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RESUMO

Este Trabalho de Concluséo de Curso tem como objetivo relatar as experiéncias e
atividades técnicas realizadas entre 01 de julho a 10 de novembro de 2025 na
empresa In Vitro Equinos, como parte do Estagio Curricular Supervisionado do Centro
Universitario Campo Real. As praticas foram voltadas para as areas de reproducéo e
clinica equina, com foco especial em neonatologia, sempre sob a orientacdo dos
meédicos-veterinarios Henrique e Pamella. O trabalho descreve as atividades
executadas durante o estdgio, uma apresentac¢do institucional da In Vitro Equinos, a
casuistica acompanhada e uma revisdo de literatura relacionada aos temas
desenvolvidos. A reproducdo equina esta em constante crescimento, buscando novas
técnicas para aprimorar a geneética, o bem-estar animal e a conservacdo das
linhagens. A empresa IN VITRO EQUINOS foi pioneira na introdu¢do da técnica de
ICSI no Brasil, que consiste na injecdo de um espermatozoide dentro do odcito
maduro. Essa técnica depende da aspiracdo folicular (OPU), realizada por via
transvaginal e guiada por ultrassom, para obtencdo dos odcitos utilizados na
fertilizagdo. Sendo assim, este trabalho tem o objetivo de realizar uma revisédo
bibliografica sobre todos os aspectos da técnica de aspiracao folicular, seus principios
de execucdao, aprimoramentos e importancia dentro das biotecnologias reprodutivas.

Palavras-chave: OPU. Reproducéo equina. Biotecnologia.
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1 APRESENTACAO DA EMPRESA E PERIODO DE ESTAGIO
1.1 DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O estagio Curricular foi realizado na In Vitro Equinos, durante o periodo de 01
de julho a 10 de novembro de 2025, com carga horaria semanal de 63 horas,
totalizando 400 horas obrigatorias.

A In Vitro Equinos foi fundada por Perla Fleury no ano de 2005 como In Vitro
Brasil Clonagem Animal SA. Situado em Mogi Mirim-SP juntamente com a fazenda
Canto Porto (Figura 1). Seu horério de funcionamento € de segunda a sexta-feira das
7h00min as 17h00min. O atendimento é feito na parte laboratorial e a campo, 0s
servicos na parte laboratorial incluem ICSI, clonagem e biopsia, a campo € realizado
servicos como aspiracao folicular, transferéncia de embrido coleta de biopsia para
clonagem e clinica neonatal de potros clones.

A neonatologia conta com dois médicos veterinarios responsaveis, o meédico
veterinario Henrigue Cusatis Novaes, formado pela FESB, especialista em
neonatologia equina e supervisor de estagio, e a médica veterinaria Pamella Costa

Marques mestranda da USP.

Figura 1. In Vitro Equinos.

Fonte: Autor (2025).
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O ESTAGIO
2.1 DESCRICAO DAS ATIVIDADES

Durante o periodo de estagio realizado na In Vitro Equinos, foram
acompanhadas as atividades na area de reproducédo e clinica equina, incluindo
neonatologia, sempre com a supervisdo dos médicos veterinarios, Henrique e

Pamella.

O estagiario participava do acompanhamento e auxilio em procedimentos
como, coleta de medula 6ssea para clonagem equina (Figura 2), colaborando com a
tricotomia, assepsia e bloqueio anestésico para realizacdo da pratica. O manejo do
equino tanto nas coletas de medula quanto em quaisquer ocasides as quais faziam
necessarias a contencao fisica do paciente, era efetuada nos troncos de contencao
para evitar possiveis lesfes indesejadas ao animal e aos profissionais presentes.
Outros manejos como auxiliar no casqueamento, limpeza de feridas, acesso venoso,
coleta de sangue para andlise laboratorial, rotina diaria da alimentagéo, limpeza de
baias, administracdo de medicamentos (via oral, intramuscular e endovenosa),
realizacdo de plantdes e acompanhamento de parto (Figura 3), também eram

instituidos no dia a dia do estagiario.

A ultrassonografia abdominal e transretal eram rotineiros, ndo sé para o
acompanhamento gestacional das éguas, mas também no controle de ciclicidade para
a transferéncia de embrido de ICSI e identificagcdo do momento ideal para a aspiracao
folicular. No procedimento OPU o ultrassom é utilizado como referéncia para
observacdo dos foliculos ovarianos permitindo assim a realizacdo da aspiracao
folicular (Figura 4). Em seguida os odcitos coletados através da OPU vao para a
filtragem e rastreio, e posteriormente sdo envasados em um meio a 22,5°C para

bloguear a maturacdo e enviados ao laboratorio (Figura 5).



Figura 2. Coleta de medula éssea para clonagem.

Fonte: Autor (2025).

Figura 3. Parto normal de potro clone.

Fonte: Autor (2025).
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Figura 4. Aspiracéo folicular (OPU).

Fonte: Autor (2025).

Figura 5. Selecéo de odcitos.

Fonte: Autor (2025).
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2.2 CASUISTICA

Durante o periodo de 01 de julho a 10 de novembro de 2025 na In Vitro Equinos,
foram acompanhados 2 partos, 4 cdlicas, 25 casqueamentos, 15 manejos sanitérios,
200 controles de receptoras, 110 controle de doadoras, 2 bidpsias para clonagem, 50
ultrassonografias abdominais em éguas gestantes, e 150 aspiracao folicular. Estes

dados podem ser observados na (Tabela 1) abaixo:

Tabela 1. Procedimentos reproducdo e clinica equina, incluindo neonatologia no periodo de
01 de julho a 10 de novembro de 2025.

Procedimentos realizados N
Aspiracao folicular 150
Biopsia para clonagem 2
Casqueamento 25
Célica 4
Controle de doadora 110
Controle de receptora 200
Manejo sanitario 15
Partos 2
Ultrassonografia abdominal em éguas gestantes 50
TOTAL 558

Fonte: Autor (2025).
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 INTRODUCAO

Atualmente a reproducéo equina esta em ascenséao, buscando novos métodos
e técnicas para otimizacao da genética, bem-estar animal e conservacao da linhagem
do plantel. Os grandes investimentos na reproducao equina sao justificaveis a partir
de dados que evidenciam o gasto de bilhdes de reais no setor da equinocultura
nacional, assim como um plantel de 6 milhdes de equinos e demonstrando

participagcéo superior a 40% na produgcédo mundial de embrides (Mapa, 2016).

Esses numeros refletem o fortalecimento da equinocultura brasileira, que se
consolidou como referéncia mundial na aplicacdo de biotecnologias reprodutivas. O
avanco das técnicas de reproducdo assistida tem possibilitado a sele¢cdo genética
mais precisa, a multiplicagdo de individuos de alto valor zootécnico e a reducdo do
intervalo entre geracdes, fatores que impulsionam o melhoramento genético e

aumentam a produtividade do setor.

Sendo a IN VITRO EQUINOS, responsavel pela implementacdo da injecao
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) no Brasil, evidenciando o crescimento e

avanco da reproducéo equina no pais (Cintra, 2021).

