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RESUMO: Relatos apontam que a espécie equina foi a primeira a ser submetida a inseminagao
artificial. Apesar deste fato, o desenvolvimento da reproducao assistida nos equinos foi lento em
comparacdo as demais espécies voltadas diretamente para a produgdo animal. A liberacdo do uso
da transferéncia de embrides pela maioria das associa¢des de ragas estimulou o desenvolvimento e
a expansdo de algumas técnicas de multiplicacdo animal para uso em equinos. A presente revisao
teve por objetivo abordar as biotécnicas avancadas atualmente disponiveis para a espécie, como
a superovulagdo, a transferéncia de ovocitos, a transferéncia intratubarica de gametas, a injegao
intracitoplasmatica de gametas, a producao in vitro de embrides e a clonagem, enfatizando suas
aplicaces pratica e clinica, bem como determinados desafios que ainda precisam ser superados
em cada biotécnica.

Palavras-chave: clonagem, injecdo intracitosplasmaética de espermatozéide, produgdo in vitro de
embrides, superovulacdo, transferéncia de ovocitos, transferéncia intratubaria de
gametas.

ADVANTAGES AND CHALLENGES OF ADVANCED BIOTECH USED IN ASSISTED EQUINE
REPRODUCTION

ABSTRACT: Some reports suggest the equine species as the first one to be subjected to the artificial
insemination. Despite this fact, the development of assisted reproduction in this species has been
slow when compared to other production species. The authorization of the use of embryo transfer
by some breed associations stimulated the development and expansion of several reproductive
techniques for use in horses. The present study aimed to address the advanced biotechnologies
currently available for this species, such as superovulation, transfer of oocytes, gamete
intrafallopian transfer, in vitro production of embryos and cloning, emphasizing their practical and
clinical applications, as well as certain challenges that still need to be overcome in each biotech.

Keywords: cloning, intracytoplasmic sperm injection, in vitro production of embryos,
superovulation, oocyte transfer, gamet intrafallopian transfer.
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INTRODUCAO

Acredita-se que a espécie equina tenha sido a
primeira a ser submetida com sucesso a inseminacdo
artificial (Allen, 2005). No entanto, em comparacdo
as demais espécies domésticas o desenvolvimento
da reproducdo equina foi mais lento.

Em 2002 a Associagdo Americana do Cavalo
Quarto de Milha permitiu o registro ilimitado de
potros produzidos por égua em cada ano através
da transferéncia de embrido (TE), contribuindo
consideravelmente com a popularizagdo desta
técnica (SQUIREs ef al., 2003).

A busca por animais geneticamente superiores
e a possibilidade do uso de individuos com
subfertilidade adquirida  impulsionou o
desenvolvimento de algumas técnicas reprodutivas
em equinos. A partir da TE varias biotécnicas
surgiram, rompendo a barreira da subfertilidade e
infertilidade adquiridas, e até da morte do animal.

Alguns procedimentos ja sdo utilizados
comercialmente, tais como a superovulagdo (SOV),
transferéncia de ovitos (TOv) e clonagem. Dentre
estas, a SOV é a que possui o maior ntimero de
estudos, em contrapartida, a producgdo in wvitro
de embrides (PIVE) ainda precisa de maiores
investigagOes para a aplicacao em nivel comercial.
Estudos estio sendo conduzidos na tentativa
de compreender melhor os mecanismos que
influenciam o sucesso ou insucesso dessas técnicas,
e permitir a insergdo destas na rotina da reproducédo
dos equinos.

A presente revisdo teve como objetivo abordar
as biotécnicas avangadas utilizadas atualmente na
reproducdo equina assistida, como a superovulagao,
a transferéncia de ovodcitos, a transferéncia
intratubarica de gametas, a clonagem e as técnicas
envolvidas na produgdo in vitro de embrides, que sdo
a fecundacgdo in vitro, a injecdo intracitoplasmatica
de espermatozoide, enfatizando suas aplicacoes
prética e clinica.

