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RESUMO

SA, Marcus André Ferreira. Avaliacdo de diferentes pressdes negativas
na aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassom sobre a
recuperacgdo oocitaria em éguas. 2012. 46p. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria, Patologia e Ciéncias Clinicas). Instituto de
Veterinaria. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2012.

O presente experimento visou investigar se diferentes pressdes negativas da bomba de
vacuo (150, 280 e 400mmHg) podem influenciar a taxa de recuperacdo oocitaria por
foliculo preovulatério aspirado. Para tanto, foram submetidos a ovum pick up 21 ciclos
estrais de éguas ciclando regularmente, distribuidos em trés grupos (Giso= 150 mmHg;
Gag0= 280 mmHg; Gaeo= 400 mmHg), na seguinte ordem: Giso= 150 mmHg (n=6);
G2g0= 280 mmHg (n=7); G40o= 400 mmHg (n=6), definida por meio de sorteio. Durante
o0 estro, a atividade ovariana das éguas foi monitorada diariamente através da técnica
ultrassonografica transretal até que o maior foliculos atingisse pelo menos 35mm de
didmetro e edema endometrial grau 2,5 durante a avaliagdo ultrassonografica, quando
entdo administrou-se 1000UI de hCG, por via endovenosa. Aproximadamente 24 horas
apos a administracdo de hCG as éguas foram submetidas a exame ultrassonografico a
cada seis horas para avaliacdo folicular. Caso houvesse indicacdo iminente de ovulagédo
ou formacdo de foliculo hemorragico, 0 mesmo seria imediatamente aspirado. As
aspiracdes ocorreram em 32,45+1,92h apds a aplicacdo do hCG fazendo uso de
ultrassom equipado com um transdutor convexo de 5,0mHz com guia de polietileno
contendo uma agulha de duplo Iimen de 12G. O fluido folicular coletado de cada
foliculo foi congelado e o contetdo aspirado transferido para uma Placa de Petri e
examinado minuciosamente ao estereomicroscopio para localizacdo dos od6citos. Para
avaliar estatisticamente o efeito das diferentes pressGes sobre a recupera¢do oocitaria,
foi utilizado o teste Qui-Quadrado (a 5% de significancia) e Fisher Exato, quando
recomendado. A taxa de recuperacdo foi de 31,57% (6/19), sendo 16,66 % (1/6) no
Gis0, 42,85 % (3/7) no Gygp € 33,33 % (2/6) no Gaoo. Ndo houve diferenca entre os
grupos (p>0,05). Através dos resultados obtidos no presente estudo € possivel concluir
que a pressdo negativa da bomba de vacuo utilizada ndo é o determinante para elevar a
recuperacdo oocitaria, possivelmente havendo outros fatores atuando de modo mais
importante.

Palavras-chave: OPU, odcito, pressdo negativa



ABSTRACT

SA, Marcus André Ferreira. Evaluation of different negative pressures
on transvaginal follicle aspiration by ultrasound-guided on oocyte
recovery in mares. 2012. 46p. Dissertation (Master Science in Veterinary
Medicine, Pathology and Clinical Sciences). Instituto de Veterinaria.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

The present experiment aimed to verify if different vacuum pump negative pressures
(150, 280 e 400 mmHg) can influence the oocyte recovery rate per preovulatory follicle
aspirated. Hence, 21 estrous cycles from regularly cycling mares were subject to OPU.
The estrous cycles were sorted in three groups (Gi50=150 mmHg; G2=280 mmHg;
G400=400 mmHg) in the following sequence: Gis0= 150mmHg (n=6); G2g= 280mmHg
(n=7); Gapo= 400mmHg (n=6). During the estrus, the ovarian activity of the mares was
daily monitored using the transrectal ultrasound technique until the largest follicle
reached at least a diameter of 35mm and endometrial edema secore 2.5 was identified
on ultrasonographic evaluation, when 1000Ul of hCG administered intravenuous.
Approximately 24 hours after the hCG administered, the mares were monitored by
rectal palpation and ultrasonography every six hours to follicle evaluation. In the case of
imminent indication of ovulation or formation of hemorrhagic follicle, the follicle
would be immediately aspirate. The aspirations occurred in 32,45+1,92h after the hCG
administration. The transvaginal aspirations were performed with ultrasound apparatus
equipped with a convex transducer of 5,0mHz with polyethylene guide containing a
double lumen needle of 12G. The follicular fluid collected from each follicle was frozen
and the aspirated content was transferred to a Petri Dishes and thoroughly examined on
the stereomicroscope to identify the oocytes presence. In order to statistically evaluate
the influence of different pressures on the oocyte recovery, were used Chi-Squared test
(a 5% significance) and Fisher Exact Test, when recommended. The recovery rate was
31,57% (6/19), being 16,66 % (1/6) in Giso, 42,85 % (3/7) in Gygp and 33,33 % (2/6) in
Gao0. There was no difference among groups (p>0,05). From the results of the current
study, it is possible to conclude that the negative pressure of the vacuum pump is not a
determining factor to increase the oocyte recovery and other aspects would possibly
have more significant influence .

Keywords: OPU, oocyte, negative pressure.
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1. Introducéo

Atualmente, as técnicas de reproducdo assistida em equinos mais utilizadas
incluem a Inseminacdo Artificial (I1A) e a Transferéncia de Embrides (TE). No entanto,
com a utilizacdo destas técnicas é impossivel se obter gestacdes em algumas éguas com
alteracdes reprodutivas, como subfertilidade ou infertilidade adquiridas ou de animais
que venham a Gbito.

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

Visando o incremento genético e 0 maior aproveitamento de animais com
alteracdes reprodutivas em competicdes, algumas técnicas de reproducdo assistida
foram desenvolvidas e estdo sendo utilizadas. A técnica de transferéncia de embriGes, ao
longo da década de 90, se consolidou como importante ferramenta para obter produtos
de éguas incapazes de manter gestacdo e para aumentar o numero de descendentes,
viabilizando a reproducdo de animais de elevado valor zootécnhico (CARNEVALE et
al., 2001). Entretanto, esta técnica apresenta algumas limitacdes, em especial para
animais que apresentem alguma patologia de trato reprodutivo, sendo considerados
inférteis ou subférteis.

Para superar as limitacdes da TE e reproduzir animais de alto valor genético,
outras biotecnologias foram desenvolvidas utilizando o o6cito como estrutura principal
dos processos. A biotécnica de aspiracdo folicular tem sido aplicada com o propésito de
obter o0citos vidveis e contornar as deficiéncias reprodutivas em éguas com
dificuldades em gerar a prole ou ser doadora de embrides (BOGH et al., 2003).

Entretanto, particularidades anatdmicas dificultam a obtencdo do o0cito
equino tanto in vivo quanto in vitro, quando comparado ao ovario bovino . Em foliculos
imaturos, o odcito apresenta forte fixagdo a parede folicular. O que ocorre é a projecao
de processos das células da granulosa para o interior da célula da teca, formando uma
regido que funciona como uma ancora entre a parede folicular e o oécito (HAWLEY;
ENDERS; HINRICHS, 1995).

A partir da obtencéo de oocitos é possivel desenvolver diversas técnicas para

contornar as limitacbes da TE, como a fertilizagdo in vitro (FIV) de embrides, injecéo



intracitoplasmatica de espermatozoéides (ICSI), transferéncia de odcitos, transferéncia de
gametas intrafalopiano (GIFT) e transferéncia nuclear (clonagem). Estas tem sido as
principais técnicas utilizadas como alternativa para obtencdo de produtos de animais
subfeérteis.

Para a obtencdo de o0citos em éguas, a biotécnica mais utilizada atualmente
consiste na aspiragdo folicular transvaginal guiada por ultrassom. O sucesso desta
técnica pode ser influenciado de maneira determinante por diversos fatores, tais como
niveis de pressdo da bomba de vacuo, tipo de agulha a ser utilizada, protocolos
anestésicos empregados, fase do ciclo estral em que ocorrerd a puncdo, experiéncia do
operador, dentre outros.

Diante disto, o presente experimento visou investigar se diferentes pressdes
negativas (150, 280 e 400mmHg) da bomba de vacuo podem influenciar a taxa de

recuperacdo oocitaria por foliculo preovulatorio aspirado.



