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APRESENTACAO

Novas tecnologias estdo sendo inseridas todos os dias nas diversas profissoes, e
na medicina veterinaria ndo é diferente, estudantes e profissionais ja experientes estédo
tento que se adequar aos novos tempos, onde a pesquisa realizada pelas universidades e
outros centros de pesquisa voltado para medicina veterinaria, desenvolve novas técnicas
de abordagem aos problemas que sempre existiram, técnicas essas que visam melhorar o
tratamento de enfermidades com métodos menos invasivos e mais eficazes no prognésticos
dos pacientes.

No entanto o dominio de novas técnicas requer mais especializacdo dos médicos
veterinarios, um bom exemplo é a acupuntura que vem garantindo cada vez mais espago
dentro da Medicina veterinaria, voltada principalmente para o tratamento de traumas
musculares, com o objetivo de minimizar as dores e o sofrimento do animal até sua total
recuperacao.

Nesse contexto é mais facil observar a importancia do emprego de novas técnicas
de abordagem na area clinica, esse capitulo tras dezesseis trabalhos abordando o emprego
e a pesquisa de novas técnicas de tratamento das mais diversas patologias na qual os
animais sdo acometidos, fazendo com que profissionais ja estabelecidos no mercado de
trabalho busquem atualizagbes e fazendo com que novos médicos saiam da academia
cada vez mais especializados.

Alécio Matos Pereira
Danrley Martins Bandeira
Cledson Gomes de Sa
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RESUMO: O uso das biotécnicas reprodutivas
tem como principal objetivo o0 melhoramento dos
indices reprodutivos, proporcionando um melhor
aproveitamento de animais geneticamente
superiores. A injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSl) é uma técnica de
reproducéo assistida que consiste na injecéo de
um Unico espermatozoide nointerior do citoplasma
do oécito com o auxilio de micromanipuladores,
sendo capaz de ser utilizada para a obtencdo de
embrides em casos de sémen de baixa qualidade
ou com baixo nUmero de espermatozoides. Para
tanto foram consultados em artigos, revistas
indexadas, monografias, dissertacbes e em
teses, sem delimitacdo do tempo de publicagéo.
PALAVRAS-CHAVE: Injecdo intracitoplasmatica
de espermatozoide, ICSI, Biotecnologia da
reproducéo.
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THE EMPLOYMENT OF INTRACYTOPLASMATIC SPERM INJECTION (ICSI) IN
DIFFERENT SPECIES

ABSTRACT: The use of reproductive biotechniques has as main objective the improvement of
reproductive indexes, providing a better use of genetically superior animals. Intracytoplasmic
sperm injection (ICSI) is an assisted reproduction technique that consists of injecting a single
sperm into the oocyte cytoplasm with the aid of micromanipulators, being able to be used to
obtain embryos in cases of low semen. quality or low number of sperm. For this purpose, they
were consulted in articles, indexed journals, monographs, dissertations and in theses, without
delimiting the time of publication.

KEYWORDS: Intracytoplasmic sperm injection, ICSI, Biotechnology of reproduction.

11 INTRODUCAO

Algumas técnicas de reprodugdo desenvolvidas para aumentar o numero de
individuos de maneira assistida, a exemplo da Inseminacéo artificial (IA), fertilizacéo in
vitro (FIV) e injecao intracitoplasmatica de espermatozoide, seguidas da transferéncia de
embrides (TE). A ICSI e a FIV apresentam uma maior probabilidade de gerar embriGes
viaveis, ja que ha um maior controle do ambiente uterino e maiores chances de fecundagéao
do odcito pelo espermatozoide (MICHELETTI et al., 2011).

Quando ocorre o insucesso das técnicas de reprodugédo, a exemplo da FIV
convencional, pode ser utilizada a Injecao Intracitoplasmatica de Espermatozoides. Por
conseguir ultrapassar as barreiras do o6cito e da membrana plasméatica, a ICSI pode
auxiliar a reproducdo em animais com alteragcdes seminais ou que possuem alteracbes
morfofisiolégicas decorrentes do envelhecimento (SOUZA, 2017).

A Injecéo Intracitoplasmatica de Espermatozoides foi descrita no ano de 1992, em
seres humanos, consistindo na sele¢cdo de um Unico espermatozoide para fecundar cada
o6cito, sendo a técnica mais utilizada quando se trata de graves alteracoes espermaticas
(SILVA; VERZELETTI, 2017).