A ICSI é uma técnica de fertilizacdo in vitro em que um Unico espermatozoide
€ injetado diretamente dentro do odcito maduro, permitindo a formacédo do embrido
(Gomes, 2021). Para a obtencdo dos odécitos da doadora desejada € necessario a
realizacdo da aspiracao folicular (OPU) via transvaginal guiada por ultrassom e sob
sedacdo, utilizando agulha e sistema de vacuo para coletar os oécitos do fluido
folicular. Apresentando vantagens como a possibilidade de recuperacdo de odcitos
provenientes de foliculos pequenos e médios, ndo apenas daqueles dominantes, e
podendo ser executada em diferentes fases do ciclo estral. Essas caracteristicas
aumentam a eficiéncia do procedimento e o aproveitamento das éguas doadoras,

otimizando o numero de odcitos coletados e o potencial de producdo embrionéria.

Em seguida, é realizada a filtragem do fluido folicular e efetuada a selecéo
desses odcitos, assim isolando e classificando os odcitos conforme a morfologia,
antes da ICSI. Sendo assim, a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide s6 é

possivel a partir da técnica de aspiracéo folicular (Gomes, 2021). Isso porque a OPU
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€ o ponto inicial e indispensavel do processo de producao in vitro de embrides, sendo
responsavel pela recuperacédo dos odécitos que serao utilizados na fertilizacdo. Sem a
coleta folicular adequada, ndo ha substrato biolégico viavel para a execucéo da ICSI.
Essa técnica garante a obtencao de odcitos de qualidade, em estagios adequados de
desenvolvimento e maturagéo, permitindo que sejam posteriormente selecionados e
manipulados em laboratoério. Além disso, a eficiéncia da OPU influencia diretamente
as taxas de sucesso da ICSI, uma vez que a quantidade e a qualidade dos odcitos
coletados determinam o potencial de formacdo embrionéria. Dessa forma, pode-se
afirmar que a OPU representa a base fundamental para que a ICSI ocorra de forma
eficaz, integrando-se como etapa inicial e determinante no processo de reproducao

assistida em equinos (Gomes, 2021).

Nos principios da OPU, vacas e éguas eram aspiradas e coletadas a partir de
procedimentos invasivos como colpotomia, laparotomia ou através do flanco guiada
por ultrassom, procedimentos inviaveis por serem invasivos com alto risco de
complicacBes, além do tempo e custo elevados. Em éguas o método de aspiracao
transcutanea foi o que permitiu a aspiragao folicular com a égua em estacéo, realizada
através da palpacao retal, posicionando o ovéario em direcdo ao flanco, sendo
inicialmente relatada em 1987 (Cintra, 2021). Apds isso, desenvolveu-se a técnica de
aspiracao transvaginal guiada por ultrassom, inicialmente aplicada em procedimentos
de fertilizacdo in vitro de mulheres, apés um ano Pieterse e Kappen adaptaram a
técnica para 0 uso em bovinos, em que no inicio dos anos 90 comecou a ser

empregada em éguas e desde entdo os métodos vem se aprimorando.

A partir disso, o0 objetivo deste Trabalho de Conclusao de Curso € compreender
0S avanc¢os na reproducéo equina, com foco na técnica de aspiracao folicular (OPU),
seus principios de execuc¢ao, aprimoramentos e importancia dentro das biotecnologias
reprodutivas. Descrevendo qual método era utilizado para a realizacdo dela, e quais
foram suas evolugdes pensando na praticidade econémica, temporal e no bem-estar
animal, como é executada nos dias de hoje, quais os instrumentos e materiais
necessarios, momento ideal para a aspiracdo da égua, entre outras caracteristicas
para executar o procedimento corretamente, e assim alcancar o0 maximo potencial

reprodutivo possivel com a OPU.
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3.2 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO SISTEMA REPRODUTOR DA EGUA

E de grande importancia saber a anatomia e fisiologia reprodutiva da égua para
executar adequadamente qualquer procedimento no ambito da reprodugcao equina
(Luz et al., 2024). Faz parte do sistema reprodutor das fémeas: Vestibulo da vagina,

vagina, cérvix, utero e tubas uterinas, e ovarios (Dyce et al., 2017).

3.2.1 Anatomia

A vulva esta posicionada na porcao caudal da vagina, contendo os labios
vulvares em contato direto com o meio externo da égua. Os dois labios vulvares se
encontram em uma comissura dorsal e ventral, onde circundam a abertura vulvar
verticalmente. O clitoris esta ventral a vulva, em que no momento do estro, o clitoris é

exposto pela movimentacéo dos labios vulvares (Luz et al., 2024).

A vagina se encontra cranial a vulva, situada em posi¢cdo mediana no interior
da cavidade pélvica entre a porcao ventral do reto e a dorsal da vesicula urinaria. Tem
comprimento de aproximadamente 20 a 25 cm e paredes finas. Sua extremidade
caudal € marcada por uma prega transversal e proeminente, a qual, em sua grande
maioria, se posiciona sobre o orificio uretral. Em éguas jovens essa estrutura da
origem ao himen, que tem como funcdo proteger a entrada da vagina (Sisson;
Grossman, 2018).

Ja a cérvix, tem sua porcdo caudal que se encontra projetada no limen vaginal,
iniciando no 6stio uterino externo até o éstio uterino interno, que se liga ao corpo do
Utero, porcdo cranial. Essa estrutura é responsavel por grande producao de muco e
pela abertura ou fechamento do 6stio (Luz et al., 2024).

O muco cervical apresenta variacbes em sua composi¢cao conforme a fase do
ciclo estral, durante a fase luteina, torna-se mais espesso, desempenhando o papel
de selar o lumen cervical e impedir a penetragdo de microrganismos, funcionando
como uma barreira protetora contra infec¢des (Thompson et al., 2020). No estro, sob
influéncia do estrogénio, a cérvix encontra-se completamente relaxada, suas dobras
se projetam além do orificio uterino externo e as secreg¢des cervicais tornam-se

abundantes e fluidas, favorecendo a ascensdo dos espermatozoides. Durante a
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gestacdo, a cérvix adquire maior rigidez e o canal cervical € ocluido pela formacao de
um tamp&o mucoso, que garante isolamento e protecdo do ambiente uterino, em que
o momento do parto, as fibras musculares, colagenas, elasticas e lisas da cérvix
promovem ampla dilatac&o, permitindo a passagem do potro pelo canal do parto (Luz
et al., 2024).

A estrutura uterina (Figura 6A), se encontra na cavidade abdominal, acima da
massa intestinal, dividida na parte caudal, que consiste na por¢édo denominada corpo
do utero, e parte cranial, representada pelos dois cornos uterinos. Suas caracteristicas

sao influenciadas pela fase do ciclo estral (Dyce et al., 2017).

Durante o estro, a vascularidade e a proliferacdo de glandulas aumentam e
estdo associadas a visualizacdo de edema pela ultrassonografia, ja no diestro a um
aumento do ténus e diminuicdo de edema, evidenciando os sinais da ovulacédo. E em
éguas gestantes ha o aumento de volume do corpo e cornos uterinos (Mckinnon; Voss,
2011). Ao final dos dois cornos uterinos se encontram as tubas uterinas, sendo o 6stio
uterino o local de contato entre essas duas estruturas, tendo como principal funcéo
auxiliar na capacitacao e fertilizacdo do odcito, assim como no transporte do embrido
em direcdo ao Utero (Thompson et al., 2020). Apoés a ovulacdo, a regido da tuba
uterina mais proximal ao ovéario tem o nome de infundibulo e é a por¢do fundamental
para captacdo do odcito. Uma vez captado no infundibulo, o oécito é transportado até
a regido intermediaria da tuba uterina, denominada ampola. Nessa regido, ocorre a
fertilizacdo apds 0 encontro com 0s espermatozoides, e o zigoto/embrido permanece
durante alguns dias até ser transportado para o istmo, que € a regido mais estreita e
contorcida da tuba. O 6stio uterino permite a passagem do embrido para dentro do

corno uterino (Luz et al., 2024).