2. Revisdo de Literatura

2.1. Dindmica folicular

A égua se caracteriza por ser monovulatoria, sofrendo influéncia da estacéo
do ano, com ciclos estrais regulares, a cada 21 dias em média, no periodo de dias
longos. O periodo interovulatorio tem inicio no momento de uma ovulagéo associada ao
estro até o final do estro seguinte, quando ocorre a proxima ovulagdo. Alguns tipos de
ondas foliculares se desenvolvem durante a estacdo de monta. Na onda menor, 0 maior
foliculo ndo chega a se tornar dominante. Na onda maior, dividida em primaria e
secundéria, o maior foliculo se torna o dominante (GINTHER et al., 2004).

A maioria das éguas apresenta desenvolvimento de uma onda folicular por
ciclo, que inicia na metade da fase luteal. Porém, em torno de um terco das éguas pode
ocorrer o desenvolvimento de outra onda folicular iniciada rapidamente apés a ovulagédo
(GINTHER et al., 1992). Quando a emergéncia ocorre durante o estro, denomina-se
onda folicular secundéria e origina um foliculo dominante de diestro, que pode regredir
ou ovular. A emergéncia da onda no meio do diestro € chamada de onda folicular
priméaria e produz um foliculo dominante destinado a ovular durante o estro
(GINTHER, 1993; EVANS, 2003).

A emergéncia da onda folicular se caracteriza pelo surgimento de um grupo
de foliculos com didmetros variando entre 6 e 10mm, dando inicio a fase de crescimento
comum que ocorre por volta de 6 dias apo6s a ovulacdo (GINTHER et al., 2002; 2005).
Em concomitancia a esta fase, ocorre 0 aumento das concentracBes séricas de FSH
(Hormonio Foliculo Estimulante). No momento em que os maiores foliculos da onda
atingem diametro > 13mm, a concentracdo de FSH comeca a diminuir devido a
producdo de inibina por esses foliculos (DONADEU; GINTHER, 2001; GINTHER et
al., 2005). O declinio da concentracdo de FSH desde o pico da onda até o inicio da
divergéncia folicular tem sido descrito a medida que se aumenta a inibina e 0 numero de
foliculos. A concentragdo de inibina total comecga a aumentar antes do inicio do declinio
da onda de FSH (DONADEU; GINTHER, 2001). Quando o maior foliculo alcanca o
diametro aproximadamente de 21 a 23 mm, 0 que ocorre, em média aos seis dias apés a
emergéncia, verifica-se o fim da fase comum de crescimento e o inicio da divergéncia
(GINTHER, 2000; JACOB, 2009). O inicio da esperada divergéncia baseou-se nos

diametros atingidos pelos foliculos, em estudos prévios, em que a divergéncia folicular
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foi utilizada para procedimentos experimentais capazes de interferir na divergéncia,
quando os foliculos alcancam 22,5 mm de didmetro em éguas (GINTHER, 2000). A
divergéncia ocorre quando o maior foliculo atinge 20 a 25 mm de didmetro, havendo
alteracdes na taxa de crescimento entre o foliculo dominante e os subordinados, sendo
que o dominante continua seu crescimento e 0s demais cessam seu crescimento e/ou
regridem. Essa alteracdo é o principal evento durante a sele¢cdo do foliculo dominante,
sendo precedido pelo aumento nas concentragdes de LH (GINTHER et al., 2004). O
mecanismo da divergéncia deve impedir o crescimento continuo do futuro foliculo
subordinado, desde que 0 mesmo seja capaz de se tornar dominante, como indicado nos
estudos envolvendo aspiragdo do foliculo dominante em vacas e éguas (GINTHER,
2000).

Jacob et al. (2009) relataram que em 8/11 ondas ovulatorias com dois
foliculos dominantes, uma segunda divergéncia ocorreu entre 0 maior e o segundo
maior foliculo com 2,5 dias apds a primeira divergéncia. A incidéncia de dois foliculos
dominantes em uma onda ovulatéria tem sido em torno de 20% na raca Bretd
(GINTHER et al. 2008; JACOB et al., 2009). Esta incidéncia é maior do que a de dupla
ovulacdo, de forma que um dos foliculos pode regredir (GINTHER et al., 2004).

Comparando-se o maior foliculo de uma onda com os dois maiores de outra
onda, observou-se que o didmetro atingido neste caso foi menor do que quando se
observou somente um foliculo em crescimento, quando os dois foliculos se encontram
no mesmo ovario. Entretanto, esta diferenca reduziu para 4mm quando os dois foliculos
estavam em ovarios opostos (GINTHER, 1995).

Proximo ao momento da divergéncia, um dos foliculos tem aumentada a
capacidade de producdo de estradiol, a sensibilidade ao FSH e a especificidade para
responder ao LH (Horménio Luteinizante) através da inducdo de receptores nas células
da granulosa. Tal caracteristica permite a ocorréncia de apenas uma ovulacéo,
eventualmente duas ou mais sdo observadas (GINTHER, 1992; JACOB, 2009).

A elevacdo passageira de LH ocorre durante a divergéncia como parte da
onda ovulatdria de LH. Em éguas jovens (cinco a seis anos), a onda de LH se inicia em
torno do 4° dia antes da ovulagdo, alcangando 0 mé&ximo um dia ap6s a ovulagao
(JACOB, 2009).

Na fase pos-divergéncia, o foliculo dominante passa a depender do LH para o
desenvolvimento, maturacdo e ovulacdo. Além disso, ha agdo de fatores de crescimento
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intrafoliculares, presentes desde a sele¢do do futuro foliculo dominante, e de proteases
envolvidas com a esteroidogénese intrafolicular que leva a ovulacdo (GASTAL et al.,
2000; DONADEU; GINTHER, 2003; SPICER et al., 2005).

Os niveis de FSH permanecem baixos até a ovulacdo, sendo esta diminuicao
atribuida especialmente ao foliculo dominante (DONADEU; GINTHER, 2003). Os
foliculos subordinados ndo respondem a baixa concentragdo sistémica de FSH além de
ndo possuirem receptores de LH nas células da granulosa em abundancia. Entretanto, tal
incapacidade dos foliculos subordinados em responder ao FSH sistémico pode ser
compensada pela administracdo exdgena da concentracdo da gonadotrofina antes que a
dominéncia folicular se estabeleca (SAMPER; PYCOCK; MCKINNON, 2007).

2.2. Maturacao folicular e oocitaria

No foliculo ovariano de mamiferos, as mudancas necessarias para que ocorra
a liberacdo de um odcito viavel sdo decorrentes da onda pré-ovulatoria de LH. O ovario
passa por uma série de eventos até atingir o momento da ovulacdo, onde o foliculo
alcanca o estagio preovulatério e as células da granulosa, da teca e odcito apresentam
caracteristicas especificas. Essas alteracGes sdo a retomada da meiose pelo odcito,
diferenciacdo das células da granulosa mural e que devem ter adquirido a capacidade de
produzir estrogenos, responder ao LH e as células da teca comecam a sintetizar
quantidades maiores de andrégenos, que servirdo de substrato para a esteroidogénese e a
expansdo das células do cumulus (PARK, 2004; RICHARDS, 2002; TSAFRIRI, 2005).

A Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG) administrada na presenca de
foliculos preovulatérios leva a expansdo da Hialurona Sintetase-2 (HAS-2) nas células
da granulosa mural enquanto a onda de LH causa a expansao de toda camada de células
do cumulus (STOCK, 2002). O hCG pode ainda proporcionar mais rapidamente a
elevacdo na concentracdo de LH (GINTHER et al., 2009), o que pode influenciar no
processo de expansao das celulas do cumulus e liberagdo oocitaria, aumentando a taxa
de recuperacéo.

Durante o processo de expansdo destas células, ocorre a secre¢do de acido
hialurénico (HA) pelo proprio cumulus, o que leva a formagdo de uma matriz extra-
celular viscosa. A deposi¢do de matriz extracelular é prejudicada pelo citoesqueleto das
células do cumulus. Entretanto, o LH estimula a despolarizacdo e o alongamento destas

células, acompanhadas pela redistribuicao e extensdo dos microfilamentos, permitindo a



deposicdo de matriz extracelular e 0 processo de expansdo (SUTOVSKY, 1994).

