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Resumo

A produgdo de embrides equinos in vivo ou in vitro tem como objetivo principal uma maximizagido da
eficiéncia reprodutiva, principalmente por que a espécie equina € reconhecida por ter uma capacidade
reprodutiva menor que as demais espécies. O objetivo desse trabalho foi fazer uma revisdo nas principais
técnicas de produgdo embrionaria in vivo e in vitro na espécie equina. A produgdo in vivo a partir da
transferéncia de embrides (TE) tornou-se uma técnica rotineira e o Brasil se destaca entre os paises de maior
producdo de embrido in vivo por essa técnica no mundo. Ja4 com relagdo a producdo in vitro apesar do grande
avango adquirido nos ultimos anos, varios aspectos ainda necessitam de esclarecimento. Desde a coleta de
odcitos por aspiragdo folicular no animal vivo ou post-mortem, passando pela maturacdo oocitaria in vitro, indo
pelas técnicas de transferéncia de odcitos (TO) ou de transferéncia intra falopiana dos gametas (GIFT) e a
abordagem da técnica de Fertilizacdo in vitro (FIV) ainda sem sucesso na espécie equina ¢ a transposi¢do dos
obstaculos encontrados a partir da técnica de microinje¢do intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI).
Abordamos ainda os aspectos mais recentes da clonagem na espécie equina auxiliando em uma maior
compreensdo dos diversos aspectos envolvidos nessa biotecnologia. Concluimos que maiores estudos serdo
necessarios para compreendermos alguns dos mecanismos propostos ¢ esclarecermos essas duvidas.
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Abstract

The production of equine embryos in vivo or in vitro has as main objective to reach a maximum
reproductive efficiency, especially because the equine is recognized for having a less reproductive capacity
among other species. The objective of this work was to review main techniques of embryo production in vivo and
in vitro in the equine species. In vivo production from embryo transfer (TE) has become a routine technique and
Brazil stands out among the countries with the highest production of in vivo embryos by this technique in the
world. With regard to in vitro production despite the breakthrough acquired in recent years, many aspects still
require clarification. From the oocyte recovery by follicular aspiration in living animal or in post-mortem,
oocyte in vitro maturation, going to oocyte transfer techniques or Gamete Intra Fallopian Transfer and the
approach of the technique of in vitro fertilization (IVF) yet without success and the transposition of obstacles
encountered using Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI) technique. We discuss the latest aspects of cloning in
the equine species aiding in a better understanding of the various aspects involved in this biotechnology. We
conclude that further studies will be necessary to understand some of the proposed mechanisms and clear these
doubts.
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Introducao

A transferéncia de embrides (TE) consiste na coleta de um embrido de uma fémea doadora
geneticamente superior e a transferéncia deste embrido para uma fémea receptora que se encarregara de levar a
gestacdo a termo. Trata-se da técnica de reprodug@o assistida mais utilizada na inddstria equina, depois da coleta
de sémen e inseminagao artificial (Hartman, 2011). E uma biotécnica rotineiramente utilizada na indistria equina
que surgiu na década de 80 do século passado como uma ferramenta para produzir embrides de éguas
problematicas ou de idade avancada e que tem se expandido e se tornado como procedimento de eleicdo em
fémeas de praticamente todas as idades reprodutivas (McKinnon e Squires, 2007).

Com a popularizacdo da técnica observou-se um enorme desenvolvimento na equideocultura nacional,
principalmente evidenciado pela populagdo equina no Brasil. O Brasil detém o maior rebanho da América Latina
e o terceiro em ambito mundial com um total de equideos atingindo a marca de 8 milhdes de cabegas, fazendo
girar algo em torno de R$ 7,5 bilhdes com a produgdo de cavalos, e juntamente com Estados Unidos e Argentina
lidera a produgdo de embrides no mundo (Alvarenga, 2010).