Para obter éxito na ICSI, faz-se imediatamente a imobilizagdo do espermatozoide
antes do procedimento da técnica, isso vai auxiliar na taxa de fertilizacdo e gestagcéo. Essa
imobilizacdo faz a membrana do espermatozoide torna-se permeavel, permitindo assim,
que o nucleo seja exposto ao ooplasma, facilitando a fusao do o6cito com o espermatozoide,
dando origem a formagédo do pré-nucleo masculino. Todo esse processo torna viavel a
extrusédo do segundo corpusculo polar, formando, entéo, o pré-nacleo feminino (PIMENTEL,
2006).

A injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl) € uma das técnicas de
reproducdo mais caras que existe (em raz&o do custo do micro manipulador que realiza a
injecdo do espermatozoide), mas é também a técnica que pode apresentar a maior taxa de
sucesso ha concepgao de embrides devido a precisdo com que a fecundagéo é conduzida
(MICHELETTI et al., 2011). Diante da relevancia da importancia dessa técnica, objetivou-se
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resumir e relatar sobre a técnica de ICSI em diferentes espécies.

21 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico e importancia da técnica de ICSI

Com o avango e desenvolvimento de técnicas de fecundacgéo in vitro (FIV) em
animais e humanos, em conjunto com a transferéncia de embriées, houve um aumento
na procura por alternativas para contornar os casos em que a FIV convencional ndo é
possivel. Quando poucos espermatozoides estédo disponiveis ou quando estes apresentam
baixa capacidade de fertilizagdo. Como uma das ferramentas fundamentais de estudos para
corregdo da infertilidade ligada ao espermatozoide, surge a injecéo intracitoplasmatica de
espermatozoide ICSI (MARTINS et al., 2002), que tem se desenvolvido como uma técnica
de imenso interesse em diversos campos da reprodugéo (MATOS, 2004).

Existem relatos que a ICSI foi sucedida pela primeira vez em 1962 em ouricos do
mar. Mas, somente em 1988 obteve-se o primeiro mamifero nascido oriundo da técnica de
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide ICSI, um coelho. Em humanos, a ICSI foi
descrita pela primeira vez em 1992, onde propuseram que a ICSI poderia ser uma técnica
promissora nos casos em que hao se tem sucesso com a FIV convencional. Desde entao,
a ICSI tem sido uma das possiveis solugdes para contornar problemas de infertilidade
masculina em diversas espécies de animais (KOCH, 2017).

A ICSI também pode ser executada com espermatozoides do epididimo e ejaculado,
ambos com o mesmo potencial (GRACIANO, 2014). A célula espermatica utilizada na
injecdo pode ser originada de preparagdes de sémen fresco, refrigerado, congelado ou
liofilizado, ndo havendo diferenca entre as taxas de clivagem (BERTOZZO et al., 2014).

Na auséncia de espermatozoides capazes para fertilizar o oécito, em animais
que um dia foram férteis, ou quando ocorre morte repentina de animais de interesse
para se multiplicar e conservar (MATTOS, 2001). E proposto que outros tipos de células
germinativas masculinas podem ser micro injetadas, como as espermatides redondas e
alongadas, essas células podem substituir espermatozoides no procedimento da ICSI, visto
que, as quais também possuem potencial fecundante (SANTOS, 2016).

Consequentemente, com a utilizagdo da técnica de injegéo intracitoplasmatica de
espermatozoide ICSI, transfigura-se em uma opgéao e garantia bioldgica, principalmente
para aqueles animais em programas de recuperacdo e preservacdo. Esta técnica podera
ser utilizada para gerar embrides através de fertilizacado in vitro de animais que tiveram sua
reproducdo blogueada, devido a auséncia de um habitat natural, isto €, encontram-se em
cativeiro. Do mesmo modo, animais em fase terminal de vida ou mortos acidentalmente,
poderdo produzir descendentes quando o material (testiculo e epididimo) & colhido
imediatamente, processado e as células espermaticas utilizadas pela ICSI (MATTOS, 2001).
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A utilizagdo das biotécnicas reprodutivas, a exemplo da ICSI, tem como objetivo
principal uma maximizagéo da eficiéncia reprodutiva (CARNEIRO, 2016), proporcionando
um melhor aproveitamento de animais geneticamente superiores com problemas
reprodutivos (RUA et al., 2016).

A ICSI pode ser empregada como uma importante ferramenta na producéo de
embrides. Uma das grandes vantagens da ICSI reside in vitro, na possibilidade de
permitir o uso de espermatozoides que nao seriam capazes de fertilizar o o6cito pela FIV
convencional (MATOS, 2004).

