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|.INTRODUCAO

O desenvolvimento das biotecnologias de reproducdo assgtidas voltadas para a
producdo e desenvolvimento de embrifes eqlinos em edagios inicials, tem sdo mas
vagaroso quando comparado as outras espécies de animais domésticos.

A importancia de se estudar a origem, a diferenciacdo, a morfologia e a fun¢do do
gameta feminino, € fundamentd para s conhecer e estudar profundamente a biologia
reprodutiva das espécies animais.

A maturagdo ovocitica e um passo de suma importancia do qual dependem todos os
estagios subsequientes do desenvolvimento embrionario. No entanto, ainda ndo conhecemos
completamente o mecanismo fisolégico que mantém edas cdulas estacion&rias na meose,
ou 0 mecanismo que as faz reniciar 0 processo de meiose no foliculo pré-ovulatdrio
(LANDIM-ALVARENGA, 2002)

Ao nascimento, as fémeas mamiferas possuem em seus ovaios, ovécitos no estagio
de dipléteno da profase | da meiose. Estes ovocitos ndo possuem habilidade de reassumir a
meiose, ou de sofrerem fertilizacdo, permanecendo no estdgio de imaturidade conhecido
como nlcleo dictiado, ou vesicula germinaiva (DOMNS, 1990; BUEHR, 1994,
SATHANANTHAN, 1994).

Na ultima década, biotecnologias dternativas tem apontado para pesquisas, na
producdo de uma progénie de éguas sdecionadas. A superovulagdo ndo tem sucesso
estabilizado na égua (McCUE e d., 1993; PALMER et a., 1993), assm técnicas de
producéo in vitro tem Sdo exploradas como uma dternativa na producéo de embrides.
Porém, a espécie eqlina apresenta poucos relatos referentes aos sucessos desta técnica,
tendo sido reportado o nascimento do primeiro produto de FIV em 1990 (PALMER € 4,
1991).

Congderando que ovécitos eqlinos adquirem competéncia para fertilizacdo in vitro
apb6s maturado in vivo, 0 processo de maturagdo ovocitaria parece ser um ponto critico na
producéo in vitro de embrides eqlinos.

Ese trabdho tem como objetivo expor os eventos cdulares morfolGgicos e
bioquimicos que ocorrem durante a maturacdo ovocitaria, bem como, citar agumas

biotecnol ogias que possuem aplicacdo de ovécitos eqliinos maturadosin vitro.



1. MATURACAO OVOCITARIA

O processo de maturacdo que resulta na aquisicdo da capacidade do ovocito ser
fertilizado ocorre em duas fases. A primera é conhecida como fase de crescimento e
confere ao ovAcito a capacidade de reiniciar a meiose (CRAN & MOOR, 1990). Nesta fase,
ocorre a regulacdo da sintese de proteinas, concomitando com a formagdo de organelas
como: mitocondrias, ribossomos, grénulos corticais e vesiculas contendo fontes energéticas,
diferenciando a cdula em um gameta funciona (SCHULTZ, 1986; PAYNTON &
BACHVAROVA, 1990; EPPIG, 1991). O ovdcito primaio é ativado provavelmente por
trangmissio de dnais edimulatdrios das cdulas do cumulus causando uma intensa
aividade transcripcional de Acido Ribonucleico (RNA). Desta forma, a maior parte deste
RNA nd € traduzido e Sm edocado no citoplasma sob uma forma estave (sem a
poliadenilacdo que € requerida para tradugdo). Imediatamente antes e apds a fertilizagdo
ocorre a traducéo das informagdes contidas no RNA dando suporte a findizacdo da meiose
e a0 desenvolvimento embrion&io (PAYNTON & BACHVAROVA, 1990; CRAN &
MOOR, 1990).

