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Avaliacao da producao in vitro de embrioes em equinos: desafios, avancos e perspectivas

Amanda Moreira Lima Marques de Barros'
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José Carlos Ferreira da Silva®

Resumo: A Producio In Vitro de Embrides (PIVE) € uma técnica de reproducgdo assistida que
permite a multiplicacdo de animais de elevado mérito genético em um curto intervalo de
tempo. No entanto, apesar de ser bem estabelecida em bovinos, ainda estd em estagio
experimental em equinos. Por esse motivo, objetivou-se investigar os principais desafios
tecnoldgicos e bioldgicos associados a produgdo in vitro de embrides na espécie equina. Para
isso, foi realizada uma revisao sistematica, abrangendo estudos publicados nos tultimos cinco
anos em bases de dados académicas renomadas. A metodologia envolveu a selecao de artigos
através de descritores especificos, com uma avaliacao rigorosa dos estudos selecionados para
garantir a robustez da andlise. Nos equinos, a PIVE enfrenta desafios técnicos e bioldgicos
distintos. Técnicamente, a aspiracdo folicular ovariana e a maturagdo oocitdria in vitro
apresentam dificuldades devido as caracteristicas unicas do sistema reprodutivo equino.
Biologicamente, a baixa taxa de desenvolvimento embriondrio e a qualidade dos embrides
gerados s@o desafios cruciais. Estes desafios sdo agravados pela variabilidade interindividual
e pela sensibilidade dos equinos aos procedimentos de manipulacdo. Por esse motivo, as
avaliagdes embriondrias sdo importantes, tendo em vista permitirem uma melhor compreensao
do desenvolvimento embriondrio. A andlise morfolégica, juntamente com as avaliacdes
moleculares, transcriptdmica, protedmica e a metabolomica, sdo utilizadas para avaliar a
viabilidade e qualidade dos embrides. Estes métodos fornecem insights valiosos sobre as
etapas criticas do desenvolvimento embriondrio e podem ajudar a melhorar as taxas de
sucesso da PIVE. As perspectivas futuras para a PIVE em equinos sdo promissoras. A técnica
tem potencial para revolucionar a reproducao assistida em equinos, especialmente em termos
de conservacdo de espécies e melhoramento genético. A pesquisa continua e o
desenvolvimento de novas tecnologias sdo fundamentais para superar os desafios existentes e
aumentar a eficacia da PIVE em equinos. Finalmente € possivel admitir que a PIVE terd um
papel crucial na reprodugdo equina, contribuindo para a conservacdao da biodiversidade,
melhoramento genético e compreensao da fisiologia reprodutiva equina.

Palavras-Chave: Cavalo. reproducio. embrido.

Graduando em Medicina Veterindria pelo Centro Universitdrio Brasileiro - UNIBRA
E-mail: amandamrbarros @ gmail.com; edmaurolins @ gmail.com; romulodutra9 @ gmail.com
*Professor da UNIBRA. Dr. E-mail: jose.ferreira@ grupounibra.com




Evaluation of in vitro embryo production in equine: challenges, advances and
perspectives
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Abstract: In Vitro Embryo Production (IVEP) is an assisted reproduction technique that
allows the multiplication of animals with high genetic merit in a short period of time.
However, despite being well-established in cattle, it is still in the experimental stage in
equines. For this reason, the aim was to investigate the main technological and biological
challenges associated with in vitro embryo production in the equine species. To this end, a
systematic review was conducted, covering studies published in the last five years in
renowned academic databases. The methodology involved the selection of articles using
specific descriptors, with a rigorous evaluation of the selected studies to ensure the robustness
of the analysis. In equines, IVEP faces distinct technical and biological challenges.
Technically, ovarian follicular aspiration and in vitro oocyte maturation present difficulties
due to the unique characteristics of the equine reproductive system. Biologically, the low rate
of embryonic development and the quality of the generated embryos are crucial challenges.
These challenges are exacerbated by interindividual variability and the sensitivity of equines
to manipulation procedures. For this reason, embryonic evaluations are important, as they
allow for a better understanding of embryonic development. Morphological analysis, along
with molecular, transcriptomic, proteomic, and metabolomic evaluations, are used to assess
the viability and quality of embryos. These methods provide valuable insights into the critical
stages of embryonic development and can help improve the success rates of IVEP. The future
prospects for IVEP in equines are promising. The technique has the potential to revolutionize
assisted reproduction in equines, especially in terms of species conservation and genetic
improvement. Continuous research and the development of new technologies are fundamental
to overcoming existing challenges and increasing the efficacy of IVEP in equines. Finally, it is
possible to admit that IVEP will play a crucial role in equine reproduction, contributing to the
conservation of biodiversity, genetic improvement, and understanding of equine reproductive

physiology.
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1 INTRODUCAO

A espécie equina tem desempenhado papel de destaque, tanto sob o ponto de vista social
quanto econdmico, ao longo da histéria da humanidade. Em diversos paises, os cavalos
representam uma parte significativa do patrimoénio cultural, sendo considerados até mais
importantes do que os animais de estimacdo (Raub, 2018; Genchev; Gray; Wert-Gray,
2018/2019).

O setor equestre no Brasil, além de fazer parte das atividades tradicionais utilizadas no
meio rural, impulsiona o turismo, os esportes e, mais recentemente, participa de atividades
terapéuticas com esses animais (Sales, 2018; Pereira; Bataglion; Mazo, 2020; Goretti, 2021).
O mercado equestre contribui significativamente para o agronegocio por aumentar a oferta de
empregos e a geracdo de receitas com as atividades de competicdes e comércio de animais
(Maciel; Moraes, 2023).

A histéria da reproducdo assistida em equinos, como em outras espécies, tem evoluido
rapidamente, especialmente no século atual (Landim-Alvarenga et al., 2018; Squires, 2019).
A inseminacao artificial (IA) foi a primeira biotécnica a ser utilizada na espécie equina ainda
no inicio do século XX (Galli et al., 2018; Squires, 2020). A partir da segunda metade desse
mesmo século, os avancos das pesquisas contribuiram para o desenvolvimento de novas
biotécnicas, como a transferéncia de embrides em equinos (TE) que foi realizada pela
primeira vez na década de 1970 e mais recentemente a producao in vitro de embrides (PIVE),
a qual tem permitido uns avancos importantes no entendimento da fisiologia reprodutiva
equina (Gomes et al., 2019; Tkachev; Tkacheva; Gutyj, 2019; Lazzari et al., 2020).

