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RESUMO

A Injegdo Intracitoplasmatica de Espermatozoide (ICSI) é uma técnica avangada de reprodugao assistida que
tem ganhado destaque na medicina veterinaria, especialmente na reprodug@o equina. A préatica, ja consolidada em
humanos, vem sendo amplamente estudada e adaptada para diversas espécies, sendo fundamental para equinos
de alto valor genético, esportivo ou reprodutivo. O processo envolve a inje¢do direta de um espermatozoide no
oocito, promovendo a fertilizagdo de forma precisa e controlada. Isso possibilita a producdo de embrides viaveis,
mesmo em casos em que as condi¢Oes naturais de fecundacdo sdo desfavoraveis, seja por fatores relacionados
a qualidade do s€men ou a capacidade reprodutiva da fémea. No contexto da reproducdo equina, a ICSI tem se
tornado uma ferramenta essencial para maximizar as chances de sucesso em éguas com dificuldades reprodutivas
ou em animais de elite, cujo material genético ¢ altamente valorizado. Além disso, o uso dessa técnica permite a
conservacao de linhagens genéticas por meio da produgdo de embrides, que podem ser vitrificados e transferidos
em momentos oportunos, ampliando as possibilidades de manejo reprodutivo. A precisdo dessa técnica também
reduz a quantidade de sémen necessaria, o que € especialmente vantajoso em casos de sémen escasso ou de quali-
dade inferior. Esse trabalho relata a producao de um embrido em uma égua Friesian de 8 anos, utilizando a técnica
de ICSI, destacando as etapas do procedimento e os resultados obtidos, com énfase na viabilidade dos foliculos
aspirados e no desenvolvimento do embrido até o estagio de blastocisto.
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ABSTRACT

Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI) is an advanced assisted reproduction technique that has gained prom-
inence in veterinary medicine, especially in equine reproduction. The practice, already consolidated in humans, has
been widely developed and adapted for different species, being essential for horses with high genetic, sporting or
reproductive value. The process involves the direct injection of a sperm into the oocyte, promoting fertilization in a
precise and controlled manner. This makes it possible to produce viable embryos, even in cases where natural fertil-
ization conditions are unfavourable, whether due to factors related to sperm quality or the female’s reproductive ca-
pacity. In the context of equine reproduction, ICSI has become an essential tool to maximize the chances of success
in waters with reproductive difficulties or in elite animals, whose genetic material is highly valued. Furthermore, the
use of this technique allows the conservation of genetic lineages through the production of embryos, which can be
vitrified and transferred at appropriate times, expanding the possibilities of reproductive management. The precision
of this technique also reduces the amount of sperm needed, which is especially advantageous in cases of scarce or
poor quality sperm. This work refers to the production of an embryo in an 8-year-old Friesian water, using the ICSI
technique, highlighting the steps of the procedure and the results obtained, with emphasis on predicting the aspirated
follicles and the development of the embryo up to the stage of blastocyst.
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INTRODUCAO

Cavalos Friesian possuem alta taxa de consanguinidade, registrada nos controles genealogicos, sendo cru-
cial manté-la abaixo de 12% para evitar problemas hereditarios que comprometem a reproducao (1). Originarios
de regioes frias, esses cavalos enfrentam desafios no Brasil devido ao clima tropical, que afeta tanto o condiciona-
mento fisico quanto a fertilidade, especialmente nas €guas importadas, que apresentam baixa taxa reprodutiva (2).