A segunda fase, caracterizada pelo reinicio da meiose € normamente denominada
de maturacdo finad e ocorre gpds a puberdade no foliculo pré-ovulatdrio. Esta fase envolve
modificacbes nucleares e citoplasmética que irdo resultar na formacdo de um gameta com
capacidade de ser fertilizado (CRAN et a., 1980; MOOR et a., 1981; SATHANANTHAN,
1994).

Em mamiferos, a mauracdo ovocitaia é edimulada pea retirada da influencia
inibitoria das cdulas foliculares. A adicdo de horménios (ou remogdo do ovdcito do interior
do foliculo) é seguida por um periodo latente, de duracéo variavel entre as espécies. Este
periodo corresponde a transdugdo do sina hormonal. Sendo assm, a ocorréncia da
maturacdo meidtica € acompanhada e provavelmente regulada por mudancas no padréo de
fosforilagdo de varias proteinas celulares.

A habilidade do odcito ser fertilizado depende de uma maturacdo ovocitéia normd,
tanto nuclear (em met&fase 1) quanto citoplasméatica. Entende-se como maturacdo nuclear as
mudancas que ocorrem no nucleo do ovacito, mais especificamente a duplicacéo edivisio

do Acido Desoxiribonucleico (DNA), onde o reinicio da meiose depende de uma Série de



fatores externos, marcado pela extrusdo do 1° corplsculo polar (CP) e formaco da segunda
placa metafésica A maturacdo citoplasmética é caracterizada por diversas mudangas no
formato e locdizacdo das organelas cdulares. Estas estéo intimamente relacionadas com a
aquisicdo da competéncia meidtica e com a capacidade do ovocito de ser fecundado e de
passar pelo desenvolvimento embrion&io (HYTTEL e d., 1989). A meturacdo nuclear
pode sx facilmente identificada pela configuragdo cromossdmica A maturacéo
citoplasmética, a qua é necessria no desenvolvimento pos-fertilizagdo, é pouco avdiada
(HINRICHS et a,1995).

Ghadidly (1988) edtabeleceu que as gotes lipidicas podem ser visudizadas na
microscopia  eetrénica  medianamente  eetrollcidas ou  podem  apresentark um  hdo
eetrolicido em volta Segundo o autor o hado pode ser devido a dois motivos a
composicao por &cidos graxos (na sua maioria &cidos graxos insaturados) ou  que as
mesmas estggam sendo metabolizadas e que esta metabolizacdo sga da periferia para o
centro.

As vesiculas com membrana ocupam 15% do volume do ovécito e eda
porcentagem diminui com o0 processo de maturagdo citoplasmética. Elas gpresentam-se
como corpos detroltcidos com contelido amorfo e membranoso e em intima relacdo com o
reticulo endoplasmético liso (GHADIALLY,1988).

Em bovinos, os trabahos redizados com auxilio da microscopia eetronica por
Hyttel et d. (1989) demonstraram que, no ovocito imaturo, as vesiculas com membrana sfo
encontradas no citoplasma em grande nimero e com uma didribuicio homogénea. As
mitocondrias e locdizam em grupos na periferia do ovocito, assm como os granulos
corticais. Um atraso na digtribuicdo periférica dos granulos corticais indica incoordenacéo
entre a mauracd nuclear e citoplasmética (IZADYAR et d., 1997). Na periferia
encontram-se também os complexos de Golgi bem desenvolvidos. O ovécito € intimamente
associado com as céulas do cumulus. As cdulas adjacentes ao ovécito (corona radiata) tem
longas extensdes citoplasmdticas que peneiram a zona pellcida e terminam em bulbos
(jungdes comunicantes do tipo GAP) associados com a membrana ovocitaria. A
importancia destas jungBes é permitir a passagem de substancias de baixo peso molecular
via cdlulas do cumulus (GORDON, 1994).



No ovOcito maturo, as mitocondrias apresentam-se uma digribuicdo uniforme e néo
periférica, enquanto que os granulos corticais se encontram mais dispersos e ligados ao
sstema reticdo endoplasmético liso, ao contrario dos ovocitos imaturos. Os complexos de
Golgi apresentam um menor desenvolvimento, ou sga, goresentamse em et&gio inativo
(HYTTEL et d., 1989).