A PIVE, apesar de estabelecida e utilizada em larga escala na espécie bovina em
equinos ainda se encontra praticamente em estagio experimental (Morris, 2018; Stout, 2020).
Esse progresso histérico ndo somente reflete o crescimento tecnoldgico, mas evidencia a
possibilidade das biotécnicas contribuirem para melhoria da eficiéncia reprodutiva, da
conservagdo genética na espécie equina, além de superar problemas de infertilidade quando é
utilizada a monta natural (Galli et al., 2018; Carnevale; Metcalf, 2019; Squires, 2020).

A PIVE € uma biotécnica que permite a fecundacdo entre os gametas ocorra em
ambiente artificialmente controlado (Hinrichs, 2018; Urias-Castro; Boeta-Acosta, 2022;
Cabeza; Gambini, 2023; Lewis et al., 2023). De forma resumida, essa biotécnica é constituida
de diversas etapas, iniciando com a aspiracao folicular ovariana guiada por ultrassom (Claes;
Stout, 2022; Clutton-Brock; Cuervo-Arango; Arrondo, 2023). No laboratério, os odcitos sao

selecionados e incubados em estufa de CO2. Apds a incubagdo, os 0d6citos sd0 novamente
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avaliados para a selecdo daqueles que apresentarem as caracteristicas sugestivas de
maturacdo. Imediatamente apds esse periodo, os espermatozoides sdo preparados e colocados
junto aos odcitos para ocorrer a fecundagao. Depois da possivel fecundacdo, os presumiveis
zigotos sao cultivados até alcancarem estdgios embriondrios passiveis de serem transferidos
para o utero das éguas receptoras ou criopreservados (Carnevale; Metcalf, 2019; Brom-de-
Luna et al., 2019; Claes; Stout, 2022; Foss, 2022; Lewis et al., 2023; Poggi; Ambrojo, 2023).
Estudar a PIVE em equinos € justificdvel devido os desafios e limita¢gdes impostas pelas
peculiaridades reprodutivas inerentes a essa espécie, bem como a sua importancia econdmica
e cultural. Diante desse cendrio, o objetivo desse trabalho foi investigar os principais desafios
tecnologicos e bioldgicos associados a PIVE em equinos, analisando os gargalos que
influenciam negativamente as a eficiéncia dessa biotécnica. Além disso pretende-se explorar
métodos potenciais e inovacdes tecnoldgicas que poderiam melhorar a efici€éncia e o sucesso

da PIVE na espécie equina.
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2 METODOLOGIA

Para a realizacdo desta revisao sistematica, adotamos uma metodologia meticulosa e
atualizada. Inicialmente, focamos em artigos cientificos redigidos em ingl€s, portugués ou
espanhol que abordassem especificamente o tema "Produg¢do In Vitro de Embrides em
Equinos", restringindo a busca aos trabalhos publicados nos ultimos cinco anos, visando a
relevancia e atualidade das informagdes.

A pesquisa foi conduzida através de renomadas bases de dados académicas, incluindo
PubMed, ScienceDirect, Scopus, Web of Science e Google Scholar. Utilizamos uma estratégia
de busca detalhada, empregando uma combinacdo de descritores e palavras-chave
cuidadosamente selecionadas. Os descritores utilizados incluiram "PIVE", "equinos",
"fecundadacgdo in vitro", "maturagdo oocitdria equina", e "cultura embriondria equina". Para
garantir uma cobertura ampla e precisa do tema esses descritores também foram utilizados em
inglés e espanhol.

Durante a fase de selecdo dos estudos, os titulos e resumos foram criteriosamente
avaliados por dois revisores independentes, a fim de assegurar um rigor metodolégico na
escolha dos artigos. A extracdo de dados foi realizada utilizando-se um formulério
padronizado, que capturou informacdes essenciais como autores, ano de publicacdo, objetivos
do estudo, metodologia empregada, principais achados e conclusdes. Além disso, avaliamos a
qualidade metodoldgica dos estudos, o que contribui para a robustez de nossa andlise.

Os dados coletados foram entdo organizados em categorias temadticas relevantes,
permitindo uma andlise profunda das tendéncias atuais, dos resultados mais significativos e
das lacunas ainda presentes na pesquisa sobre PIVE em equinos. Finalmente, a revisdo foi
composta de maneira légica e coerente, abarcando desde a introdu¢do ao tema, passando pela
metodologia, resultados, discussdo e consideracdes finais. Essa abordagem cuidadosa
assegura a imparcialidade e a aderéncia estrita as evidéncias coletadas, resultando em uma
revisdo sistemdtica rigorosa, transparente e atualizada sobre a producdo in vitro de embrides

na espécie equina.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Industria Equestre

A industria equestre desempenha um papel significativo na economia global e
apresenta caracteristicas unicas em cada regido. Este setor ndo s6 contribui economicamente
através da criacdo, treinamento, comércio e competi¢des de cavalos, como também exerce
impacto cultural e social (Grice et al., 2018; White-Lewis, 2020; Vershinina et al., 2021).

A industria equestre € diversificada e mundialmente abrange desde o turismo equestre
até o hipismo competitivo de alto nivel (Notzke, 2019; Radmann; Hedenborg; Broms, 2021).
Paises como Estados Unidos, Reino Unido, Alemanha e Austrdlia sdo notdveis por suas
robustas industrias equestres que contribuem significativamente com a economia. Nos EUA, a
industria equestre gera bilhdes de dolares anualmente e emprega centenas de milhares de
pessoas em vdrias funcdes que abrangem desde a criagdo e treinamento dos animais até
setores de suporte, como nutri¢do e cuidados veterindrios (Radmann; Hedenborg; Broms,
2021).

No Brasil, a industria equestre tem crescido em importancia por se destacar na criacao
de vérias ragas, notadamente o Mangalarga Marchador, o Puro Sangue Lusitano e o Quarto de
Milha. Apesar dessa importancia, a equinocultura brasileira ainda € um mercado em expansao
que apresenta valor econdmico expressivo impulsionado por atividades como cavalgadas,
rodeios, corridas e esportes equestres (Lima; Cintra, 2016). Além disso, o setor equestre
brasileiro contribui significativamente na geracdo de empregos diretos e indiretos.

