
especializado. O centriolo proximal (PC) é encontrado proximo a base da cabega, ¢ o centriolo distal (DC)
esta localizado mais distante da cabeca, ligado a base do axonema (Avidor-Reiss et al., 2019).

Durante a fertilizagdo, o espermatozoide reintroduz dois centriolos, organela que atua como um
centro organizador de microtiibulos (MTOCs), no citoplasma do odcito, que se multiplicam, induzindo a
formagdo de uma estrutura contendo microtibulos radiais, que coordena a migragdo ¢ unido dos dois
pronucleos e a formacdo do fuso mitdtico (Schatten, 1994). Essa heranga paterna dos centriolos ¢é vista na
maioria das espécies de mamiferos estudadas, incluindo humanos (Simerly et al., 1999), equinos
(Tremoleda et al., 2001), bovinos (Shin et al., 2002), suinos (Dai et al., 2000).

Primeira divisao mitotica

A primeira divisdo mitdtica do zigoto apresenta caracteristicas bastante distintas em relacdo a
mitose das células somaticas. Em vez de um unico nucleo, o zigoto possui dois prontcleos; além disso, seu
citoplasma ¢ significativamente maior do que o das células somaticas. O processo de nucleagdo dos
microtibulos também difere, sendo impulsionado pelos centriolos paternos em conjunto com o material
pericentriolar de origem materna, o que resulta na formagdo de dois centrossomos. Essas particularidades
provavelmente contribuem para a maior vulnerabilidade do zigoto a erros na segregacdo dos cromossomos
(Reichmann et al., 2018). Com base no estado fisico dos cromossomos e do fuso a mitose ¢ dividida em
cinco fases: profase, prometafase, metafase, anafase e telofase. A citocinese € a divisdo celular fisica final
que segue a telofase e, portanto, as vezes ¢ considerada uma sexta fase da mitose (Fig. 1).

A mitose comega com a profase, durante a qual os cromossomos comegam a sofrer um processo
de condensacdo que continuaréd até a metafase (Fig. 2). Na maioria das espécies, a coesina ¢ amplamente
removida dos bragos das cromatides irmds durante a profase, permitindo que as mesmas possam se separar.
Durante a profase, o fuso mitético também comega a se formar a medida que os dois pares de centriolos se
movem para polos opostos e os microtubulos comegam a polimerizar a partir dos centrossomos (O'Connor,
2008).

2 Pronucleos Profase Metafase Anafase Telofase
Fertilizagao

Figura 1. Primeira divisdo mitotica de um embrido equino. Os eventos da mitose se iniciam apos a fusdo do material
genético dos gametas, dando origem a uma célula diploide (2n). Fonte: arquivo pessoal.

A prometafase comeca com a fragmentagdo abrupta do envelope nuclear, sendo um passo
essencial para a montagem do fuso. Como os centrossomos estdo localizados fora do nucleo, os
microtibulos do fuso em desenvolvimento ndo tém acesso aos cromossomos até que a membrana nuclear
se separe. Os microtibulos se desenvolvem a partir dos centrossomos, procurando locais de fixa¢do nos
cinetocoros cromossémicos, que sio uma espécie de disco de proteinas localizado no centrémero. A medida
que a prometafase ocorre, os cromossomos adotam uma bi-orientagdo, o que significa que os cinetdcoros
nas cromadtides irmas estdo conectados por microtibulos aos polos opostos do fuso (Cheeseman, Desai,
2008).
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Figura 2. Zigotos equinos imunocorados e avaliados por microscopia confocal em diferentes estagios da primeira
divisdo mitética. A: fase de pronucleos. B: metafase. C: anafase. D: duas células. Fonte: arquivo pessoal.

Em seguida, na metafase, os cromossomos assumem seu estado mais compacto, quando os
centromeros de todos os cromossomos da célula se alinham no equador do fuso, e param temporariamente
de se mover durante a esta fase. Um mecanismo complexo de checkpoint determina se o fuso esta montado
corretamente e, na maioria das vezes, apenas células com fusos montados corretamente entram em anafase
(Mitchison, Salmon, 2001).