Os ovarios desempenham papel central na reproduga@o, produzindo horménios e gametas, as éguas atin-
gem a puberdade entre 14 e 18 meses, marcando o inicio do cio (3). A idade afeta diretamente a resposta
hormonal, éguas jovens apresentam respostas mais consistentes, enquanto as mais velhas enfrentam declinio
na reserva ovariana, prejudicando a superovulacdo e a recuperagdo de ovocitos (4). Um manejo alimentar
adequado ¢ essencial para manter condi¢cdes metabodlicas ideais, que impactam o desenvolvimento folicular
e a qualidade dos ovocitos, aspectos cruciais em reproducdo assistida (5). Durante o ciclo estral, os ovarios
alternam entre crescimento e regressao folicular, sob influéncia do FSH, ocorre o recrutamento de uma onda de
foliculos, mas apenas um se torna dominante e ovula, enquanto os demais sofrem atrésia, o foliculo dominante
libera o ovdcito, captado pelas tubas uterinas para fertilizacdo, esse processo envolve ndo sé o crescimento
folicular, mas também a sele¢do e maturagdo dos ovulos, essenciais para técnicas de reproducgdo assistida
(6). O FSH ¢ amplamente utilizado em protocolos de superovulagdo para estimular o crescimento de multi-
plos foliculos, apds o tratamento, a administracdo de hCG ou deslorelina induz a ovulacdo (7). A deslorelina,
um analogo do GnRH, promove a liberagdo de LH e ¢ eficiente para controle preciso da ovulacdo em éguas
submetidas a aspiragdo folicular (8). O estrogénio, produzido pelos foliculos sob a¢do do FSH, regula o ciclo
reprodutivo, desencadeia o comportamento de estro e provoca alteragdes fisioldgicas no ttero, como edema
uterino, indicador do periodo fértil (9). Durante o estro, gestagdo ou transi¢des entre periodos ovulatorios e
anovulatérios, ocorrem as ondas foliculares. Elas incluem recrutamento, selecdo, dominancia e ovulagdo ou
atrésia. No recrutamento, varios foliculos antrais crescem sob influéncia do FSH e, durante a selecdo, apenas
alguns continuam crescendo, enquanto os demais entram em atrésia (4).

A contengdo e preparagdo das éguas sdo etapas cruciais para a aspiragao folicular: o animal é colocado
em tronco de contengdo e sedado para minimizar o estresse e 0s movimentos, o uso de analgésicos e relaxantes
musculares aumenta o conforto e facilita o procedimento, a higienizagdo do perineo com solugdes antissépticas
¢ fundamental para reduzir o risco de infecgdes (10).

A técnica transvaginal guiada por ultrassom ¢ a mais utilizada, oferecendo seguranca e precisao, alterna-
tivamente, podem ser aplicados métodos laparoscdpicos ou trans-abdominais em casos especificos, a eficiéncia
da coleta depende da utilizagdo da ultrassonografia para guiar o procedimento (11). Na técnica transvaginal,
um transdutor de ultrassom ¢ inserido na vagina para localizar os foliculos ovarianos, uma agulha de aspiragao,
conectada a um sistema de vacuo, ¢ guiada até o foliculo alvo para aspirar o liquido folicular (11). A agulha
utilizada ¢ fina, geralmente entre 18 e 20 gauge, com comprimento adaptado para alcangar os ovarios em di-
ferentes profundidades, penetrando diretamente no foliculo sem causar danos excessivos ao tecido ovariano,
a experiéncia do veterindrio € crucial para maximizar a precisdo no manuseio do ultrassom e na introdugao da
agulha, reduzindo riscos aos foliculos e aumentando a taxa de recuperagéo de ovocitos viaveis (11). Protocolos
com doses multiplas de FSH aumentam significativamente o nimero de foliculos em desenvolvimento, elevan-
do a taxa de recuperacdo de ovocitos (4). Essa taxa varia com o tamanho e estagio de maturagdo dos foliculos.
Foliculos pré-ovulatorios, maiores e mais maduros, apresentam taxas de recuperacgao superiores, entre 60% e
80%, pois o ovocito ja esta parcialmente desprendido da parede folicular, facilitando a coleta (8). O sucesso na
producdo de blastocitos in vitro ¢ influenciado pela qualidade do sémen utilizado, no caso do s€émen congela-
do, ha variagdes entre lotes devido a fatores como idade do garanhdo, caracteristicas do ejaculado e efeitos do
congelamento, apesar de eficaz, o congelamento pode causar danos ao DNA espermatico (12). Por outro lado,
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o sémen fresco oferece maior concentragdo de espermatozoides viaveis, com alta motilidade e integridade
celular, resultando em maior taxa de sucesso na fertilizagdo ¢ no desenvolvimento embrionario (13). Contudo,
em situagdes que requerem transporte ou preservagdo genética, o s€émen congelado permanece uma alternativa
valiosa, mesmo com taxas de fertilizagdo reduzidas (4).

OBJETIVO

Este relato de caso tem o objetivo descrever a produgdo de um embrido produzido por injecdo intraci-
toplasmatica de espermatozoide (ICSI) em equino da raga Friesian, envolvendo as etapas do procedimento,
desde a aspiracgdo folicular até o desenvolvimento do embrido ao estagio de blastocisto.

RELATO DE CASO

Relatos de caso dispensam a aprovagdo da CEUA, de acordo com o deliberado na contextualizacdo do
anexo da Resolugdo Normativa n® 22(25/6/2015) do CONCEA.