Os ovarios sdo as estruturas mais craniais do sistema reprodutor da égua
(Figura 6B), suas posi¢des variam de acordo com a fémea, o 6rgdo é dividido entre
zona vascular (mais externa) e zona parenquimatosa (mais interna), onde ficam os

foliculos e corpo luteo (CL) (Dyce et al., 2017).
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Figura 6.llustrac6es da anatomia do sistema reprodutor da fémea equina. A. Vista dorsal do sistema
reprodutor da fémea equina e compartimentos. B. Estruturas do ovario equino, respectivamente.
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Fonte: Luz (2024).

3.2.2 Fisiologia

As éguas sao classificadas como poliéstrica estacional/sazonal de dias longos,
ou seja, elas ciclam no periodo de maior luminosidade do ano. Essa regra é variavel
de acordo com a nutricdo, genética e localizac&o (proximo da linha do equador, onde

os dias sdo padronizados durante todo o ano) (Luz et al., 2024).

O primeiro passo para dar inicio a sinalizacdo do fotoperiodo é a captacao de
luz pela retina. Em um menor fotoperiodo (outono-inverno), ocorre maior sintese de
melatonina, enquanto com o aumento do fotoperiodo (primavera-verao) ocorre menor
sintese de melatonina, promovendo estimulo para o eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal e desencadeando o inicio do ciclo reprodutivo da fémea equina (Coelho et
al., 2023; Pannu, 2018). A melatonina age por meio dos interneurénios (a kisspeptina,
gue tem acao estimulatoria, e o peptideo RFRP-3 que tem acéo inibitéria) para regular
o padrao de liberacdo de GnRH pelo hipotalamo (Simonneaux et al., 2013; Mcgrath et
al., 2024).

Assim quando ha um aumento do fotoperiodo (Figura 7), ha menor
concentragéo de melatonina circulante, resultando em maior liberagdo de kisspeptina
e menor liberacdo de RFRP-3 para agir nos neurdnios de GnRH. Dessa forma, ocorre
maior liberacdo de GnRH pelo hipotdlamo e consequentemente apds isso o estimulo

na hipéfise anterior para secretar horménio foliculo-estimulante (FSH) e horménio
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luteinizante (LH), e por fim estimular o desenvolvimento folicular e a ciclicidade
reprodutiva da fémea equina nas estacdes de maior fotoperiodo. Por outro lado, com
maior concentracao circulante de melatonina devido a reducédo do fotoperiodo nas
estacdes de outono e inverno ha estimulo nos neurdnios de RFRP-3 e consequente
inibicdo na secre¢do dos neurdnios de GnRH, que resulta em menor estimulo para o

desenvolvimento folicular (Luz et al., 2024).

Figura 7. llustragdo esquematica de como funciona o processo de fotoperiodo e captagéo de luz para
o periodo de ciclicidade equina.

'Hypothalamus

Fonte: Equinovet (2021).

Sabemos que a ciclicidade reprodutiva das éguas esta diretamente relacionada
ao fotoperiodo estacional, ou seja, a variacdo da luminosidade ao longo do ano. A
partir desse entendimento, € fundamental compreender como ocorre a fisiologia da
égua ciclica em relacdo as fases do seu ciclo estral, uma vez que cada etapa é
caracterizada por alteracdes hormonais e comportamentais especificas que

determinam os procedimentos realizados na reproducéo equina (Luz et al., 2024).
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O ciclo estral equino é uma cadeia de eventos comportamentais, anatémicos e
endocrinos que preparam a fémea para a ovulacao, dura em média 21 dias (variacao
normal entre 19-23 dias) e é dividido em duas fases: fase folicular (ou estrogénica) e

fase luteinica (ou progesterénica) (Pimentel et al., 2014).

A fase folicular dura em média de 4 a 7 dias e € caracterizada pela presenca
do foliculo dominante em desenvolvimento e em atividade secretéria, apds a
regressao do corpo luteo. Com a lutedlise ocorre o aumento de excre¢éo de estradiol
e inibina pelo foliculo dominante, iniciando assim os primeiros sinais de receptividade
sexual da fémea, ou seja, 0s niveis de estradiol estdo aumentando enquanto os niveis
de progesterona estdo diminuindo (Figura 8) (Luz et al., 2024). Ja na fase luteinica
ocorre ao contrdrio, os niveis de progesterona estdo aumentando, enquanto os niveis
de estradiol diminuem. E a etapa que ocorre o desenvolvimento do corpo liteo (CL),
e mudanca do comportamento da fémea equina, ndo estando esta receptiva ao macho
e a copula, acontece em um periodo de aproximadamente 13 ou 14 dias (Pimentel et
al., 2014).

Figura 8. llustracdo esquematica do desenvolvimento folicular e da fase luteinica e

concentracao circulante dos principais hormonios reprodutivos durante o ciclo estral na fémea equina.
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Fonte: Luz (2024).

O anestro é o periodo de inatividade ovariana (Figura 9E), com baixos niveis

séricos de P4 e outros horménios, perda do tdnus uterino e atrofia gonadal. O
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chamado anestro verdadeiro ocorre, na maioria das éguas, durante os meses de
outono e inverno por conta do fotoperiodo diminuido, quando ha reducéo na secrecéo
de GnRH pelo hipotadlamo e consequente queda na liberacdo de FSH e LH pela
hipofise anterior. Essa reducdo hormonal resulta na interrupcdo da atividade ciclica.
Também existem outros fatores que podem levar uma égua ao anestro, sendo eles:
apos um prolongamento espontaneo do corpo luteo, apos a lutedlise de um corpo

liteo regular e apoés atresia folicular (Pimentel et al., 2014).

O estro corresponde a fase em que a égua manifesta o cio, ou seja, torna-se
receptiva ao garanhdo. Durante essa fase, os foliculos dominantes (Figura 9C)
secretam elevadas quantidades de estrogeno (E2), horménio responséavel pelo
comportamento de cio e pela estimulagdo do edema uterino (Figura 9A) (Pimentel et
al., 2014). A elevada concentracdo de estrégenos promove modificacbes no trato
reprodutivo, como o desenvolvimento do edema endometrial, preparando o Utero para
a chegada do embrido. Nessa fase, a cérvix encontra-se relaxada e aberta, permitindo
a eliminacédo de secrecdes e residuos intrauterinos (Sertich, 2021). O edema uterino,
visivel por ultrassonografia, é considerado um marcador confiavel de estro e esta

diretamente associado a receptividade sexual da égua (Dunkel et al., 2016).

O diestro corresponde a fase que se inicia apds a ovulagéo (Figura 9D), quando
o foliculo dominante sofre luteinizagdo, transformando-se em corpo luteo (CL). A partir
desse momento, cessa a producdo de estrégeno e inicia-se a secrecdo de
progesterona, o principal horménio responsavel pela manutencéo da gestacao e pela
supressdo de novos ciclos ovulatérios (Luz et al., 2024). Durante essa fase, a
progesterona exerce efeitos significativos sobre o Gtero, promovendo a tonicidade e o
fechamento da cérvix, além de reduzir a atividade contratil uterina, criando um
ambiente adequado para a fixacdo e o desenvolvimento do embrido (Sertich, 2021).
O endométrio apresenta menor edema e secreta substancias nutritivas essenciais ao
embrido inicial, como proteinas e glicoproteinas uterinas, que favorecem a
sobrevivéncia embrionaria precoce. Caso ndo ocorra a fecundacdo, o utero libera
prostaglandina F2a (PGF2a), que promove a lutedlise (regressao do corpo luteo),
resultando na queda dos niveis de progesterona e permitindo o inicio de um novo ciclo
estral (Pimentel et al., 2014).