A anafase € marcada pela separacdo abrupta das cromatides irmas. Durante a primeira parte da
anafase, os microtubulos do cinetocoro encurtam e 0s cromossomos se movem em dire¢do aos pdlos do
fuso. Durante a segunda parte da anafase, os pdlos do fuso separam-se a medida que os microtibulos ndo
cinetécoros se movem uns sobre os outros (Mitchison, Salmon, 2001). Os mecanismos moleculares que
desencadeiam a separagdo das cromatides irmds envolvem proteases que degradam a coesina, como a
separasse (Karki et al., 2017) proteinas motoras que conectam microtubulos com polaridade oposta e entdo
"caminham" em dire¢do ao final dos microtubulos (O'Connor, 2008).

A mitose termina com a telofase, o estdgio em que os cromossomos atingem os polos da célula.
A membrana nuclear entdo se reforma e os cromossomos comegam a se descondensar em suas
conformagdes interfasicas. A telofase ¢ seguida pela citocinese, ou a divisdo do citoplasma em duas células
filhas, que tem composi¢des genéticas idénticas (O'Connor, 2008).

4. Producao de embrides in vitro

O desenvolvimento de tecnologias de reprodugdo assistida em equinos, como a fertilizacdo in
vitro (FIV), a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) e a clonagem, tem sido relativamente
lento em comparagdo com outras espécies domésticas como ruminantes e suinos (Galli et al., 2007). A
fertilizacdo in vitro, de modo convencional, geralmente ¢ realizada a partir da co-incubagao de o6citos com
espermatozoides capacitados, porém na espécie equina esse procedimento ainda apresenta limitagdes,
apesar de resultados promissores (Felix et al., 2022). Como alternativa para a fertilizagdo de odcitos in
vitro, é possivel a utilizagdo da técnica de ICSI (Hinrichs et al., 2005), que traz resultados satisfatorios.

Os primeiros relatos de produgdo in vitro de embrides equinos, seja por fertilizagdo in vitro
convencional ou injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides datam, respectivamente, de
aproximadamente 30 e 25 anos atras. Fatores como a baixa probabilidade de sucesso e o custo elevado a
tornavam economicamente inviavel a criagdo de cavalos. No entanto, na ultima década a produgao in vitro
de embrides se estabeleceu na pratica clinica, principalmente devido a melhorias significativas na eficiéncia
de recuperacdo de odcitos imaturos de éguas doadoras vivas, que antes giravam em torno de <25% e agora
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>50% dos foliculos aspirados resultam em odcitos recuperados, e na cultura bem-sucedida de zigotos até o
estagio de blastocisto, cerca de <10% anteriormente e agora >20% (Stout, 2020).

A otimizagdo de etapas pré e pds-procedimento de ICSI vieram a somar a esta técnica de
reprodugdo assistida. Foi estabelecido que odcitos imaturos podem ser mantidos a temperatura ambiente
por pelo menos 24 horas, permitindo o transporte para um laboratorio onde a ICSI sera realizada (Galli et
al., 2016). Além disso, os embrides produzidos in vitro podem ser criopreservados sem consideravel
redugdo na viabilidade, podendo ser enviados e armazenados até que uma égua receptora adequada esteja
disponivel para transferéncia. Atualmente, as taxas de producdo de blastocistos excedem 1 por
procedimento e as taxas de parto pos-transferéncia excedem 50%, de modo que a eficiéncia geral ¢ melhor
do que a lavagem de embrides (Rader et al., 2016, Cuervo-Arango et al., 2019a).

Para realizagdo da ICSI comercialmente, os odcitos sdo obtidos na grande maioria a partir da
aspiracdo folicular via transvaginal (ovum pick up, OPU). A combinacdo destas duas técnicas, OPU-ICSI,
reune diversas vantagens, dentre elas a possibilidade de ser realizada durante todo o ano; permite a produgéo
de embrides de éguas com subfertilidade adquirida grave e uso extremamente eficiente de sémen congelado
escasso ou caro (Stout, 2020). Também, ¢ possivel recuperar os odcitos de fémeas que foram sacrificadas
ou morreram subitamente, como ultima alternativa para armazenamento de material genético (Hinrichs,
2012).

4.1 Obtencao de oocitos
Existem trés principais abordagens para recuperar odcitos de éguas: recuperacdo de oocitos
imaturos de todos os foliculos do ovario; recuperagdo de o6cito em maturacdo do foliculo pré-ovulatorio,
apo6s a administracdo de hCG ou um analogo de GnRH. Ambas as técnicas podem serem feitas em éguas
vivas por aspiracdo folicular guiada por ultrassom transvaginal. Ainda, é possivel recuperar odcitos de
ovarios excisados de éguas post mortem, a partir da raspagem e lavagem vigorosa dos foliculos.