DESENVOLVIMENTO
Superovulacdo (SOV)

O primeiro relato de sucesso da SOV na espécie
equina ocorreu na década de 1970 por DoucLas et
al. (1974) utilizando o extrato de pituitdria equina
(EPE). Algumas substincias testadas ndao foram
eficientes em promover a SOV em éguas, tais como:
horménio foliculo estimulante suino (CULLINGFORD et
al., 2010), imuno neutralizagdo da inibina (Squires,

2006), gonadotrofina coriénica equina e horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH; SquIREs et al.,
2003). Por esse motivo as pesquisas se direcionaram
para protocolos que utilizam o EPE, horménio
foliculo estimulante equino (e-FSH), combinagdo
entre hormonio foliculo estimulante recombinante
(re-FHS) e hormonio foliculo luteinizante
recombinante (re-LH) e o acetato de deslorelina.

O tratamento para a SOV deve ser iniciado antes
que ocorra a selegdo do foliculo dominante, quando
o maior foliculo atinge aproximadamente 23,5 mm
de didmetro. No caso de éguas com duas ondas
foliculares, este deve se iniciar durante a fase de
crescimento dos foliculos da segunda onda. Uma
alternativa é examinar a égua cinco dias apds a
ovulagdo e, se 0 maior foliculo tiver entre 23 e 25 mm
de didmetro, iniciar o tratamento superovulatério
(Squirgs, 2006).

O uso do EPE resulta em grande variacdao
da taxa ovulatéria, provavelmente pela falta de
padronizacdo das concentracdes de FSH e LH
presentes no extrato in natura (SQUIRES et al., 2003).
Quando o EPE é associado a gonadotrofina coriénica
humana (human corionic gonadotropin - hCG), além
de promover o desenvolvimento de um ntmero
maior de foliculos, parece ter efeito benéfico sobre
a maturacdo, resultando em maior nimero de
foliculos com células da granulosa expandidas. Tal
fato, provavelmente, se deve a estimulacao indireta
do LH através de mediadores pardcrinos das células
da teca (Branco et al., 2009).

Os protocolos utilizando e-FSH buscam
promover o desenvolvimento de um maior nimero
de foliculos pré-ovulatérios responsivos ao indutor
de ovulagdo, independente do eixo hipotalamico-
hipofisario, por causar um estimulo direto no
ovario. Embora aumente a taxa ovulatéria, nao
produz uma elevagdo correspondente no nimero
de embrides recuperados, além destes apresentarem
alteracoes morfolégicas (Araujo et al, 2008;
Raz et al., 2009). As baixas taxas de recuperagdo
podem estar associadas ao estimulo insuficiente
de LH, alteracdes no ntmero de receptores de
LH ou alteragdes na afinidade dos receptores de
gonadotrofinas nos foliculos de éguas submetidas
ao protocolo de superovulacdo (Raz et al., 2011). Os
mesmos autores relataram que o e-FSH também
modifica o ténus e o edema uterino, promove uma
variagdo nas concentragdes séricas de progesterona
(P,) e estradiol (E,), sendo que estas alteracdes
podem estar associadas as altas taxas de foliculos
anovulatérios e as baixas taxas de prenhez. Além
disso, recomendam maiores investigacdes quanto
aos efeitos da e-FSH na secrecdo e contratilidade
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do oviduto e titero, bem como na viabilidade e
desenvolvimento embrionario.

Gonadotrofinas recombinantes tém sido tema
de recentes pesquisas buscando o sucesso da SOV
em éguas. O uso do re-FSH aumenta o ntimero
de foliculos pré-ovulatérios, resultando em maior
concentragdo de E, circulante, que por sua vez
diminuem a quantidade de receptores para GnRH
na hipdfise anterior, impedindo o surgimento
do pico de LH, comprometendo, desta forma, a
maturagdo folicular e ovocitdria (MEYERs-BROWN
et al., 2010). Por outro lado, quando foi testada a
associacdo entre re-FSH e re-LH verificou-se um
ambiente mais favordvel para a maturagdo dos
ovOcitos, resultando em um aumento no nimero
de ovulacoes e de embrides recuperados, quando
comparado ao uso isolado do re-FSH (MEYERs-
BrowN et al., 2011).

