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Resumo

As biotécnicas da reproducéo na espécie equina tém evoluido vagarosamente quando comparadas as de
outras espécies. Diversas questdes necessitam de esclarecimento, como capacitagdo espermatica, maturagdo in
vitro de odcitos, protocolos de cultivo e também a foliculogénese. O maior entrave quanto ao aproveitamento de
odcitos inclusos em foliculos ovarianos é a dificuldade em manter a viabilidade folicular ap6s a remocéao e o
transporte dos ovarios. Assim, o desenvolvimento de um meio de transporte, em tempo e temperatura ideais de
conservacao para os foliculos ovarianos, é de suma importancia para a utilizacdo de o6citos inclusos em foliculos
ovarianos para posterior utilizagdo em biotécnicas.
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Abstract

The biotechnologies of reproduction in the equine species have evolved slowly compared to other
species. Several issues need clarification such as sperm capacitation, in vitro maturation of oocytes, culture
protocols and also folliculogenesis. The biggest obstacle on the use of oocytes enclosed in follicles is the
difficulty in maintaining follicular viability after removal of the ovaries and transportation. Thus, the
development of a means of transportation, time and temperature for optimal conservation ovarian follicles is of
paramount importance for the use of oocytes enclosed in follicles for later use in biotechnologies.
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Introducéo

A populagdo mundial de equideos encontra-se estavel nas Gltimas décadas e é estimada atualmente em
113.473.522 cabecas, sendo 58.770.171 equinos, 43.496.677 asininos e 11.206.674 muares. Deve-se destacar, na
Gltima década, a reducdo da populagdo de equinos na Asia, principalmente na China, de 8.916.154 cabegas em
2000 para 6.823.465 cabecas em 2008, associada a migracdo interna da populacdo humana, com menor
utilizacdo dos equideos no transporte e na agricultura e maior consumo de carne equina. Por outro lado, nos
Estados Unidos, houve aumento expressivo da populagdo de equinos, de 5.240.000 cabecas em 2000 para
9.500.000 cabecas em 2008, em parte devido a restri¢fes legais internas para o abate e a exportacdo de carne de
equideos, o que levou ao fechamento de todos os abatedouros de equinos do pais (Almeida e Silva, 2010).

No Brasil, a populagdo de equideos € estimada atualmente em 7.986.023 cabecas, sendo 5.541.702
equinos, 1.130.795 asininos e 1.313.526 muares. A populacdo nacional de equideos é a quarta maior do mundo,
e tem se mantido estavel na dltima década. Na América do Sul, além do Brasil, a producéo de equinos é destaque
na Argentina, com rebanho estimado em 3.680.000 animais, e na Colémbia, com 2.520.000 animais (Almeida e
Silva, 2010).

O Parana era o estado brasileiro que mais exportava carne equina. Dos sete abatedouros de equideos que
0 Brasil possuia, dois estavam localizados no estado do Parana, um em Santa Fé e outro em Apucarana. No
entanto, apenas o de Apucarana encontra-se em plena atividade. Estas unidades exportavam carne para paises
como lItalia, Bélgica, Holanda, Suécia, Suica e Japdo. O nimero de animais abatidos e de dinheiro movimentado
com a exportacdo de carne equina no Parana correspondia a mais de 50% da producéo nacional de carne equina
exportada (Santin, 2010).

A equideocultura brasileira ocupa posicdo de destaque internacional nao sé pelo expressivo nimero de
animais, como também pela exceléncia de seu plantel. Adicionalmente, a indUstria do cavalo é uma importante
area geradora de divisas e empregos no Brasil. Hoje, o Brasil é um pais de referéncia na pesquisa e na utilizagao
de biotécnicas aplicadas a reproducao equina. Contudo, para se manter um pais competitivo, faz-se necessaria a
incorporacdo de novas biotécnicas para acelerar e facilitar o melhoramento genético (Carmo et al., 2002).

O objetivo da presente revisdo € relatar a importancia do correto aproveitamento de ovarios equinos
po6s-morte, com énfase nos critérios de conservagdo e transporte.