4.1.1 Recuperacao de odcitos de foliculos imaturos

A aspiracdo de foliculos imaturos ¢ uma técnica bastante utilizada por diversas equipes ao redor
do mundo. Inicialmente, na década de 90, as taxas de recuperagdo oocitaria eram muito baixas, girando em
torno de <25% (Hinrichs, 2012), enquanto que a aspiragdo de foliculos pré-ovulatorios propiciava
resultados acima de 70% de recuperagdo (Carnevale et al., 2005).

Porém, ao se avaliarem as caracteristicas histologicas do foliculo equino, foi possivel observar
uma forte fixa¢ao do oocito a parede do foliculo, sendo possivel concluir que a simples aspiragdo do liquido
folicular ndo seria suficiente para recuperar os o6citos (Hawley et al., 1995). A partir dai, o aprimoramento
da técnica, combinando a aspiracdo do liquido folicular, a lavagem repetida do limen (5 a 10 vezes) e a
raspagem vigorosa da parede do foliculo, utilizando uma agulha em bisel de lamen grande (calibre 12),
geralmente duplo (limen interno para aspiragdo, externo para lavagem), trouxe uma taxa de recuperagéo
de odcitos clinicamente aceitavel (>50%) (Galli et al., 2007, Cuervo-Arango et al., 2019b).

Com esta técnica, todos os foliculos presentes no ovario, acima de 3-5Smm, podem ser aspirados.
O tamanho do foliculo parece influenciar a probabilidade de recuperagdo de um odcito, cuja taxa de
recuperagdo ¢ mais alta quando a maior porcentagem de foliculos aspirados tem menos de 10 mm de
didametro, presumivelmente porque a raspagem mecanica da parede do foliculo ¢ mais eficiente em um
foliculo menor (Stout, 2020). Ainda, o nimero de foliculos aspirados ¢ influenciado por caracteristicas
raciais, explicando por que a recuperagdo média de odcitos varia acentuadamente entre os relatdrios (de <5
a >12 oocitos por OPU) (Galli et al., 2014, Cuervo-Arango et al., 2019b). Em média, nas ragas Arabe,
Quarto de Milha e Warmblood se observam médias de aproximadamente 17, 14 e 15 foliculos aspirados
por OPU (Galli et al., 2014). Outro fator que interfere na recupera¢ao oocitaria é a frequéncia de das
aspiracdes foliculares, pois o nimero de foliculos diminui quando a aspiragdo ¢ realizada em intervalos
inferiores a 11 dias (Hinrichs, 2012).

Mais um ponto vantajoso desta técnica € que, apds a OPU, a manipulag@o dos odcitos imaturos
se faz em temperatura ambiente, uma vez que estes sdo surpreendentemente tolerantes ao manuseio e
manuten¢do em temperaturas ao redor de 22°C (Choi et al., 2006). Essa caracteristica permite que o
armazenamento em meios de manutencdo de embrido, ¢ o transporte destes gametas em temperatura
ambiente (20-22°C) por no maximo 24 horas, até um laboratério para o procedimento de ICSI, possa ser
realizado sem causar prejuizos as taxas de maturagao in vitro e producao de blastocistos (Galli et al., 2016,
Stout, 2020).

4.1.2 Recuperacao de odcitos de foliculos pré-ovulatorios
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Outro método bastante empregado ¢ a aspiracao de foliculos pré-ovulatdrios, cujos o6citos ja se
encontram em estagio de maturagdo mais avangado. Para que a maturagio oocitaria ocorra, as éguas tem o
ciclo estral monitorado, ¢ quando possuem um, ou ocasionalmente, dois foliculos dominantes com £35mm,
¢ feita a administracdo de gonadotrofinas (hCG ou analogo de GnRH). A aspiracdo deve ser feita pelo
menos 24 horas ap6s o tratamento, para permitir a expansao das células do cumulus, e ndo mais que 35
horas, para que a ovulagdo ndo ocorra antes da aspiragéo (Hinrichs, 2012).