Paralelamente a maturagdo oocitéria, caracterizada pela retomada da meiose
com a quebra da vesicula germinativa e extrusdo do primeiro corpusculo polar, ocorre o
aumento do volume do complexo cumulus oophorus e sua dissociagcdo em pouco tempo,
provocados pela deposicdo e degradacdo da matriz extracelular (D’ALESSANDRIS,
2001).

A maturagdo oocitaria, por sua vez, se caracteriza pela transi¢do do odcito em
estadio de vesicula germinal (VG) até metafase Il (MIl), ocorrendo imediatamente
anterior a ovulacdo. Para que ocorra fertilizacdo do odcito e o desenvolvimento
embrionario inicial, é necessario uma complexa sequéncia de eventos nucleares e
citoplasmaticos (FISSORE et al., 2002). A distribuicdo e configuracdo cromossémica
caracterizam a maturacdo nuclear; a maturacdo citoplasmatica, necessaria ao
desenvolvimento pds-fertilizacdo, ainda carece de mais estudos (HINRICHS;
SCHMIDT; SEIGRATH, 1995).

A retomada da meiose oocitaria ocorre devido ao pico de LH preovulatério
durante os ciclos estrais sucessivos em mamiferos. Na espécie equina, ndo ha pico de
LH e, sim, aumento gradativo durante os dias de estro. A concentracdo maxima ocorre
um dia apés a ovulacdo (BERGFELT; GASTAL; GINTHER, 2001; JACOB et al.,
2009). O fator que desencadeia a retomada da maturacdo oocitaria, em equinos, ainda
ndo foi esclarecido (DELL’AQUILA et al., 2004), bem como nédo é conhecido o tempo
de duracdo do processo de maturacdo in vivo (HINRICHS et al., 1993). Entretanto,
odcitos recuperados 36 horas ap6s a administracdo do hCG estdo maturos, em Ml
(HINRICHS et al., 2000). Fissore et al. (2002) supde que o tempo para maturacao in
vivo € aproximadamente 36 horas, e que ocorra sob a acdo de gonadotrofinas, sendo
considerado, com excecdo dos suinos, um periodo longo de maturacdo em relagdo as

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

2.3. Agentes indutores de maturacgéo folicular e oocitaria

Pode-se utilizar gonadotrofinas como o hCG ou Acetato de Deslorelina
(andlogo de GnRH), o que estad bem documentado na literatura (quadro 1) resultando em
alta taxa de recuperacdo oocitaria (CARNEVALE, 2004). Entretanto, ndo foi observado
diferenca entre os grupos, tratado ou ndo com hCG (69% e 71%, respectivamente)

puncionando foliculos com diametro de 39,7 mm (HINRICHS et al., 1990). Segundo



Squires; Cook (1996), geralmente, o hCG é administrado 30 a 36 horas antes do
momento da aspiragdo folicular e repetidas administracbes de injecdes do farmaco
podem levar a formacdo de anticorpos e redugdo na resposta a gonadotrofina. Diante
disto, pode-se tentar o tratamento com analogo de GnRH para estas éguas previamente a
aspiracdo folicular.

Para a escolha do momento da administracdo do agente indutor e consequente
antecipacdo da maturacao folicular (36 horas apds a aplicagdo do hCG e 40 horas ap6s o
GnRH), as éguas devem apresentar uma combinacdo de caracteristicas: foliculo >
35mm de diametro; 2) atero relaxado e ténus cervical; 3) edema uterino indicativo com
estro e 4) comportamento compativel com estro (CARNEVALE et al., 2003). O
momento escolhido para a administragdo da gonadotrofina para a recuperagdo oocitaria
é importante e deve acontecer quando o foliculo estiver apto a responder a estimulagéo
exogena, porém antes que a onda ovulatdria de LH tenha ocorrido. Em estudo realizado
para avaliar a influéncia do tempo de aspiracdo ap6s a administracdo do hCG (2500U1)
sobre a taxa de gestacdo, quatro éguas apresentaram células da granulosa compactas
apos a aspiracdo. Provavelmente isto ocorreu devido ao foliculo ainda se encontrar
imaturo para responder a administracdo do hCG, apesar de apresentar diametro
preovulatério (> 33mm) (HINRICHS et al., 2000). A porcentagem de foliculos que
responderam ao hCG ficou em torno de 73% (30/41), préximo a porcentagem esperada
por Kolling; Allen, (2005) de éguas ovulando entre 24 e 48h (80%).

Na literatura, os trabalhos utilizam de 1500 a 3300Ul de hCG como agente
indutor de maturacdo folicular (CARNEVALE et al., 2001; 2003; 2005; COOK et al;
1992), ou ainda anédlogos de GnRH, associados ou ndo. Entretanto, Jacob et al. (2011)
avaliaram a resposta embrionéria de éguas tratadas com 1000UI de hCG, obtendo 60%
de recuperacdo embrionéria. Diante destes resultados, 1000Ul de hCG pode ser capaz

de induzir a maturacéo folicular final e oocitaria para aspiracao folicular.



Quadro 1. Cronologia dos estudos que utilizaram agentes indutores de maturacdo em

foliculos com didmetro pré-ovulatorio.

. - Tx. Recuperagéo
Autor(es) Farmaco utilizado Dose .
oocitaria
McKinnon et al., (1986) hCG 3300UlI 20%(2/10)
Palmer et al., (1987) hCG 2000Ul1 64% (17/28)
McKinnon et al., (1988) hCG 3300UlI 65% (24/37)
hCG 2000Ul1
Vogelsang et al., (1988) ] 39% (7/18)
Gonadorelina 2,0mg
Hinrichs; Kenney; Kenney,
hCG 2000Ul1 69% (9/13)
(1990)
Bruck et al., (1992) hCG 3000UlI 33% (1/3)
Cook et al., (1992) hCG 3300UlI 53% (9/17)
hCG 3300Ul1 69% (27/39)
Cook et al., (1993) )
Deslorelina 2,2mg 58% (35/60)
Carnevale; Ginther, (1993) hCG 1500U1 78% (14/18)
Ray et al., (1994) hCG 3300Ul1 84% (26/31)
Carnevale; Ginther, (1995) hCG 2000Ul1 89% (66/74)
Meintjes et al. (1995a) hCG 1500U1-2500U1 43% (29/62)
Hinrichs et al., (2000) hCG 2500U1 81% (30/37)
Scott et al., (2001) hCG 2000UlI 43%(16/37)
hCG 2000 —2500U1
Carnevale et al., (2001) ) 73% (90/123)
Deslorelina 2,1mg
Coutinho da Silva et al.,
hCG 2500U1 78% (50/64)
(2002b)
hCG 1500-2500UI
Carnevale et al., (2003) ] 76% (331/434)
Deslorelina 2,1mg
Acetato de
Carnevale et al., (2005) ) 1500-2500U1 77% (548/710)
Deslorelina + hCG
Rodrigues (2006) hCG 2500U1 14% (2/14)

2.4. Falhas reprodutivas e limitactes da TE

Apesar da consolidacdo da técnica de transferéncia de embrides em equinos
na decada de 90, alguns autores sustentam sua limitacdo nesta espécie. Allen (2005)
defende que a resposta ovariana inadequada aos tratamentos a base de hormonios

gonadotroficos exdgenos tem sido o maior limitante nos programas de TE em equinos.
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Devido a deficiéncias no trato reprodutivo, algumas éguas se mostram incapazes de
produzir ou manter embrides (CARNEVALE et al., 2001). Fémeas apresentando les6es
que dificultem o transporte espermatico, a reagdo entre od0cito e espermatozoides, 0
transporte do embrido atraves do oviduto e o seu desenvolvimento uterino ndo devem
ser utilizadas como doadoras de embrido (HINRICHS et al., 1998). Segundo Carnevale
(2004), as fémeas que ndo podem ser beneficiadas pela técnica de TE sdo aquelas que
apos diversas tentativas de recuperacdo embrionaria ndo se obteve sucesso por falha na
ovulacdo, infeccdo uterina, lesbes cervicais e outras patologias do trato reprodutivo.