Na maturagdo ovocité&ria a quebra das reagbes entre o ovocito e as céulas da
granulosa adjacentes resulta em mudancas na atividade ovocithia Eda atividade eta
rdlacionada com um rearanjo dos compartimentos celulares e migracdo das organelas
citoplasméticas da periferia para a regido corticd. Existe uma asociagdo entre as
mitocondrias e o reticullo endoplasmético liso (REL) formando um microambiente,
fecilitando a troca de metabdlitos intermedi&ios entre as duas organdas (FLEMING &
SAACKE, 1972). A partir deste momento, os lipideos estocados sob a forma de gotas
lilidicas se tornam uma importante fonte de nutrientes e energia para a maturacdo find e
fertilizacdo do ovdcito até as clivagens iniciais. O rearranjo entre estas organelas parece ser
essencid na producéo de adenosina trifosfato nos eventos celulares da maturacdo ovocitéria
pré-ovulatoria

As dteragbes na ultraestrutura que ocorrem na maturacdo find em bovinos sfo o
desenvolvimento de um estoque lipidico, reducdo nos complexos de Golgi, dinhamento
dos granulos corticais (HYTTEL e d., 1997), aparecimento de numerosos ribossomos,
especia mente nas adjacéncias dos cromossomos (KRUIP et d., 1983).

Na especie eqlina, as relagbes entre as mudancas morfolgicas e endocrinol Ogicas
do fluido folicular e do ovécito em maturagdo s pobremente descritas. Na maioria das
espécies de mamiferos, a maturacdo nuclear in vivo ocorre apds 0 pico pré-ovulatorio de
LH (DEKEL et d., 1988; SIRARD & FIRST, 1988; HYTTEL et d., 1989; SUN & MOOR,
1991). Na égua ndo existe um pico de LH pré-ovulatério precedendo a ovulagdo; em lugar
disso, as concentragdes de LH aumentam graduamente durante o estro (GESCHWIND et
al, 1975; MILLER et d, 1980).

Em folicuos imauros e préovulatorios de éguas menores que  37mm
(provavelmente antes do pico de LH) o nlcleo do ovécito € esféico e locdizado centra ou
periférico a0 ovoplasma O espaco perivitdino esta ausente e ha uma forte unido entre

ovocito e cdulas do cumulus, aravés de numerosas jungBes comunicantes com o0 ovolema



(SZOLLOS! et d., 1978; MOOR et a., 1980; MOOR et d., 1981; KRUIP et a., 1983;
CRAN, 1985, HYTTEL et d., 1987). As mitocOndrias estédo concentradas na regido
cortical, e em intimo contato com o reticulo endoplasmético formando pequenas unidades
metabdlicas (ZAMBONI & MASTROIANNI, 1966; FLEMMING & SAAKE, 1972
CRAN et d., 1980; KRUIP et d., 1983; VOGELSANG et d., 1987). Uma segunda fase de
mudancgas dindmicas € a quebra da vesicula germinativa, que depende da liberacdo gradud
das céulas foliculares. No ovdcito eqlino, o espago perivitdino é marcadamente
aumentado, e no seu interior ocorre afindizacdo dos processos de cdulas do cumulus.

Uma descricdo detdhada das modificagbes morfoldgicas que ocorrem no ovécito
equino foi redizada por Grondahl et d. (1994), o qua utilizou microscopia detrbnica de
transmissdo para visudizar o processo. Os autores observaram um achatamento do nicleo
edférico do ovécito eqlino, seguido de um aumento da ondulagcdo do envelope nuclear,
formacdo da placa metafasica da primeira divisio meidtica, e findmente, extrusio do 1°
corpuscuo polar com subsequente formacdo da placa metafésica da segunda diviso
meidtica. De acordo com 0 estégio de maturacdo nuclear analisado por microscopia optica,
0s ovoécitos podem s classficados em: VG (vesicula germinativd) — quando o ovdcito
apresenta um nucleo esférico locdizado centra ou perifericamente no ovoplasma; QVG
(quebra da vesicula germinativa) — quando o nlcleo do ovdcito apresenta carioteca irregular
a0 redor de cromatina condensada e dispersa ; MI (metdfase |) — caracterizado pela
presenca dos cromossomos arranjados na placa metafasica e locdizados perifericamente no
ovoplasma, e MII (metdfase 11) — presenca dos cromossomos metafasicos na periferia do
ovoplasma e do corpusculo polar no espago perivitelinico