Recebido: 20 de junho de 2011
Aceito: 06 de fevereiro de 2013



WY

Gomes e Seneda. Transporte e armazenamento de tecido ovariano equino para utilizagdo em biotécnicas reprodutivas.

Biotécnicas da reproducao em equinos

Nas Ultimas décadas, diversas biotécnicas da reproducdo assistida tém sido desenvolvidas com a
finalidade de aumentar a utilizacdo do potencial reprodutivo em fémeas mamiferas, tais como a inseminagdo
artificial (1A), a transferéncia de embrides (TE), a fertilizagdo in vitro (FIV), a transgénese, a clonagem, a
transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT) e, mais recentemente, a manipulacdo de o6citos inclusos em
foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA; Figueiredo, 1995; Muruvi et al., 2005). Tais técnicas tém despertado
grande interesse em criadores e associa¢fes de ragas equinas. Entretanto, a utilizacdo em larga escala desses
procedimentos depende da disponibilidade de odcitos maturados, que constituem uma pequena porcdo dos
odcitos presentes no ovario (Muruvi et al., 2005).

A |A é a biotecnologia da reproducdo que mais se mostrou economicamente viavel e de facil
implementacdo em todas as espécies de animais domésticos. Embora o uso da IA em equinos tenha uma citagédo
mais antiga (1322), ela ndo acompanhou a evolucéo cientifica na mesma intensidade como em outras espécies,
como bovinos e ovinos. No Brasil, os primeiros registros do uso da IA em equinos foi em 1928, por Lima
Corréa, e as primeiras las ocorreram em 1931 e 1932, no Rio Grande do Sul. A espécie equina é a Unica em que
os indices de fertilidade com a utilizacdo da IA ultrapassa os indices da monta natural. Além disso, outras
vantagens da utilizacdo dessa biotécnica sdo o controle sanitario, o progresso genético e a economia do
garanhdo. No entanto, a IA também tem suas desvantagens, como grande variabilidade e imprevisibilidade na
tolerancia a diferentes diluidores, refrigeracdo e congelacdo entre os ejaculados dos garanhdes (Pimentel e
Carneiro, 2008).

As vantagens da TE sdo a obtencdo de produtos de éguas problemaéticas e idosas, aumento da produgéo
de éguas geneticamente superiores, obtencdo de produtos de éguas que estdo em treinamento sem a necessidade
de passar pelos processos de gestacdo e lactacdo e obtencdo de produtos de potras com dois anos de idade sem
afetar o seu desenvolvimento (Pimentel e Carneiro, 2008). Diferentemente das outras espécies, nos equinos a
transferéncia de embrides congelados obteve avangos limitados. Entre os fatores responsaveis, ha a dificuldade
em induzir a superovulacéo e o fato de o embrido equino estar envolto em uma membrana acelular denominada
capsula, a qual impede a penetracdo de substancias crioprotetoras e dificulta o congelamento desses embriGes
nas fases de blastocisto ou blastocisto expandido. Sendo assim, pesquisas concluiram que os embrides de sexto
dia apresentam mais sucesso no processo de criopreservacdo que embrifes de sétimo e oitavo dias (Pimentel e
Carneiro, 2008).

Na espécie equina, até o presente momento, ha poucos relatos quanto a produgéo de embrides por meio
da FIV, diferentemente do que ocorre em relacdo a outras espécies. Em razdo ainda do nimero limitado de
abatedouros de equinos, o tempo da colheita dos ovéarios para a realizacdo da aspiracdo dos o6citos tem uma
variacdo consideravel, o que, consequentemente, dificulta os estudos devido ao comprometimento da viabilidade
dos odcitos (Pimentel e Carneiro, 2008).

A clonagem é uma biotecnologia que vem sendo aplicada na espécie equina como forma de salvar
genética equina de valor. Diversos clones de muares ja foram produzidos por células fetais e também oriundos
de células de animais adultos como doadores. Apesar de os estudos iniciais de gestagdes oriundas de clonagem
equina terem uma pobre eficiéncia quanto ao nascimento desses produtos de clones (75 a 100% das gestacOes
sdo perdidas), técnicas mais recentes tém sido mais eficientes com taxas de gestacdes por embriGes transferidos e
50% ou mais gestacBes chegando a termo (Hinrichs, 2006). Recentemente, nasceu o primeiro clone brasileiro
oriundo das células armazenadas por 15 anos do garanhdo da raca Mangalarga de nome Turbante JO
(Nascimento, 2012).