A técnica de injegdo intracitoplasmatica de espermatozoide tem promovido
resultados favoraveis, representando um avanco, tem expandido as possibilidades de
reproducdo assistida em animais e humanos. Sendo uma ferramenta fundamental para a
correcéo da infertilidade ligada aos espermatozoides e consequentemente a ocorréncia da
fecundagado (GRACIANO, 2014).

2.2 Aplicacoes da técnica de ICSI em animais de grande porte

Em seguida ao primeiro relato de gestacdo em equino decorrente de um odcito
maturado in vitro fertilizado pela técnica de ICSI em 1996. O resultado foi seguido por
um periodo de resultados variaveis. A introdugcéo do piezo e modificagdes nos meios de
cultura permitiram melhoria nas taxas de clivagem e repetibilidade da técnica. Contudo, as
taxas relatadas de blastocistos ainda variam de 0 a 42%, dependendo de alguns fatores, a
exemplo, da idade da égua, estagio folicular, qualidade do odcito e fertilidade do garanhéo.
Com o uso dessas tecnologias, as taxas de gestacdo apds a transferéncia de embrides &
geralmente alta, variando de 50 a 80% (SALAMONE et al., 2017).

A aplicagéo da injecdo intracitoplasmatica ICSI em equinos superou a barreira
da ineficiéncia da FIV, ocasionando finalmente na primeira gestagdo oriunda de odécitos
maturados in vitro, levado com sucesso a termo. Atingindo uma taxa de prenhez de
aproximadamente 60% (CRUZ, 2014).

A ICSI tem sido aplicada em diferentes espécies domésticas com éxito, porém em
equinos essa técnica tem tido um progresso lento (CARNEIRO, 2012). Principalmente
por que a espécie equina & reconhecida por ter uma capacidade reprodutiva menor
que as demais espécies (CARNEIRO, 2016). Visto que a selegdo de garanhées como
reprodutores ndo é feita com base no potencial de fertilidade do animal ou resisténcia a
criopreservagdo, mas sim devido a outros fatores. Como por exemplo, a “performance”
desportiva (GUIMARAES, 2014).

Na espécie bovina, a ICSI dificilmente leva a sua descondensagédo e formagéo de
pro-nucleo durante o subsequente cultivo in vitro. Nos dias de hoje, pouco se sabe sobre
0s eventos celulares que ocorrem no processo de fertilizagcdo de obécitos bovinos para que
ocorra o correto desenvolvimento embrionario ap6s a técnica da ICSI. Até o momento,
conforme a literatura disponivel, somente quatro trabalhos relataram o nascimento de
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bezerros ap6s a transferéncia de embrides bovinos obtidos por meio da técnica de ICSI
(MATOS, 2004).

A técnica de injecao intracitoplasmatica de espermatozoide ICSI ndo é uma técnica
eficiente na espécie bovina, quando comparada a FIV convencional que apresenta
resultados satisfatérios. Dessa forma, a técnica de ICSI fica interessante nos casos em
que a FIV convencional ndo é capaz de produzir embrides com éxito, como € o caso da
utilizacdo de sémen sexado em bovinos leiteiros de touros geneticamente superiores que
néo séo eficientes na FIV ou inseminacéo artificial; ou ainda com problemas relacionados
a capacidade fecundante dos espermatozoides. (KOCH, 2017).

A ativacdo dos o6citos de diferentes espécies pode ocorrer naturalmente durante
as diferentes etapas laboratoriais para a ICSI, incluindo o desnudamento, a centrifugagéo
e a estimulagdo mecéanica com a prépria pipeta de injecdo. No entanto, em bovinos esses
estimulos e o préprio espermatozoide injetado s&o, na maioria das vezes, insuficientes,
resultando em uma baixa ativagcao dos o6citos ap6s a ICSI (MATOS, 2004).

Enquanto a injecao intracitoplasmatica de espermatozoide ICSI tem sido aplicada
com sucesso em humanos, em bovinos, os resultados obtidos sao baixos, com altas taxas
de obcitos nao fertilizados. Pouco tempo atrés, foi relatado o uso de um equipamento
denominado de Piezo micro manipulador para a técnica de ICSI em bovinos, e tem
apresentado resultados animadores. Este equipamento tem se mostrado eficaz por facilitar
a penetracdo da micropipeta na zona pelicida e na membrana plasmética do odcito,
permitindo a obtengéo de altas taxas de fertilizagdo dos oécitos (MATOS, 2004).