O Agronegbcio Cavalo ¢ responsavel pela geragdo de mais de 3,5 milhdes de empregos diretos e
indiretos atingindo mais de 30 segmentos diferentes entre insumos, criagdo ¢ destinagdo final. Se formos destacar
os esportes equestres, somente a Vaquejada — evento de carater cultural e esportivo com localiza¢do
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predominante na Regido Nordeste, movimenta mais de 800.000 empregos diretos e indiretos, movimentando
mais de 60 milhdes de dolares/ano. Tais indicadores econdmicos sdo extremamente importantes e demonstram a
importancia da Indtstria Equina como um novo conceito de negocio ou de economia de mercado. (MAPA,
2016).

Apesar do avanco nessa técnica em termos de produgdo in vivo de embrides equinos, sua aplicacdo
comercial torna-se limitada quando comparada com os animais de produ¢do (bovino, caprinos e ovinos) em
virtude da dificuldade de superovulacdo nessa espécie (Riera, 2009). Outro fator limitante ¢ a utilizagcdo de
fémeas mais velhas utilizadas repetidamente como doadora, que além de diminuir a taxa de recuperacdo
embriondria torna-se também um fator de melhoramento genético mais lento (Alvarenga, 2010).

Independente desses fatores limitantes a TE € uma biotécnica totalmente dominada e que pode ser uma
ferramenta de muito valor para melhorar a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos assim como incrementar o
melhoramento genético a partir da maximizacdo reprodutiva de fémeas geneticamente superiores (Carneiro,
2010).

Da mesma forma, quando nos deparamos com produgao in vitro de embrides equinos, o avango também
¢ limitado quando comparado as espécies de produgdo. Apesar da Fertilizagdo in vitro (FIV) ser uma técnica
rotineira nas demais espécies domésticas o mesmo ndo acontece na espécie equina ¢ varios obstaculos
necessitam ser transpostos para se atingir esse objetivo. Até a presente data, apenas 2 potros foram
documentados provenientes de FIV convencional na espécie equina e ambos provenientes de odcitos maturados
in vivo (Palmer et al., 1991; Bezard et al., 1992). Isto reforca as dificuldades encontradas quer seja com relagao a
maturagdo in vitro (MIV) dos odcitos equinos ou mesmo de um sistema de cultivo in vitro adequado para manter
esses presumiveis zigotos (Hinrichs, 2010). A dificuldade na area de pesquisa nessa espécie ¢ a escassez de
abatedouros de equinos o que limita a disponibilidade do principal material necessario para esses estudos, ou
seja, ovarios e o6citos. Oocitos equinos atingindo estagio de maturagdo in vitro tem sido documentado por varios
laboratorios desde o estabelecimento da técnica de Injegdo Intracitoplasmatica de Espermatozodide — ICSI
(Dell'Aquila et al., 1997; Lazarri et al., 2002). Outras técnicas tais como aspirag¢do transvaginal direcionada por
ultrasom (OPU), transferéncia de odcitos (TO) e transferéncia intrafalopiana de gametas - GIFT também tem
auxiliado nesses estudos. Diante disso, alguns avangos tem sido atingidos (Galli et al., 2007). Entretanto apesar
desses avangos, ainda estamos longe de atingir protocolos de rotina como na espécie bovina. Com relagdo a
técnica de clonagem apesar das dificuldades, ja vem sendo utilizada comercialmente com a obtengdo de produtos
viaveis (Maserati e Fleury, 2015).

Portanto, o objetivo deste trabalho, foi realizar uma revisdo na produgdo embrionaria in vivo € in vitro
na espécie equina, tentar debater um pouco das dificuldades encontradas e quais as perspectivas futuras com o
intuito de incrementar a eficiéncia reprodutiva nessa espécie.

Producio in vivo de embrides equinos
Transferéncia de embrioes (TE)

A TE consiste na colheita de um ou mais embrides de uma égua doadora geneticamente superior, sendo
o mesmo transferido para o utero de uma receptora que levara a gestagdo a termo (Andrade,1986).