Um dos principais desafios para a indudstria equestre nas esferas global e brasileira € a
manutencdo do bem-estar animal, exigindo priticas adequadas de manejo e cuidados
veterindrios de qualidade (Silva et al., 2021). Além disso, a sustentabilidade ambiental emerge
como um fator critico tendo em vista a necessidade de vastas dreas de terra para criacao e
treinamento dos animais (Sturn; Lima; Ribeiro, 2018).

Em termos de oportunidades, a crescente popularidade do turismo equestre e dos
esportes hipicos, juntamente com o avango tecnoldgico na medicina veterindria e na genética,
abre novas portas para o crescimento e a inovacdo dentro da industria (Sanmartin Sanchez et

al., 2020).
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3.2 Biotécnias Aplicadas a Reproducao de Equinos

3.2.1 Inseminacao Artificial

A TA em equinos representa uma técnica progressivamente popular na reproducio
assistida dessa espécie (Ferreira et al., 2018). As vantagens da IA com sémen congelado ou
até mesmo resfriado sdo considerdveis por permitir a utilizacdo do s€émen de garanhdes em
locais geograficamente distantes e assim aumentar o pool genético disponivel e aprimorar a
qualidade genética do plantel (Ferreira-Silva et al., 2018ab; Ferreira et al., 2019; Sales et al.,
2019). Além disso, diminui significativamente o risco de doencas sexualmente transmissiveis
e lesdes decorrentes do acasalamento natural. Do ponto de vista de gestao reprodutiva, a IA
facilita o planejamento e aumenta o controle sobre o processo reprodutivo, permitindo
multiplas inseminagdes durante a estagdo de reproducgdo (Sales et al., 2018).

No entanto, algumas associagdes de raca possuem regulamentos especificos referentes
a IA, o que pode restringir seu uso em certos contextos. A conservacao, refrigeracdo ou
congelamento, e o transporte do s€émen s@o etapas que requerem atengdo especial, pois sdo
cruciais para manter a viabilidade do material genético (Sales ef al., 2019). Ademais, ¢é
importante destacar que, em comparagdo a outras espécies domésticas, as taxas de sucesso da
IA em equinos sdo relativamente mais baixas, exigindo manejo, conhecimento técnico e
infraestrutura especializados para otimizar os resultados (Kowalczyk; Czerniawska-
Piagtkowska; Kuczaj, 2019; Fanelli et al., 2023).

Essa técnica envolve a coleta de s€men do garanhdo, seguida pela sua inser¢cdo no
utero da égua o mais proximo do momento da ovulacdo (Ferreira-Silva et al., 2018/2019). As
vantagens da IA sobre o acasalamento natural abrangem desde a amplia¢do das possibilidades
genéticas até a prevencao de doengas transmissiveis e a minimizacao de riscos fisicos para os
animais envolvidos (Pandey et al., 2022). A coleta de sémen € geralmente realizada com
vagina artificial e as avaliacdes macroscopica e microscopica que definem a qualidade do
sémen sdo efetuadas, imediatamente apds a coleta (Greiser et al., 2020; Medica; Lambourne;
Aitken, 2023).

Dentre os parametros seminais avaliados, a motilidade, a concentragdo e a morfologia
espermatica sdo imprescindiveis para determinar sua viabilidade (Ferreira et al., 2018/2019;
Ferreira-Silva et al., 2018ab; Sales et al., 2019/2019; Harris et al., 2023). As éguas devem ter
o ciclo estral diariamente monitorado com ultrassonografia e quando possivel utilizar

parametros hormonais para complementar o exame fisico com relagdo ao desenvolvimento
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folicular para serem inseminadas o mais proximo possivel da ovulacdo (Ferreira-Silva et al.,
2019; Claes; Stout, 2022).

A TA deve ser realizada depositando-se o s€émen no ttero ou mais préximo possivel da
entrada das tubas uterinas, ressaltando-se que o sucesso dessa biotécnica depende da
qualidade do sémen e da sincronia da inseminag¢do com a ovulacdo da égua (Ferreira-Silva et
al., 2019; Orsolini; Meyers; Dini, 2021). E permissivel comentar ainda que a IA € uma
ferramenta importante na industria equestre porque, entre outros tantos motivos, permite a
conservacao de linhagens genéticas privilegiadas, fato que aumenta a popularizacdo dessa
biotécnica, solidificando ainda mais seu papel vital na reproducio equina (Carnevale; Metcalf,

2019; Lazzari et al., 2020).

3.2.2 Transferéncia de Embrides

A transferéncia de embrides (TE) na espécie equina € uma biotécnica importante da
area de reproducdo porque contribui significativamente para a propagacdo de material
genético superior para a melhoria dos animais (Ferreira-Silva et al., 2019; Dordas-Perpinya;
Bruyas, 2019; Squires, 2020; Allen; Wilsher, 2020). Segundo Nieto-Olmedo et al. (2020), a
TE permite ainda que uma égua portadora de caracteres genéticos importantes produza varios
embrides numa estacdo reprodutiva. Adicionalmente, permite que éguas senis ou com
problemas reprodutivos ainda possam contribuir geneticamente por meio da transferéncia de
seus embrides para receptoras (Pietrani; Losinno; Arango, 2019).

O programa de TE numa propriedade tem inicio com a selecdo cuidadosa das éguas
doadoras de alto valor genético e receptoras apds exame ginecoldgico que consta de
cuidadosa anamnese para avaliar tanto o histérico de fertilidade quanto a regularidade do ciclo
estral (Dordas-Perpinya; Bruyas, 2019; Ferreira-Silva et al., 2019). Além disso, € avaliada a
condicdo da saude genital das éguas examinando-se vulva, vagina, Utero e ovarios por
palpacdo retal e ultrassonografia tanto pelo modo convencional quanto, mais recentemente,
pelo modo color doppler, o qual tem contribuido para uma avaliagdo mais precisa da
capacidade reprodutiva das éguas (Azevedo et al., 2021; Sales et al., 2021).