Um estudo recente descreveu a inducdo de
ovulagdes duplas com acetato de deslorelina, um
analogo sintético do GnRH, que mostrou-se efetivo
para aumentar o numero de ovulagdes, com taxa
de recuperagdao embrionaria similar aquela obtida a
ovulagdo tnica (NAGAO et al., 2012).

Em sintese, a SOV busca recrutar o maior nimero
de foliculos de uma onda com consequente aumento
no namero de ovulagdes e embrides produzidos.
Porém, ainda existem barreiras que impedem que
esta biotécnica se torne rotina na reproducao equina,
como a falta de um produto comercial padronizado
e o baixo nimero de embrides produzidos em
relacdo a taxa de ovulacéo.

Transferéncia de Ovécitos (TOv)

Entre as novas técnicas de reproducdo assistida
usadas na espécie equina, a TOv é a que apresenta
a maior eficiéncia. A técnica consiste em recuperar
ovocitos de éguas doadoras e transferi-los para o
oviduto de receptoras, as quais sdo inseminadas
com o sémen do garanhdo desejado (HINRICHS et
al., 2000). A TOv surgiu como uma alternativa para
produzir embrides a partir de éguas incapazes de
fazé-lo pelas técnicas convencionais de transferéncia
embriondria (SQUIRES ef al., 2003).

Os ovocitos sdo coletados apds administracdo
de hCG ou deslorelina e os critérios para a
administragdo doindutor de ovulagdosdoa presenca
de um foliculo com no minimo 35 mm de didmetro,
relaxamento uterino e cervical, e edema uterino
(CARNEVALE et al., 2005). A recuperacdo dos ovécitos
pode ser realizada por laparotomia, colpotomia,
puncdo de flanco ou aspiracdo transvaginal guiada

por ultrassom (ovum pick up - OPU; Carnevale,
2004).

A lavagem da cavidade folicular durante a OPU
resulta em maior taxa de recuperagdo de ovécitos
quando as éguas se apresentam em estro (MARrI et
al., 2005), com valores variando de 70-80% quando
feita imediatamente antes da ovulagdo (CouTiNHO
DA SiLvA et al., 2002; Uriant et al., 2009). A taxa de
recuperagdo de ovdcitos aspirados de foliculos
imaturos é cerca de 20%, pois as células do cumulus
oophorus encontram-se firmemente aderidas a
parede do foliculo (CARNEVALE e MACLELLAN, 2006).

E possivel obter ainda ovécitos com a aspiragao
e curetagem folicular post mortem, resultando
em uma alta taxa de recuperagdo (CARNEVALE e
MactLELLAN, 2006). As condigdes mais apropriadas
para o transporte dos ovarios sdo manté-los a 30°C
sem exceder o periodo de 4 h, evitando alteragdes
morfolégicas (HinricHs e CHol, 2005; Carnevale e
MACLELLAN, 2006). RiBEIRO et al. (2008) testaram dois
periodos de espera entre a aspiracao e a manipulagao
dos ovécitos (periodo curto - aproximadamente
7 h e periodo longo - aproximadamente 20 h) e
observaram que a aspiracao folicular seguida por
um longo periodo de espera resulta em baixa taxa
de maturagdo até o estigio de metéafase Il e de
desenvolvimento de blastocistos.

Ao se recuperar ovocitos imaturos é necessario
cultivé-los in vitro até o estagio de metafase II
(CoutinHO DA SiLva, 2008). Os meios comumente
utilizados sao a solucdo salina suplementada com
substratos energéticos, o Ham’s F-10 e o TCM-
199. A taxa de maturacao in vitro varia entre 50 e
70%, porém, a capacidade de desenvolvimento
embriondrio é menor em comparagao aos maturados
in vivo (CARNEVALE e MACLELLAN, 2006).