Os efeitos das condicdes patoldgicas associadas a ovulagdo e ao oviduto nédo
sdo de diagnostico simples. Entretanto, resultados de estudos sugerem que a redugdo na
fertilidade ocorre antes do embrido entrar no Utero, especialmente em éguas velhas
(CARNEVALE, 2007). Em estudo realizado por Carnevale et al. (2003b), os ovidutos
de éguas velhas (com idade acima de 20 anos) e éguas jovens (entre dois e nove anos)
foram lavados entre um e quatro dias pos ovulagdo. A taxa de recuperacdo de odcitos
recém ovulados ou embrides foi significativamente menor para éguas velhas do que em
éguas jovens (17/29, 59%, e 26/27, 96%, respectivamente). O resultado desse estudo
sugere que a ovulacdo ndo ocorre ou 0 odcito ndo entra no oviduto em muitas éguas
velhas. A incidéncia de falhas na ovulacdo aumenta de acordo com a idade da égua
(CARNEVALE; BERGFELT; GINTHER, 1994).

Além da captacdo e transporte do odcito, o oviduto exerce funcdo sobre
selecdo e manutencdo do espermatozdide. Em éguas subférteis, poucos espermatozdides
apresentam motilidade. Ja no oviduto de éguas férteis, foi encontrado espermatozéides
apresentando elevada motilidade (SCOTT; LIU; OVERSTREET, 1995)

A falha no transporte espermatico e a fertilizacdo em éguas subférteis podem
estar associadas as condic¢des patoldgicas do oviduto. Massas globulares, compostas de
colageno tipo 1 foram encontradas com maior freqiiéncia no oviduto de éguas velhas do
que éguas jovens. O efeito dessas massas sobre a fertilidade é desconhecido (LIU et al.,
1990).

As causas uterinas de reducdo de fertilidade sdo frequentemente
diagnosticadas na égua. Alteracfes inflamatorias ou infecciosas sdo facilmente
diagnosticadas e sdo prejudiciais ao espermatozoide e ao embrifo. Eguas com
endometrite severa ou persistente requerem elevado investimento para tratamento e
geralmente ndo sdo produtivas em programas de TE. Muitas éguas ndo tém causa de
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infertilidade diagnosticada, mas apds diversas tentativas, ndo se obtém embrido
(CARNEVALE, 2007).

Eguas improdutivas em programas de transferéncia de embrides, que
apresentem elevado valor zootécnico, devem ser utilizadas em programas de reproducéo
assistida visando a obtencdo do odcito, através da técnica de aspiracdo folicular, para
posterior fertilizacdo in vivo ou in vitro. Eguas subférteis incapazes de produzir
embrides vidveis geralmente sdo boas candidatas a doadora de o6citos (CARNEVALE
et al., 2005).

2.5. Reproducéo assistida envolvendo o o6cito

2.5.1. Aspiracao folicular

As técnicas utilizadas para recuperacdo de odcitos sdo laparotomia
(VOLGELSANG et al., 1986), puncéo transcutanea pelo flanco (PALMER et al., 1987),
colpotomia (HINRICHS; KENNEY; KENNEY, 1990) e aspiracao folicular transvaginal
guiada por ultrassom (BRUCK et al., 1992; CARNEVALE e GINTHER, 1995).
Atualmente, a técnica mais utilizada é a aspiracdo transvaginal guiada por ultrassom
(CARNEVALE, 2004).

Ovum pick up (OPU), como € conhecido, € um método pouco invasivo que
vem apresentando sucesso para obtencdo de odcitos. Os o0citos obtidos podem ser
fertilizados in vivo através da técnica de transferéncia de odcito (TO), onde o odcito
maturado in vivo ou in vitro € transferido cirurgicamente para o oviduto de uma égua
receptora através de acesso pelo flanco (laparotomia). A fecundacdo ocorre através da
inseminacdo da égua receptora 12 horas antes e duas horas ap6s a TO, utilizando-se
dose inseminante de concentragdo convencional (CARNEVALE et al., 2000; 2001b;
2002). Os odcitos podem ainda ser destinados a transferéncia intrafalopiana de gametas
(GIFT) que segue 0 mesmo protocolo da TO, porém a inseminag&o artificial € realizada
diretamente no oviduto junto ao odcito, utilizando-se sémen com baixa concentragdo
espermatica (CARNEVALE, 2004).

OPU com a égua em estacdo foi primeiramente realizada por Palmer et al.
(1987), fixando o ovario com a mao via transretal e guiando-o até flanco para pungéo
transcuténea, obtendo 63% de recuperacdo de oocito. McKinnon et al (1988) obtiveram
indices de recuperacdo oocitaria de 71,4% utilizando uma canula e uma agulha de

9,8mm para aspirar foliculos equinos preovulatérios utilizando 0 mesmo acesso.
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Vogelsang et al. (1988) comparou a coleta de odcitos via puncao transcutanea
pelo flanco com a coleta via laparotomia com exposicdo do ovario. O primeiro
experimento, usando uma agulha de 13G e 15cm de comprimento conectada a um tubo
de latex e uma seringa estéril, obteve uma taxa recuperacdo de 10%. Com a
laparotomia, usando a mesma agulha, elevou-se essa taxa para 14% e quando associada
a um sistema de irrigacdo continua a vacuo subiu para 60%. Este mesmo sistema de
irrigagédo proporcionou uma taxa de 38% quando usado para pungdo transcutanea,
indicando que a coleta de oo6citos com o animal em estacdo era possivel, com sucesso
moderado, sem danos ao odcito.

Hinrichs; Kenney; Kenney (1990) utilizaram técnica semelhante, alcangando
indices de recuperacdo de 73%. Trata-se da colpotomia, na qual a mdo do operador
manipula os ovarios através de uma incisdo na parede cranial da vagina, pressionando-
0s contra a parede abdominal, por onde uma agulha para a puncdo folicular é
introduzida. Mas o0s riscos de peritonite e evisceracdo através da incisdo vaginal
limitaram a expansdo da técnica.

A técnica de aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassom foi
inicialmente desenvolvida para recuperacdo de oocitos em mulheres associada a
fertilizacdo in vitro (FIV) (DELLENBACH et al. 1984; FEICHTINGER; KEMETER,
1986; LENZ et al., 1987) e posteriormente, no decorrer dos anos 80, foi adaptada para
bovinos (PIETERSE et al., 1988). O primeiro relato de OPU transvaginal em éguas foi
o0 de Bruck et al. (1992). Nesse estudo, foram realizadas somente quatro aspiracfes em
foliculos preovulatorios, sendo que em trés delas utilizou-se a administracdo de hCG e
obteve-se apenas um odcito. Para tanto, os autores utilizaram um transdutor setorial
acoplado a uma guia transvaginal conectado ao aparelho de ultrassonografia,
direcionando-se a agulha de limen simples por uma linha de puncdo que o aparelho
disponibilizava. Em seguida, Cook et al. (1992) obtiveram 52,9% (9/17) e 18,5%
(25/135) ao aspirar foliculos preovulatorios e de diestro, respectivamente. Utilizando a
técnica transvaginal, Bracher et al. (1993) aspiraram duzentos foliculos durante 24
sessOes em que pelo menos quatro foliculos estavam presentes, em qualquer fase do
ciclo estral, obtendo-se 34 o0citos e taxa de recuperacdo de 12,3% e 24,4% utilizando
agulha de limen simples e duplo, respectivamente.

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

Dentre as reconhecidas vantagens da técnica, estdo os fatos de ser pouco
invasiva, ndo depender de estimulagdo hormonal, poder ser utilizada em qualquer fase
do ciclo estral, em animais pré-puberes ou em gestacéo inicial (VIANA; BOLS, 2005).
Experimentalmente, esta técnica vem sendo aplicada como uma ferramenta para a
pesquisa com o intuito de estudar a natureza da dinamica folicular em equinos e bovinos
(GASTAL et al,, 1997; GINTHER et al., 2003), administracdo intrafolicular de
farmacos (GASTAL; KOT; GINTHER, 1995), inducdo da emergéncia da onda folicular
e sincronizacdo da ovulacdo entre os animais (AMIRIDIS et al., 2006; LIMA et al.,
2007), inducdo de funcdo latea (MONTECHIESI, 2009; MOZZAQUATRO et al.,
2010) e avaliacdo do liquido folicular e sua influéncia (HINRICHS; RAND; PALMER,
1991).