A TE ¢ também conhecida como producdo in vivo de embrides porque a fecundacao
ocorre na tuba uterina € o desenvolvimento dos embrides no ttero da égua apds a monta
natural ou inseminacdo artificial (Dordas-Perpinya; Bruyas, 2019). Decorridos sete a oito dias
da ovulacdo, a égua doadora, sincronizada com a receptora, ¢ submetida a lavagem uterina

para recuperacdo do embrido que poderd ser imediatamente transferido para a égua receptora
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que se encontra obrigatoriamente no mesmo periodo do ciclo estral da doadora ou sera
congelado para ser utilizado em momento oportuno (Ferreira-Silva et al., 2019; Pietrani;
Losinno; Arango, 2019; Nieto-Olmedo et al., 2020).

Apesar da importancia dessa biotécnica ela ainda apresenta alguns desafios tendo em
vista que as taxas de recuperagdo embriondria podem variar consideravelmente e nem todos
os embrides coletados serdo vidveis para transferéncia ou congelamento (Squires et al., 2020;
Urias-Castro; Boeta-Acosta, 2022). Adicionalmente, o procedimento exige habilidade técnica
especializada e infraestrutura adequada para realizagao da coleta e rastreio dos embrides, além
do brete de conten¢do animal (Squires, 2019).

De um modo geral, a producdo in vivo de embrides em equinos € uma ferramenta
poderosa para o avango genético e reprodutivo na industria equestre. Com as continuas
melhorias das técnicas de manejo reprodutivo, sincroniza¢do de ciclo e na preservacido de
embrides, esta técnica deve manter-se em uma posi¢cao de destaque dentro das biotecnologias

reprodutivas utilizadas na espécie equina.

3.2.3 Produgao in Vitro de Embrides

A PIVE em equinos, evoluindo das primeiras experimentagdes para uma pratica
sofisticada e estabelecida, representa um desenvolvimento notdvel da reproducdo assistida
(Squires, 2020). A histéria da PIVE evidencia que a década de 1970 foi marcada como um
periodo de intensas pesquisas na area da reproducdo assistida nos equinos, mesmo com
resultados iniciais bastante modestos quando comparados com o0s obtidos em bovinos
(Dijkstra et al., 2020; Lazzari et al., 2020). Os primeiros trabalhos focaram na superacdo dos
desafios relacionados a coleta e a maturacdo dos odcitos, bem como concernentes a
fecundacdo e ao cultivo in vitro dos embrides (Morris, 2018; Galli et al., 2018). Todavia,
devido as peculiaridades anatomofisiolégicas dos equinos e as exigéncias para ofertar
condi¢des adequadas para o cultivo in vitro dos odcitos e embrides, os avangos iniciais foram
limitados (Morris, 2018; Landim-Alvarenga et al., 2018).

Somente na década de 1980 é que foram obtidos consideraveis progressos com a PIVE
em equinos ao serem utilizadas técnicas mais eficazes para coletar odcitos e condi¢des mais
adequadas para maturar in vitro os odcitos (Allen; Wilsher, 2020). Avangos importantes
ocorreram na década de 1990, particularmente no que concerne a fecundacio in vitro e ao
cultivo de embrides (Poggi; Ambrojo, 2023). Durante esse periodo, houve um melhor

entendimento das condicdes de cultivo ideais, como os requisitos nutricionais dos embrides
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equinos (Cuervo-Arango; Claes; Stout, 2019; Claes; Stout, 2022). Além disso, comegaram a
ser utilizadas técnicas de manipulacio de gametas, como a ICSI que aumentou as
possibilidades de fecundagdo com espermatozoides de menor viabilidade (Brom-de-Luna et
al.,2019/2021).

As pesquisas mais recentes concentram-se em otimizar as condi¢des de maturacdo e
cultivo dos odcitos e embrides, além da implementacdo de técnicas como a criopreservacao
que visa a longevidade e viabilidade dos embrides (Claes et al., 2019; Hinrichs, 2020). Nesse
contexto, é possivel observar que desde o inicio do século XXI, a PIVE nessa espécie foi
beneficiada com os avangos tecnoldgicos tendo em vista a melhoria da qualidade dos
embrides produzidos e do nimero de gestacdes confirmadas (Hinrichs, 2020; Umair et al.,
2023).

Além disso, a integracdo de novas tecnologias moleculares e gendmicas tem
proporcionado um entendimento mais aprofundado dos mecanismos bioldgicos subjacentes a
embriogénese e ao desenvolvimento inicial (Bastos et al., 2019; Ferndndez-Hernandez et al.,
2020; Ishak et al., 2022; Podico et al., 2023). Por sua vez, esse progresso estd sendo
responsavel para aprimora a selecdo e a avaliagdo de embrides com resultados positivos da
PIVE. Essa biotécnica consiste em vérias etapas, como coleta e maturacao in vitro dos odcitos
(MIV), fecundagdao in vitro (FIV) cultivo in vitro dos embrides, culminando com a
transferéncia do embrido para a receptora ou com sua criopreservacdo para uso futuro (Galli
et al., 2018; Morris, 2018; Felix et al., 2022; Campos-Chillon; Altermatt, 2023).

A coleta de odcitos, além de ser um momento critico da PIVE € sua primeira etapa
porque a qualidade e a viabilidade dos odcitos coletados sdo fundamentais para o sucesso das
demais etapas dessa biotécnica (Cuervo-Arango et al., 2019; Claes; Stout, 2022). Os odcitos
sdo obtidos de foliculos ovarianos de éguas doadoras por aspira¢do folicular guiada por
ultrassom ou através de ovarios obtidos em matadouros, geralmente utilizados para pesquisa
(Bols; Stout, 2018; Castaneira et al., 2023).

A aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassom € uma técnica minimamente
invasiva que pode ser realizada tanto nas éguas em estro natural quanto em animais tratados
com protocolos hormonais para estimular o desenvolvimento folicular. O protocolo hormonal
¢ frequentemente aplicado para sincronizar o ciclo estral e induzir a formacdo de multiplos
foliculos para potencializar o aumento do nimero de odcitos a serem recuperados (Bols;
Stout, 2018). O monitoramento do desenvolvimento folicular pela ultrassonografia é
fundamental para determinar o momento ideal para a aspiracdo folicular (Ginther, et al., 2018;

Duval et al., 2022).
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Durante a aspiracdo folicular guiada por imagens ultrassonograficas, uma agulha é
inserida nos foliculos através da parede vaginal (Cuervo-Arango; Claes; StouT, 2019). O
conteddo folicular € aspirado e os odcitos sdo recuperados do fluido folicular, ressaltando-se
que esse procedimento requer habilidade e precisdo para maximizar a recuperacao de odcitos
vidveis sem causar danos significativos aos foliculos ou a égua. Os odcitos equinos sao
particularmente sensiveis ao manuseio e as condi¢des ambientais, exigindo manipulagdo
cuidadosa e meios de cultura otimizados (Hinrichs, 2020). Além disso, existe variabilidade
individual em responder aos protocolos hormonais e a eficiéncia da recuperagdo de odcitos
podem afetar significativamente o sucesso da PIVE (Hinrichs, 2020; Metcalf et al., 2020).

Apés a coleta, os odcitos sdo cuidadosamente lavados e avaliados quanto a sua
maturidade e qualidade. Apenas os odcitos de boa qualidade s@o selecionados para a MIV, na
qual completam a primeira divisao meidtica e preparam o odcito para a fecundacdo (Spacek;
Carnevale, 2018). Essa etapa € realizada em condicdes de laboratério que tentam mimetizar o
ambiente folicular, com o uso de meios de cultura especificos que suportam o crescimento € a
maturagdo. A MIV € a fase da PIVE que permite os odcitos imaturos, coletados de foliculos
ovarianos, atingirem tanto a maturidade citoplasmética quanto a nuclear necessaria para a
fecundacao bem-sucedida (Spacek; Carnevale, 2018; Lewis et al., 2020).

O meio de maturacio dos odcitos geralmente contém hormodnios, como o FSH e o LH,
além de outras substancias que promovem a maturacao do odcito, como o 4cido hialurdnico e
a cisteamina (Angel et al., 2020). Um dos principais desafios da MIV de odcitos equinos €
alcancar taxas consistentes de maturacdo e subsequente desenvolvimento embriondrio. Os
odcitos de éguas tém caracteristicas Unicas em comparacdo com os de outras espécies, como
um tempo prolongado de maturagdo e uma sensibilidade maior a variacoes no ambiente de
cultivo (Fernandez-Hernandez et al., 2020). Além disso, a eficiéncia da MIV pode ser
influenciada por fatores como idade da égua, condicdo dos foliculos e técnicas de coleta
utilizadas (Cuervo-Arango; Claes; Stout, 2019; Agnieszka et al., 2021).

Para otimizar a MIV de odcitos equinos, outros fatores também devem ser
cuidadosamente controlados. Dentre eles, a composi¢do ¢ o pH do meio de cultura, a
atmosfera de incubagdo (niveis de O2 e CO2), temperatura e o tempo de maturagdo (Campos-
Chillon; Owen; Altermatt, 2019; Ramirez-Agémez et al., 2023). Normalmente, os odcitos sao
incubados por cerca de 24 a 30 horas, mas este periodo pode variar dependendo das
caracteristicas individuais de cada odcito e das condicdes especificas de cultivo (Morris,

2018).
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Avancos continuos para a otimiza¢do do meio de maturacdo e das condi¢des de cultivo
sdo essenciais para melhorar o sucesso dessa técnica. O progresso na MIV em equinos, nao
somente aprimora as técnicas de reproducdo assistida na medicina veterindria, mas também
proporciona insights valiosos para a pesquisa reprodutiva e biotecnoldogica em geral (Lewis et
al., 2020).

Uma vez maturados, os odcitos sdo expostos aos espermatozoides previamente
capacitados para ocorrer a fusdo entre os gametas (Metcalf et al., 2020). Em equinos, essa
etapa da FIV representa um grande desafio pela complexidade de serem obtidos resultados
satisfatorios de fecundac@o em decorréncia dos espermatozoides terem mais dificuldade para
penetrarem na zona pelicida do odcito quando comparada com a de outras espécies. Por essa
razdo, o ambiente de cultivo precisa fornecer os nutrientes necessarios e manter as condicoes
fisico-quimicas ideais, como pH e osmolaridade apropriados (Brooks et al., 2019).

A FIV € uma ferramenta poderosa na reproducdo equina, particularmente util para
superar barreiras de fertilidade e para preservar individuos com genética superior (Lazzari et
al., 2020). Por essa razao, técnicas inovadoras, como a injecdo intracitoplasmaética de
espermatozoides (ICSI), tém sido aplicadas para melhorar os resultados da FIV em equinos
(Deleuze et al., 2018).

A ICSI envolve a injecdo direta de um tnico espermatozoide capacitado no citoplasma
de um odcito, contornando as dificuldades da penetracdo espermdtica na zona peldcida
((Lazzari et al., 2020; Agnieszka et al., 2021). Ela € particularmente benéfica para casos em
que o sémen disponivel € de qualidade sub6tima ou em quantidades limitadas, como nos
garanhOes com problemas de fertilidade ou quando se utiliza s€émen congelado (Ramirez-
Agdmez et al., 2023). Essa técnica representa um marco significativo no campo da
reproducdo assistida, especialmente na PIVE em equinos (Papas et al., 2021). Como apenas
um espermatozoide é necessario para cada odcito, € possivel gerar multiplos embrides de um
unico ejaculado ou até mesmo de espermatozoides extraidos post-mortem, ampliando as
oportunidades para a preservagdo e utilizacdo de linhagens genéticas valiosas (Lewis et al.,
2016).

A ICSI ndo somente tem aplicacdes praticas em termos de melhoramento e reproducao
equina, mas também € uma ferramenta valiosa para a pesquisa cientifica (Spacek; Carnevale,
2018). Ela possibilita o estudo detalhado da fecundagdo e do desenvolvimento embriondrio
inicial. Adicionalmente apresenta potencial em programas de conservacdo de espécies por
permitir a reproducdo a partir de gametas coletados de individuos raros ou em extingdo

(Spacek; Carnevale, 2018; Bragulat et al., 2023). Apesar de suas vantagens, a ICSI em
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equinos ainda apresenta desafios porque requer equipamentos especializados, habilidades
técnicas refinadas e um entendimento aprofundado da fisiologia reprodutiva equina (Hatzel;
Stokes, 2021).