Quando o ovécito é recuperado 24 h apés a
indugdo da ovulagdo este é cultivado in vitro por 12
a 16 h, e quando a recuperacao é feita proxima as 36
h apés a indugdo da ovulagdo os ovécitos podem
ser transferidos diretamente para o oviduto das
receptoras (CARNEVALE, 2004; COUTINHO DA SILVA,
2008), que, por sua vez, podem ser ciclicas ou
aciclicas. CARNEVALE ef al. (2005) ndo encontraram
diferenca entre as duas categorias, destacando que
trabalhar com as aciclicas permite utilizar menor
quantidade de éguas e melhor sincronizacao,
necessitando apenas da utilizacdo de progesterona
ou progestagenos apos a transferéncia, ao invés de
todo o protocolo de sincronizagdo e subsequente
escolha da melhor receptora. Adicionalmente,
destaca-se que neste caso pode nao haver a
necessidade de realizar puncdo folicular nas
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receptoras para evitar a fecundagdo indesejada do
proprio ovocito.

O ovdcito é transferido por laparotomia de
flanco mantendo a receptora em estagdo. O ovario
é exteriorizado e levemente rotacionado para a
exposicao do oviduto. Posteriormente, uma pipeta
de vidro esterilizada contendo o ovécito é inserida
cerca de 2 a 3 cm no interior do infundibulo e
o conteido da pipeta é depositado no oviduto
(SAMPER ef al., 2007).

A inseminagdo da receptora se mostra mais
eficaz quando feita entre 12 e 14 h antes da TOv,
com uma concentragdo espermdtica minima de
1 x 10°. CaRNEVALE et al. (2000) obtiveram 57% de
prenhez inseminando as receptoras apenas apds a
TOv, enquanto Scortr et al. (2001) obtiveram 80% de
prenhez inseminando-as antes.

Os principais fatores que afetam o sucesso de
um programa de TOv sdo a qualidade do ovécito,
do sémen e a idade da doadora (SQUIREs et al., 2003).
CARNEVALE et al. (2005) ndo encontraram diferenca
ao utilizar sémen fresco, refrigerado e congelado, de
qualidade e concentragdo variadas. Por outro lado,
a idade da doadora teve efeito significativo sobre
a taxa de prenhez. Adicionalmente, CARNEVALE et
al. (2010) observaram que doadoras com mais de
19 anos demonstraram declinio na viabilidade dos
ovocitos. A TOv é um método eficiente na obtencado
de embrides de doadoras incapazes de produzi-
los de maneira convencional e os resultados
esperados sao de 70% de recuperagdo de ovocitos,
com taxa de prenhez entre 35 e 50% (HINrICHS e
CHol, 2005). Embora lesdes ovarianas causadas
por aspiracoes foliculares consecutivas parecam
nao comprometer a fertilidade das éguas doadoras
(Mari et al., 2005), mais estudos sdo necessarios na
busca de se desenvolver métodos ndo cirtrgicos
para a transferéncia e alcancar melhores taxas de
recuperagdo de ovécitos imaturos.

Transferéncia Intratubarica de Gametas (Gamete
Intrafallopian Transfer - GIFT)

A GIFT se desenvolveu a partir dos estudos
com TOv e consiste em transferir ovoécitos e
espermatozoides conjuntamente para o oviduto
de uma égua receptora. Diferente da TOv, a GIFT
exige um ndmero consideravelmente menor
de espermatozoides, uma vez que estes sdo
depositados diretamente no local de ocorréncia
da fecundagao, sendo uma técnica indicada para a
utilizagdo de sémen com baixo ntimero de gametas
ou de qualidade inferior, como no caso de garanhoes

subférteis, sémen congelado e sexado (SQUIREs ef al.,
2003; CARNEVALE, 2004).