A fertilidade das éguas submetidas ao procedimento de OPU ndo sofre
alteracdo, o que foi comprovado em experimento realizado por Mari et al. (2005). De 20
éguas que foram submetidas a trés ou quatro sessdes de aspiracao folicular durante estro
e diestro, 10 foram inseminadas e sete ficaram gestantes. Em estudos iniciais
desenvolvendo a técnica em cinco éguas, Bracher et al. (1993) realizaram 24 sessdes
(quatro a sete sessdes por égua) de aspiragdo folicular transvaginal e aspiraram 200
foliculos, recuperando 34 oocitos. Os autores ndo relataram nenhum efeito sobre o ciclo
das éguas, bem como concluiram que a técnica pode ser empregada repetidamente sem
que haja o risco de peritonite ou aderéncias. Para avaliar funcional e morfologicamente
0s ovarios de éguas apds repetidas sessbes de OPU, Bogh et al. (2003) realizaram
estudo em que observaram que todas as eguas mantiveram normal a fungdo ovariana,

definida como a capacidade de ovular e desenvolver corpo luteo regularmente.
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2.5.2. Fatores que interferem na obtencdo do odcito

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

Um recurso que vem sendo empregado ha anos com resultados satisfatorios
para a producdo in vitro de embriBes, na espécie bovina, é 0 uso de odcitos provenientes
de matadouro, além da total liberdade para realizar pesquisas com estes materiais
(SENEDA; GARCIA, 2002). Em equinos, a escassez de ovarios oriundos de
abatedouros limita 0 avango nas pesquisas em que 0 o0cito esta envolvido. A utilizacdo
deste tipo de material € uma boa alternativa para fins de pesquisa e representa uma
importante ferramenta no desenvolvimento de algumas biotecnologias de reproducao
assistida equina (LANDIM-ALVARENGA et al., 2008).

Entretanto, a manipulacdo do ovaério isolado também pode sofrer influéncia
devido a forte adeséo do odcito a parede folicular (HINRICHS, 1998). Desta maneira, a
obtencdo desses odcitos por aspiracdo do foliculo utilizando uma agulha e seringa,
semelhante ao procedimento realizado em ovarios bovinos, apresenta baixa taxa de
recuperacao oocitaria em equinos, com uma grande parte dos 00citos recuperados sendo
separados das células do cumulus (HINRICHS; DIGIORGIO, 1991; ALM et al., 1997).
Por outro lado, taxas de recuperagdo elevadas e complexos cumulus odcito intactos
podem ser conseguidos com a ruptura do foliculo associada a escarificagdo da camada
de células da granulosa mural. Entretanto, essa técnica aumenta consideravelmente o
tempo necessario para coletar odcitos de grande numero de ovarios isolados

(HINRICHS et al., 1993).
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A fase do ciclo estral também exerce influéncia sobre a taxa de recuperagéo
de odcitos, além de influenciar a quantidade e a qualidade das estruturas recuperadas.
Cook et al. (1993) descreveram taxa de recuperacdo de odcitos de 63% oriundo de
foliculos preovulatérios enquanto que durante o diestro a taxa de recuperacdo de odcitos
foi de 19%. A aspiracao de foliculos imaturos permite aumentar o nimero de foliculos
puncionados, porém a taxa de recuperagdo oocitaria € inferior (LANDIM-
ALVARENGA et al., 2008). A razdo para baixa taxa de recuperacdo oocitéria de
foliculos imaturos em equinos parece ser relacionada a anatomia de aderéncia do oocito
na parede folicular. Quando comparado ao bovino, o odcito equino localiza-se mais
proximo a parede folicular, apresentando poucas fenestras ao longo das células do
cumulus com uma base mais ampla. Além disso, as células do cumulus em equinos
apresentam processos que se projetam para o interior das células da Teca localizadas
imediatamente abaixo do cumulus, assemelhando-se a uma ancora que fixa o complexo
cumulus odcito a parede folicular (HAWLEY; ENDERS; HINRICHS, 1995).

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

Os equipamentos e 0s niveis de pressdo negativa empregados na recuperacao
de odcitos variam entre os autores. Kanitz et al. (1995) afirmam que a taxa de
recuperacdo de odcitos € influenciada pela pressdo utilizada.

Bruck et al. (1992) e Hinrichs et al. (1998) utilizaram uma seringa de 50 mL
para realizar a puncéo folicular. Entretanto, a bomba de vacuo é empregada pela maioria
dos autores. Pressdes entre 70mmHg e 400mmHg sdo relacionados, sendo 70 a
90mmHg (MEINTJES et al., 1995), 100 a 150mmHg (MARI et al., 2005), 150mmHg
(CARNEVALE, 2001; 2003; 2005), 230 a 300mmHg (DUCHAMP et al., 1995;
MEINTJES et al.; 19953) e 400mmHg (KANITZ et al., 1995). Para quantificar a
pressdo negativa de maneira mais precisa, alguns autores sugerem mensurar 0 Vacuo em
volume de agua por minuto.

Pressdes negativas de até 300mmHg apresentam bons indices de recuperacao
oocitaria. Utilizando as pressdes acima citadas, varios autores obtiveram diferentes
taxas de recuperagdo por foliculo aspirado: Carnevale et al. (2001), 70% (39/56);
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Carnevale et al. (2003), 76% (331/434); Mari et al. (2005), 30,8% (16/52); Carnevale et
al. (2005), 77% (548/710). Entretanto, utilizando 400mmHg, Kanitz et al. (1995)
afirmam que esta pressdo provocou perda das células do cumulus. Pycock (1996) reitera
que pressdes muito elevadas podem lesionar os odcitos. Kanitz et al. (1995) utilizaram
14 ovarios de abatedouro e obtiveram 37 complexos cumulus - oécito (COC) de 134
foliculos entre 5 e 46mm de didametro utilizando pressdo 0,2 ou 0,4 bar (1 mmHg =
1,333x10° bars). N&o houve diferenca na taxa de recuperacdo (28,8% x 26,4%) quando
comparadas as duas pressdes de vacuo.

Alguns autores utilizaram presséo para a lavagem do foliculo, além da pressédo
utilizada na aspiracdo. Bogh et al (2002) obtiveram entre 45-50% de recuperacdo de
oocitos, a partir de foliculos de até 30mm, utilizando 500mmHg para a lavagem.
Duchamp et al (1995) observaram 29% de recuperacdo oocitaria aproximadamente,
efetuando lavagem com fluxo continuo de 500mmHg e utilizando agulha de lumen
duplo, indice superior ao obtido com lumen simples e pressao de 380mmHg na lavagem
(23%, p<0,05).

2.5.3. Transferéncia de odcitos e GIFT

O primeiro potro nascido oriundo de TO ocorreu no final da década de 80
(MCKINNON et al., 1988). Entretanto, a eficiéncia da técnica ndo foi comprovada
devido a obtencdo de apenas duas gestaces (13%) e um potro nascido oriundo de 15
odcitos transferidos (1/15, 7%). Posteriormente, resultado expressivo (92%, 11/12) de
desenvolvimento embrionario (detectado por ultrassonografia aos 12 dias) foi alcancado
por Carnevale; Ginther (1995) a partir de odcitos recuperados de éguas jovens. Neste
experimento, os oocitos foram cultivados in vitro antes de serem transferidos para
receptoras inseminadas no oviduto. Entretanto, esses autores obtiveram apenas 31%
(8/26) de desenvolvimento embrionario quando utilizaram doadoras velhas, indicando a
idade avancada e a baixa qualidade do odcito e o trato reprodutivo da doadora como as
principais causas para a baixa eficiéncia da técnica.

A primeira vez que a técnica foi realizada com fins comerciais foi na
Universidade do Estado do Colorado (CSU), a partir de 1998 (CARNEVALE et al.,
2001). Os autores relatam entre 30 e 40% de taxa de gestacdo em éguas de diferentes
graus de subfertilidade, creditando a qualidade do sémen utilizado e, principalmente, a

qualidade dos odcitos recuperados como os principais fatores que afetam o sucesso do
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programa. Em 2004 e 2005, os mesmaos fatores influenciaram os resultados do programa
de TO, da CSU, segundo Carnevale et al. (2005).