A TE em equinos € uma etapa fundamental no processo da PIVE porque é o momento
em que os embrides sdo transferidos para o udtero da égua receptora que deve estd
sincronizado para permitir a implantagdo do embrido (Ferreira-Silva et al., 2019). A escolha
da égua receptora € outro aspecto critico, devendo-se selecionar animais sauddveis, com bom
histérico reprodutivo (se possivel), sem anormalidades uterinas (Sieme et al., 2018; Allen,
2018). A transferéncia propriamente dita € um procedimento delicado e requer habilidade
técnica. Geralmente € realizada de forma ndo cirdrgica através de um cateter especial que €
suavemente introduzido no ttero para depositar o embrido (Dordas-Perpinya; Bruyas, 2019).

Embora que a técnica de TE esteja bem estabelecida, o sucesso ndo € garantido como
em todas as espécies animais tendo em vista que aspectos relacionados com a qualidade do
embrido, habilidade do técnico e condicdo da receptora influenciam nas taxas de prenhez
(Galli et al., 2018; Dordas-Perpinya; Bruyas, 2019). Em equinos, essas taxas podem variar,
mas com a técnica adequada e o manejo correto, as chances de uma gestagao bem-sucedida
sdo significativas (Claes; Stout, 2022).

A PIVE na espécie equina ainda enfrenta desafios significativos, especialmente em
comparagdo com a dos bovinos e suinos, nas quais a técnica encontra-se mais estabelecida
(Claes et al., 2019; Claes; Stout, 2022). Nos equinos as taxas de prenhez sdo geralmente
baixas, mas com o aprimoramento das técnicas de maturacdo, fecundacdo e cultivo
embriondrio € esperado que essa biotécnica contribua significativamente para melhoria
genética dos animais abrindo novas possibilidades para o aprimoramento genético e a
preservacdo de linhagens importantes de equinos (Valenzuela et al., 2018; Squires, 2019;

Cabeza; Gambini, 2023).

3.2.4 Avaliacao Embriondria

A avalia¢do embriondria € um aspecto fundamental para garantir bons resultados PIVE
e de outras biotécnicas relacionadas com a reproducdo assistida (Carnevale; Metcalf, 2019;
Lazzari et al., 2020). Essa avaliacdo ndo somente auxilia na determinacdo da viabilidade do
embrido, mas também oferece insights essenciais sobre a qualidade embriondria, o que €

fundamental para melhorar as taxas de prenhez e nascimentos.
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A avaliacdo morfoldgica de embrides, que envolve a andlise visual do embrido pela
microscopia para determinar sua qualidade, viabilidade e potencial de implantacdo é um
procedimento vital para a PIVE (Carnevale; Metcalf, 2019). Durante a avaliacdo morfoldgica,
diversos aspectos do embrido sdo meticulosamente examinados. O primeiro e um dos mais
importantes critérios é o estigio de desenvolvimento embriondrio porque embrides em
diferentes fases de desenvolvimento, desde o ovo unicelular (zigoto) até o estidgio de
blastocisto, apresentam caracteristicas morfoldgicas distintas (Mccue, 2021). A sincronia entre
a idade do embridao e o seu estigio de desenvolvimento ¢ um indicador chave de sua
normalidade e viabilidade (Ferreira-Silva et al., 2019).

Outro aspecto crucial € a integridade estrutural e a simetria do embrido. Embrides com
formas irregulares, fragmentacdo celular ou anormalidades no tamanho das células
(blastdmeros) indicam problemas no desenvolvimento (Clérico et al., 2021). A clareza do
citoplasma e a presenca de inclusdes citoplasmdticas também sdo avaliadas, pois podem
sugerir anormalidades metabdlicas ou degenerativas. No caso especifico dos equinos, a
avaliacdo do envoltério do embrido ou zona pelicida é fundamental porque alteragdes na
integridade ou espessura dessa camada podem influenciar na capacidade de implantacdo do
embrido e a subsequente gestacdo (Goszczynski et al., 2022).

Apesar de sua importancia, a avaliacio morfolégica tem limitacdes. Ela ndo pode
detectar defeitos genéticos ou moleculares e a sua subjetividade e variacOes entre
observadores podem influenciar na interpretacdo dos achados (Hisey; Ross; Meyers, 2021).
Portanto, € comum utilizar essa avaliagio em conjunto com andlises genéticas e
biomoleculares para uma avaliacao mais abrangente (Angel-Velez et al., 2023).

Na pratica, a experiéncia e o treinamento do avaliador sdo fundamentais para garantir
a precisdao na avaliagdo morfolégica. Embora métodos automadticos e computadorizados
estejam em desenvolvimento, a avaliagio manual continua sendo um pilar na selecao de
embrides. A precisdo na avaliacio morfoldgica € vital por determinar quais embrides sdo
passiveis de serem transferidos, congelados ou descartados, impactando diretamente nos
resultados da PIVE e outras técnicas de reproducgdo assistida na espécie equina (Valberg et al.,
2018; Vegas et al., 2022).

A utilizacdo da microscopia de alta resolu¢do na avaliacdo de embrides equinos
representa um avango significativo no campo da medicina veterindria reprodutiva,
especialmente em programas de PIVE. Esta tecnologia permite uma andlise detalhada e
refinada dos embrides, transcendendo as limitagdes das técnicas tradicionais de microscopia

(Brooks et al., 2019). O principal beneficio da microscopia de alta resolugdo € sua capacidade
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de fornecer imagens extremamente claras e detalhadas dos embrides (Camozzato et al., 2019).
Isso inclui a visualizagdo de estruturas celulares internas, como nucleo, mitocondria e outras
organelas que sao cruciais para avaliar a viabilidade e o potencial de desenvolvimento do
embrido (Meyers et al., 20119). Tal nivel de detalhe € essencial para identificar possiveis
anormalidades cromossomicas ou defeitos de desenvolvimento que poderiam passar
despercebidos em microscépios convencionais (Lewis et al., 2019).

Essa tecnologia também permite estudar a morfologia embriondria com uma precisao
sem precedentes. Aspectos como simetria celular, integridade da zona e uniformidade do
citoplasma podem ser examinados em detalhes finos (Caballeros et al., 2019). Essas
observacgdes sdo cruciais para decisOes relativas a selecdo de embrides para transferéncia,
criopreservacdo e outros estudos. Adicionalmente, a microscopia de alta resolucdo tem um
papel importante no aprimoramento da compreensdo sobre a cinética de desenvolvimento
embriondrio nos equinos (Lewis et al., 2023). Acompanhando o desenvolvimento embrionério
em estdgios iniciais, os profissionais podem obter insights valiosos sobre as primeiras etapas
da vida e identificar os momentos criticos para intervencoes terapéuticas ou modificagao das
condic¢des de cultivo in vitro.