Um ponto critico desta técnica € o baixo niimero de o6citos recuperados, uma vez que apenas
foliculos pré-ovulatorios sdo aspirados (Stout, 2020), apesar disso a taxa de recuperagdo oocitaria esta entre
65-80% (Hinrichs, 2012). Pensando numa tentativa de aumentar esses niimeros, o uso de farmacos que
estimulem o crescimento multiplo de foliculos ndo ¢ uma realidade, pois ainda ndo ha gonadotrofinas
comercialmente disponiveis capazes de estimular de forma confidvel o desenvolvimento de multiplos
foliculos pré-ovulatérios na égua, o que significa que apenas 1 ou 2 foliculos pré-ovulatérios em
desenvolvimento natural por ciclo estariam disponiveis para recuperagdo de odcitos maduros (Stout, 2020).
Além disso, ovarios com multiplos foliculos pré-ovulatorios podem ser demasiado grandes para
eficazmente manipular durante a aspiragdo (Maclellan et al., 2002).

Apos a aspiragdo, o odcito ¢ incubado até o momento previsto em que a égua doadora teria
ovulado se o foliculo ndo tivesse sido aspirado. Assim, se um oocito ¢ coletado 24 h apos a estimulagdo
com gonadotrofina, ele ¢ incubado 12-18 h antes da manipulagao; se for coletado 35 h apos a estimulagdo
com gonadotrofina, pode ser incubado 1-7 h antes da manipulagdo (Hinrichs, 2012). Aqui, ¢ de suma
importancia que toda a manipulacdo seja o mais préximo da temperatura fisiolégica de uma égua, pois os
odcitos ja iniciaram seu processo de maturag@o e sdo extremamente sensiveis a oscilagdes de temperatura.
Caso o transporte desses gametas se faga necessario, o armazenamento em uma incubadora portatil ¢
mandatorio para o bom sucesso da técnica (Hinrichs, 2012).

4.1.3 Recuperacio de odcitos de ovarios excisados post mortem

Em casos de morte inesperada, doengas cronicas ou procedimentos cirtrgicos que culminam com
a eutanasia, ou pesquisa, a recuperagdo de oodcitos de ovarios excisados ¢ uma técnica bastante utilizada,
com potros nascidos a partir de casos clinicos post mortem onde a ICSI foi realizada (Carnevale et al., 2004,
Hinrichs et al., 2012). Apdés a morte da égua, ¢ recomendado que os ovarios sejam removidos da-égaa o
mais rapido possivel, uma vez que a produgao de blastocistos € superior quando os o6citos sdo recuperados
dentro de 6-8h (Ribeiro et al., 2008). Todavia, em casos de atraso ainda pode ser possivel obter sucesso
(Carnevale et al., 2003). Os ovarios devem ser armazenados em caixa isotérmica a uma temperatura de 21-
25°C (Rizzo et al., 2019).

Para recuperar oocitos dos foliculos de ovarios equinos excisados, o método mais eficaz, porém
demorado, ¢ conhecido como scraping. Essa técnica consiste em abrir completamente cada foliculo visivel
ou palpavel usando um bisturi, e alternar a raspagem de toda a superficie interna do foliculo, com uma
cureta dssea para remover a camada de células da granulosa, com a lavagem dessa cavidade com meio
especifico para recuperacdo de odcitos (Rizzo et al., 2019). Depois que todos os foliculos visiveis forem
processados, o ovario ¢ cortado em fatias de 5 mm e quaisquer foliculos revelados também sdo raspados.
A partir deste procedimento € recuperar oocitos com boa competéncia meiodtica, capazes de completarem
sua maturacgao in vitro (Hinrichs et al. 2005; Choi et al., 2007).

4.2 Maturacao oocitaria in vitro

A coleta de odcitos equinos imaturos e a maturacao in vitro sdo utilizadas para superar o nimero
limitado de o6citos maduros que podem ser obtidos a partir de foliculos pré-ovulatérios dominantes. O
primeiro relato de sucesso de odcitos equinos maturados in vitro foi em 1981, seguido pelo primeiro
embrido produzido de um odcito equino maturado in vitro em 1989 (Fulka, Okolski., 1981, Zhang et al.,
1989).

A tecnologia de maturac@o oocitaria in vitro foi estabelecida, em parte devido ao uso de ICSI
para fertilizacdo in vitro (Galli et al., 2014). Este processo envolve principalmente a adicdo de
gonadotrofinas e soro para meios de cultura complexos, onde os o6citos sdo mantidos em atmosfera
controlada de 5% de CO, em ar a 38,5°C por 24-30 h (Carnevale, Sessions, 2012, Rizzo et al., 2019, Rizzo
et al.,, 2020). Apos este periodo, a avaliacdo da maturidade oocitéria, feita por imagem do primeiro
corpusculo polar extrudado, é necessaria para determinar se o odcito estd ou ndo apto a ser fertilizado
(Dell'Aquila et al., 2003).

5. Injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI)
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A injec¢do intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) € a técnica mais comum utilizada para
fertilizar o odcito equino, em que um espermatozoide selecionado ¢ injetado diretamente no citoplasma do
obcito. A fertilizagdo in vitro convencional no cavalo é ineficiente e inconsistente devido a falha do
espermatozoide equino em penetrar eficientemente na zona pelucida do odcito in vitro, especialmente pela
incapacidade de desencadearmos a capacitagdo espermatica a nivel laboratorial (Leemans et al., 2016). Por
estas razoes, para fertilizar com sucesso odcitos equinos in vitro, a ICSI € a inica técnica consistentemente
replicavel (Carnevale, Sessions, 2012). A primeira prenhez derivada de maturagdo in vitro de oocitos
equinos e fertilizagdo por ICSI foi em 1996 (Squires et al., 1996), em que quatro odcitos foram fertilizados
e uma prenhez foi obtida.

O procedimento de ICSI envolve a selecdo de um odcito vidvel, geralmente derivado do foliculo
imaturo ou pré-ovulatdrio. O odbcito precisa estar na metafase I da meiose para ser competente e ser
fertilizado com sucesso, sendo selecionados para fertilizagdo os odcitos com um corpusculo polar visivel.
A selegao dos espermatozoides para ICSI ¢ realizada por diferentes métodos e depende da qualidade do
sémen e do protocolo de diferentes laboratorios (Hinrichs, 2012). Um espermatozoide morfologicamente
normal e progressivamente movel é selecionado para injecdo do odcito. Para que o oocito possa ser injetado,
o mesmo ¢ desnudado das células do cumulus utilizando meio de cultivo acrescido de hialuronidase,
seguido de pipetagem (Carnevale, Sessions, 2012).

Para a execugdo desta técnica, um micromanipulador ¢ utilizado. Durante a inje¢@o, o odcito é
mantido em uma posi¢do onde o corptsculo polar esteja em 6 ou 12 horas, e a agulha contendo o
espermatozoide em seu interior ¢ inserida em posicdo de 3 ou 9 horas. Com isso, objetiva-se que ao
ingressar com a agulha no citoplasma do odcito, nenhum dano seja causado ao material genético desta
célula. Para a injecdo, a zona pelucida ¢ perfurada, se rompe a membrana citoplasmatica, o espermatozoide
¢ entdo liberado, incluindo a cauda (Squires et al., 1996). Depois que o odcito ¢ injetado, a cultura do
possivel zigoto é necessaria para obter clivagem e produzir blastocistos viaveis.

Para cultivar os possiveis zigotos, o sistema mais comumente utilizado ¢ o meio DMEM/F12
com 10% de soro fetal bovino (FBS) mantidos em incubadora a 5% de CO; em ar a 38,5°C (Hinrichs, 2005,
Galli et al., 2014). Entre os dias 5 e 7 ap6s ICSI, naqueles embrides que se desenvolvem normalmente sera
observada a formag@o da blastocele (Carnevale, Sessions, 2012). Quando comparados embrides produzidos
in vivo e in vitro, & possivel perceber uma grande diferenca no tamanho dos mesmos. Ao comparar a
contagem de células entre embrides cultivados in vivo e in vitro no dia 7 apds a ICSI, observa-se menor
numero de células em embrides produzidos in vitro (Tremoleda et al., 2003, Galli et al., 2014). Este atraso
no desenvolvimento de blastocistos ap6s ICSI provavelmente é causado por danos na membrana,
fragmentagdo de nucleos e possivel apoptose de blastdmeros (Tremoleda et al., 2003).

Com a finalidade de avaliar o desenvolvimento embrionario em equinos, o pardmetro mais
significativo ¢ o tempo de clivagem, que ocorre entre 12 e 24 horas apds a ICSI (Carnevale, Sessions, 2012).
Embrides que clivam mais rapido sdo mais propensos a resultar em prenhez do que embrides que clivam
em ritmo mais lento, o que também ¢ verdade em outras espécies (Lundin et al., 2001). Até o momento, o
conhecimento ¢ limitado sobre as primeiras 24 horas de desenvolvimento do zigoto equino e as mudangas
no oocito que ocorrem quando os genomas feminino e masculino se encontram. Erros na aposi¢do dos dois
conjuntos de cromossomos, assincronia da remodelagdo nuclear e citoplasmatica e modificagdes
epigenéticas zigoticas ocorrem antes da primeira clivagem mitdtica, podendo causar perda embrionaria
precoce e falha gestacional.