Ao comparar os resultados da TOv e GIFT,
CARNEVALE et al. (2000) obtiveram taxas de prenhez
similares, de57(8/14)e27% (3/11), respectivamente.
Apesar da diferenca numérica, ndo foi observada
diferenca significativa entre as técnicas. Os autores
sugerem que o resultado inferior da GIFT pode
estar relacionado com o comprometimento da
capacitagdo espermatica devido a deposicao direta
no oviduto, sem a passagem do espermatozoide
pelo ttero. Outra hipétese levantada pelos autores
é que a remogdo das células do cumulus antes da
realizacdo da técnica poderia ser benéfica, porém,
durante o experimento a transferéncia dos ovécitos
foi feita com células do cumulus intactas. COUTINHO
DA SILvA et al. (2002) também compararam os
resultados da TOv e GIFT, e ndo encontraram
diferenca significativa nas taxas de prenhez (65%
vs 55%). Porém, a GIFT tendeu a ser mais eficiente
quando os ovdcitos foram coletados 22 h apés a
indugdo da ovulagdo, em comparacdo com 33 h.

Outro estudo comparou os resultados da
TOv e GIFT utilizando sémen fresco, refrigerado
e congelado. No primeiro experimento os
pesquisadores utilizaram sémen fresco em ambas
as técnicas e o sémen congelado apenas na GIFT.
Quando o sémen fresco foi utilizado, as taxas de
prenhez foram semelhantes, sendo de 57% para TOv
e 82% para GIFT. Porém, a taxa de prenhez na GIFT
realizada com sémen congelado foi de apenas 8%.
No segundo experimento foi feita a comparacao das
duas técnicas utilizando-se sémen refrigerado, onde
a taxa de prenhez foi significativamente maior para
o sémen depositado no ttero (83%) em comparacao
ao depositado no oviduto (25%) (CouTINHO DA SILva
et al., 2004).

Os estudos demonstram que a GIFT pode ser
empregada na reproducgdo equina com a obtengdo
de bons resultados quando o sémen fresco é
utilizado, sem a necessidade de se realizar a
aspiragdo folicular das receptoras, tendo em vista
que tanto o ovécito da doadora quanto o sémen
sdo depositados concomitantemente no oviduto,
evitando a fecundacdo do ovdcito da receptora,
mesmo que esta se encontre ciclica. Os motivos dos
baixos resultados utilizando-se sémen refrigerado
ou congelado ainda sdo temas de investigacoes
pelos pesquisadores.

Producio in vitro de embrides (PIVE)

A PIVE é uma biotecnologia utilizada em varias
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espécies, principalmente em bovinos devido ao
interesse da cadeia produtiva em multiplicar
o material genético de fémeas selecionadas.
Adicionalmente, nesta espécie (bovinos) ha
grande disponibilidade de ovérios provenientes
de frigorificos e da liberdade para a realizagdo de
pesquisas. Em contraste, as principais limita¢des nos
equinos sdo a escassa disponibilidade de ovarios,
a taxa de recuperacdo de ovdcitos muito baixa,
e o limitado interesse dos criadores de cavalos e
associagoes de raga (GaLLI et al., 2007).

Uma caracteristica da égua é a coleta mais
frequente de ovécitos com cumulus expandido, fato
que quando observado em outras espécies (tais
como 0s ruminantes e suinos), esta geralmente
relacionado com a aspiracdo de ovdcitos
provenientes de foliculos atrésicos, os quais sdo
geralmente descartados devido a sua reduzida
capacidade de desenvolvimento (GaLul et al.,
2008). No entanto, na espécie equina, os ovdcitos
com cumulus expandido maturam normalmente e
apresentam desenvolvimento normal (GALLI et al.,
2007).

As maiores barreiras para o sucesso da PIVE
na espécie equina sdo a maturagao ovocitdria e a
capacitagdo espermatica. Os estudos com maturagdo
ovocitaria in vitro sdo reduzidos devido a baixa
disponibilidade de ovarios de abatedouro para a
realizagdo de pesquisas. A indugdo e a avaliagdo
da capacitagdo sdo procedimentos complexos e o
tratamento reduz consideravelmente a vida ttil dos
espermatozoides (SQUIRES et al., 2003; SAMPER et al.,
2007).

A adicdo de procaina ao meio de capacitacdo
espermatica Whittens modificado demonstrou
resposta positiva na indugdo da hiperativacao e
na PIVE. A taxa de fertilizacdo PIVE utilizando o
sémen incubado em meio com procaina foi 66% (4/
6). Porém, em contraste, na sua auséncia nao houve
fecundagdo (McPARTLIN et al., 2009).