O primeiro relato de TE em animais de laboratorio (coelha), foi em meados de 1890, na Universidade
de Cambridge-Inglaterra, por Walter Heaper, porém sem sucesso (Gonsalves et al., 2002).

Na espécie eqiiina, estudos envolvendo a TE foram realizados em 1969 por um grupo de pesquisadores
japoneses. Mais tarde (1972), esse mesmo grupo relatou uma taxa de 45% de sucesso nas colheitas dos embrides,
porém nenhuma concepgdo foi confirmada (Oguri e Tsutsumi, 1972). Dois anos mais tarde, os mesmos
pesquisadores seguindo a mesma linha de estudo, coletaram 18 embrides em 20 éguas, transferindo apenas 15
destes, pelo método ndo cirurgico transcervical para as receptoras, obtendo 40% de concepgdo (Oguri e
Tsutsumi, 1974).

O primeiro potro nascido fruto do programa TE foi relatado em 1972 na Inglaterra, utilizando-se da
técnica cirurgica (Andrade, 1986).

No Brasil, a TE na espécie eqiiina teve seu marco inicial em 1987, através Médico Veterinario Jodo
Junqueira Fleury, sendo responsavel por inimeros experimentos, contribuindo imensamente para o nivel que se
encontra hoje no pais. Seja realizado pelo método cirtrgico (Fleury et al., 1987), ou pelo método ndo cirurgico
(Meira e Henry, 1987).

Na regidao Norte-Nordeste do Brasil, a primeira prenhez por TE em equinos documentada foi realizada
em 1996 (Carneiro e Liu, 1996), com nascimento do primeiro potro da raga Mangalarga Marchador em 1997.

Apesar de largamente difundida e utilizada em todo pais, a aplicacdo da TE ainda ¢ restrita devido ao
seu custo, sendo direcionada para animais de alto valor genético, principalmente para animais que atuam em
esportes ou exposigoes de animais (Squires et al., 1999).
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Producio in vitro de embrides equinos
Coleta de odcitos post-mortem ou eutanasiados

A maioria dos estudos de MIV de od6citos eqiiinos tem como base o uso de odcitos obtidos de ovarios
provenientes de éguas encaminhadas para abate ou éguas em estado terminal nos hospitais das Universidades
que pesquisam essa area. Os ovarios sdo geralmente transportados para o laboratorio em solucao salina aquecida
contendo antibidticos. Odcitos sdo coletados dos foliculos por técnicas de aspiracdo, curetagem da parede
folicular ou através do fatiamento dos ovarios (Choi et al., 1993; Shabpareh et al., 1993; Alm e Torner, 1994;
Carneiro et al.,, 2001). A dissecacdo da tunica albuginea do foliculo d4 uma maior visualizagdo folicular,
aumentando consideravelmente tanto a taxa de recupera¢do como a qualidade dos odcitos recuperados. O tempo
de recuperacdo dos odcitos também deve ser considerado para evitar o comprometimento dos mesmos. O tempo
transcorrido entre a obtengdo dos ovarios ¢ o inicio da colheita varia entre grupos de pesquisa, mas
aparentemente ndo afeta a viabilidade dos odcitos se realizados no periodo de até 6 horas (Carneiro et al., 2001).
Odbcitos podem ser obtidos também de éguas que forem encaminhadas para eutanasia, coletados conforme as
técnicas descritas acima (Carnevale et al, 2004).

Coleta de oocitos de animais vivos

Podem ser utilizadas duas técnicas:
a) coleta de odcitos maturados in vivo aspirados de foliculos pré-ovulatorio apos inducdo por hCG ou analogo de
GnRH (Carnevale e Ginther 1995);
b) coleta de odcitos presumivelmente imaturos recuperados de todos os foliculos visiveis seguido por MIV. As
taxas de recuperagdo oocitaria nessas técnicas de aspiragdo de foliculos imaturos de éguas tém sido baixa < 30%.
Essas taxas sdo atribuidas a forte ligagdo do odcito equino a parede folicular quando comparados com o odcito
bovino (Hawley et al., 1995).