Esse trabalho relata o caso de uma égua Frisia de oito anos, nascida na Holanda, medindo 1.70cm de cerne-
lha, utilizada em competi¢oes de hipismo classico, estabelecida em uma propriedade localizada no municipio de
Sdo Gongalo em sistema de criagdo semi-intensiva, estabulada a noite em baia e solta durante o dia em piquete.
Sua dieta consistia em ra¢ao concentrada, suplementos minerais, feno e alfafa, estando em excelente estado cor-
poral, ndo apresentava historico de doencas sistémicas, sejam eles, claudicacdo ou outros problemas de satde.
Nao possui historico reprodutivo. Diante do interesse dos proprietarios em reproduzir o animal, optou-se pela
utilizagdo da técnica de injegdo intracitoplasmatica de espermatozoide para a producgdo de embrides.

Para a realizacdo do procedimento a égua foi encaminhada para o centro de reproducao, localizada no
municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, onde passou por preparagdo hormonal para estimular
a maturacao folicular 36 horas antes do procedimento, sendo utilizados 2500UI de hCG e 100mcg de GnRH,
ambas via intravenosa, a fim de promover a maturagdo dos foliculos ovarianos, a atividade ovariana era avalia-
da a cada dois dias, por meio de palpacdo e ultrassom. Foi palpada a cada 12 horas para acompanhar o cresci-
mento folicular, quando apresentou foliculos com diametro médio de 35mm e teve manifestacao de estro rece-
beu nova dosagem de 2500UI de hCG via intravenosa. No dia do procedimento a égua foi contida em tronco de
palpacdo e foi sedada com 5mg de detomidina e 10mg de butorfanol, ambas via intravenosa. Adicionalmente
foi administrado 20mg de escopolamina, via intravenosa, a fim de diminuir os espasmos musculares e facilitar
a manipulacdo. A cauda da égua foi enrolada, houve o esvaziamento retal e a regido do perineo foi limpa com
solugdo de clorexidina a 2%, foi inserido um transdutor transvaginal que possibilitou a observacao de foliculos
com diametro médio de 35mm no ovario esquerdo, o ttero se apresentava edema significativo. Foi acoplada a
sonda o sistema de pungdo, composto por agulha de aspiracdo, equipo, copo coletor e bomba de vacuo respon-
savel por promover pressao negativa. O ovario foi segurado por via transretal e a aspiragdo dos foliculos foi
feita por meio transvaginal guiada por ultrassom. Os foliculos foram aspirados de ambos os ovarios. No total
foram aspirados 10 foliculos, que foram colocados em meio de preservagdo ovocitaria e enviados para o labo-
ratorio de reproducdo animal, localizado na cidade de Mogi Mirim, Sdo Paulo para o processo de fertilizagdo.
Apds o procedimento de aspiracao folicular a égua foi medicada com 1,5g de ceftiofur, por via intramuscular
por 5 dias e com meloxicam por via oral por 3 dias. No dia seguinte ao procedimento a égua foi reavaliada e
apresentou comportamento normal, sem sinal de dor ou complicac¢des, ndo havendo intercorréncias ou reacdes
adversas relacionadas ao procedimento ou medicamentos.
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O material da égua foi enviado juntamente com uma palheta de s€men congelado de um garanhao Frisio
para o laboratorio responsavel. Apos analise, 9 ovocitos foram considerados viaveis, o que resultou em uma
recuperagdo de 90%, no qual todos os 9 seguiram para o processo de fertilizagdo, alcangcando 100% de sucesso.
Desses, 8 ovacitos passaram pela fase de clivagem e apds 7 dias de cultivo, foi relatado que apenas um embrido
atingiu o estagio de blastocisto, que foi considerado de excelente qualidade para a transferéncia. O embrido
viavel foi vitrificado e armazenado para transferéncia futura em uma égua receptora.