6. Fertilizacao in vitro (F1V)

A fertilizacdo in vitro convencional, baseada na co-incubacdo de gametas, consiste na penetracao
de um od6cito maduro por um espermatozoide capacitado, sendo uma técnica amplamente utilizada em
diversas espécies, como humanos (Steptoe, Edwards, 1978), bovinos e suinos (Perry, 2013). Em equinos,
apesar do nascimento de dois potros produzidos por essa técnica em 1991 (Palmer et al., 1991; Bezard et
al., 1992), muitos anos se passaram até o estabelecimento de um protocolo confiavel e replicavel para
fertilizacdo in vitro (Felix et al., 2022).

Entre os fatores limitantes apontam-se a capacitagdo espermatica (Alm et al., 2001; Hinrichs et al.,
2002), a maturag@o do odcito (Li et al., 2001) e alteragdes na zona pelucida (Dell’ Aquila et al., 1996). As
tentativas de estabelecer protocolos mais eficientes de FIV equina ndo tiveram sucesso, mesmo com o0 uso
de tratamentos espermaticos eficazes em outras espécies, como heparina (Roasa et al., 2007), cafeina (Blue
etal., 1989), combinagdes de penicilamina, taurina, hipotaurina e epinefrina (Dell’ Aquila et al., 1996; Alm
et al., 2001), e ion6foro de calcio A23187 (Blue et al., 1989; Dell’Aquila et al., 1996; Alm et al., 2001;
Hinrichs et al., 2002).
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A falta de informagdes sobre a capacitagdo espermatica de garanhdes consiste num entrave para a
elaboragido de metodologias que mimetizem a interagdo dos gametas masculinos com o epitélio da tuba
uterina (Leemans et al, 2016), sendo o tempo necessario para a capacitacdo dos espermatozoides in vivo
ainda desconhecido. Infelizmente, a avaliagdo, ao longo do tempo, das mudangas fisiologicas nos
espermatozoides em cultivo é problematica, ja que a motilidade diminui rapidamente (Bedford et a., 1999).

Recentemente, Felix e colaboradores (2022) avaliaram a capacidade fertilizante de
espermatozoides equinos incubados por um periodo prolongado de 22h, em meio contendo epinefrina
(PHE), e obtiveram resultados promissores com 47-79% de fertilizacdo com 1 hora de co-incubagdo. Ainda,
puderam concluir que foi crucial a dilui¢ao do s€men fresco apos a colheita e que uma pré-incuba¢do menor
que 6 horas nao foi suficiente para capacitacao espermatica e fertilizagdo. Sugere-se que este ¢ um processo
lento (6-22h), mas que a presenga de PHE no meio foi crucial para manutencao da motilidade espermatica
ao longo deste processo.

Quantos aos resultados de fertilidade, obtiveram >50% de fertilizagdo e taxa de blastocistos de
54%, mostrando dados concisos e replicaveis, o que era um grande desafio em trabalhos anteriores (Alm et
al., 2001; Felix et al., 2022). Trés embrides de FIV foram transferidos para éguas receptoras, o que resultou
no nascimento de trés potros saudaveis (Felix et al., 2022).

Apesar do grande impacto deste trabalho, podendo ser referenciado como um grande marco
historico para as tecnologias de reprodugéo assistida (ART), o sucesso da técnica deu-se com a utilizagéo
de sémen fresco (Feliz et al., 2022). Tratando-se de problemas inerentes a fertilidade da égua, a FIV
comercial serd uma importante ferramenta. Todavia, em casos onde o s€men € escasso, principalmente
devido a morte do garanhdo, esse material genético encontra-se criopreservado, e a ICSI torna-se, ainda, a
Unica alternativa para a produgao de embrides in vitro (Stout, 2020).

Segunda a Dr. Katrin Hinrichs (comunicagdo pessoal), estudos na FIV com sémen congelado ja
vém sendo desenvolvidos, mas ainda apresentam resultados bastante inferiores ao s€émen fresco, e com
grande diferenga de fertilidade entre diluidores comerciais. Até o momento, as melhores taxas de blastocisto
obtidas foram com diluente de congelagdo desenvolvido por seu grupo de pesquisadores, a nivel de
pesquisa.