Como citado anteriormente, cada etapa do ciclo estral da égua é caracterizada

por alteracdes fisiologicas e anatdbmicas que sO sdo possiveis através da acdo de
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hormonios. O principal horménio regulatério € o GnRH, produzido pelo hipotalamo,
qgue estimula a hipofise a liberar o hormoénio foliculo-estimulante (FSH) e o hormdnio
luteinizante (LH). O FSH promove o crescimento dos foliculos ovarianos (Figura 9B),
enquanto o LH atua na maturacédo final e na luteinizagdo, formando o corpo lateo
(Hafez, 2016). O estradiol, secretado pelo foliculo dominante, é responsavel pelas
alteracdes fisioldgicas do uUtero, como o edema uterino e o relaxamento do colo
uterino, sinais que caracterizam o cio (Mc Cue, 2021). ApGs a ovulacao, o corpo luteo
passa a liberar progesterona, hormonio essencial para a manutengdo da gestacao
(Evans; Madill, 2019).

Figura 9. As imagens ultrassonograficas representam o estado morfolégico do Utero da égua em
diferentes fases do ciclo estral. A. Estro, corpo do Utero com edema. B. Recrutamento folicular, ovério
com presenc¢a de MFP. C. Foliculo em Dominancia, ovario com presenca de ODF 35mm. D. Diestro,
presenca de corpo liteo. E. Anestro, corpo do Utero sem presenc¢a de edema ou tdnus.

Fonte: Arquivo In Vitro Equinos (2025).

3.3 ASPIRACAO FOLICULAR

A técnica de aspiracao folicular (OPU), € um procedimento amplamente
utilizado na reproducdo equina, permitindo a coleta de odcitos diretamente dos
foliculos ovarianos para posterior manipulagéo in vitro (Figura 10A). O sucesso da
OPU esta intimamente relacionado a escolha adequada da doadora, momento mais
favoravel dentro do ciclo estral, condicdo corporal equilibrada e caracteristicas
genéticas desejaveis. O controle e preparo da doadora incluem avaliagdes clinicas e
reprodutivas, além de protocolos hormonais que favorecem o desenvolvimento

folicular e otimizam a recuperagéo dos odécitos (In Vitro Equinos, 2025).

Durante arealizacdo da técnica, utiliza-se o ultrassom via transvaginal

acoplado a um sistema de aspiracédo, que possibilita a coleta segura e eficiente dos
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foliculos ovarianos. A partir disso 0s 00citos aspirados sdo submetidos a injecéo
intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI), técnica que consiste na introducao
direta do espermatozoide no citoplasma do odcito (Figura 10B), aumentando as taxas

de fertilizacao e o potencial de desenvolvimento embrionério (Gomes, 2021).

Figura 10. A. Demonstracdo das técnicas de OPU (via ultrassom). B. ICSI (via microscopio),
respectivamente.

Fonte: Arquivo In Vitro Equinos (2025).

3.3.1 Historia e progressao de métodos

A principio, atécnica de aspiracdo folicular s6 era possivel por meio
de procedimentos cirdrgicos, como a laparotomia e a colpotomia, que permitiam o
acesso direto aos ovarios para a recuperacado dos odcitos (Gomes, 2021). O método
descrito por Vogelsang et al. (1988), foi pioneiro ao demonstrar que a coleta de
o6citos poderia ser realizada sem intervencado cirdrgica, representando um avanco

importante para o campo da reproducéo equina.

A proposta consistia na coleta de od6citos ndo cirdrgica com agulha e
seringa (Nonsurgical Oocyte Collection With a Needle and Syringe), considerada a
primeira abordagem realmente minimamente invasiva para essa finalidade. Na
pratica, o procedimento era realizado da seguinte forma: o operador introduzia o braco
no reto da égua para posicionar manualmente o ovario contra a parede vaginal, de

modo que este ficasse 0 mais proximo possivel dela (Vogelsang et al., 1988).
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Com o ovario estabilizado nessa posicdo, uma agulha longa e estéril era
introduzida pela vagina, perfurando sua parede e atingindo o foliculo localizado no
ovario. Em seguida, o fluido folicular era aspirado manualmente com uma seringa

acoplada a agulha, com o objetivo de recuperar o odcito (Vogelsang et al., 1988).

Ou seja, 0 acesso era transvaginal, porém guiado apenas por palpacao retal,
sem auxilio de ultrassonografia, 0 que limitava o controle visual e comprometia a
eficiéncia do método (Vogelsang et al., 1988). Apesar de relativamente arriscado e
pouco eficiente, o0 estudo teve grande importdncia historica, pois
representou a transicdo entre as técnicas cirargicas tradicionais (laparotomia
e colpotomia) e as abordagens néo cirdrgicas guiadas por imagem, como a aspiracao
folicular transvaginal guiada por ultrassom (OPU), amplamente utilizada na
atualidade.

3.3.2 Principais indicacdes para a realizacao da OPU para a ICSI

A técnica de Injecéo Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI) é indicada
em diversas situacdes tanto para garanhdes quanto para éguas que apresentam
limitagBes reprodutivas. Seu uso é recomendado em garanhdes com baixa motilidade
ou viabilidade espermaética, nos quais a fertilizacdo por métodos convencionais, como
a inseminacédo artificial, torna-se ineficiente (Galli, 2016). Também €& amplamente
empregada em garanhdes cujo sémen € considerado raro, de alta qualidade genética
ou de elevado valor comercial, sendo uma alternativa viavel para otimizar o

aproveitamento de doses limitadas disponiveis no mercado (In Vitro Equinos, 2025).

No caso das éguas, a ICSI é indicada para aquelas que desenvolvem ondas
foliculares, mas ndo chegam a ovular, impossibilitando a coleta de embrides em
programas convencionais. Além disso, é aplicada em éguas doadoras que néao
respondem satisfatoriamente aos protocolos de coleta de embribes devido a
alteracbes uterinas, ovidutais ou cervicais, comprometendo a passagem e O

desenvolvimento embrionario (Stout et al., 2020).

Outro uso relevante é o aproveitamento de embrides vitrificados (congelados),
que podem ser armazenados para comercializagéo, utilizacdo em leildes ou como

ferramenta para melhor aproveitamento de receptoras disponiveis, assim contribuindo
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para 0 avangco genético e a eficiéncia reprodutiva dos plantéis equinos (In Vitro
Equinos, 2025).
A partir disso, Galli (2016); In Vitro Equinos (2025) e Stout et al., (2020), descrevem
que as principais indicagdes para a realizagdo da técnica sédo:
e Feméas: Problemas cronicos de fertilidade, utero, cérvix, oviduto, falhas
de ovulacgéo, idade e Obito.
e Machos: Garanhdes subférteis, baixa producdo espermatica, sémen

raro ou de alto valor, sémen com quantidade limitada de doses.