Cuidados devem ser tomados com relag@o aos intervalos de aspirag@o na égua. Foi relatado (Duchamp
et al., 1995) uma associacgdo entre aspiragdo folicular uma vez por semana e redug¢do no numero de foliculos 8,7
para 4,7 e formagdo de abscessos (Bogh et al., 2003). Outros pesquisadores relatam 6tima taxa de recuperagao
em aspiracdes constantes a cada 15 dias (Richard Beck, 2016 comunicacgdo pessoal).

Criopreservagdo de oocitos

A criopreservacao de odcitos tem demonstrado importante valor na reprodugdo assistida em humanos,
devido ao fato de ultrapassar barreiras éticas, morais e religiosas encontradas na conservagao de embrides nessa
espécie (Fabbri et al., 2000). Em eqiiinos pode-se estabelecer um paralelo com a situacdo em humanos, nao
devido a fatores sociais, mas sim devido a dificuldade na criopreservacdo dos embrides. O embrido eqiiino €
envolto por uma capsula glicoproteica acelular que dificulta a penetracdo de crioprotetores, tornando o
congelamento mais um obstaculo a ser transposto (Eldridge-Panuska et al., 2005).

A criopreservacdo de odcitos equinos continua a ser um desafio devido aos baixos indices de
sobrevivéncia e desenvolvimento celular. Além disso, grande parte dos estudos utiliza odcitos maturos, devido
aos melhores resultados obtidos comparado com odcitos imaturos (MARA et al., 2013). Isso limita ainda mais o
numero de odcitos disponiveis para tais estudos.

Clinicamente, quando odcitos sdo recuperados post-mortem de éguas que sofrem morte prematura, os
proprietarios devem decidir imediatamente qual garanhdo sera destinado para produzir os ultimos embrides
obtidos a partir deste animal. Os proprietarios compreensivelmente desejam ter a capacidade de decidir isso no
futuro. Além disso, mesmo se um 6timo garanhdo é conhecido pelo proprietario da égua, as vezes nao ¢ possivel
obter o sémen desejado a tempo, optando-se assim por um garanhdo menos adequado (Hinrichs, 2013).

Maturacio Oocitaria
Oocitos recuperados de foliculos pré-ovulatorios (Maturados in vivo)

Estes oocitos sdo aspirados a partir de um foliculo pré-ovulatorio de uma égua que ja iniciou 0 processo
de retomada da meiose, precisando ser mantido até atingir o estagio de Metafase-II. Geralmente sdo aspirados 24
horas ap6s indugdo por hCG ou GnRH e cultivados por 12-18 horas antes de serem usados para transferéncia de
oocitos ou ICSI (Hinrichs et al., 1998, 2010; Jacobson et al., 2010). Odcitos recuperados de foliculos pré-
ovulatorios 24 horas apds estimulo hormonal encontram-se em estagio de Metafase-1, enquanto que os odcitos
recuperados 35 horas apds a indugdo hormonal encontram-se em estagio de metafase-II (Bézard et al., 1997).
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Maturacao in vitro (MIV)

A MIV pode ser atingida utilizando-se meios basicos de maturagdo, tais como M199 associado a
gonadotrofinas (SmUmL de FSH bovino), 10% SFB em estufa com 5% de CO, a 38°C (Carneiro et al., 2001).
Quando os o6citos sdo recuperados dos ovarios, as células do cumulus estdo intactas e podem ser classificadas
em Compactas ou Expandidas. Como nas demais espécies, oocitos com células do cumulus compacta sio
originados de foliculos viaveis, enquanto que as células expandidas sdo provenientes de foliculos que ja
iniciaram possivelmente um processo de atresia. Entretanto, um achado interessante na espécie equina ¢ que em
contraste com a espécie bovina, o6citos que apresentam células do cumulus expandidas apresentam uma taxa de
maturacdo muito superior ao de células compactas (65% vs. 20%, respectivamente; Alm e Hinrichs, 1996). Apos
a MIV, o6citos com células compactas ou expandidas apresentam taxa de maturagdo similares. Acredita-se que a
maioria do odcitos compactos sdo provenientes de foliculos pequenos, visto que a aquisi¢do da competéncia
meiotica aparentemente ocorre em foliculos acima de 20 mm de didmetro e a maioria dos foliculos processados
sdo menores que esse tamanho (Hinrichs e Schmidt, 2000).