DISCUSSAO

A égua do caso relatado possui de oito anos de idade, fase em que, de acordo com Ley (3), a maturidade
fisiologica e reprodutiva ja estd bem desenvolvida, proporcionando condicdes ideais para responder a estimu-
los hormonais e técnicas reprodutivas, assim como, Ginther (4) reforca que éguas jovens apresentam melhores
reservas ovarianas e taxas mais elevadas de ovocitos vidveis em comparagdo com animais mais velhos, um
fator determinante para o sucesso do procedimento. O manejo alimentar neste caso pode ter tido influéncia
positiva, sendo composto por racdo concentrada, feno, alfafa e suplementagdo mineral, que de acordo com
Presicce (5), o estado nutricional de um animal é um dos fatores que mais influenciam a resposta hormonal,
destacando a importancia de fornecer uma dieta equilibrada para garantir que os estimulos reprodutivos te-
nham efeitos positivos. A égua do presente relato ndo apresenta problemas reprodutivos, possuindo ciclicidade
reprodutiva normal, o que pode influenciar positivamente na fertilidade e qualidade dos foliculos, o que vai de
acordo com o afirmado por Corte (6) que destaca que a ciclicidade reprodutiva normal e a auséncia de proble-
mas reprodutivos sdo fatores determinantes para a qualidade dos foliculos. Neste caso, para estimular a ovu-
lacdo e o desenvolvimento folicular, foram administradas doses de gonadotrofina coridénica humana (hCG) e
hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH), que de acordo com Carnevale (7) a aplicagdo de hCG em doses
adequadas ¢ eficaz para promover a ovulacdo, especialmente em éguas com historico de dificuldades repro-
dutivas, enquanto Hinrichs (8) descreve 0 hCG como uma ferramenta de controle estratégico da ovulagdo em
programas de aspiragdo folicular. Neste relato o diagnostico do estro foi confirmado tanto pelo comportamento
caracteristico quanto pela presenga de edema uterino que reforga a fase estrogénica do ciclo, que segundo
Tezza e Dittrich (9) concordam que o edema uterino € um dos principais indicadores de estro em éguas, sendo
um dado essencial para o planejamento do momento da aspiragdo folicular. A égua teve acompanhamento
ultrassonografico a cada 12 horas, para acompanhar o crescimento folicular, indo de acordo com as recomen-
dagdes de Ginther (4) e Hinrichs (8), que enfatizam a importancia do monitoramento continuo dos foliculos
para determinar o momento ideal de intervencao.

Neste relato a égua foi submetida a contencéo fisica e farmacoldgica, com o objetivo de garantir sua segu-
ranga e minimizar o estresse, facilitando a realizacdo da aspiragdo folicular, que de acordo com Hinrichs (8) o
uso de sedativos ¢ amplamente reconhecido na literatura como uma combinagdo eficaz para promover sedagio
e analgesia em equinos, sendo considerado seguro para procedimentos invasivos. O uso de escopolamina neste
relato de caso foi empregado para reduzir a contragcdo dos musculos lisos do utero, com o objetivo de aumentar
o conforto da égua e facilitar a execugdo da aspiragdo. Esse procedimento esta de acordo com o que Hinrichs
(8) afirma, destacando que a administracdo de antimuscarinicos, como a escopolamina, pode ajudar a relaxar
a musculatura lisa uterina, promovendo condi¢cdes mais favoraveis para a realizacdo do procedimento. Neste
relato foi feita a higienizacdo adequada do perineo € o manejo da cauda, com o objetivo reduzir o risco de
contaminacao durante o procedimento, essa pratica vai de acordo com Samper (10), que diz que essa pratica €
fundamental para minimizar a introdu¢ao de patégenos no trato reprodutivo da égua, prevenindo complicacdes
infecciosas pos-procedimento. O procedimento realizado neste caso empregou a técnica de aspiracdo folicular
guiada por ultrassom transvaginal, utilizando um sistema de punc¢do composto por agulha de aspiragdo, equi-
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pe de coleta e bomba de vacuo que vai de acordo com Dascanio e McCue (11), que aponta que o uso desses
materiais esta em conformidade com a técnica descrita, que € reconhecida por sua eficicia na recuperacao
de ovocitos. A combinagdo do ultrassom para localizagdo precisa dos foliculos e a aspiragdo controlada por
vacuo garante maior eficiéncia e seguranga, minimizando riscos para o animal e otimizando os resultados na
coleta dos gametas. Houve a recuperagdo dos 10 foliculos, com 90% de viabilidade ovdcitaria (9 ovocitos)
demonstra que os cuidados no preparo do animal e a precisdo técnica no momento da aspiragao folicular foram
adequados, podendo ter influéncia no resultado da recuperagdo dos foliculos, que de acordo com Ginther (4) e
Dascanio e McCue (11), a maturidade dos foliculos, associada a um manejo reprodutivo adequado, desempe-
nha papel crucial na taxa de recuperagdo de ovocitos, sendo que quando comparado com estudos anteriores de
Hinrichs (8), encontramos taxas de recuperacao de ovocitos variando entre 60 e 80%, podendo variar de acordo
com a condicdo fisica do animal e a técnica utilizada. Neste caso, ambos os ovarios foram aspirados, utilizando
uma agulha fina e longa, que foi ajustada para alcangar os ovarios, a aspiragao foi realizada de acordo ao que
aponta Dascanio e McCue (11) que cita que a possibilidade de ajuste da profundidade permite que aspiragdo
transvaginal guiada por ultrassom seja o método mais eficaz para recuperar ovocitos em éguas, sua versatili-
dade de comprimento permite que ela penetre diretamente no foliculo sem causar danos excessivos ao tecido
ovariano circundante. No presente relato foi feito o manejo pds aspiragdo, onde a égua recebeu antibidticos
e anti-inflamatdrios para prevenir infecgdes e fazer o controle da dor que condizem com o recomendado por
Dascanio e McCue (11) que afirmam que o uso de agentes antimicrobianos e anti-inflamatorios apos proce-
dimentos invasivos, como a aspira¢do folicular, é essencial para prevenir infecgoes, controlar a inflamagao e
garantir o bem-estar do animal durante o processo de recuperagdo. Neste relato, foi utilizada uma palheta de
sémen congelado para executar a técnica de ICSI no laboratdrio, a partir da qual foi possivel gerar um embrido
viavel. De acordo com Claes e Stout (12), o sémen do garanhio influencia diretamente o sucesso na producao
de blastocistos in vitro. Fatores como a qualidade do s€men, a idade do garanhao e os efeitos do congelamento
¢ armazenamento t€m um impacto significativo na taxa de sucesso dessa produgao.