A incorporacido dessa tecnologia nos laboratérios de PIVE também impulsiona a
pesquisa e o desenvolvimento da drea. Com ela, é possivel investigar melhor as causas das
falhas no desenvolvimento embriondrio e na implantacdo, levando a otimizagdo dos
protocolos de PIVE com consequente aumento dos resultados. Por outro lado, € importante
destacar que o uso da microscopia de alta resolucao exige formacao especifica e experiéncia.
A interpretacdo adequada das imagens requer um profundo conhecimento sobre a biologia

embriondria equina e sobre os parametros de desenvolvimento normal e anormal.

3.2.5 Avaliacao Molecular

A utilizacdo de avaliacbes moleculares, como transcriptoma, protedmica e
metabolomica, na avaliacdo de embrides equinos, representa um avango significativo na
compreensdo e aprimoramento da reproducdo assistida nessa espécie. Essas técnicas de
andlise molecular fornecem informacdes profundas sobre os processos bioldgicos,
moleculares e bioquimicos que ocorrem durante o desenvolvimento embrionério,
contribuindo para a melhoria das taxas de sucesso da PIVE (Carnevale; Metcalf, 2019;

Brooks et al., 2019; Gastal et al., 2021; Sanchez et al., 2021).
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A utilizacdo de avaliacdes do transcriptoma na avaliacdo de embrides equinos
representa uma abordagem inovadora e detalhada no campo da reprodugdo assistida
(Chavatte-Palmer et al., 2022). O transcriptoma, que é o conjunto completo de transcritos de
RNA em uma célula, incluindo o mRNA e o RNA néo codificante, desempenha um papel
crucial no entendimento das regulacdes genéticas e expressdes geénicas durante o
desenvolvimento embriondrio (Parreira; Aradjo, 2018).

No contexto da PIVE em equinos, a andlise do transcriptoma permite aos profissionais
compreenderem de forma mais aprofundada os processos biolégicos e moleculares envolvidos
no desenvolvimento embrionério inicial (Ortiz-Rodriguez et al., 2019). Especificamente, essa
andlise pode revelar informacgdes vitais sobre a expressao génica no momento da fecundagdo,
bem como durante as fases criticas do desenvolvimento embrionario, tais como a divisdo
celular, a implantacdo e a ativacdo do genoma embriondrio (Paterson et al., 2020; Vegas et al.,
2022).

Entender a expressdo génica em embrides equinos € essencial para identificar padroes
normais e anormais de desenvolvimento. Anormalidades na expressdo génica podem ser
indicativos de problemas de desenvolvimento, o que pode, em ultima instancia, afetar a
qualidade e a viabilidade do embrido (Angel-Velez et al., 2023). Por exemplo, a expressdao
anormal de certos genes pode ser relacionada com falhas na implantagdo ou no
desenvolvimento embriondrio posterior (Goszczynski et al., 2022).

A tecnologia de sequenciamento de RNA de ultima geracdo (RNA-seq) é uma
ferramenta poderosa para a realizac@o destas andlises porque fornece uma visao abrangente e
quantitativa da expressao génica em uma amostra (Groff et al., 2019; Owens; Domenico;
Gilchrist, 2019). Esta tecnologia ndo somente permite a identificacdo de genes expressos, mas
também a quantificacdo exata da expressao génica, além de revelar novos transcritos (Zhou et
al.,2019).

Na prética, a andlise do transcriptoma de embrides equinos pode ser utilizada para
melhorar as técnicas de PIVE. Segundo Boakari et al. (2020), ao identificar os genes ou vias
de sinalizacdo que sdo criticos para o desenvolvimento embriondrio sauddvel, pode-se
otimizar os meios de cultivo e as condi¢des de cultivo in vitro para apoiar melhor a expressao
génica saudavel. Além disso, a andlise do transcriptoma pode contribuir para a criacdo de
biomarcadores para a selecdo de embrides com maior potencial de implantacdo e
desenvolvimento subsequente (Paterson et al., 2020; Verstraete et al., 2022).

Além da avaliacdo do transcriptoma, a utilizacdo do proteoma para a avaliagdo de

embrides equinos € uma drea crescente de interesse para a pesquisa e para a medicina
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veterindria, especialmente no campo da reproducao assistida (Bastos et al., 2019; Ferndndez-
Hernandez et al., 2021; Ishak et al., 2022). O proteoma, que engloba o conjunto total de
proteinas expressas por um genoma, uma célula, ou um organismo, oferece uma compreensao
detalhada das fung¢des celulares e dos processos biologicos. No contexto da PIVE em equinos,
a andlise protedmica tem um papel importante na avaliacdo da qualidade e do potencial de
desenvolvimento embriondrio (Smits et al., 2018).

A andlise protedmica em embrides pode fornecer informacdes valiosas sobre a
expressdo de proteinas durante diferentes estdgios do desenvolvimento embriondrio
(BASTOS et al., 2019). Este tipo de andlise ¢ fundamental para entender os mecanismos
moleculares e celulares que dirigem o desenvolvimento embriondrio normal e identificar
potenciais marcadores de viabilidade e qualidade embrionaria (Sanchez et al., 2021). As
técnicas protedmicas, como a espectrometria de massa e a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS/MS), permitem identificar e a quantificar uma grande gama
de proteinas presentes em amostras embriondrias (Vieira et al., 2022). Essas técnicas podem
detectar e quantificar proteinas relacionadas em alguns processos, como a divisao celular,
resposta ao estresse, metabolismo energético e outras vias criticas para o desenvolvimento
embrionario saudavel (Walter ef al., 2019; Vieira et al., 2022).