Para um odcito ser fertilizado e ter a habilidade de desenvolver é necessario que ocorram maturagdo
nuclear e citoplasmatica normais (Eppig, 1996). Ambas sdo essenciais para o o6cito desenvolver a capacidade
para fertilizagdo e producdo embriondria. Maturagdo citoplasmatica pode ser classificada como o processo onde
o gameta feminino adquire as condigdes para suportar os diversos eventos da fertilizagdo e desenvolvimento
embriondrio (Wassarman e Albertini, 1994). Durante este processo, os odcitos passam por modificacdes
ultraestruturais e bioldgicas que permitem sua fertilizagdo e desenvolvimento. Dentre essas mudangas incluem
uma redistribui¢do das organelas celulares tais como granulos corticais (GC), mitocondrias, complexo de Golgi e
reticulo endoplasmatico (Wassarman e Albertini, 1994). E necessario que essas mudancas nucleares e
citoplasmaticas ocorram simultancamente integradas, conferindo assim aos odcitos a capacidade de serem
fecundados, descondensarem a cabega do espermatozoide, formarem os pré-nucleos e terem desenvolvimento
embrionario normal (Eppig, 1996). A maioria dos estudos em MIV de odcitos eqiiinos (Zhang et al., 1989; Willis
et al., 1991; Shabpareh et al., 1993; Goudet et al., 1997) avaliam a maturag@o através da coloragdo da cromatina
dando um minimo énfase a avaliagdo de maturagdo citoplasmatica. Na espécie eqliina, estudos mais
aprofundados da maturagdo citoplasmatica sdo limitados pela auséncia de um protocolo efetivo de FIV. Em
outras espécies domésticas, a migragdo dos GC t€m sido demonstrada como um importante critério de avaliagdo
de maturagdo citoplasmatica. Desta maneira, um novo sistema de mensura¢do de maturagdo citoplasmatica foi
testado nesta espécie através da avaliagdo de clivagem partenogenética (Carneiro et al., 2001). Posteriormente foi
descrito um padrao de distribuicdo dos GC durante a maturagao in vitro de odcitos eqiiinos comprovando neste
estudo que no sistema de maturagcdo proposto, maturagdo nuclear e citoplasmatica ocorreram normalmente
(Carneiro et al., 2002a).

Transferéncia de oocito (TO)

Trata-se do procedimento da deposicdo do odcito maturo, no oviduto de uma receptora previamente
inseminada. A fertilizagdo, o desenvolvimento embrionario e fetal ocorrera no trato reprodutivo da receptora.
Trata-se de um método de Técnica de Reprodugdo Assistida que foi desenvolvida para uso clinico e de pesquisa
com o objetivo de se conseguir prenhezes de éguas consideradas inférteis. O requerimento basico ¢ a doadora
fornecer um odcito viavel. O primeiro relato com sucesso TO foi realizado por Carnevale e Ginther em 1995.
Nesse estudo, foi reportado uma taxa de prenhez de 83% (Carnevale e Ginther 1995) e posteriormente a mesma
autora demonstrou que essa alta taxa de prenhez apresenta repetibililidade quando se utiliza éguas e garanhdes
férteis (Carnevale et al., 2000, 2001a, 2001b, 2003 e 2004). A receptora pode ser ciclica ou nao ciclica. Estudos
tem demonstrado mesma taxa de prenhez em ambas categorias (Carnevale et al., 2005).