Nas fases de metéfase | e |l exisem grandes mudancas nucleares e citoplasméticas.
Uma migracd macica de mitocondrias, vesiculas e gotas lipidicas para a regido centrd,
resultam no gparecimento de um grande ndmero de grénulos corticais e complexos de golgi
livres na regido periférica. Os granulos corticais sGo observados abaixo do ovolema na
metdfase 1. Estas modificagdes morfolOgicas sfo bastante sSmilares as observadas por
Enders et a. (1987), em ovocitos em metafase 11 recém ovulados, indicando que o ovocito
equino completa todo o processo de maturagao antes da ovulagéo.

Willis et d. (1994) trabahando com ovdcitos imaturos e maturados in vitro de

equinos por 15 horas, descreveram que, enquanto O ovocito imaturo gpresenta poucos



granulos corticais e poucas microvilosdades, no ovécito maturo os granulos corticas
apresentam-se esféricos, com forma e tamanho homogéneos, densos e migram aé a
membrana citoplasmética.

Segundo Carneiro et a.(2002), o estudo da migracdo dos granulos corticais em
ovocitos mamiferos € um importante critério para avaiar a maturagdo citoplasmética. Os
ovécitos eqlinos em edagio de VG (imaturos) apresentam granulos corticais (GC)
dispersos no citoplasma, com o decorrer da maturacdo (30 a 36 horas) ocorre  uma
progressva migracdo centripeta dos GC em direcdo ao cortex ovocitario, formando uma
monolinha adjacente a membrana plasmética (LANDIM-ALVARENGA, 2002). Sendo que
a migracdo cortica tem uma correlacdo postiva com a maturacdo nuclear (FRANZ et 4d.,
2002).

A principa caracteristica dos ovécitos de equinos independente do seu estado de
maturacd nuclear é a presenca de uma grande quantidade de gotas de lipideo em
associacdo com mitocdndrias e reticulo endoplasmético liso, apresentando contelido amorfo
de densdade detrbnica média, sugerindo a formagcd de unidades metabdlicas
(FLEMMING & SAACKE, 1972, KRUIP et d., 1983). De fato a observacdo de agumas
gotas sem o conteldo amorfo e gpresentando restos de membrana indica a metabolizacéo
do materid neles contido, provavemente colesterol. A agparéncia diferente do contelido
presente nos ovocitos maturos, nos quais as gotas parecem vazias e a associagdd menos
consstente com as mitocondrias, parece indicar que 0 processo de maturagdo demanda a
metabolizacdo do contetido desta gotas (LANDIM-ALVARENGA, 2002).

Edtudos relaam sobre o envolvimento do reticulo endoplasmdico liso no
metabolisno  lipidico (ALBERTS, 1989). Edsa obsavacdo morfoldgica citada
anteriormente pode indicar que, ovacitos e/lou embriBes de eqlinos tem a capacidade de
sntetizar colesterol. De fato, embriGes de eqlinos sdo capazes de produzir estrégeno
durante os estagios iniciais de seu desenvolvimento (GINTHER, 1992).