No campo da reproducdo equina, a andlise protedmica pode ser usada para otimizar as
técnicas de PIVE, melhorando a sele¢do de embrides para transferéncia e aumentando as taxas
de prenhez e nascimentos (Bastos et al., 2018; Ferndndez-Herndndez et al., 2021). A
identifica padroes especificos de expressao proteica pode ajudar a distinguir embrides de alta
qualidade daqueles com menor potencial de implantagdo (Itze-Mayrhofer; Brem, 2020). Além
disso, essas informag¢des podem auxiliar na adaptacdo dos meios de cultivo e das condi¢des in
vitro, fornecendo um ambiente mais favordvel para desenvolvimento embriondrio (Paula
Junior et al., 2018). A protedmica € também uma ferramenta valiosa para diagnosticar
alteracOes na expressdo proteica podem indicar estresse metabdlico, anormalidades
cromossOmicas, ou outras condi¢des que podem afetar adversamente o desenvolvimento do
embrido (Vieira et al., 2022).

A utilizacdo de avaliacdes do metaboloma para a andlise de embrides também é uma
abordagem inovadora e cada vez mais relevante na drea da medicina veterindria,
especialmente na esfera da reproduc@o animal (Simintiras et al., 2021). O metaboloma refere-
se ao conjunto completo de metabdlitos - pequenas moléculas como agucares, acidos,
peptideos e lipidios - presentes em uma célula, tecido, 6rgao ou organismo. Estes metabdlitos

sdo o resultado final de processos celulares e, portanto, fornecem uma representacdo dinamica
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do estado fisiol6gico de um organismo ou de um tecido especifico, como o embrido (Uhde et
al., 2018; Gatien et al., 2019; Simintiras ef al., 2021).

Na reproducdo equina, a andlise do metaboloma dos embrides pode oferecer
informacdes cruciais sobre o estado metabdlico e o potencial de desenvolvimento do embrido
(Hamdi et al., 2019). Essas informacdes sdo de grande valor para melhorar as técnicas de
PIVE, aumentando assim as taxas de prenhez e nascimento de potros sauddveis. O
metaboloma de embrides equinos pode ser influenciado por varios fatores, incluindo a
qualidade dos gametas parentais, as condi¢des de cultivo in vitro, € 0 meio ambiente materno
(Fernandez-Hernandez er al., 2020; Gonzalez-Fernandez er al., 2020). Assim, a analise do
metaboloma oferece a oportunidade de ajustar esses fatores para criar um ambiente mais
propicio para o desenvolvimento embriondrio sauddvel. De um modo geral, o perfil
metabdlico pode indicar um estresse oxidativo excessivo ou deficiéncias nutricionais no meio
de cultivo que poderiam ser corrigidos para melhorar a qualidade do embrido (Gonzalez-
Fernandez et al., 2020).

Além disso, a avaliacio do metaboloma dos embrides pode auxiliar na selecdo de
embrides com maior potencial de implantacio e desenvolvimento. Diferengas nos perfis
metabdlicos podem ser indicativas da viabilidade do embrido, auxiliando os profissionais
escolherem os melhores candidatos para transferéncia, o que ¢ fundamental para o sucesso da

reproducdo assistida (Lewis et al., 2020).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A PIVE, embora ainda em estdgio evolutivo na espécie equina, mostra um potencial
significativo para superar desafios reprodutivos, especialmente em casos de infertilidade,
doencas genéticas e otimiza¢do de linhagens genéticas.

Os avancos em técnicas de manipulacdo de odcitos, melhorias nos meios de cultivo e
métodos de transferéncia de embrides estdo gradualmente impulsionando a eficicia da PIVE
em equinos. Técnicas inovadoras como a Injecdo Intracitoplasmatica de Espermatozoides
(ICSI) mostraram-se promissoras ao superar dificuldades de fecundagcdo e ao permitir a
utilizacdo de espermatozoides de qualidade subdtima. Além disso, o aprimoramento dos
sistemas de cultivo que simulam o ambiente uterino natural tem contribuido para o aumento
das taxas de desenvolvimento embriondrio e a qualidade dos embrides produzidos.

A PIVE tem implicacdes importantes ndo apenas para a reproducdo equina, mas
também para a conservacao da biodiversidade e a industria equestre. Ela oferece um meio
eficiente de preservar linhagens genéticas valiosas e pode contribuir significativamente para o
melhoramento genético e a multiplicacdo de animais de alto valor genético. Contudo, ainda ha
desafios a serem enfrentados, como a necessidade de melhoria continua dos resultados € a
reducdo dos custos associados a essa biotécnica para ampliar sua aplicabilidade e
acessibilidade.

Diante desses desafios, a avaliagdo embriondria € fundamental. A avaliacio embriondria
¢ vital para o sucesso da em equinos. A Avaliacdo Morfoldgica, que examina caracteristicas
como tamanho, forma e clareza do citoplasma do embrido sob microscopia, ¢ fundamental
para determinar a sua capacidade de implantagdo e viabilidade gestacional. A Microscopia de
Alta Resolucdo expande essa avaliagdo, fornecendo imagens detalhadas das estruturas
internas do embrido, essenciais para aferir sua viabilidade e potencial de desenvolvimento.
Avancos significativos vém da Anélise do Transcriptoma e Proteoma, que revela informacdes
sobre funcdes celulares e processos bioldgicos. Essas técnicas aprofundam o entendimento
das regulacdes genéticas e expressdes génicas durante o desenvolvimento embriondrio. A
Avaliagdo Molecular e Metabolomica, analisando processos bioldgicos, moleculares e
bioquimicos, identifica condi¢des como estresse oxidativo e deficiéncias nutricionais. Esses
métodos sdo cruciais para selecionar embrides de alta qualidade e viabilidade, elevando as
taxas de sucesso da PIVE e outras técnicas de reprodugdo assistida em equinos, sendo
essenciais para o progresso da medicina veterindria reprodutiva e conservacdo da

biodiversidade equestre.
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Em conclusdo, a PIVE em equinos estd em uma fase de evolucdo promissora, com
potencial para transformar a reproducdo equina. Espera-se que com o avango continuo das
biotécnicas, a PIVE se torne uma ferramenta cada vez mais relevante e eficaz, contribuindo
para a solu¢@o de desafios de longa durag¢do na conservacao e no melhoramento genético dos
equinos. Este trabalho, ao compilar e analisar os dados atuais, oferece uma contribuicdo
valiosa para o campo da medicina veterindria reprodutiva e abre caminhos para futuras

pesquisas e aplicagdes praticas na industria equestre.
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