Receptoras ciclicas

O odcito da receptora ¢ coletado antes da transferéncia. Se a receptora apresentar dois foliculos, evita-se
usa-la, para ndo te o risco de uma prenhez indesejada. Receptoras ciclicas podem ser usada no inicio do estro
quando o foliculo dominante encontra-se pequeno (< 30 mm) e a cérvix relaxando. Prostaglandina pode ser
administrada em receptoras que se encontravam em diestro e estradiol também pode ser utilizado para induzir
edema endometrial e relaxamento de cérvix. Apos a transferéncia, devera iniciar tratamento com Progesterona
sintética na receptora. E muito importante reiterar que a transferéncia de odcito tem o potencial de gerar uma
gestagdo com o 0ocito da propria receptora, por mais cuidados que o técnico venha a ter (Carnevale et al., 2005).

Receptoras aciclicas

Eguas com reduzida atividade folicular podem ser utilizadas como receptoras. A grande vantagem
dessas éguas ¢ a menor possibilidade de haver uma ovulag@o e a sincroniza¢do com a doadora tornar-se mais
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facil. Tratamentos com o intuito de reduzir a atividade folicular foram utilizados através da utilizagdo de
deslorelina, entretanto os resultados nao foram tdo satisfatorio no que diz respeito a sincronizagao entre doadora
e receptora (Carnevale et al., 1999).

Transferéncia Intrafalopiana de Gametas (GIFT)

A GIFT caracteriza-se pela deposi¢do cirurgica de odcitos maturos e espermatozdides capacitados
diretamente no oviduto. A GIFT, realizada primeiramente por Carnevale et al. (2000), envolve a deposicdo
simultdnea do s€men e do odcito no oviduto da receptora. A vantagem dessa técnica ¢ permitir o uso de baixas
quantidades de espermatozodides moveis (2 a 5 x10°) e a taxa de desenvolvimento embrionario varia de 27 a
82%. Esta taxa depende do sémen utilizado, sendo menor para o sémen congelado ou resfriado em comparagdo
ao sémen fresco (Carnevale et al., 2000; Coutinho da Silva et al., 2002).

Fertilizagdo in vitro (FIV)

Em diversas espécies domésticas assim como na espécie humana, embrides produzidos in vitro fazem
parte da rotina. Entretanto na espécie eqiiina isto ndo ¢ regra. Infelizmente, até esta data apenas 2 embrides foram
produzidos de FIV e em ambos casos os odcitos foram coletados de foliculos pré-ovulatérios conseqiientemente
maturados in vivo (Bézard et al., 1989). Devido ainda ao numero limitado de abatedouros de eqiiinos o tempo da
coleta dos ovarios a aspiragdo dos oodcitos tem variado consideravelmente (18-24 horas) dificultando
conseqiientemente os estudos e comprometendo a viabilidade dos odcitos estudados.

Devido ao insucesso adquirido com a FIV na espécie eqiiina, técnicas de reproducgdo assistida como
transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT) e microinje¢do intracitoplasmatica de espermatozéide (ICSI) tém
sido utilizadas como alternativas.

Microinjegdo intra-citoplasmdtica de espematozoide (ICSI)