Nos ultimos anos, tem se aumentado o interesse quanto a obtencdo de potros via reproducdo assistida de
éguas que morreram subitamente ou foram submetidas a eutandsia devido a questdes médicas. Nessas situacdes,
0s ovarios de éguas podem ser coletados apds a morte e processados para a recuperacao de odcitos (Preis et al.,
2004).

Em equinos, as pesquisas a respeito dos eventos precoces da fertilizacdo tém progredido muito
lentamente em comparacéo as desenvolvidas com outras espécies de animais domésticos. O sucesso na producédo
in vitro de embrides depende de diversos fatores, como disponibilidade de odcitos imaturos saudaveis,
capacitagdo espermatica com eficiéncia, 6timas condicdes de cultivo e métodos de maturacdo in vitro (Parrish et
al., 1986; Xu et al., 1987).

Pesquisas com foliculos pré-antrais de outras espécies, como camundongos, resultaram na obtencdo de
crescimento folicular, formagdo de antro, ovulagdo in vitro e obtencdo de produtos por meio dos procedimentos
de FIV e MIV. Até o presente momento, ndo hd nenhuma documentacdo na literatura quanto a obtencdo de
progénies de equinos oriundos da MOIFOPA. Além disso, hd uma grande escassez de relatos descrevendo a
distribuicdo e a morfologia de foliculos pré-antrais de éguas (Szlachta e Tischner, 2008).

Devido a escassez de pesquisas quanto as condigdes ideais para transporte de tecido ovariano equino, as
Unicas alternativas atuais sdo os dados com outras espécies. No entanto, face as importantes diferencas
anatomofisioldgicas, compreende-se claramente a necessidade do estabelecimento de condigdes apropriadas para
a espécie equina (Ribeiro et al., 2008).
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Meios e transporte de ovarios para utilizacao de odcitos na reproducdo equina

A diminuta disponibilidade de odcitos para utilizacdo em pesquisas na espécie equina tem sido o
principal fator limitante para o desenvolvimento de biotécnicas da reproducdo assistida. No entanto, essa
situacdo pode ser mais bem contornada por meio da utilizacdo do grande nimero de o6citos que estdo inclusos
nos foliculos pré-antrais ovarianos (Telfer, 1996), os quais estdo presentes em nimeros consideraveis (centenas a
milhdes), dependendo da espécie (Lucci et al., 2004; Lopes et al., 2009; Lima et al., 2010; Faustino et al., 2011).

A reducdo do nimero de abatedouros de equinos em todo o continente americano é uma realidade. Essa
situacdo restringe 0 acesso aos tecidos ovarianos equinos e, consequentemente, reduz o progresso das pesquisas
com relacdo a essa espécie (Preis et al., 2004).

Ovérios de éguas no post mortem constituem uma importante fonte de material bioldgico para obtencéo
e cultivo de odcitos. Sendo assim, os fatores relacionados ao transporte desses ovarios sdo fundamentais para as
biotécnicas posteriores. Em geral, adota-se empiricamente um meio enriquecido para esse propésito, como
TCM-199, solucao salina acrescida de antibi6ticos, solucdo comercial de lavagem de embrido e PBS (Carnevale
e Maclellan, 2006). Um estudo comparativo entre meios seria essencial, pois a qualidade do o6cito incluso no
foliculo pré-antral depende do meio, do tempo e da temperatura para sua correta conservacao e transporte até o
laboratdrio (Matos et al., 2004).

Neste contexto, o estabelecimento de protocolos ideais (meios, tempo e temperatura) de conservagdo do
tecido ovariano torna-se importante quando se utilizar foliculos pré-antrais nas biotécnicas da reprodugdo
(Andrade et al., 2002; Costa et al., 2005), pois 0 sucesso na criopreservacdo e ou cultivo de foliculos pré-antrais
depende da qualidade dos odcitos inclusos nesses foliculos (Andrade et al., 2001; Carvalho et al., 2001).