7. Fertilidade, erros durante a primeira divisdo mitdtica e desenvolvimento embrionario

As duas etapas limitantes para um programa de produgao de embrides equinos in vitro sdo o fato
de que uma porcentagem relativamente pequena de odcitos injetados se transforma em blastocisto; e uma
menor taxa de prenhez apés a transferéncia de um embrido produzido in vitro em comparagdo com um in
vivo. Nos ultimos anos, as taxas de producao de blastocisto por OPU - ICSI de odcitos maturados in vitro
subiram de 10 para 40% (Hinrichs, 2005, Rader et al., 2016) e hoje atingem cerca 60% em programas
comerciais, com média de 1,3-1,8 embrides por égua por sessdo de OPU - ICSI (Jacobson et al., 2010,
Claes et al., 2016).

As taxas de prenhez apds a transferéncia de embrides produzidos in vitro variam
consideravelmente entre os centros, com relatos de sucesso que variam entre 50% e 80%. Por outro lado,
16 a 25% dessas gestagdes sofrem morte embrionaria ou fetal antes do 60° dia de gestacdo, de modo que as
taxas de transferéncia de potros vivos por embrido variam entre 30 e 70% (Rader et al., 2016, Cuervo-
Arango et al., 2018, Claes et al., 2019). Obviamente, que a ICSI nfo ¢ a inica causa da perda embrionaria
/ fetal, mas € uma das principais fontes de inefici€éncia e perda econdmica. Essa variabilidade nas taxas de
prenhez e na incidéncia de perda embriondria precoce, pode ser influenciada por diversas razdes, desde a
capacidade de identificar e selecionar blastocistos competentes (Tremoleda et al., 2003), até a sincronia e
fertilidade das éguas receptoras usadas.

Existem varias causas que podem levar a perda gestacional precoce, como irregularidades no
ambiente uterino (Claes et al., 2019) e anormalidades intrinsecas do embrido, por exemplo,
desenvolvimento retardado, maior incidéncia de células apoptoticas ou competéncia de desenvolvimento
reduzida (Cuervo-Arango et al., 2018). Quando ambas as causas foram comparadas, foi possivel observar
que os defeitos embrionarios intrinsecos sdo mais provaveis de serem responsaveis pela maioria das perdas
de gestag@o em éguas envelhecidas e subférteis (Ball et al., 1987).

Os primeiros cinco dias de desenvolvimento sdo o periodo mais importante para a formagao de
um blastocisto. Aproximadamente 25% dos odcitos injetados interrompem seu desenvolvimento no dia 1,
enquanto 25-30% sdo perdidos em cultura durante os primeiros dias de desenvolvimento in vitro (Amargant
et al.,, 2018). Em humanos e equinos, a aneuploidia embrionaria ¢ reconhecida como um importante
contribuinte para a interrup¢do do desenvolvimento e aborto espontdneo (Maxwell et al. 2016; Shilton et
al., 2020), acreditando-se que a aneuploidia surja durante as divisdes mitdticas do embrido, no entanto, as
origens celulares da aneuploidia mitotica permanecem desconhecidas (Cavazza et al., 2021).
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Uma descri¢do completa dos movimentos do genoma parental em zigotos equinos ap6s ICSI foi
realizada usando microscopia confocal (Tremoleda et al., 2003). Este estudo caracterizou eventos nucleares
e citoesqueléticos apos ICSI, particularmente observando as mudangas morfoldgicas nas primeiras 48 h
apos a inje¢do do espermatozoide. Logo, foi possivel observar que a parada do zigoto e assincronia entre
gametas masculinos e femininos durante a fertilizagao podem levar a parada embrionaria precoce.

Ruggeri et al. (2017) avaliaram os eventos ap06s a fertilizagdo por ICSI de odcitos maturados in
vivo e in vitro, sendo observadas as potenciais alteracdes citoesqueléticas e nucleares antes da primeira
divisdo mitotica em intervalos de tempo até 16 h pos-fertilizagdo. Observou-se que ambos os métodos de
maturacgdo apresentaram uma progressio normal, porém os que maturaram iz vivo tiveram uma progressiao
mais rapida e com menos anormalidades, do que os que maturaram in vitro (Ruggeri et al., 2017.) Com
isso, € possivel compreender que a maturagdo in vitro ¢ um processo bastante desafiador para o odcito e
que afeta diretamente no seu potencial de fertilidade.