Na técnica de GIFT, utiliza-se sémen com 200.000 a 500.000
espermatozdides para a inseminacdo, permitindo a utilizacdo de garanhdes de baixa
fertilidade, sémen fresco, resfriado, congelado ou sexado (COUTINHO DA SILVA,
2002; 2004). A primeira vez em que se obteve sucesso utilizando a técnica de GIFT foi
em 1998 (CARNEVALE et al., 1999). Coutinho da Silva et al. (2002) utilizaram a
técnica de GIFT com sémen fresco de 200.000 espermatozdides, alcangando 82% (9/11)
de taxa de gestacdo. Entretanto, a taxa de desenvolvimento embrionario obtido
utilizando sémen resfriado e congelado foram de 25% (4/16) e 8% (1/12),

respectivamente.

2.5.4. ICSI - Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides

A producdo in vitro (PIV) de embrides, técnica largamente utilizada na
reproducdo assistida em humanos, bovinos, ovinos e suinos, ndo apresenta 0 mesmo
sucesso para a espécie equina. Alguns estudos vém sendo realizados visando melhores
resultados desta técnica, tais como Wirtu et al. (2004). Entretanto, segundo Landim-
Alvarenga et al. (2008), os dados disponiveis sdo de dificil interpretacdo devido as
variacdes na técnica utilizada pelos diferentes centros de reproducéo assistida. A PIV na
espécie equina apresentou pouca evolucdo, obtendo-se 0 nascimento de apenas dois
potros (PALMER et al., 1991; SQUIRES et al., 1996), ambos provenientes de odcitos
maturados in vivo.

As razbes para resultados insatisfatorios com PIV de odcitos equinos
permanecem obscuras. Capacitacdo espermatica (ALM et al., 2001; HINRICHS et al.,
2002), maturacdo oocitéria (LI; MORRIS; ALLEN, 2001) e alteracGes na zona pellcida
(LANDIM-ALVARENGA et al., 2001) sdo algumas possiveis razdes para o baixo
sucesso da técnica. Cochran et al. (1998) afirmam que os baixos indices obtidos podem
estar relacionados também a inabilidade de se coletar um grande nimero de odcitos de
boa qualidade. Allen (2005) acrescenta a relativa baixa capacidade de se recuperar
odcitos maturados in vivo pelo método OPU.

Na tentativa de melhorar os resultados da PIV em equinos devido a baixa
eficiéncia da tecnica padréo, a injecéo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

vem sendo cada vez mais estudada. A ICSI é uma técnica bastante difundida em
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reproducdo assistida humana em casos de subfertilidade masculina. Clinicamente, a
ICSI tem sido utilizada na producdo de potros provenientes de garanhdes que
apresentam numeros baixos de espermatozoides. Para o seu emprego, é necessario obter
odcitos maturados. Isso pode ser obtido por aspiracdo do foliculo preovulatério ou
obtido possivelmente por maturacdo in vitro de oocitos coletados de foliculos pequenos,
imaturos, de ovarios de abatedouro ou pela aspiracdo de pequenos foliculos imaturos
(SQUIRES, 2005).

Na ICSI, é feito uma injecdo de espermatozoide diretamente no citoplasma do
odcito maturado que apresenta o primeiro corpusculo polar no espaco perivitelinico
utilizando uma fina pipeta. Outros métodos dependem da presenca de espermatozdides

funcionalmente capacitados.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais e ultra-sonografia

O trabalho foi realizado na area de Reprodugdo Animal do DRAA/IZ/UFRRJ,
localizado no municipio de Seropédica (LAT 22°46'17.44" S e LONG. 43°40'25.98"
0), estado do Rio de Janeiro, durante a estacdo de monta (2011/2012). Foram utilizadas
oito éguas ciclicas doadoras de odcitos. Todas as doadoras pesavam entre 270 e 440kg,
foram mantidas em piquetes com capim e &gua fresca ad libitum, suplementadas com
sal mineral e ragdo concentrada, 1,0% PV diariamente.

As éguas foram submetidas a aspiracdo folicular utilizando trés diferentes
pressdes negativas por trés ciclos estrais consecutivos, da seguinte maneira: Giso= 150
mmHg (n=6); Gzs0= 280 mmHg (n=7); Gse= 400 mmHg (n=6). A cada ciclo estral,
sorteava-se 0 grupo que a égua participaria, sendo que cada animal integrou um grupo
somente uma vez.

Durante o estro, a atividade ovariana das éguas foi monitorada diariamente
através da técnica ultrassonogréafica transretal até que o maior foliculo atingisse pelo
menos 35mm de didmetro e apresentasse edema endometrial grau 2,5 (SAMPER,
1997), quando entdo era administrado 1000Ul de hCG, por via endovenosa (EV). A
avaliacdo ultrassonografica do trato reprodutivo prosseguiu até em torno do sétimo dia

apos a puncao folicular.

3.2. Aspiracdo folicular e recuperagdo oocitaria:
Para realizacdo do procedimento, as éguas foram sedadas utilizando 0,5mg/kg,

IV, de Cloridrato de Xilazina a 10%, 0,01mg/kg, 1V, de Cloridrato de Detomidina. Para
obtengdo de relaxamento retal foi utilizado 0,2mg/kg de Hyoscina N-butyl bromide
(Butilescopolamina). As éguas receberam duas doses de 1mg/kg, de Flunixin
Meglumine, IV, sendo a primeira dose administrada antes do procedimento de aspiracéo
e a segunda 24 horas ap0s, visando acdo analgésica e antiinflamatoria. Foi realizada
antibioticoterapia com Enrofloxacina 10% (5mg/kg), por 3 dias, a cada 24 horas, IM. As
éguas contidas em brete tiveram a bexiga esvaziada através de sonda uretral, que era
mantida durante todo o procedimento, visando evitar possivel interferéncia da bexiga
repleta durante a realizacdo da técnica.

O foliculo preovulatorio das éguas doadoras foi puncionado em torno de 30 a
36 horas apds a aplicacdo do hCG para que 0s o00citos estivessem no estagio final de
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maturacdo, visando aumentar a chance de recuperacdo e para que nao fosse necessario
maturar. O o6cito foi coletado por aspiracdo folicular guiada por um aparelho de ultra-
sonografia, de acordo com Cook et al. (1993). Aproximadamente 24 horas apés a
administracdo de hCG, as éguas eram submetidas a exame ultrassonogréafico a cada seis
horas para avaliacdo folicular. Caso houvesse indicacdo iminente de ovulacdo (forma
irregular, reducdo do tonus, reducdo do didmetro, parede hiperecdica, debris
hiperecbicos no antro) ou formacdo de foliculo hemorragico, o foliculo era
imediatamente aspirado. Com isto visava-se recuperar o odcito ainda viavel, como
relatado por Carnevale et al. (2001).

Para a aspiragdo transvaginal foi utilizado aparelho de ultrassonografia
(Mindray DPS 2200 Vet, Sdo Paulo, Brasil) equipado com um transdutor convexo de
6,5mHz com guia de polietileno contendo uma agulha de duplo Iimen 12Gauge. O
procedimento para aspiracdo foi realizado conforme preconizado por Carnevale (2004).
O transdutor era posicionado no fornice da vagina, ipsilateral ao foliculo preovulatério.
O ovério era manipulado por via transretal e o foliculo posicionado sobre a linha de
aspiracdo visualizada no ultrassom. A agulha era posicionada de modo a atravessar a
parede vaginal e folicular. O contetdo folicular foi aspirado com o auxilio de uma
bomba de suc¢do com pressdo negativa de acordo com o grupo experimental. O antro
folicular era lavado com 180ml de DPBS (Dulbelcco’s phosphatebuffered saline),
suplementado com 10 Ul/ml de heparina para evitar aderéncia e 1% Soro Fetal Bovino.
Os procedimentos de infusdo e aspiracdo eram realizados simultanea e continuamente
visando realizar a lavagem do foliculo em fluxo continuo. O meio e os equipamentos
que entraram em contato com o odcito durante a manipulagdo foram mantidos a 38°C.