Diversas pesquisas tém sido relatadas quanto a conservacdo em curtos periodos de foliculos pré-antrais
em diferentes meios e temperaturas em outras espécies como caprinos (Silva et al., 2000; 2001; Carvalho et al.,
2001; Ferreira et al., 2001), ovinos (Andrade et al., 2001, 2002; Matos et al., 2004), camundongos (Eppig e
O’Brien, 1996), bovinos (Figueiredo et al., 1994; Gutierrez et al., 2000; Lucci et al., 2004), humanos (Roy e
Treacy, 1993), bufalos (Sharma et al., 2009), caninos (Lopes et al., 2009) e suinos (Lucci et al., 2007). Porém, na
espécie equina, pouco se tem publicado quanto a protocolos de conservagdo do tecido ovariano para posterior
cultivo ou recuperacéo de odcitos.

A temperatura de transporte afeta muito a qualidade do odcito equino, sendo reportadas até o presente
momento temperaturas como 4°C, 9 a 16°C, 22 a 30°C e 30 a 35°C. Nesses experimentos, foram observados que
0s ovarios ndo podem permanecer mais que trés horas entre 20 e 30°C ou mais que duas horas de 35 a 37°C, no
intuito de prevenir a apoptose de células da granulosa (Carnevale e MacLellan, 2006).

O transporte dos ovarios até os laborat6rios requer um tempo de armazenagem para 0 processamento.
Os periodos descritos na literatura tém variado de uma a 24 horas. No entanto, alguns estudos reportaram altas
taxas de maturacédo oocitaria quando esses odcitos foram coletados diretamente no abatedouro, sugerindo que um
curto periodo de transporte até o laboratério podera influenciar a competéncia meiética do odcito (Carnevale e
MacLellan, 2006).

Alguns autores tém reportado o efeito de tempos e temperaturas de transporte de ovarios equinos
oriundos de abatedouros para posterior colheita de odcitos. Del Campo et al. (1995) transportaram ovarios
equinos inteiros em solucdo salina em temperaturas variando de 30 a 35°C por trés a 15 horas e obtiveram taxas
de maturagdo oocitéria de 49%. Guignot et al. (1999) relataram que ovarios equinos podem ser transportados por
até seis a oito horas em temperaturas variando de 27 a 37°C, com taxas de maturagdo em torno de 37 a 44%.
Contrariamente, Love et al. (2003) obtiveram resultados inferiores quanto & matura¢do oocitaria quando os
ovarios foram mantidos por longos periodos (trés a nove horas) nessas mesmas condicdes.

Sendo assim, apenas um artigo até o presente momento testou meios, tempos e temperaturas ideais para
transporte de fragmentos ovarianos sem que os foliculos apresentassem degeneracdo e pudessem ser utilizados
em biotécnicas. Foram feitos testes nos meios PBS (Phosphate-buffered Saline) e MEM (Meio Essencial
Minimo), nas temperaturas (4, 20 e 39°C) e nos tempos (quatro, 12 e 24 horas). Os resultados evidenciaram que
apenas a 4°C por quatro horas em PBS os foliculos inclusos em fragmentos ovarianos equinos ndo apresentaram
degeneracdo, o que elucida a fragilidade desses foliculos equinos em manter a sua viabilidade (Gomes et al.,
2012).

Considerac0es finais

Apesar dos grandes avancos das biotécnicas da reproducdo na espécie equina nos Gltimos anos, diversos
aspectos ainda necessitam de esclarecimento. As principais questfes estdo associadas com a avaliacdo da
competéncia biol6gica dos gametas e com o préprio sistema de cultivo.

Pelo fato de o tecido ovariano de éguas no post mortem representar a Gltima possibilidade de obtencao
de produtos com o devido valor genético, esse material é considerado insubstituivel, o que enfatiza mais
expressivamente a importancia da conservagcdao ideal desse material genético para posterior manipulacao.

A correta conservagdo do tecido ovariano com a manutencdo da viabilidade dos gametas femininos
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requer condicOes ideais de temperatura, meios e periodo de conservagdo. Sendo assim, até o presente momento,
a forma ideal de armazenagem desse material é a 4°C em PBS por até quatro horas.
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