3.3.3 Controle e preparo das doadoras para a OPU

O controle folicular efetivo e antecipado das doadoras que serdo aspiradas,
influéncia diretamente nos resultados da OPU. O manejo prévio deve contemplar o
controle hormonal, nutricional e sanitario, além de estratégias que assegurem a
estabilidade fisiolégica e o bem-estar do animal durante o procedimento.
Segundo McKinnon e Squires (2011), a eficiéncia na recuperacdo de odcitos esta
diretamente relacionada a condicdo reprodutiva da doadora, sendo essencial um
protocolo de preparacéao individualizado conforme o status folicular e a estacéo do ano
(Figura 11).

O monitoramento folicular é realizado através da avaliacdo clinica do ciclo estral
e principalmente pelo exame ultrassonografico transretal, que possibilita identificar o
namero, tamanho e grau de desenvolvimento dos foliculos, proporcionando o0s

parametros fundamentais para dar inicio aos protocolos hormonais (Ginther, 1992).

Em éguas com atividade ovariana irregular ou em transicdo sazonal, a
administracdo de tratamentos hormonais é frequentemente utilizada para sincronizar
e induzir o crescimento folicular. O uso de gonadotrofina coribnica equina (eCG),
horménio foliculo-estimulante (FSH) ou gonadotrofina coribnica humana (hCG) tem
sido relatado como eficaz na estimulagdo do crescimento e maturacao folicular
(Ginther, 1992).

Em protocolos mais controlados, combina-se FSH com doses de hCG para

induzir a ovulagdo ou o desenvolvimento de foliculos dominantes aptos a
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aspiracdo. Em casos que nao se tem um controle folicular, indica-se a aplicacéo de

1ml de Prostaglandina 5 dias antes da aspiracédo (In Vitro Equinos, 2025).

7

Durante o preparo, também é comum empregar tratamentos hormonais
moduladores, como a progesterona ou 0 acetato de altrenogest, que atuam no
controle do ciclo estral e na supressao da ovulacdo espontanea. Segundo (Samper,
2009), a utilizacdo do altrenogest por periodos de 8 a 10 dias, seguida da
administracdo de prostaglandina F2a (PGF2a), permite sincronizar o crescimento
folicular e programar a aspiracdo com maior previsibilidade. Tal manejo otimiza a

recuperacédo de odcitos imaturos de boa qualidade, ideais para a maturagao in vitro.

A suplementacgéao nutricional exerce papel complementar essencial na resposta
ovariana e na qualidade oocitaria. A oferta equilibrada de energia, proteina e minerais,
especialmente selénio, zinco e vitamina E, estd relacionada a melhoria na
competéncia citoplasmatica e na integridade da membrana oocitéaria. Além disso,
acidos graxos essenciais 6mega-3 e antioxidantes naturais contribuem para a reducao
do estresse oxidativo, fator que compromete a maturacdo e o desenvolvimento

embrionario (Melem, 2024).

A manutencao do escore corporal entre 5 e 6 (na escala de Henneke) é indicada
para doadoras submetidas a protocolos intensivos de aspira¢ao folicular, uma vez que
a condicdo corporal abaixo ou acimado ideal reduz a resposta hormonal e

compromete a recuperacéo folicular (Leenders, 2023).

7

Outro aspecto relevante é ojejum prévioa aspiracdo folicular, como o
procedimento requer contencdo fisica e sedacéo profunda, € recomendavel manter a
égua em jejum alimentar de 12 horas antes do inicio, visando reduzir o risco de refluxo
e célica durante a manipulacéo (In Vitro Equinos, 2025). Durante o jejum, deve-se
garantir um ambiente tranquilo, livre de estresse e com temperatura adequada, para
minimizar a liberacéo de cortisol, hormdnio que pode interferir na dindmica folicular e

na qualidade oocitaria (Aurich et al., 2003).

O monitoramento reprodutivo continuo € fundamental tanto antes quanto apés
a aspiracao, permitindo avaliar a recuperagédo dos ovarios e planejar novos ciclos de
coleta. Em geral, o intervalo entre aspiracdes varia de 20 a 25 dias, dependendo da
resposta individual da égua e da condicdo dos foliculos remanescentes. Estudos

recentes demonstram que a frequéncia de coletas pode ser mantida sem prejuizo a
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funcdo ovariana quando o manejo é adequado e os protocolos hormonais sao

corretamente ajustados (Cuervo-Arango et al., 2025).

A partir disso, o sucesso na aspiracdo folicular depende de um preparo
multifatorial da égua doadora (Figura 11), englobando o equilibrio hormonal, a nutricéo
adequada, o controle ultrassonogréafico e o manejo cuidadoso antes do procedimento.
A adocdo de protocolos individualizados, baseados em evidéncias cientificas,
aumenta significativamente a eficiéncia na recuperagéo de odcitos viaveis e contribui
para melhores resultados nas biotécnicas reprodutivas, como a ICSI e a produgéo in

vitro de embrides (In Vitro Equinos, 2025).

Figura 11. Sugestéo de preparo de doadora para realizar a técnica de OPU segundo (In Vitro
Equinos, 2025).
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Fonte: In Vitro Equinos (2025).
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3.3.4 Técnica OPU

A técnica de OPU (Ovum pick-up), como ja descrito antes, consiste na
aspiracao folicular de odcitos. Atualmente o método mais aceito e utilizado é por meio
transvaginal guiado por ultrassom acoplado com probe micro-convexa de 5mhz

(Cuervo-Arango et al., 2025).

Inicialmente € necessario realizar o preparo dos equipamentos e do ambiente
destinados ao procedimento. Deve-se efetuar a limpeza antecipada do local de
aspiracao utilizando agua e detergente neutro, seguida da higienizacdo da mesa e de
todo o material que sera utilizado, empregando alcool 70% para garantir a desinfeccéo
adequada. E indispensavel o uso de pano de campo esterilizado, assegurando
condicdes assépticas durante o procedimento. Apds a higienizacdo, os equipamentos
devem ser organizados sobre a mesa de forma pratica e acessivel, facilitando o

manuseio e a execucao eficiente da técnica (Le Breton et al., 2024).

Fazem parte dos equipamentos necessarios para a montagem da mesa e

realizacdo da OPU os seguintes materiais:

- Banho maria seco

E utilizado como meio para manter a temperatura ideal de 37,5°C. O
equipamento tem a funcdo de estabilizar a temperatura da garrafa onde o liquido
folicular aspirado € armazenado, além de preservar o DMPBS (Tampé&o fosfato Salino
modificado por dulbecco) + heparina, que age na lavagem do foliculo e sendo
responsavel pelo turbilhdo para a recuperacédo do odécito, na mesma condicéo térmica
(Figura 12) (Cuervo-Arango et al., 2025).

Figura 12. Banho-maria seco.
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Fonte: Novatecnica (2025).
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- Bomba de vacuo

Como o proprio nome indica, a bomba é responséavel por gerar o vacuo dentro
da garrafa a partir de uma mangueira de silicone que conecta ambos (Figura 13). Essa
garrafa esta acoplada a um equipo que se estende até a ponta da agulha,
correspondendo a uma das vias do sistema. A segunda via da agulha € utilizada para
a injecdo do DMPBS (Tampéo fosfato Salino modificado por dulbecco) no antro do
foliculo, sendo esse fluido responsavel por produzir o turbilhdo que auxilia na liberacéo
do odcito. Ja a via conectada ao vacuo realiza a aspiragdo do liquido folicular,
conduzindo-o para dentro da garrafa de coleta, a partir de uma pressao que vai de
130 a 150mmg (Cuervo-Arango et al., 2025).