Os oo6citos foram graduados baseado em sua morfologia, utilizando
estereomiscroscopio, segundo Gongalves et al. (2002), a saber: grau 1 (cumulus
compacto presente, contendo mais de trés camadas de células. Ooplasma com
granulacbes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona pelicida e de
coloragdo marrom); grau 2 (cumulus compacto parcialmente presente em volta do
od4cito ou rodeando completamente o odcito, com menos de trés camadas celulares.
Ooplasma, com granulagdes distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais
concentradas no centro e mais claras na periferia ou condensadas em um s6 local
aparentando uma mancha escura. O ooplasma preenche o espaco do interior da zona
pellcida); grau 3 (cumulus presente, mas expandido. Ooplasma contraido, degenerado,
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vacuolado, ou fragmentado, com espaco entre a membrana celular e a zona pelUcida,
preenchendo irregularmente o espaco perivitelino; grau 4: odcito desnudo sem cumulus.

O fluido folicular foi aspirado separadamente em frasco tipo Erlenmeyer para
ser examinado minuciosamente ao estereomicroscopio. O restante do contetdo coletado
foi transferido para uma Placa de Petri (146x21mm) e examinado minuciosamente ao

estereomicroscopio (aumento 40x) para localizacdo do odcito.

3.3.Analise estatistica
Para avaliar o efeito das diferentes presses sobre a recuperacdo oocitaria, foi
utilizado o teste Qui-Quadrado (a 5% de significancia) e Fisher Exato, quando

recomendado.
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4. Resultados e Discussao

Foram aspirados 19 foliculos preovulatérios (didmetro 36,1+1,80mm) e
recuperados seis odcitos (31,6%), distribuidos nos trés grupos (tabela 1). Ndo houve
diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais (p=0,59). Inicialmente, pretendia-se
utilizar 21 foliculos, porém dois ciclos foram descartados (um ciclo do grupo Giso €
outro do Gggp), pois no momento da aspiracdo o foliculo rompeu e ndo foi possivel
realizar o procedimento, totalizando 19 foliculos aspirados. As sessGes de aspiracdes

ocorreram 32,5+1,9h apds a administracdo do hCG.

Tabela 1. Taxa de recuperacao oocitaria por grupo experimental.

Giso Gaso Guoo Total

Odcitos por

grupo

16,7 % (1/6) 42,9 % (3/7) 33,4 % (2/6) 31,6% (6/19)

N&o houve diferenca estatistica (p>0,05).

Na literatura, é possivel encontrar uma ampla variagdo nas taxas de
recuperagdo oocitaria. E descrito de 8% a 85% de recuperagdo (PYCOCK, 1996;
CARNEVALE et al., 2001). A taxa de recuperacdo encontrada no presente trabalho foi
de 31,6% (odcito/foliculo), dentro desta variacdo de resultados apresentada pela
literatura.

Apesar de os equipamentos e materiais utilizados no presente estudo serem
semelhantes aos empregados em outros centros de pesquisa nos EUA, os resultados aqui
obtidos séo inferiores aos observados em alguns deles, como Coutinho da Silva et al.
(2004) com 74% e Carnevale et al. (2005) com 77% de taxa de recupera¢do oocitaria.
Porém, superiores ao observados no Brasil, como relatado por Rodrigues (2006) que
obteve 7,5% de recuperacéao e Blanco (2008), que obteve 13,7%.

Diversos fatores no desenvolvimento da técnica podem influenciar a taxa de
recuperacdo. Segundo Hafez; Hafez, (2000) a turbuléncia criada pelo lavado pode
facilitar a liberacdo dos odcitos em foliculos preovulatorios, se as células do cumulus e
da granulosa apresentarem pequena conexdo devido ao processo final de maturacéo.
Shabpareh et al. (1993) e Mari et al. (2005) observaram diferenca significativa na
recuperacdo de oocitos de foliculos lavados e ndo lavados (44% contra 24% e 47%
contra 12,5%, respectivamente). McKinnon et al. (1988) também observaram um

aumento na taxa de recuperacdo de odcitos quando foliculos foram lavados durante a
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aspiracdo pelo flanco, com o animal em estacdo. A técnica de lavagem dos foliculos
com fluxo continuo apds a aspiracdo foi empregada neste experimento e pode ter sido
um fator que tenha colaborado para a recuperacdo oocitaria no presente estudo. No
momento da aspiracdo, o fluido folicular foi aspirado separadamente, onde nao
localizou nenhum dos odcitos. Todos os oocitos foram localizados no DPBS utilizado
para a lavagem do foliculo. A lavagem do foliculo também foi recomendada por
Hinrichs et al. (1990), que relataram encontrar 50% (12/24) dos odcitos no fluido
relativo ao lavado.

A pressdo negativa da bomba de vacuo pode ser um dos principais fatores a
influenciar a recuperacdo oocitaria. Utilizando pressdo negativa de 150mmHg para
aspirar foliculos de didmetro preovulatério (>35mm), Mari et al. (2005) obtiveram
30,8% (16/52) de recuperacdo oocitaria. Entretanto, os autores ndo utilizaram agentes
indutores de maturacdo folicular e oocitaria, ao contrario da metodologia empregada no
presente estudo. Utilizando a mesma presséo negativa da bomba de vacuo (150mmHg),
a taxa de recuperacdo oocitaria obtida no presente experimento foi 16,66 % (1/6),
inferior aquela observada por Mari et al. (2005). Talvez essa inferioridade possa ser
explicada pela utilizacdo da técnica de escarificacdo da parede folicular, que foi
utilizada por Mari et al (2005), mas ndo foi empregada no presente experimento devido
a dificuldade causada pelo didmetro folicular preovulatério (> 35mm). Ou até mesmo
influenciada pelo menor numero de aspiracGes foliculares realizadas no presente
experimento.

No programa comercial estabelecido na Universidade do Colorado, foram
alcancados indices expressivos de recuperacdo oocitaria por foliculo aspirado: 70%
(39/56) de recuperacdo durante os anos 1998 e 1999 (CARNEVALE et al., 2001), 76%
(331/434) entre os anos 2000 e 2002 (CARNEVALE et al., 2003) e 77% (548/710)
quando feito o levantamento dos dados dos anos de 2000 a 2004 (CARNEVALE et al.,
2005). Em todos estes anos foi utilizada pressdo de 150mmHg e aspirou-se foliculos de
didmetro preovulatério (> 35mm). A dose de hCG empregada foi 1500 a 2500Ul e, em
alguns casos, associado ao Acetato de Deslorelina (2,1mg), diferentemente, do
protocolo utilizado no presente estudo. Scott et al. (2001) utilizaram protocolo
semelhante ao empregado por Carnevale et al. (2001; 2003; 2005) e obtiveram 43%
(16/37) de oocitos recuperados. Apesar do uso de 2000Ul de hCG, Scott et al. (2001)
relataram que a baixa taxa de recuperacao oocitéria pode ter sido influenciada pelo fato
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de algumas éguas ndo responderem ao uso da gonadotrofina, visto que 50% dos odcitos
recuperados apresentaram camada de células do cumulus compacta. Além disso, 0s
autores afirmaram também que a pouca experiéncia dos técnicos pode ter influenciado
os resultados. A pouca experiéncia no desenvolvimento da téecnica também pode ter sido
um dos fatores determinantes para que as taxas de recuperacdo oocitaria obtidas no
presente experimento fossem inferiores a alguns trabalhos encontrados na literatura.

Apesar do uso de 1000UIl de hCG no presente estudo ser menor que todas as
doses utilizadas pelos trabalhos encontrados na literatura (quadro 1), a taxa de
recuperacdo oocitaria alcancada esta dentro da variacao descrita na literatura (8 a 85%)
e superior a alguns estudos em que se utilizou dose maior, 0 que pode demonstrar ndo
ser a dose do hCG empregada o principal fator a influenciar a recuperagdo oocitaria.
Além disso, apenas 20% (1/5) apresentou células do cumulus compacta, 0 que
representa que a maioria das éguas respondeu ao uso do hCG, mesmo utilizando menor
dose. Um dos odcitos recuperados apresentou-se desnudo no Gaq (tabela 2).