O desenvolvimento embriondrio inicial in
vitro na espécie equina ainda é um desafio aos
pesquisadores. Durante o periodo intrauterino
inicial o embrido equino migra pelo corpo do
utero e é envolto em uma capsula glicoproteica
que o protege. A uterocalina é a principal proteina
secretada pelas glandulas endometriais sob o
estimulo da progesterona e faz parte da capsula
glicoproteica do embrido. A adigdo in vitro desta
proteina, apesar de resultar na formacao da capsula,
ndo apresentou regularidade em sua estrutura,
diferindo de embrides com desenvolvimento in
vivo, o que pode significar que a uterocalina é
importante para a formacdo da cdpsula, mas que

provavelmente existam outros fatores maternos
envolvidos na formacdo deste envoltério (Smits et
al., 2012a).

Com o insucesso da PIVE desenvolveu-
se a técnica de injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI). DeLL’AquiLa et al. (1997)
compararam a PIVE e ICSI e observaram que a
formacao dos pré-nticleos ou ocorréncia daclivagem
foram de 8,7% e 29,8%, respectivamente, sendo
que na PIVE o desenvolvimento embriondrio nao
ocorreu. Portanto, atualmente, a ICSI é uma técnica
mais eficiente na producao in vitro de embrides para
a espécie equina do que a PIVE.

Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoide
(Intracytoplasmic Sperm Injection - ICSI)

A ICSI é uma técnica de reproducdo assistida
bastante utilizada em humanos, principalmente nos
casos de infertilidade masculina. Em equinos, pode
ser empregada para produzir embrides vidveis
de éguas incapazes de produzi-los pelas técnicas
de rotina e também como ferramenta de pesquisa
(McKinNoON et al., 2009).

A técnica, ainda em desenvolvimento
para equinos, consiste em injetar um tunico
espermatozoide no interior do citoplasma do
ovocito, eliminando as etapas fisioldgicas da
capacitagdo espermatica, ligacao do espermatozoide
ao ovocito, reacao acrossomal, fusdo das membranas
dos gametas e penetracdo no ovocito (SQUIRES et
al., 2003). A ICSI é indicada nos casos de falhas na
ovulacao, obstrucao do oviduto, patologias uterinas
severas, problemas de ligacdo ou penetragdo do
espermatozoide no ovécito proveniente de égua
senil, sémen de baixa qualidade, baixo namero de
espermatozoides e morte da égua doadora ou do
garanhao (CARNEVALE et al., 2007; CARNEVALE et al.,
2010).

A célula espermatica utilizada na injecao
pode se originar de preparagdes de sémen fresco,
refrigerado, congelado ou liofilizado, nao havendo
diferenca entre as taxas de clivagem (CHor et
al., 2002; Cuor et al, 2011). Quando injetado
espermatozoide proveniente de sémen liofilizado,
a célula é imovel, por isso o ovocito deve ser
ativado para que haja a formagdo do blastocisto.
CHor ef al. (2011), em um experimento realizado
na espécie equina, injetaram, juntamente com o
espermatozoide, extrato espermatico para induzir
essa ativagdo, ndo apresentando diferenca na taxa
de clivagem quando comparado a injecdo com
espermatozoide derivado de sémen congelado.
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Alguns experimentos mostraram desenvolvimento
anormal do embrido cultivado in vitro apds a ICSL
Este fato estd associado com uma clivagem tardia
em relagdo aquela in vivo (GRONDAHL ef al., 1997).
A alteracdo esta relacionada as anormalidades
na expansao do blastocisto entre o 6° e 7° dia, ndo
havendo ruptura da zona pelticida, nem a formagéao
da capsula embriondria, como ocorre normalmente
no processo in vivo (CHol et al., 2004).