Tanto nos ovocitos maturos quanto imaturos foi observada a presenca de complexos
de golgi locdizado na periferia proximo ao ovolema. Entretanto, nos ovécitos imaturos,
fixados logo ap6s a colheita, o complexo de golgi apresentouse mais desenvolvido,
condituido por inimeras lamelas dilatadas associadas a vesiculas membranosas de detro-

densdade variavd. Nos ovécitos maturos, o complexo de Golgi também presente na
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periferia do ovécito, mas com tamanho reduzido indicando menor atividade, 0 que poderia
ser explicado por ja ter concluido a producdo de grénulos corticais (LANDIM-
ALVARENGA 2002).

Nos ovécitos maturos as jungdes celulares comunicantes do tipo GAP deixaram de
ser observadas. De acordo com Odor (1960), no foliculo pré-ovulatério de rato, os
processos das cdulas da granulosa comegam a se retrair, € no momento da formacdo do 1°
corpusculo polar 0 espago periviteinico se encontra aumentado, ndo sendo mais observadas
juncbes cdulares entre as células somdicas e 0 ovocito. Em mamiferos, a dissociacéo
progressva das cdulas do cumulus do ovécito ocorre em resposta a0 estimulo
gonadotrofica durante o periodo pré-ovulatério (GILULA et a., 1978). Aparentemente esta
perda de contato € importante para a findizacdo da maturacdo citoplasmética e preparacéo
paraafertilizacdo (EPPIG & DOWNS, 1987).

I1l.  FATORESQUE INFLUENCIAM A MATURACAO OVOCITARIA

Os fatores que podem influenciar a maturacdo ovocité&ia incluem as condigbes
fiscas como osmolaridade e composicdo idnica (YAMAUCHI et d., 1999), temperatura,
pH, tensdo de CO; e O, assim como volume de cultura, presenca de cdulas do cumulus,
adicdo de gonadotrofinas a0 meio de maturagdo e o tempo de cultivo dos ovocitos. Foi
comprovado em diversas espécies que a presenca das cdlulas da granulosa durante a
maturacdo é benéfica (humanos — KENNEDY & DONAHUE, 1969; coelhos e vacas —
ROBERTSON & BAKER, 1969). A associacdo entre as cdulas germindivas e soméaticas
regula os niveis de sintese e o padréo de fosforilagdo de proteinas especificas no ovécito em
crescimento, regulando portanto o metabolismo do mesmo.

Nos protocolos padres de maturacdo in vitro caracteriza-se a adicdo de soro,
edradiol, FSH, LH ou outros fatores, os responsavels pelo estimulo de desenvolvimento in
vitro do ovdcito (GUIXUE & d., 2001). Estudos demonstraram que alguns fatores podem
melhorar a competéncia oocitéria eevando dgnificantemente 0 nimero de blastocistos
produzidos in vitro. Fatores de crescimento, gonadotrofinas, soro especificos e diferentes
condigBes de cultivo revelaram influéncia nas taxas de producdo e qudidade embriondria,
porém, ainda ndo se tem relato sobre uma resposta total dos ovocitos cultivados nestas

condigdes (SIRARD et d., 1998). Apesar de sabermos da influéncia dos meios e condigdes
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de cultivo, sBo os proprios condituintes originais do o6cito que SG0 0S responsavels por
controlar a habilidade de responder as condigbes mais adequadas de cultivo (SIRARD,
2001).

Desse modo, a maoria dos laboradrios anda utilizan as condigbes inicidmente
propostas por Moor et a. (1984), onde 0 meio de cultivo celular TCM-199 é suplementado
com soro feta bovino, estradiol e gonadotrofinas.

A maturacdo meidtica in vivo de ovocitos mamiferos € conhecida por ser regulada
através de gonadotrofinas. BRACKETT e d. (1989), demondgraram que a utilizacdo de
Hormonio Lutenizante (LH) bovino no meo de mauragdo in  vitro aumentou
sgnificativamente a qualidade embrioné&ria. Ha evidéncias de que o LH dtere a digtribuicdo
citoplasmética de cdcio, e que a gonadotrofina promova um aumento da glicdlise,
combinado a um aumento da oxidacdo mitocondria de glicose, aumentando o metabolismo
daglutamina (ZUELKE & BRACKETT, 1992; 1993).