Em suinos, concluiram que a injecdo de o06citos maturados in vitro com
espermatozoides resultou em uma alta taxa de fertilizagcdo (60%). Em um estudo mais
recente, a técnica de ICSI em obcitos suinos utilizando espermatozoides imaturos,
produziram embrides que foram capazes de evoluir para blastocistos in vitro. O nascimento
de suinos vivos como resultado da técnica de injecao intracitoplasmatica de espermatozoide
ICSI néo foi relatado. Fatores previamente identificados em estudos da técnica de ICSI
em bovinos, podem também contribuirem com a baixa propor¢cdo de embrides que se
transformou em suinos. Esses fatores incluem uma baixa taxa de ativacdo de odcitos e
formacéo de pronucleo masculino (MARTIN, 2000).

Um grupo de pesquisadores australiano divulgou o primeiro relatério da técnica
de ICSI em ovinos, em 1995. Em ovinos utilizando uma cultura de oécitos injetados em
ovidutos, a ICSI produziu um blastocisto, mérula e a divisdo embrionaria foi conseguida
em odcitos injetados cultivados in vitro usando fluido de oviduto sintético. Quando a ICSI
foi disponibilizado pela primeira vez em ovinos, a aplicacado imediata foi a sua utilizacéo
com espermatozoéides sexados. Naquele momento, a sexagem de espermatozbides nao
era uma técnica bem desenvolvida e 0 numero de espermatozéides disponiveis apés a
citometria de fluxo foi muito limitado (L()PEZ-SAUCEDO, et al., 2012).

Na Universidade de Sydney, um grupo de pesquisadores buscou fatores que afetam
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a ICSl em ovinos e descobriram que, a melhoria mais importante para a ativagao de odécitos
foi a adicdo de ionomicina, que melhora o blastocisto na taxa de desenvolvimento. Esse
grupo obtiveram filhotes vivos usando pela primeira vez cultura in vitro (LOPEZ-SAUCEDO,
et al.,, 2012).

Em 1997, foi publicado o primeiro relato da técnica de ICSI em cabras, onde
obtiveram desenvolvimento embrionario até o estagio do blastocisto usando a ativagdo do
od6cito com ionomicina e cultura in vitro. Varios anos depois, foi relatado o desenvolvimento
de blastocistos produzidos pela ICSI a partir de o6citos que foram injetados usando
um dispositivo piezo e foram cultivadas em meio otimizado. Esses embrides foram
posteriormente transferidos, produzindo a primeira prole viva pela técnica de ICSI em
cabras. Provavelmente, esse resultado positivo tenha sido conseguido pela utilizacdo do
piezo, considerado uma melhoria no protocolo de ativacao (LOPEZ-SAUCEDO, et al.,
2012).

2.3 Aplicacbes da técnica de ICSI em animais de pequeno porte

Aimportancia das técnicas de reproducéo assistida em cées e gatos, na maioria das
vezes, é a sua aplicagdo em espécies caninas e felinas ndo domésticas, onde a maioria &€
considerada ameacada de extingdo ou em perigo. Nos ultimos anos, foram feitos progressos
em produgé@o de embrides em carnivoros. Foi demonstrado que oécitos caninos podem
retomar a meiose in vitro e que esses o6citos podem ser fertilizados e desenvolvidos in
vitro, apesar de ocorrer uma taxa muito menor do que a maioria em odcitos de animais
domésticos. A razéo disso, esta nas dissimilaridades da fisiologia reprodutiva dos caes em
comparagao com outras espécies (LUVONI, 2000).

Em 1997, conseguiu-se nascimentos de filhotes de gato doméstico apés a
transférencia de embrides decorrentes da fertilizagéo in vitro. A injecéo intracitoplasmatica
de espermatozoide resultou em taxas de clivagem variando de 40 — 60% e havendo o
desenvolvimento das taxas ao estagio de blastocisto, cerca de 25%. Os filhotes obtidos
apenas pela ICSI, s6 foi possivel quando os o6citos maturados in vivo foram utilizados.
Mas, uma gestacdo apoOs a transferéncia de embrides produzidos através da ICSI em
oocitos maturados in vitro foi relatado (LUVONI, 2000).

O surgimento de filhotes oriundos da técnica de injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide ICSI em oécitos maturados in vivo e in vitro ja foram descritos no gato
doméstico. Verificaram os indices de clivagem e de blastocistos obtidos por meio das
técnicas de ICSI e FIV em o6citos maturados in vivo e in vitro. Assim sendo, os melhores
indices foram encontrados utilizando o6citos maturados in vivo (CARDILLI et al., 2012).