A ICSI tém sido utilizada e os resultados documentados de taxas de prenhez atingem aproximadamente
60% (Choi et al., 2002). Nesta técnica, os oocitos sdo obtidos, maturados, desnudos e em seguida aqueles com o
primeiro corpusculo polar aparente sdo utilizados. Amostra de sémen fresco ou descongelado ¢ lavada e
colocada em meio com polivinilpirrolidona. A cauda do espermatozdide é seccionada e a cabeca injetada dentro
do odcito, sendo este ativado ou ndo quimicamente e cultivado in vitro ou transferido para o oviduto de uma
receptora (Squires et al., 1996). A colheita de o6citos maturados in vivo através da aspiragdo transvaginal (oocyte
pick-up — OPU) em foliculos pré-ovulatorios (Li et al., 1995) transferidos através de GIFT ultrapassa a barreira
da maturagdo in vitro e tem proporcionado relativamente altas taxas de prenhez (Carnevale ¢ Ginther, 1995),
tendo o inconveniente de ndo aprofundarmos o conhecimento nos mecanismos envolvidos nos insucessos da
MIV e FIV na espécie eqiiina. Véarios pesquisadores documentaram a producdo de potros utilizando ICSI em
odcitos maturados in vitro (Squires et al., 1996; Cochran et al., 1998; McKinnon et al., 2000). Choi et al. (2002)
compararam o desenvolvimento de odcitos maturados in vitro e fertilizados por ICSI utilizando-se sémen fresco
ou congelado do mesmo garanhdo. Odcitos microinjetados foram cultivados por 20 a 96 horas ou transferidos
para o oviduto de éguas receptoras e coletados 96 horas mais tarde. Taxas de fertilizacdo baseado em formagao
de pro-nucleo e clivagem apds 20 horas ndo foram significantes entre s€émen fresco ou congelado. Embrides
cultivados in vivo por 96 horas tiveram um nimero estatisticamente significativo maior de niicleos em ambos os
grupos fresco ou congelado comparado com os ovocitos maturados in vitro. A taxa de clivagem p6s-ICSI com
sémen fresco foi 72% e 55% usando sémen congelado. Lazzari et al. (2002) compararam o desenvolvimento
embriondrio de odcitos eqiiinos fertilizados por ICSI em garanhdes férteis e sub-férteis. A hipdtese testada era se
ICSI poderia ser utilizada para prever fertilidade de sémen congelado. Apds microinje¢do, os odcitos foram
deixados clivar in vitro. No dia 2, embrides clivados foram transferidos cirurgicamente para oviduto de ovelha.
No dia 7 embrides foram recuperados. Nao houve diferenca significativa nas taxas de clivagem para os 4
garanhdes usados nesse estudo com exce¢do de um garanhdo que ndo apresentava espermatozoide movel. As
taxas de clivagem para os demais trés garanhdes foram 75, 63 e 79%. Desenvolvimentos de embrides clivados
para os estagios de morula compacta ou blastocistos foram 48, 43, 45 e 0% respectivamente para os quatro
garanhdes. Quatro embrides Grau-I foram transferidos transcervicalmente em pares para 2 receptoras resultando
em duas prenhezes gemelares. Em outro estudo no mesmo laboratério (Galli et al., 2002), desenvolvimento
embriondrio p6s-ICSI foi comparado para embrides clivados cultivados in vitro versus cultivado em oviduto de
ovelha. Embrides cultivados em oviduto de ovelha resultaram em 56% de moérula ou blastocisto versus 20% para
os cultivados in vitro. Dois embrides derivados de cultivo in vitro e 10 derivados de cultivo in vivo em oviduto
de ovelhas foram transferidos para receptoras sincronizadas. Taxa de prenhez foi 100% (2 de 2) e 20% (2 de 10)
respectivamente. Em um recente estudo utilizando-se ICSI, observamos (Carneiro et al., 2011) a presenca de
granulos corticais pos-fertilizagdo. Granulos corticais sdo organelas derivadas do Aparelho de Golgi formados
durante os primeiros estagios do desenvolvimento e maturagdo oocitarias localizadas na regido cortical dos
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odcitos. Apds a fusdo espermatozoide-oocito, ocorre reagdo cortical com exocitose do contetido dos GC que
modificam a morfologia da zona pelucida prevenindo assim a polispermia (Hoodbhoy e Talbot, 1994). Em
roedores e masurpiais, foi demonstrada (Dandekar e Talbot, 1992) a presenca de algumas proteinas dos GC no
espago perivitelino pos-fertilizacdo que se manteve até a eclosdo do blastocisto. Neste trabalho foi possivel
identificar a presenca de conteudo do GC pos-fertilizacdo na espécie eqiiina. De 18 odcitos microinjetados, 5
fertilizaram (27,7%). Todos os odcitos fertilizados apresentaram contetido de GC préximos aos blastdmeros.
Apesar de serem dados preliminares podemos confirmar a presenga de GC pds-fertilizacdo na espécie eqiiina.
Futuros estudos serdo necessarios para compreendermos a funcdo reguladora dessa organela durante a clivagem
ou o desenvolvimento embriondrio prévio e qual o mecanismo se de manutencdo no espaco perivitelino pré-
fertilizacdo ou se sintetizado de novo pods clivagem.