Figura 13. Sistema bomba de vacuo.

Fonte: WTAvet (2025).

- Guia, Haste e Equipo de duas vias

A guia é responsavel por acoplar a probe micro-convexa, que realiza a
transmissao das imagens dos foliculos ovarianos por via transvaginal. Além disso, a
guia permite o encaixe da haste, na qual é rosqueada a agulha, que € conectada ao
equipo de duas vias (Figura 14). A haste é responsavel pela escarificacdo, que é
realizada para facilitar o descolamento do odcito da parede do foliculo. Esse conjunto
possibilita a aspiragdo e o direcionamento do fluido folicular até a garrafa de coleta,

gue permanece imersa no banho-maria seco. (Le Breton et al., 2024).



35

Figura 14. A. llustracdo da guia. B. Haste. C. Agulha e equipo de duas vias, respectivamente.

A B. C

Fonte: WTAvet (2025).

Segundo In Vitro Equinos, nessa etapa de preparacédo dos equipamentos, com

a mesa ja montada, devem ser checados alguns passos importantes (figura 15):
e US com boa imagem + probe micro-convexa 5mhz
e Checar sempre o ponto de saida da agulha
e Teste de todo o equipamento antes de se iniciar o procedimento
e Checar a temperatura do banho-maria seco

e Calibragem das Bombas

Figura 15. Mesa para OPU completa.

Fonte: Arquivo In Vitro Equinos (2020).
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- Sedacao
A sedacao deve ser realizada com o objetivo de reduzir a dor e manter o animal
imovel durante o procedimento. Recomenda-se que a égua permanega em jejum por

12 horas antes da sedacéao (Doherty, 2008).

O protocolo pode inclur a  administracdo dos  seguintes
farmacos: Detomidina (0,015-0,02 mg/kg), Buscopan® (Butilborometo de
escopolamina e  Dipirona  sodica) (0,2 mg/kg), Butorfanol (0,015-0,02
mg/kg), Maxicam 2%® (meloxicam) (0,6 mg/kg) e Excede® (ceftiofur cristalino
livre) (6,6 mg/kg) (Viana, 2019). E importante avaliar individualmente a necessidade
do uso de acepromazina em cada égua. Nos casos em que houver histérico de reacéo

a detomidina, recomenda-se substituir por Xilazina 10% (Viana, 2019).

- Descrigédo do procedimento

Com a égua devidamente sedada, e com a mesa de procedimento e 0s
equipamentos checados, organizados e prontos, inicia-se 0 processo de aspiracdo
folicular. O médico-veterinério realiza a palpacdo retal, posicionando o ovario de forma
adequada e, com o auxilio da guia, acessa-o por via transvaginal (Vogelsang et al.,
1988; Ortega-Ferrusola et al., 2022).

O sistema de vacuo é entao acionado quando a agulha se encontra posicionada
no local exato onde o foliculo serd aspirado (Figura 16), procedimento que é
monitorado em tempo real por meio da imagem ultrassonografica. Simultaneamente,
ocorre a escarificacao do foliculo e a injecdo de DMPBS, favorecendo a liberacdo do

conteudo folicular (Ortega-Ferrusola et al., 2022).

Esse processo é repetido em todos os foliculos com diametro superior a 10 mm,
podendo uma nova aspiracdo ser realizada aproximadamente 21 dias apds o
procedimento anterior (Figura 17) (Leenders, 2023; Cuervo-Arango et al., 2025). E
importante lembrar do posicionamento correto do técnico aspirador e seu auxiliar na
realizacdo de todo o periodo do procedimento para que n&o ocorra possiveis lesées

indesejada (Figura 18) (Ortega-Ferrusola et al., 2022).
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Figura 16. Posicionamento correto da agulha no momento da OPU.

Fonte: Arquivo In Vitro Equinos (2025).

Figura 17. Pré e pés OPU, respectivamente.

Fonte: Arquivo In Vitro Equinos (2025).

Figura 18. Posicionamento correto aspirador e auxiliar.

Fonte: Arquivo In Vitro Equinos (2025).

3.3.5 Selecao de odcitos

Segundo In Vitro Equinos (2025), dentre os materiais utilizados para realizar a
selecdo dos odcitos coletados através da aspiragao folicular estéo:

e Filtro coletor de embrido
e Placa petri
e Lupa
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e Micropipeta 10 ul

Micropipeta 100 ul
Transportadora de odcitos
Termometro digital

Banho maria molhado

Garrafa 500ml

Luvas de procedimento (sem po6)
Alcool 70

Pano de campo

Agulha 40/12

Seringa de 24ml (sem émbolo)
Parafilm

Meios de lavagem e transporte
DMPBS

Heparina

Para iniciar a filtragem, utiliza-se um filtro coletor de embrido. Vira a garrafa com o
liquido resultante da aspiracdo dentro do filtro, e o contedudo é cuidadosamente
filtrado. Em seguida, a garrafa é lavada trés vezes com DMPBS sem heparina, e cada
lavagem é novamente filtrada. O material retido no filtro é transferido para uma placa
petri, que € levada até a lupa para o rastreamento dos odécitos. Em outra placa Petri,
sdo preparadas duas gotas do meio enviado pelo laboratério uma utilizada
para lubrificacdo da ponteira da micropipeta e a outra para o depdsito dos odcitos

rastreados (In Vitro Equinos, 2025).

Apds garantir que todos os odcitos foram identificados e coletados, sao
preparadas quatro novas gotas do meio de lavagem. Os odécitos sdo passados
sucessivamente por essas gotas para garantir a limpeza, sendo que a Ultima
gota corresponde a gota de envase (Figura 19A). Nessa etapa, os odcitos (Figura
19B) sao transferidos para umtubo contendo novo meio, que € lacrado
com Parafilm e mantido dentro da transportadora de odcitos (T.0.) a 22,5°C (Figura
19C), temperatura ideal parabloquear a maturacdo até a chegada ao
laboratorio (Leenders, 2023; Ortega-Ferrusola et al., 2022).

Todo o procedimento deve ocorrer em um ambiente controlado,
devidamente limpo, sem incidéncia de luz direta e com temperatura estavel,

assegurando a integridade e viabilidade dos o6citos (Cuervo-Arango et al., 2025).
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Figura 19. A. Placa petri com meio. B. Od6citos. C. Transportadora de odcitos.

o

Fonte: Arquivo In Vitro Equinos (2025).

- Qualidade dos oé6citos

Nas éguas, a quantidade de od6citos € significativamente menor em
comparacdo as vacas. Enquanto uma vaca produz, em média, 50 odcitos por
aspiracdo, a égua apresenta uma meédia de apenas 8 odcitos. Devido a essa
quantidade reduzida, no campo néo é realizada a sele¢éo dos odcitos por qualidade,
sendo feito apenas o rastreamento da placa e o envio de todos os odécitos coletados
para o laboratério. No laboratério, entretanto, ocorre a classificagdo dos oo6citos. Um
oocito de boa qualidade (Figura 20A) apresenta morfologia integra, citoplasma
homogéneo, cimulus bem formado e auséncia de sinais de degenerac¢éo, possuindo
alto potencial para fecundacdo e desenvolvimento embrionario. J& um oocito de ma
qualidade (Figura 20B) em éguas apresenta citoplasma irregular, células do cimulus
desorganizadas ou ausentes e sinais de degeneragdo, como escurecimento, 0 que

compromete sua viabilidade e potencial de fecundagéo (Manica, 2021).

