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CAPITULO 1

Aspectos Bioldgicos e Moleculares da Maturacdo

QOocitaria: Revisao de Literatura




Resumo

As biotecnologias reprodutivas evoluiram significativamente nos ultimos anos, especialmente
as técnicas de coleta e manipulacdo de odcitos imaturos para fecundagdo in vitro com o uso da
inje¢do intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). A maturagdo oocitaria transforma o
odcito primario em um odcito maduro, apto para a fecundacdo e o desenvolvimento
embrionario. Este ¢ um processo complexo que envolve mudangas graduais no ambiente
folicular, até que o odcito esteja pronto para retomar a meiose e atingir a fase de metafase I1
(MII). O ob6cito imaturo, em estagio de profase I, € caracterizado pela presenca de uma
membrana nuclear intacta que envolve o material genético, denominada vesicula germinativa
(VG). A ruptura da VG (GVBD) demonstra a compacta¢do do material genético pronto para
reiniciar a retomada de meiose, avancando para as fases seguintes da meiose. As alteracdes que
0 odcito softre até chegar a MII sdo desencadeadas por vias de sinalizagdo intracelular ativadas
a partir do pico pré-ovulatdrio de LH. Paralelamente, diversas vias metabdlicas sdo ativadas no
odcito nesse momento, levando a reorganizagdo das organelas do citoplasma e desencadeando
as maturagodes citoplasmatica e molecular. O tratamento de pré-maturagdo in vitro (pré-MI1V)
¢ uma técnica utilizada para atrasar a maturagao nuclear dos oocitos, com o intuito de preserva-
los em estagio de VG, até que as maturagdes molecular e citoplasmatica sejam concluidas. O
uso de inibidores fisioldégicos como o NPPC (peptideo natriurético tipo C) tem se mostrado
eficaz para prolongar a comunicag@o entre o oocito e as células do cumulus, permitindo que os
odcitos permanecam em estagio de VG por mais tempo, o que ajuda a preservar sua qualidade
e viabilidade. A pesquisa continua sobre novas técnicas de maturagdo in vitro € o uso de
moléculas fisiologicas como o NPPC podem melhorar a qualidade embrionéria e aumentar os
indices de sucesso reprodutivo, sendo fundamentais para o avanco das biotecnologias

reprodutiva



1. Introducao
Atualmente, os equinos desempenham um papel multifuncional em diferentes setores

da sociedade, com destaque para suas aplicagdes nas areas terapéutica, esportiva € no
agronegocio. No ambito da satide, destaca-se a equiterapia, utilizada de forma crescente em
programas voltados a pessoas com deficiéncias fisicas, neurologicas e psicossociais, onde os
beneficios dessas intervengodes estdo bem documentados na literatura cientifica, evidenciando
ganhos significativos, especialmente no fortalecimento muscular e na reabilitagio motora
(Molle, 2016; Eguiluz, 2016).

No setor produtivo, a indistria equina tem apresentado expansdo continua, com
destaque para as atividades relacionadas ao hipismo e a equita¢do esportiva. Este segmento
movimenta, anualmente, cerca de R$ 16 bilhdes, impulsionado pelo crescente investimento em
biotecnologias reprodutivas, tais como a inseminacdo artificial (IA) e a transferéncia de
embrides (TE) (Gameiro et al., 2018). Além dessas atividades, os equinos continuam exercendo
fungdes estratégicas no transporte, no trabalho rural e em diversas praticas vinculadas ao
agronegocio brasileiro. Nesse contexto, a equideocultura destaca-se como um importante vetor
de desenvolvimento socioecondmico, promovendo a geracao de emprego e renda em diferentes
regides do pais. De acordo com a Secretaria de Estado de Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (SEAPA, 2019), o rebanho equino nacional ¢ composto por aproximadamente
cinco milhdes de animais, sendo responsavel por movimentar, anualmente, cerca de R$ 7,5
bilhoes.

A crescente demanda por animais de alto desempenho na industria equina brasileira tem
impulsionado significativamente a aplicagdo de biotecnologias reprodutivas. Entre as técnicas
disponiveis, a transferéncia de embrides apresenta-se como uma das mais utilizadas,
principalmente por possibilitar a producdo de multiplos descendentes de éguas geneticamente
superiores em um unico ciclo reprodutivo. Além disso, essa biotecnologia apresenta como
vantagem a possibilidade de continuidade da carreira esportiva de éguas de alto valor
zootécnico, uma vez que a coleta e a transferéncia dos embrides podem ser realizadas durante
o periodo em que permanecem em competicao (Pinto et al., 2017).

O Brasil destaca-se como lider mundial na produgdo de embrides equinos, sendo
responsavel por aproximadamente 50% dos embrides transferidos globalmente, com uma
média anual de cerca de 25.000 embrides transferidos (Losinno e Urosevic, 2015). Apesar
dessa posicao de destaque, o desenvolvimento das biotecnologias reprodutivas em equinos
ocorreu de forma mais lenta e desigual quando comparado a outras espécies de interesse

econdmico, como os bovinos (Farin et al., 2006). Entre os principais fatores que limitaram o
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avanco das pesquisas e a adogdo dessas técnicas, destacam-se as restricoes administrativas
historicamente impostas por associacdes de raga, que por muitos anos resistiram a
implementag¢do e disseminagdo das tecnologias de reproducdo assistida em equinos (Pimentel
et al., 1998; Galli et al., 20006).