2.4 Aplicacoes da técnica de ICSI na preservacao e recuperacao de espécies
ameacadas de extincao

A aplicacdo da injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide ICSI para a
preservacao e recuperagdo de espécies ameagadas de extingdo pode ser uma das maiores
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contribuicées. Ja foi relatado a produgéo de cinco embrides viaveis a partir da técnica de
ICSI em ovdcitos recolhidos de um gorila-fémea que veio a 6bito (MATTOS, 2001).

Membros da familia Felidae mostraram uma pequena vantagem em relacdo a sua
conservagao, devido ao fato de possuirem o gato doméstico como um modelo de animal
muito bem retratado e estudado. Por meio de estudos em gatos domésticos, foi possivel
obter a base para tratamentos em felinos selvagens (DECO-SOUZA et al., 2013).

Em felinos selvagens, foram obtidos apenas embrides com ICSI em od6citos
maturados in vivo conseguidos por meio da laparoscopia, mas, nenhuma prenhez foi relatada
na literatura (CARDILLI et al., 2012). O procedimento da injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide ICSI foi feito com os o6citos maturados e espermatozoides descongelados
e contou com o auxilio de uma pipeta para fixar os odcitos por pressdo negativa e uma
pipeta de injecdo para introduzir os espermatozoides. Apds o procedimento, os oécitos
foram transferidos para meios de cultura de embrides (BRAGA, 2016).

O resultado obtido no final demonstrou o primeiro relato da produgéo de blastocistos
de ledes em laboratério, mas, dos 68 odcitos aplicados no experimento, 25 atingiram a
maturacéo desejada, 11 clivaram e apenas 4 atingiram o estagio de mérula e posteriormente
blastocisto. Mostrando um resultado ainda abaixo do desejado, que, segundo os autores,
esse resultado pode ter sido devido ao fato de os ovarios serem retirados de fémeas jovens
que ainda ndo haviam atingido a puberdade, ou porque o protocolo utilizado ainda néo &
especifico o suficiente para a tal espécie (BRAGA, 2016).

Em espécies selvagens ou ameagadas de extingdo, os oo6citos sdo um limitante
fator. Deste modo, a ICSI pode ser usado para avaliar a capacidade de fertilizagcdo dos
espermatozoides em espécies exoticas que utilizam obcitos in vitro. Boas taxas de
blastocistos pela técnica de ICSI foram produzidos apés a injecdo de espermatozoide de
chita e leopardo em oécitos de gatos domésticos, sem tratamento de ativagdo. Também
utilizaram o6citos de camundongos para avaliar amostras de espermatozoides do
chimpanzé, girafa, onga, doninha e rato de pélo comprido (SALAMONE et al., 2017).

Em conclusdo, a injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide ICSI concede
a reprodugdo de animais selvagens separados por habitat natural, zoolbgicos e tempo,
mesmo quando os espermatozéides sdo fracamente criopreservado ou em numero
baixo. A ICSI é uma fonte ilimitada de informagdes referente ao processo de fertilizagao,
oferecendo um 6timo potencial para esclarecer diferengas mecanicistas entre mamiferos,
com perspectivas de alto impacto em campos de pesquisa basica e aplicada (SALAMONE
et al., 2017).

O uso da injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide ICSI entre duas espécies
diferentes vem sendo testado com a perspectiva da replicagdo de material genético de
espécies ameacadas de extingdo, producdo de espécies hibridas para gestarem outras
espécies e o estudo do mecanismo de fertilizagdo normal e infertilidade heteréloga
(MATTOS, 2001).
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31 CONSIDERACOES FINAIS

As indicagdes para 0 uso da injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide,
inicialmente eram para casos severos de infertilidade masculina que ndo poderiam ser
solucionados através dos outros métodos de reproducdo assistida, como pela FIV
convencional, porém com o passar do tempo, foi possivel utilizar essa técnica para varios
outros problemas, como a preservagao de espécies em vias de extingédo. Logo, essa técnica
ndo so soluciona a area da infertilidade masculina, mas sim o universo da reproducéo
humana e animal assistida.

Avantagem da ICSI em comparagao com outras técnicas € a capacidade de ampliar
a escolha do garanhao a ser utilizado, incluindo aqueles portadores de baixa motilidade
espermatica e baixo desempenho reprodutivo in vivo. A injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide € uma técnica particularmente interessante, uma vez que evita diversos
passos do processo de fertilizagdo, como a ligagdo a zona pellcida, penetragcdo na zona
e a fusdo da membrana, além disso, a técnica ndo exige a capacitagdo do esperma ou
reacdo acrossomal.
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