Figura 20. A. Odcitos de boa qualidade. B. Oé6citos de ma qualidade.

o
X4 4

Fonte: Arquivo In Vitro Equinos (2025).
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3.3.6 ICSI

Segundo In Vitro equinos (2025) a Injecdo Intracitoplasmatica de
Espermatozoide (ICSI) é uma técnica desenvolvida e aplicada comercialmente em
equinos para producao de embrides in vitro de éguas e/ou garanhdes geneticamente
superiores, onde um unico espermatozoide € injetado no interior de cada odcito.
Sendo que a taxa de conversdo para embrides de ICSI é de 22% (In Vitro Equinos,
2025).

Logo apos a aspiracao folicular, o oocito € levado ao laboratério, onde fica em
um ambiente com temperatura controlada e sem luz, até o dia seguinte. No dia
seguinte a OPU, os odcitos sdo lavados e colocados em uma placa de Petri contendo
um meio especifico de maturagéo rico em nutrientes. Essa placa é entdo levada para
uma incubadora com ambiente controlado, que simula o ambiente uterino da égua
(Hinrichs; Choi, 2021).

No segundo dia ap0s aspiracéo (D2), os 00citos passam por um processo de
desnudacéo, sendo colocados em um meio com &cido hialuronidase (Cremonesi et
al., 2020). Por meio mecanico, utilizando uma agulha, esses odcitos sdo desnudados,
ou seja, as células do cumulus, que ficam ao redor do oécito, sdo retiradas, pois no
momento da injecdo elas atrapalham a realizacdo da técnica. Durante o processo de
desnudacéo, ja € possivel avaliar as caracteristicas dos o0citos, verificando se estéao

degenerados, ou se apresentam ou ndo vesicula germinativa (Lazzari et al., 2023).

Com a desnudacdo e a pré-selecdo dos od0citos concluidas, eles sao
transferidos para um meio germinativo, onde permanecem nesse meio e na
incubadora até o momento da ICSI (Hinrichs; Choi, 2021). No procedimento de ICSI,
0s 00citos sdo novamente avaliados para identificar a presenca da estrutura chamada
corpo polar. Quando essa estrutura ndo € visualizada, significa que o o0cito ndo esta

maturado e, portanto, € descartado (Galli et al., 2020).

Ao identificar o corpo polar, o o0cito é posicionado em sentido de 12 horas, pois
abaixo dessa posicado encontra-se o material genético do oécito. Essa orientacao é
essencial para evitar que a agulha, no momento da injecdo do espermatozoide,
perfure o material genético, o que causaria a morte do odcito (Hinrichs, 2022). Em
gue, nessa posicao, o espermatozoide é injetado dentro do odcito (Figura 21A).
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ApGs a injecdo de todos os odcitos viaveis pds aspiracdo, eles sdo transferidos
para a placa de cultivo e permanecem na incubadora até cinco dias ap0s a injecéao,
periodo em que ocorre 0 processo de clivagem, ou seja, a divisdo celular (qQue se
assemelha a um “cacho de uva”). Os odcitos clivados sdo entao retirados do meio em
que estdo e transferidos para um meio mais nutritivo até o sétimo dia pés-injecao,

momento crucial para o desenvolvimento do embrido (Cremonesi et al., 2020).

No sétimo dia, as placas sdo avaliadas para identificar os embribes
desenvolvidos (Figura 21B), os quais sdo entdo vitrificados. J& as estruturas que nao
se desenvolveram até o D7 sdo mantidas em maturacdo até o D8 e avaliadas
novamente para verificar se houve desenvolvimento adicional e formacdo de
embrides, que também sao vitrificados caso tenham se desenvolvido (Hinrichs & Choi,
2021; Lazzari et al., 2023).

Figura 21. A. Injecao do espermatozoide. B. Embrides ICSI em D7 produzidos pela In Vitro Equinos,
respectivamente.

Fonte: Arquivo In Vitro Equinos (2025).
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4 RELATO DE CASO

No dia 09 de setembro de 2025, um dos médicos veterinarios responsaveis pelo
procedimento de aspiracao folicular da empresa In Vitro Equinos, juntamente com sua
equipe, realizou um atendimento de OPU em uma égua da raca Quarto de Milha, de

idade nao especificada, na fazenda do cliente em Itumbiara—GO.

A decisdo de realizar a técnica nesta égua foi tomada em conjunto entre o
proprietario e o médico veterinario, com base em critérios reprodutivos e no potencial
genético do animal. A técnica foi indicada com o objetivo de maximizar a eficiéncia
reprodutiva, especialmente em funcdo da possibilidade de obtencdo de multiplos
embrides a partir de uma Unica doadora. Sendo importante citar que a doadora passou
por acompanhamento ultrassonogréfico e com 5 dias antes da aspiracédo foi realizado

o PGF2a como no protocolo indicado pela In Vitro Equinos, anteriormente.

A preparacao e separagdo dos materiais necessarios para a realizacéo da técnica
foram realizadas previamente na sede da empresa. Ao chegar a fazenda, iniciou-se a
montagem do laborat6rio de campo. O primeiro passo foi 0 aquecimento do meio
DMPBS em banho-maria molhado a 37,5°C. Em seguida, organizou-se a bancada

com pano de campo estéril e 0s seguintes materiais:
e Lupa com placa aquecedora a 29°C
e Placa aquecedora a 28°C
e PonteirasPeM
e Micropipetas de 10 pL e 100 pL
e Placas petri

Os selecionadores também foram responsaveis pela montagem dos kits de
aspiracdo, compostos por haste e agulha de 12G. Todo o processo foi realizado com
uso de luvas de procedimento (sem po) e alcool 70%, garantindo a assepsia do

ambiente.

Simultaneamente, o técnico responsavel pela aspiragdo organizou a mesa de

OPU, contendo ultrassom, banho-maria seco, bomba de vacuo, guia de aspiracao,
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equipos e medicamentos, todos dispostos sobre campo estéril, ao lado do tronco de

contencéo (Figura 22).

Figura 22. A. Mesa completa do aspirador. B. Posicionamento da equipe e materiais.

Fonte: Autor (2025).

Para a execucdo da Aspiracdo Folicular, a égua foi posicionada no tronco de
contengdo, com a cauda amarrada e rabeira colocada. A avaliagdo ovariana foi
realizada por palpacdo transretal com ultrassonografia, sendo observados os

seguintes critérios para viabilidade da aspiracao:
« Presenca de mais de 10 foliculos totais

e Foliculos com diametro entre 10 e 25 mm
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Apébs confirmagdo dos critérios, procedeu-se a higienizacdo externa do perineo
(vulva e reto) com agua e detergente neutro (trés lavagens), seguida da lavagem do
fundo de vagina com solucéo de Ringer Lactato. A sedacao foi realizada em etapas,
iniciando com Detomidina e Buscopan®, seguida da administracdo de Butorfanol, e
apos a realizacdo do procedimento € administrado o Maxicam 2%® e o Execede®
(Tabela 2).