Muitos trabahos sugerem que o Hormonio Foliculo Esimulante (FSH) tenha um
efeito benéfico e que a presenca de gonadotrofinas melhore a expansio das cdulas do
cumulus, e consequentemente leve a melhoras na capacitacdo espermatica e na fertilizac@o.
(EYESTONE & BOER, 1993).

Quanto aos Horménios Esterdides (HE), sabe-se que no bovino o pico de LH leva a
um aumento na concentracdo folicular de HE, e que esta concentracdo diminui com o
decréscimo de LH. Tsfiri et d., (1972) demonstrou que a Quebra da Vesicula Germinativa
(QVG) néo é afetada pela inibicdo da sintese de esterdides, e que a acdo do LH no reinicio
da melose ndo € induzido pda sintese de HE, e que estes parecem ser necessarios para a
progressdo da metafase | ell.

Um componente importante é a atividade do fator promotor de maturacdo (MPF)
(MASUI & MARKERT, 1971), o qua acredita-se ser um regulador universal do ciclo
ceular, tanto na mitose como meiose (NURSE, 1990). O MPF e uma proteina composta
por uma subunidade catdlitica, a kinase 1 ciclina dependente (cdkl, também conhecida por
p34°?) e uma subunidade reguladora, a ciclina B (DOWNS, 1993; TAIEB et d., 1997). O
MPF ativo induz a condensagcdo dos cromossomos, 0 desaparecimento do envelope nuclear
(QVG) e a reorganizacdo do citoplasma para entrada na fase M (divisdo) tanto do ciclo
mitético como meidtico (MURRAY, 1989; MURRAY & KIRSCHNER, 1989). Em
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ovocitos de vertebrados, o fuso da meose | s organiza, e leva a divissto desigua
correspondente a expulsdo do primeiro corpusculo polar, em pardelo com um decréscimo
na aividade do MPF. A atividade do MPF aumenta novamente, induzindo a formacéo
imediata do fuso da segunda divisito meidtica, sem a reorganizacdo do envelope nuclear,
descondensacdo dos cromossomos e replicacdo de DNA. Os ovdcitos ficam entdo parados
no estagio de met&fase Il, com dtos nivels de MPF aé o momento da fertilizagdo
(HASHIMOTO & KISHIMOTO, 1988; CHOI et al., 1991, NAITO & TOYODA, 1991;
JELINKOVA et d., 1994; DEDIEU et d., 1996; TAIEB et 4., 1997, WU et d., 1997).
Outras kinases também est@o envolvidas na regulagdo dos eventos meidticos, como a
proteina- kinase MAP (mitogent activated protein kinase).

O produto do fator c-mos proto-oncogene (MOS) é a chave reguladora da
maturacdo ovocitica em diferentes espécies, e sua traducdo representa um exemplo classico
de como a expressio dos genes pode ser regulada pela poliadenilagdo citoplasmética do
RNA mensageiro (RNAmM) (RICHTER, 1996). MOS é o produto de um RNAmM materno
estocado no citoplasma durante a fase de crescimento ovocitica. Ele é traduzido durante a
maturacdo e degradado junto com muitos outros RNAs em estigios pogeriores de
desenvolvimento (PARIS & RICHTER, 1990; GEBAUER et a., 1994). O produto MOS
tem a habilidade de ativar a cascata de quinases proteicas ativadas por mitdgenos (MAP),
gue media a aividade do MPF. O MOS pode auar diferentemente nos estagios de
desenvolvimento, podendo comportar-se como ativador na met&ase | e como inibidor na
metéfase 11, dependendo das estruturas eda bioquimica em contexto (GALLICANO et 4d.,
1997). Hoje et claro que a digtribuicdo do RNAmM no citoplasma ovocitico ndo é uniforme
e que a assmelria € necessxria para o funcionamento celular norma (ST. JOHNSTON,
1995).