No presente relato houve a produgao de um embrido vidvel, demonstra que uma série de fatores influen-
cia a quantidade final de embrides viaveis, como afirmam Martins et al. (13), destacando que a qualidade dos
gametas, as condi¢des de laboratorio e os procedimentos realizados t€ém impacto direto no sucesso da produgao
de embrides viaveis. Este relato de caso foi realizado por um médico veterinario experiente e devidamente
treinado, o que pode ter influenciado na eficacia do procedimento, que de acordo com Dascanio e McCue
(11), quanto maior a experiéncia do profissional, melhor a precisdo no manuseio do equipamento, o que reduz
os riscos de danos aos foliculos vidveis. O controle consciente da pressdo de aspiragdo ¢ fundamental, pois o
manuseio inadequado pode resultar em uma pressao excessiva, danificando os ovdcitos, enquanto uma pressao
insuficiente pode levar a falha na recuperacao do liquido folicular.

CONSIDERACOES FINAIS

A Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoide (ICSI) tem se consolidado como uma técnica de grande
relevancia na reproducao assistida de equinos, especialmente para animais com alto valor genético ou que apre-
sentam desafios reprodutivos. No caso da égua Friesian avaliada, a produg@o de um embrido no estagio de blas-
tocisto, mesmo diante de condigdes como a auséncia de historico reprodutivo e o envolvimento em competi¢des
esportivas, destaca a eficdcia e o potencial da técnica. A ICSI oferece vantagens importantes, como a maximiza-
¢do do uso de gametas, a superagdo de barreiras reprodutivas e a possibilidade de preservacdo de embrides por
vitrificacdo, o que proporciona maior flexibilidade no manejo reprodutivo. Contudo, seu alto custo, a necessidade
de infraestrutura adequada e a demanda por profissionais altamente capacitados ainda representam desafios a sua
ampla implementagdo. Assim, conclui-se que a técnica de ICSI € uma ferramenta inovadora e promissora para a

96



ARTIGO CIENTIFICO REVISTA DE MEDICINA VETERINARIA DO UNIFESO
v. 5, n.2,(2025) | ISSN 2764-3263

reproducdo equina, contribuindo significativamente para a preservagdo genética, o melhoramento de caracteristi-
cas desejaveis e o0 aumento das taxas de sucesso em programas reprodutivos de alta performance. Com o continuo
avango tecnoldgico e a capacitagdo de profissionais, espera-se que sua aplicagdo seja cada vez mais acessivel e
difundida, consolidando sua relevancia na medicina veterinaria e na inddstria equina. A técnica de ICSI se mos-
trou eficiente na produgdo de um embrido nesse animal da raca friesian.
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