Tabela 2. Durante o procedimento, foram administrados os seguintes farmacos:

Medicamento Funcéo Dose (IV/IM)
Maxicam 2%® Anti-inflamatério ndo esteroidal 15 mL (IV)
Buscopan® Antiespasmadico 20 mL (V)

Sedativo com relaxamento muscular e

Detomidina 1% ; 0,7 mL(IV)
analgesia
Butorfanol Potencializador da §gdagao e analgésico 0,5 mL (IV)
opioide
Acepran® Relaxamento q_o I|gamer_1to ovariano para 3 mL (IV)
facilitar a aspiracéo
Excede® Antibiético de amplo espectro 20 mL (IM)

Fonte: Viana (2019).

Enquanto se aguardava o efeito da sedacgéo, o selecionador conectou 0s sistemas
de vacuo e da garrafa, vestiu a camisa sanitaria da guia e acoplou o kit da agulha a
guia de aspiracdo. Apos verificacdo do funcionamento do sistema, o procedimento foi
iniciado.

O ovério direito apresentou 6 foliculos viaveis e o esquerdo 5 foliculos viaveis. A
agulha foi posicionada no ovario, e realizado apenas 2 estocagens em cada ovario,
minimizando lesdes vaginais. Durante a aspiracao, o meio DMPBS heparinizado foi

injetado nos foliculos, e a garrafa coletora foi constantemente agitada para evitar a

formacao de coagulos.

O liquido folicular foi filtrado com DMPBS sem heparina, em trés lavagens. O
residuo foi transferido para a placa Petri 1. O filtro foi lavado novamente com seringa

de 24 mL sem émbolo e agulha 40/12 para garantir a recuperacao total dos oocitos.
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Na lupa com temperatura & 28°C, os odcitos foram rastreados e transferidos para
a placa Petri 2, contendo:
« Uma gota de meio para depdésito dos odcitos
« Uma gota para lubrificacdo da ponteira do micropipetador

Apés a identificac@o, os 00citos passaram por trés gotas adicionais para lavagem
e turbilhonamento, sendo deixados em repouso na quarta gota para posterior
envasamento (Figura 23A e B), e armazenados na transportadora de odcitos, e

encaminhado ao laboratério da empresa In Vitro Equinos.

Figura 23. A. Material utilizado no processo de sele¢éo. B. Odcitos rastreados.

Fonte: Autor (2025).

Dos 11 foliculos aspirados, dos quais 9 oocitos foram recuperados. A recuperacéo
foi considerada satisfatéria, embora tenha sido aspirado um foliculo dominante (35
mm) e um foliculo imaturo (<5 mm), 0s quais apresentam menor taxa de recuperacao
oocitaria. ApO6s o retorno ao laboratério da In Vitro Equinos, os odcitos foram

submetidos & maturagéo e ICSI. Dez dias apés o procedimento, os resultados foram:

e 6 o0citos maturados

e 6 00citos injetados

e 4 clivagens

e 2 embrides viadveis que foram posteriormente vitrificados

A taxa de converséo foi de 22%, compativel com a média da empresa.
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5 DISCUSSAO

A técnica de aspiracéo folicular (Ovum Pick-Up — OPU) associada a injecéo
intracitoplasmética de espermatozoides (ICSI) representa um dos maiores avancos
nas biotecnologias aplicadas a reproducao equina. A consolidagdo desse método no
Brasil, especialmente em instituicbes pioneiras como a In Vitro Equinos, evidencia o
progresso técnico e cientifico alcancado no pais. Ao longo das ultimas décadas, a
OPU evoluiu de procedimentos invasivos e de alto risco, como a laparotomia e a
colpotomia, para uma técnica transvaginal guiada por ultrassom, segura, € com maior
recuperacao oocitaria (Vogelsang et al., 1988; Cintra, 2021). Essa transformacao
possibilitou o aumento significativo da taxa de recuperacao oocitaria e a reducdo dos
riscos cirargicos, consolidando a técnica como base indispenséavel para a produc¢ao in

vitro de embrides equinos.

Os resultados obtidos durante o estagio supervisionado na In Vitro Equinos
reforcam a importancia do preparo adequado das doadoras e do controle rigoroso das
condicdes fisiologicas e ambientais para o sucesso da OPU. Fatores como 0 manejo
nutricional, o equilibrio hormonal e o monitoramento ultrassonografico continuo
demonstraram-se determinantes para a obtencdo de odécitos de qualidade superior,
refletindo diretamente na eficiéncia da fertilizacdo e do desenvolvimento embrionario.
Estudos recentes corroboram essa observacdo ao apontar que o escore corporal, 0
controle do estresse e a aplicacdo de protocolos hormonais individualizados séo
variaveis criticas na resposta ovariana e nha viabilidade oocitéria (Leenders,
2023; Catandi et al., 2024).

7

Outro ponto relevante observado € a influéncia direta da frequéncia de
aspiracdes sobre a funcéo ovariana. A realizacéo de coletas em intervalos adequados
(20 a 25 dias), conforme verificado na rotina da empresa, mostrou-se eficaz para
manter a atividade ovariana sem comprometer a integridade tecidual, em
concordancia com (Cuervo-Arango et al., 2025). Além disso, a adocdo de protocolos
de sedacgao e assepsia adequados foi fundamental para garantir o bem-estar animal
e prevenir complicacbes, refletindo o compromisso ético e técnico na pratica
reprodutiva. J& do ponto de vista biotecnologico, a OPU tem se mostrado uma
ferramenta estratégica para o avangco genético e econdmico da equinocultura,

permitindo a utilizagéo de doadoras com histoérico reprodutivo limitado e garanhdes de
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alta importancia zootécnica. A técnica favorece ainda a conservacdo de material
genético de individuos de grande valor, contribuindo para a manutencéo de linhagens
e o0 aprimoramento do plantel nacional. Assim, sua aplicabilidade ultrapassa o ambito
clinico, configurando-se como instrumento essencial para o desenvolvimento

sustentvel da reproducdo equina moderna.

Dessa forma, os dados observados e a literatura revisada permitem concluir
que a eficiéncia da aspiracao folicular esta diretamente relacionada a integracéo entre
conhecimento técnico, manejo fisiolégico e infraestrutura laboratorial adequada. O
continuo aprimoramento das metodologias, aliado a capacitacdo de profissionais
especializados, é imprescindivel para o fortalecimento das biotecnologias reprodutivas
e para a consolidagéo do Brasil como referéncia mundial na reproducéo assistida de

equinos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Contudo, a técnica de aspiracdo folicular (OPU) consolidou-se como uma
ferramenta essencial nas biotecnologias reprodutivas equinas, promovendo avangos
expressivos na eficiéncia da producao in vitro de embrides e na preservagado genética
de individuos de elevado valor zootécnico. A transicdo de métodos invasivos para
abordagens minimamente invasivas, como a aspiracdo transvaginal guiada por
ultrassonografia, representa um marco no aprimoramento das praticas reprodutivas,
assegurando maior seguranca, reprodutibilidade e bem-estar animal. A associacéo
entre OPU e ICSI reforca o papel dessas técnicas na superacdo de limitacGes
fisiologicas e no incremento da eficiéncia reprodutiva de éguas e garanhfes com

restricbes naturais a fertilizacao.

Dessa forma, conclui-se que o constante avanco tecnoldgico, aliado a
padronizacdo de protocolos de manejo, controle hormonal e selecdo criteriosa das
doadoras, constitui fator determinante para a otimizacdo dos resultados e para o
fortalecimento da reproducéo assistida na espécie equina. Em um cenério de continua
evolucdo cientifica, a OPU reafirma-se como um pilar indispensavel para o futuro da

reproducdo equina no Brasil, unindo inovacéo, eficiéncia e preservacao genética.
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