Clonagem

Em mamiferos, a clonagem de embrides a partir da biparti¢do teve inicio com o desenvolvimento das
técnicas de TE e a primeira transferéncia de blastdmeros para odcitos enucleados foi realizada no Canada
(Willadsen, 1989). Entretanto, a produg@o de um clone a partir de uma célula proveniente de um individuo adulto
so foi relatada pela primeira vez em 1997 com o nascimento da ovelha Dolly (Wilmut et al., 1997). Estes autores
conseguiram provar a possibilidade de se induzir células diferenciadas e estas serem capazes de apresentar
desenvolvimento embrionario normal. Transferéncia nuclear é obtida através da fusdo de uma célula doadora
com um ooécito enucleado em estagio de metafase-II. A fusdo com células somaticas pode ocorrer através de
eletrofusdo ou pela injecdo direta de nucleo de células somaticas dentro do citoplasma do odcito da receptora.
Em eqiiinos, a primeira transferéncia nuclear para produgdo de embrides foi publicada por Li et al. (2000). Os
baixos resultados obtidos na FIV possivelmente retardaram os estudos nessa espécie, entretanto com o advento
da ICSI foi possivel testar a viabilidade de odcitos maturados in vitro ¢ produzir embrides destinados a clonagem
(Hinrichs et al., 2005). Inicialmente, foram encontradas grandes dificuldades no desenvolvimento da técnica de
transferéncia nuclear tanto na taxa de fusdo entre odcitos e células dos doadores, quanto na taxa de clivagem, que
eram menores que 15% (Hinrichs, 2006). Apesar disso, Woods et al. (2003) relataram o nascimento de trés
mulas clonadas e poucos meses depois, foi documentada o nascimento da primeira potra clonada a partir de
células diferenciadas (Galli et al., 2003) comprovando o rapido avango dessa técnica na espécie equina.
Posteriormente, Hinrichs et al. (2006) relatou o nascimento de dois produtos. A partir de entdo empresas
comerciais entraram no ramo de producdo de clones na espécie equina. Uma curiosidade nessa espécie, ¢ que
apesar das taxas de perdas embrionarias e fetais documentadas serem elevadas, os potros nascidos nao
apresentaram os problemas relatados nas demais espécies domésticas nao necessitando de assisténcia obstétrica
(Galli et al., 2003; Woods et al., 2003), o que pode fazer dessa espécie um modelo interessante para entendermos
os mecanismos da clonagem nas demais espécies.

Consideracoes Finais

Produgdo in vivo de embrides equinos a partir da técnica de TE passou a ser rotina na Reprodugdo
Equina. Com relagdo a produgao in vitro, apesar do grande avanco adquirido nos ultimos anos, varios aspectos
ainda necessitam de esclarecimento. Algumas questdes estdo associadas a avaliagdo da competéncia bioldgica
dos gametas e ao proprio sistema de cultivo. Estudos abordando os diversos mecanismos envolvidos estdo sendo
conduzidos em diversos laboratérios no mundo inteiro. As técnicas de reprodugdo assistida como ICSI, TO e
GIFT servem como alternativas e passam a ser utilizadas com o objetivo de transpor parte desses obstaculos
auxiliando em uma maior compreensdo dos diversos aspectos envolvidos na MIV de oodcitos eqiiinos. Nos
estudos em clonagem, que ja vem sendo utilizada comercialmente por algumas empresas, pesquisadores
abordam outros questionamentos ¢ maiores estudos serdo necessarios para compreender alguns dos mecanismos
propostos e esclarecer essas duvidas.
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