Lazzart et al.  (2002) observaram o
desenvolvimento embrionario apés a ICSI com
sémen congelado de diferentes fertilidades,
ndo havendo diferenga significativa na taxa de
formac@o de blastocisto, desde que a célula injetada
seja movel. Adicionalmente, CHor et al. (2006)
demonstraram que é possivel descongelar, diluir,
subdividir e recongelar o sémen sem afetar a taxa de
formacao de blastocisto nesta biotécnica, indicando
que as células que sobrevivem ao reprocessamento
sdo viaveis para utilizacdo na ICSI, aumentando
o rendimento do uso de palhetas, principalmente
quando estas ndo podem ser repostas como no caso
de garanhdo que veio a 6bito.

A idade da doadora do ovécito influencia as
taxas de prenhez apds a ICSI. CARNEVALE et al. (2010)
relataram idade média de 15,35 anos para receptoras
prenhes e 18,03 anos para as nao-prenhes, aos 50
dias de gestacdo, confirmando um declinio na
qualidade do ovécito associado ao envelhecimento
da doadora.

Assim, destaca-se que além de aumentar a
eficiéncia no uso do sémen e permitir a utilizagdo
de garanhoes com baixa fertilidade, a ICSI elimina
o risco de endometrite nas éguas receptoras
quando comparada a TOv, uma vez que dispensa
a inseminacdo das mesmas. Além disso, o manejo
é facilitado porque ndo é preciso remover o ovocito
da receptora. Entre as desvantagens da técnica estao
a necessidade de equipamento especifico e mao de
obra especializada para realiza-la, o risco de ruptura
dos ovécitos durante o processo e a baixa taxa de
clivagem observada nos ovécitos maturados in vitro
(Hmrichs, 2005). Portanto, a aplicagdo da ICSI seria
maior se as taxas de formacéao de blastocisto in vitro
fossem mais satisfatorias.

Clonagem

A clonagem é definida como o processo de
gerar um individuo com carga genética idéntica
ao original. A clonagem de equideos s6 passou
a ser reportada a partir de 2002, sete anos apds o
primeiro relato de um clone de mamifero, com o
nascimento de burros e potros clonados (GALLI et
al., 2003; Woops et al., 2003).

A clonagem padrdo é realizada pela técnica da
transferéncia nuclear de células somaticas. O tnico
papel do animal clonado é doar uma amostra de
tecido, que geralmente é obtida por biopsia de pele.
Neste caso entdo, as células teciduais, geralmente
fibroblastos, sao mantidas em meio de cultura até
que tenham crescido suficientemente, sendo depois
isoladas do tecido (HinricHs, 2006).

A genética das doadoras de ovdcitos ndo é
importante, pois a cromatina e o corpusculo
polar sdo aspirados por uma pipeta, tornando
o ovocito enucleado, que passa a ser chamado
de ovoplasto ou citoplasto. A célula somatica é
selecionada e posicionada no espago perivitelineo
abaixo da zona peltcida do ovécito, utilizando-se
um micromanipulador. Em seguida, procede-se a
fusdo entre as membranas da célula doadora e do
citoplasto através de pulsos elétricos.

Outra maneira de se fazer a transferéncia é
romper a membrana da célula somdtica e injetar
o ntcleo diretamente no citoplasma do ovécito. O
ovocito reconstituido é entao ativado quimicamente
para que ocorra a descondensagdo da cromatina da
célula somatica e a primeira mitose, originando
um embrido com duas células. A ativacdo quimica
é realizada através do influxo de fons calcio no
interior do ovdcito, que na fecundagdo normal é
realizada pelo espermatozoide. Na transferéncia
nuclear esta ativacdo quimica do ovécito pode
ser feita com ionomicina ou uma associacdo de
ionomicina e extrato espermatico. Os ovdcitos
recombinados e ativados sdo transferidos para o
oviduto de receptoras por laparotomia de flanco,
ou, podem ser cultivados in vitro por 7 a 8 dias
até o estdgio de blastocisto e transferidos pela via
transcervical para o ttero de receptoras (HINRICHS,
2006; HiNRICHS et al., 2007).