Nas ultimas cinco décadas, a biotecnologia tem sido amplamente utilizada na
reproducdo de equinos, promovendo avancos significativos no manejo reprodutivo da espécie
(Squires, 2020). O desenvolvimento dessas tecnologias visa superar as limitagdes naturais
associadas a reproducdo equina, possibilitando maior eficiéncia produtiva e genética. O
aumento da demanda por animais destinados a modalidades esportivas foi um dos principais
impulsionadores da difusdo dessas biotécnicas nas ultimas décadas (Chalhoub, 2000).

Diversas técnicas tém sido aplicadas com esse objetivo, incluindo a producao in vitro
de embrides (PIVE), a transferéncia de embrides e a clonagem. No entanto a PIVE em equinos
ainda apresenta avangos limitados quando comparada as espécies de maior interesse
econdmico, como bovinos e suinos. Embora a fecundacdo in vitro (FIV) seja amplamente
estabelecida como técnica de rotina em diversas espécies, sua aplicagdo na reprodugdo equina
ainda enfrenta inimeros desafios técnicos e biologicos (Bezard et al., 1992). Esses entraves
estdo principalmente relacionados a baixa eficiéncia da maturacdo oocitdria in vitro a
dificuldade de capacitag¢do espermatica eficaz no ambiente de cultivo (Palmer et al., 1991). Nos
equinos, a FIV convencional ndo apresenta bons resultados, provavelmente devido a baixa
capacidade dos espermatozoides de penetrar a zona pelucida dos oocitos em condi¢des
laboratoriais, e essa limitagdo estd associada, sobretudo, a auséncia do ambiente fisiologico
encontrado in vivo, onde o oviduto ¢ suas secregoes fornecem um microambiente altamente
especializado que regula e favorece a interacao entre os gametas, promovendo de forma eficaz
os eventos de capacitacdo espermatica. (Tremoleda et al., 2003).

Diante dessa limitacdo, a técnica de inje¢do intracitoplasmatica de espermatozoide
(ICSI, do inglés Intracytoplasmic Sperm Injection) surge como uma alternativa promissora. Ao
contrario da FIV convencional, a ICSI contorna a necessidade de interagdo natural entre o
espermatozoide e o odcito, promovendo a introdu¢do direta de um unico espermatozoide no
citoplasma do odcito maturado (Rader, Choi e Hinrichs, 2016). Essa abordagem tem se
mostrado significativamente mais eficiente na reprodugdo assistida de equinos, permitindo
taxas mais altas de fecundagdo e desenvolvimento embriondrio, especialmente quando
associada a protocolos otimizados de maturacdo oocitéria in vitro.

Entre as principais limitacdes dos avangos na técnica de PIVE em equinos,

destacam-se as dificuldades relacionadas a maturagdo in vitro (MIV) dos odcitos e a auséncia
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de um sistema de cultivo in vitro capaz de sustentar de maneira eficiente os estagios avancados
de clivagem até o desenvolvimento embrionario inicial (Hinrichs, 2010). Além dos fatores
fisiologicos, a logistica envolvida na aplicacdo das biotécnicas reprodutivas em equinos impde
desafios adicionais, especialmente devido a distancia geografica entre os locais de coleta dos
odcitos e os laboratorios especializados na manipulagdo e maturagcdo desses gametas. Nesse
cenario, tornou-se imprescindivel a utilizagdo de meios especificos para o transporte dos
complexos cumulus oocito (COCs), com o objetivo de preservar sua viabilidade e qualidade
até o inicio da MIV.

A manipulagdo de odcitos fora de seu ambiente folicular exige cuidados rigorosos,
uma vez que a retirada dos COCs do interior do foliculo implica na perda imediata dos sinais
inibitdrios presentes no fluido folicular. Esses sinais sdo responsdveis por manter os odcitos
em bloqueio meidtico, na fase de profase I da meiose I. A interrupgao dessa sinalizagdo leva a
retomada espontanea da meiose, que pode ocorrer de forma descoordenada, comprometendo a
qualidade e assincronia das maturagdes nuclear, citoplasmatica e molecular e, por
consequéncia, o potencial de desenvolvimento embrionario subsequente (Gilchrist, 2011). Para
contornar esse desafio, o controle da temperatura ¢ uma das estratégias mais utilizadas na
espécie equina, visando a preservacdo da imaturidade oocitdria. A reducdo da temperatura
diminui a atividade metabolica do oocito, promovendo a desaceleragdo da progressao meidtica
e contribuindo para a manutencao de sua viabilidade até que se tenha uma sincronia entre as
maturagoes e elas possam seguir de forma coordenada para a fase de MIV (Dini et al., 2021).

Dessa forma, este capitulo se propde a apresentar uma revisdo de literatura
abrangente sobre os principais aspectos fisiologicos que envolvem a reproducao em éguas, com
foco no ciclo estral, oogénese, foliculogénese, maturacdo oocitaria e nas particularidades da
aplicacdo das biotecnologias reprodutivas a espécie equina, destacando os avangos e desafios

da fecundagao in vitro nesse contexto.

2. Revisao de literatura

2.1 Aspectos Fisiologicos do Ciclo Estral em Eguas
Os equinos sdo classificados como animais poliéstricos sazonais, uma vez que sua

atividade reprodutiva ¢ regulada principalmente pelo fotoperiodo. O fotoperiodo ¢ definido
como o intervalo de tempo didrio em que um organismo ¢ exposto a luz natural, ou seja, a
duracdo do dia, dentro de um ciclo de 24 horas (Mckinnon et al., 2011).

O aumento da luminosidade ¢ percebido por fotorreceptores localizados na retina, que

enviam sinais ao eixo neuroendocrino pineal-hipotaldmico-hipofisario-gonadal (Aurichab,
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