Exigem fatores de crescimento produzidos nos ovarios que estéo envolvidos na
regulacdo da maturacdo nuclear e na expansdo do cumulus. Os fatores crescimento
relacionados com a maturacdo ovocité&ia sdo o Fator de Crescimento Epidermd (EGF),
Fator de Crescimento semelhante a Insulina | e I, (Insulin like factor | e 1l / IGF-I e IGF-
II), TGFa e TGFb. O EGF reduz a atividade da adenilato ciclase e aumenta a atividade da
fodfodiesterase, diminuindo assm os nivels de AMP ciclico nas cdulas da granulosa, o que
impede a inducdo de receptores para 0 LH pelo FSH (TSAFARI & ADASHI, 1994).
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Estudos redizados com camundongos demonsram que o EGF edimula a QVG em
ovécitos e induz a expansdo do cumulus oophorus (BUCCIONE et a., 1990). O EGF pode
auar como regulador intraovariano da maturacd em resposta a0 edimulo da
gonadotrofina (ROY & GREENWALD, 1990) e dessmpenhar um papel na cascata
bioquimica envolvida no ciclo meidtico, levando a ativacdo da Proteina Quinase Mitdgeno
Ativada (MAPK).

Em bovinos, Lorenzo e d. (1994) observaram que o EGF aua esimulando a
maturacdo do Complexo Cumulus Ovécito (CCO), mas ndo atua, em ovécitos desnudados
(sem cdulas do cumulus).

Quanto a0 IGF-I1, receptores foram detectados tanto no ovocito quanto nas células
do cumulus, e j& foi demondgtrado previamente (ADASHI et d., 1985; XIA et d., 1994;
MAY et a., 1988) que o IGF-I modula uma variedade de fungbes das céulas foliculares
somaticas como a proliferacdo, diferenciacdo e a esteroidogénese. Pesquisas mostraram que
a expansdo das cdulas do cumulus ocorre por influéncia deste fator de crescimento, e que
0 IGF-1 possa ser produzido endogenamente peos CCOs (SINGH & ARMSTRONG,
1997).

As razdes para a faha dos ovocitos eqlinos em completar a meiose durante a
maturacdo in vitro sdo desconhecidas, mas podem estar ligadas a uma alteracéo da cascata
bioguimica envolvida na meiose (GOUDET et d., 1998). As duas subunidades da MPF,
P34%2 e ciclina B e MAPK estd0 presentes nos eqlinos nos estigios de ovécitos imaturos,
maturados in vivo e in vitro, competentes e incompetentes (GOUDET et d., 1998). Portanto
acredita-se que a faha dos ovécitos eqgliinos em completar a melose ndo sga pda auséncia
destas proteinas e Sm, por uma deficiéncia de reguladores de MPF e/ou uma inabilidade de
fosforilar aMAPK.

IV.  APLICACOESDE OVOCITOSMATURADOSIN VITRO
Algumas técnicas estdo sendo desenvolvidas no intuito de se obter um maor
nimero de embriGes e com isso aumentar 0 nimero de descendentes provenientes de

animais de dto potencid genético. Porém, a egpécie eqlina possui  dgumas
particularidades que impossibilitam bons resultados ao utilizar determinadas biotécnicas
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como O caso da superovulacdo, fato este causado, por uma insengbilidade de égua em
reponder a estimulos superovulatdrios ao utilizar preparagbes comerciais de horménios
gue normamente funcionam bem, nas outras espécies de animais domésticos (SQUIRES et
al., 1986).

O primero carino resultante de fertilizagdo in vitro (FIV) nasceu em 1981
(BRACETT et d., 1982) e em bovino, a FIV hoje em dia, é utilizada como um importante
indrumento de estudos de maturacdo oocitaria, fertilizacdo e subsegliente desenvolvimento
embrion&io. Em contraste, a espécie eqlina apresenta poucos relatos referentes aos
sucessos desta técnica, tendo sido reportado 0 nascimento do primeiro produto de FIV em
1990 (PALMER et al., 1991).