A taxa obtida no Gago (42,85%, 3/7) foi inferior a recuperagéo obtida por Bogh
et al. (2002), que alcancaram 68% (15/22) de recuperacdo oocitaria utilizaram agulha de
limen simples e pressdo negativa entre 200 e 300mmHg, e visaram avaliar, dentre
outros objetivos, a influéncia do extrato de pituitaria equina (25mg, i.v) na maturacéo in
vitro. O extrato utilizado continha em sua formulacdo eFSH e eLH, o que pode ter
influenciando a taxa de recuperacdo oocitaria.

Por outro lado, a recuperacdo do grupo Gzgo foi proxima a obtida por Cook et al
(1992), que utilizando a pressdo negativa de 300mmHg para aspirar foliculos
preovulatorios, obtiveram 53% (9/17) de recuperacdo, e semelhante a obtida por
Meintjes et al. (1995a) utilizando pressao de 90mmHg, o que permitiu alcancarem 43%
(12/28) em foliculos pré-ovulatérios e com emprego de hCG. Foi superior a obsevada
por Duchamp et al. (1995), que obtiveram 18% (14/77) de recuperagdo aspirando
foliculos de didmetros entre 20 e 30mm utilizando pressédo de 300mmHg.

A taxa de recuperacdo do Gyoo também foi superior & obtida por Kanitz et al.
(1995), unico trabalho encontrado na literatura que utilizou esta presséo para aspiragdo
folicular em éguas, que relataram 8,3% (1/12) para foliculos medindo acima de 30mm.
Esta presséo foi associada por Kanitz et al. (1995) com a perda das células do cumulus
pelos odcitos. Entretanto, no presente estudo, ndo € possivel afirmar que a elevada
pressdo foi responsavel pela perda das células do cumulus devido ao pequeno nimero
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de odcitos obtidos neste grupo. Em éguas, existe a necessidade de mais estudos
utilizando pressdes acima de 300mmHg para aspiragdo folicular transvaginal visando
confirmar os mesmos efeitos deletérios ao odcito.

O emprego de pressdo negativa de 90mmHg por Meintjes et al. (1995),
obtendo resultado semelhante ao Gogo, Sugere que a pressdo negativa da bomba de vacuo
pode ndo ser o principal fator para obter boa taxa de recuperacdo em éguas.

A dose a ser administrada de hCG foi escolhida por Meintjes et al. (1995a) de
acordo com o diametro do foliculo preovulatério. Para foliculos medindo entre 32 e
35mm de diametro, os autores utilizaram 1500Ul de hCG e para diametros entre 35 e
38mm administraram 2500UI. Entretanto, ndo foi divulgada a taxa de recuperagéo
obtida para cada dose utilizada, visto que o objetivo do experimento foi comparar a taxa
de recuperacdo oocitaria entre éguas pénei com foliculos em desenvolvimento (46,8%,
29/62), éguas com foliculos preovulatérios (42,9%, 12/28) e éguas gestantes (25/33,
76%), que foi significativamente maior. No presente estudo, a dose de 1000UI de hCG
foi escolhida baseada nos resultados prévios de taxa de ovulagdo (89,52%, 111/124)
obtida até 48 horas por Jacob et al. (2011) utilizando 1000Ul.

Utilizando 2500U1 de hCG foi possivel obter 50,7% (33/65) de recuperacdo
oocitaria de foliculos preovulatérios (FRANZ et al., 2001). Entretanto, a resposta
inadequada ao hCG (recuperacao de odcitos ndo expandidos) também foi indicada como
possivel causa para a baixa taxa de recuperacdo oocitaria, quando comparada aos
demais trabalhos reportados pela literatura.

Maior parte dos odcitos (84%, 5/6) recuperados neste experimento foram
classificados como grau 1 (66,7%, 4/6) ou grau 2 (16,7%, 1/6), porcentagem proxima a
observada por Cook et al. (1992), que relataram 89% (8/9) dos odcitos recuperados
graduados como bom, com apenas um dos o6citos graduado como degenerado. No
presente experimento, somente um dos 00citos apresentou-se como desnudo (grau 4),
no Gyoo (tabela 2), ou seja, 50% (1/2) dos odcitos recuperados neste grupo. Devido ao
pequeno nimero de odcitos recuperados, ndo foi possivel afirmar se o desnudamento foi
ocasionado pela elevada pressao (400mmHg).

A distribuicdo dos odcitos obtidos nos grupos experimentais de acordo com a

qualidade apresentada encontra-se na tabela 2.
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Tabela 2. Morfologia dos odcitos recuperados de acordo com o grupo experimental.

Classificacdo G150 Gasgo Guoo
Grau 1 100% (1/1) 66,7% (2/3) 50% (1/2)
Grau 2 - 33,4% (1/3) -
Grau 3 - - -
Grau 4 - - 50% (1/2)

A pressdo de 150mmHg requer maior tempo para realizacdo das lavagens dos
foliculos preovulatérios, o que pode propiciar falhas como a perda do foliculo durante o
processo. J& a maior pressdo empregada no presente estudo (400mmHg) apresenta cert
grau de dificuldade préatica para ser utilizada, exercendo forte succdo no émbolo da
seringa de 60mL usada para infundir o DPBS. Em outros casos, N0 momento em que se
infundia o DPBS, este era imediatamente vertido para dentro do Erlenmeyer ou, por
vezes, quase sendo aspirado para dentro da prépria bomba de vacuo. Isto ocorria devido
a elevada pressdo que causava um descontrole na direcdo do liquido infundido.

Em relacdo a fertilidade das éguas utilizadas no presente estudo, ndo observou-
se qualquer tipo de infecgdo, aderéncia, abscesso ou reacdo inflamatoria, demonstrando
ser suficiente o protocolo realizado com antibiético e antiinflamatério. As éguas
utilizadas também permaneceram apresentando ciclos estrais regulares sem aparentes
alteracdes na fertilidade, apesar de ndo terem sido cobertas ou inseminadas, como
realizado por Mari et al. (2005), em que se obteve 70% (7/10) de gestacdo apds serem
submetidas a OPU. Bruck; Synnestvedt; Greve (1997) aspiraram foliculos por cinco
ciclos estrais consecutivos em dois diferentes intervalos, a cada seis e a cada 23 dias, 0
que demonstrou que as aspiracdes apresentaram uma menor taxa de recuperacdo de
odcitos para as aspiracdes realizadas a cada seis dias. No presente estudo, o intervalo

entre as sessoes de aspiracOes foliculares foi de 17,4+3,9 dias devido ao fato de somente
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ser puncionado foliculos de diametro preovulatério e em todos os ciclos observou-se a
ultrassonografia estrutura semelhante ao corpo luteo apos as aspiragoes.

O protocolo anestésico utilizado foi satisfatorio em grande parte das
aspiracdes. Em algumas delas foi necessario realizar novas aplicacdes de Cloridrato de
Xilazina 10% para alcancar o nivel de sedacdo considerado adequado. N&o houve caso
de animais que perdessem a consciéncia ou caissem devido ao plano anestésico. Esta
técnica requer especial atencdo com o nivel de sedacdo do animal, pois qualquer
movimento durante a aspiracdo pode influenciar na execucao da técnica, como ocorreu
nos dois ciclos que foram descartados devido a perfuracdo do foliculo e consequente
extravazamento do conteudo. Isto foi devido & movimentagdo excessiva das éguas. Em
um dos casos ndo utilizou-se Butilescopolamina para promover o relaxamento retal e,
portanto, facilitar a manipulacdo ovariana. Segundo Mari et al. (2005), o uso de
farmacos com esse objetivo podem facilitar o posicionamento do ovario para a
aspiracdo. Entretanto, no presente estudo, ndo utilizar o medicamento em um dos ciclos

ndo impediu a realizacdo do procedimento, sendo recuperado um odcito grau 1 (Giso).
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5. Conclusdo

Através dos resultados obtidos no presente estudo € possivel concluir que:

o a pressdo negativa da bomba de vacuo utilizada ndo se mostrou
determinante para elevar a recuperacdo oocitaria, mesmo empregando pressao
considerada elevada (400mmHg);

o A dose de hCG foi eficiente em promover a maturacao oocitaria 36 horas
apos administracéo;

. 0 protocolo anestésico empregado também se mostrou eficiente para a

realizacdo da aspiracao folicular.
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