Em um estudo recente (Scheeren et al., 2023), o objetivo foi investigar a frequéncia e os tipos de
defeitos na segregag@o cromossdmica durante a primeira mitose de zigotos equinos obtidos por ICSI. Foram
analisados 326 complexos ciimulos-o6cito (COCs), com taxa de maturagdo de 54,3% e taxa de fertilizagao
de 42%. Os zigotos fixados, 24 horas apods a injec¢do, foram avaliados por microscopia confocal 3D,
utilizando marcagdes para DNA, microtiibulos ¢ material pericentrossomico.

Dos zigotos em mitose (n=49), 56% apresentaram fusos mitoticos duplos, e 64,2% que estavam
em metafase mostraram fragmentacdo do material pericentrossomico, que ¢ de origem oocitaria, enquanto
que o centrossomo ¢ herdado do pai, assim como em outras espécies (Navara et al., 1994; Simerly et al.,
1995; Kim et al., 1996). Esses achados indicam que a montagem do fuso mitdtico em equinos ¢
frequentemente anormal, contribuindo para erros de segregacdo cromossomica e possivel aneuploidia
(Scheeren et al., 2023; Stout et al., 2024), o que pode estar relacionado a baixa eficiéncia embrionaria em
embrides equinos produzidos por ICSI.

Em estagios de desenvolvimento embrionario mais avangados, também foi possivel observar
algumas alteragdes na diferenciacdo e organizagdo das linhagens celulares de embrides produzidos in vivo
e in vitro. O estudo de Umair e colaboradores (2023) comparou blastocistos equinos produzidos in vitro
com aqueles desenvolvidos in vivo, analisando a expressdo de marcadores especificos de linhagem celular
(CDX-2 para trofectoderma, SOX-2 para epiblasto e GATA-6 para endoderma primitivo). Nos embrides in
vivo, observou-se uma clara segregacdo das linhagens celulares: o marcador CDX-2 foi restrito ao
trofectoderma, SOX-2 ao epiblasto ¢ GATA-6 ao endoderma primitivo, com uma organizacdo celular
compacta e bem definida. Em contraste, os embrides in vitro apresentaram uma massa celular interna mal
compactada, com células epiblasticas (SOX-2 positivas) e de endoderma primitivo (GATA-6 positivas)
misturadas e dispersas. Além disso, foi identificada coexpressdo inadequada de marcadores em células do
trofectoderma, o que ndo ocorre nos embrides in vivo.

Outro achado relevante foi a influéncia da velocidade de desenvolvimento in vitro. Embrides
que atingiram o estagio de blastocisto mais tardiamente (apds 9 dias) apresentaram uma dispersdo ainda
maior das células do epiblasto, maior distdncia média entre essas células e um ntimero significativamente
maior de células do endoderma primitivo, em comparagdo com embrides que se desenvolveram mais
rapidamente (em 7 dias) (Umair et al., 2023). Essas observagdes indicam que os embrides IVP possuem
deficiéncias no processo de segregagdo celular que podem comprometer sua viabilidade, sendo esses
problemas mais acentuados em embrides de desenvolvimento lento.

8. Consideracoes finais

As técnicas de fertilizagdo in vitro para espécie equina ainda se mostram desafiadoras e as taxas
bastante oscilantes, sendo a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) a que apresenta os
melhores resultados. A baixa taxa de sucesso parece estar associada a multiplos fatores, incluindo
dificuldades na capacitacdo espermatica, falhas na penetracéo da zona pelicida e variagdes nos protocolos
laboratoriais. Estudos mais recentes tém contribuido para o entendimento das condi¢des ideais de
capacita¢do, mas a reprodutibilidade dos resultados permanece limitada. Assim, embora o potencial da FIV
em equinos ainda ndo tenha sido plenamente alcangado, os avancos nas metodologias de capacitacdo ¢
fertilizagdo oferecem perspectivas positivas para o desenvolvimento de protocolos mais eficientes no
futuro.

Aspectos referentes a primeira divisdo celular de um embrido equino, desde os processos iniciais
de gametogénese até os eventos pos-fertilizagdo mostram alteracdes bastante significativas na segregagao
cromossOmica, o que levam a baixas taxas de blastocistos viaveis. Ainda, blastocistos equinos produzidos
in vitro apresentam falhas na organizacgao e segregacao das linhagens celulares iniciais, em comparacao aos
embrides desenvolvidos in vivo. Essas alteragdes sdo ainda mais evidentes em embrides de
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desenvolvimento mais lento, o que pode contribuir para a menor viabilidade embrionaria observada
clinicamente.
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