O primeiro clone de um equideo foi produzido
por Woops et al. (2003), sendo transferidos 305
embrides que resultaram no nascimento de trés
burros. GaLLr et al. (2003) produziram o primeiro
equino clonado, resultando no nascimento de uma
potra, que curiosamente foi gerada pela égua que
doou a célula somatica, ou seja, estava gestando
seu proprio clone. No Brasil o primeiro relato de
sucesso com a clonagem de equinos foi em 2012
com o nascimento do clone de um dos principais
ancestrais da raca Mangalarga, o garanhao Turbante
JO (NascivenTo, 2012).

Recentemente, CHot et al. (2013) obtiveram su-
cesso na produgdo de um potro fazendo a transfe-
réncia nuclear em ovdcitos recuperados de foliculos
imaturos. Estes ovécitos foram recuperados de um
animal vivo via OPU e submetidos a maturacao in
vitro.

89 B. Industr. Anim., Nova Odessa,v.71, n.1, p.84-93, 2014



VANTAGENS E DESAFIOS DAS BIOTECNICAS AVANCADAS UTILIZADAS...

Apesar do sucesso na producdao de clones
equinos a eficiéncia da técnica ainda é baixa,
somente entre 0,7% (Hinrichs, 2005) e 2,7% (Woobs
et al., 2003) dos embrides produzidos resultam no
nascimento de um potro. Porém, GamsiNt ef al. (2012)
relataram taxas de prenhez superiores utilizando o
desenvolvimento embriondrio in vitro agregado, ou
seja, durante o periodo de cultivo in vitro, ao invés
de cultivar apenas um embrido por pogo, cultivaram
trés embrides por pogo, mostrando maior eficiéncia
(37,1% vs 9,0%).

VANDERWALL et al. (2005) avaliaram as
caracteristicas clinicas de gestacdes de clones
equinos e relataram uma taxa de perda embrionaria
de 89%, e todos os casos ocorreram precocemente,
até os 80 dias de gestacdo. A elevada taxa de
desenvolvimento embriondrio anormal foi atribuida
aum erro de reprogramacao genética entre o ntcleo
da célula doadora e a célula receptora, fato também
observado em outras espécies domésticas.

A producdo de individuos por meio da
clonagem ndo garante que terdo o mesmo fenétipo,
comportamento e desempenho do original, uma
vez que vdérios fatores como ambiente, manejo,
nutricdo e treinamento influenciam na formacao
dessas caracteristicas. Algumas associagdes de racas
ndo permitem o registro de animais clonados com
a justificativa da presenca de DNA mitocondrial
heterogéneo, fato este que pode ser contornado
ao se utilizar uma doadora de ovdcito que seja da
mesma linhagem da méae do animal a ser clonado
(CHor et al., 2013).

Na medicina veterindria equina atual, embora
muito pouco aplicada, a clonagem tem por objetivo
preservar genética superior e de espécies em
extingdo como o cavalo de Przewarski e QUAGGA,
permitir a reproducdo de éguas ou garanhdes que
ja morreram ou ndo podem mais se reproduzir
e de machos que foram castrados e que tornaram
animais de alto desempenho e valor (VANDERWALL et
al., 2005; Swmrrs et al., 2012b).

CONCLUSAO

O crescente interesse por parte da inddstria
equina resultou no surgimento de biotecnologias
que fornecem a solucdo para grande parte dos
problemas reprodutivos. Dentre essas técnicas
a TOv é a mais eficiente e bastante utilizada
comercialmente e a SOV vem ganhando espaco
devido ao desenvolvimento de produtos com
concentragdes conhecidas de FHS e LH, como o
e-FSH, re-FSH e re-LH. J4 a clonagem vem sendo

desenvolvida por alguns laboratérios particulares,
enquanto a GIFT, a PIVE e a ICSI ainda ndo
possuem uma eficiéncia adequada para serem
utilizadas em nivel comercial. Estudos estao sendo
conduzidos na tentativa de compreender melhor os
mecanismos que influenciam o sucesso ou insucesso
dessas técnicas, e permitir a inser¢do destas na
rotina da reprodugdo equina, como ocorreu com a
inseminacao artificial e a transferéncia de embrides.
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