A producdo in vitro de embrides tem sdo uma dternativa para aumentar o nimero
de descendentes de um individuo, porém, devido ao fato dos resultados de FIV em eqiiinos
serem muito ruins, outras biotécnias estd8o sendo desenvolvidas como a transferéncia de
ovacito (OT) e a tranderéncia intrafdopiana de gametas (GIFT). Ambas as técnicas,
possuem em seus protocolos, a maturacdo ovocitéria em duas fases (in vivo e in vitro) e a
fertilizacdo in vivo (CARNEVALE &t a., 2000).

Edtas técnicas et sendo desenvolvidas em reproducdo assgtida com intuito de
obter-se prenhez de éguas de idade avancada ou de éguas que apresentem lesbes presente
no trato reprodutivo, como: patologias tubaricas e uterinas, lesdes iatrogénicas apds coleta,
baixa indice de recuperacdo embrion&ria, ou sga patologias extragonadais. Nestas técnicas,
a recuperacdo do ovécito se faz por puncdo folicular aspirativa, sendo o ovécito transferido
cirurgicamente aravés de lgparotomia para o oviduto (CARNEVALE et a., 2000,
COUTINHO DA SILVA et d., 2002).

Outro intuito de utilizacdo da técnica de aspiracéo folicular, € de se obter odcitos
para estudos de fisologia reprodutiva (maturacdo ovocitaria, fertilizacdo e desenvolvimento
embrionaio) como redizado por aguns autores (HINRICHS & DIGIORGIO,1991;
CARNEVALE & GINTHER, 1995).

Uma técnica promissora para tavez se obter prenhez de éguas problemas, seria a
trandferéncia intrafolicular de ovocitos, que consste em aspirar 0 ovdcito e trandferi-lo para
um foliculo pré-ovulatdrio de uma segunda fémea, no intuito de se obter maturacdo

ovocitaria, ovulagdo, fertilizacd e desenvolvimento embrion&io in vivo. Hinrichs &
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DiGiorgio (1991) confirmaram ser possivedl a producdo de mais de um embrido por égua
guando da transferéncia de ovdcitos intrafolicular, utilizando ovdcitos provenientes de
matadouro. Edta técnica também foi utilizada em bovinos (BERGFELT e d., 1998), sendo
observados multiplos ovocitos e embrifes gpds 2 a 3 dias de ovulacdo, no interior do

oviduto das vacas que foram utilizadas como receptoras de ovacito intrafolicular.

V. CONSIDERACOESFINAIS

O egtudo da fisologia reprodutiva € um dos desafios mais empolgantes a serem
desvendados. Sabe-se que a0 se entender as modificagbes morfofisologicas ocorridas in
Vivo nos animals, estaremos dando um enorme passo para conseguirmos aplicar de uma
maneira mais adequada biotecnol ogias na reproducéo dos animais domeésticos.

Pouco se sdbe sobre a reproducdo assistida na espécie eqlina referente as
biotecnologias voltadas para estudo de producdo e desenvolvimento de embrides em
estagios iniciais (principdmente FIV), pois os estudos e as descobertas nesta espécie
especificamente, tém sSdo mais vagarosos quando comparados as outras espécies de
animais domésticos.

A importancia de se estudar a origem, a diferenciacdo, a morfologia e a fungdo do
gameta feminino, é fundamenta para se conhecer e estudar profundamente a biologia
reprodutiva das espécies animais.

Para que sgam obtidos progressos na producéo in vitro de embrides eqliinos, muito
ainda deve ser pesguisado na tentativa de entender os aspectos fisoldgicos envolvidos na
meaturacdo ovocitica e na capacitacio espermatica.

Muitas biotécnicas estdo sendo sugeridas e desenvolvidas para eqlinos, na espera,

gue estudiosos consigam desvendar os desafios da FlV e da superovulagéo.
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