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1. INTRODUCAO

As fémeas equinas sdo poliéstricas estacionais, apresentando ciclos estrais
ovulatorios nos periodos do ano com maior luminosidade diaria (Aurich, 2011). O ciclo
estral dura aproximadamente 21 dias e é dividido em proestro, estro, diestro e
metaestro sendo que o estro tem duracdo média de 6 dias (Santos et al., 2015), no

entanto, algumas fémeas podem apresentar estro mais curto.

Eguas aciclicas que se encontram no periodo de anestro estacional ou
transicdo, podem ser utilizadas como receptoras de embrides quando tratadas com
estrogeno seguido de progesterona, simulando o ambiente hormonal das éguas
ciclicas. Quanto a esta categoria de receptoras, também foi demonstrado um possivel
beneficio do maior tempo de tratamento com estrogeno, anteriormente a aplicacéo de
progesterona, sobre o ambiente uterino, uma vez que foi observada maior expresséo
da proteina uterocalina, que fornece lipideos ao embrido em desenvolvimento inicial,
nas éguas que receberam estrogeno por sete dias anteriormente a aplicacdo de P4
(progesterona), quando comparadas aos animais que receberam por apenas dois dias

ou que so receberam P4 (Silva et al,. 2019).

Um estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a influéncia de diferentes
duracfes do tratamento com estrégeno, ou auséncia, antes da administracdo de P4,
sobre o desenvolvimento e sobrevivéncia de embrides transferidos para éguas
receptoras aciclicas (Oquendo et al, 2022). Embora nédo tenha havido diferenca
significativa entre grupos para a taxa de crescimento embrionario, houve tendéncia a
maior recuperacdo de embrides nas receptoras que receberam tratamento com
estrégeno por sete dias, antes da P4, quando comparado aquelas que receberam
apenas a P4. Mesmo que a P4 possa ser usada isoladamente para preparar
receptoras aciclicas, a pré-exposicao ao estrégeno, antes da progesterona, parece ter
desencadeado um melhor ambiente endometrial, aumentando a sobrevivéncia do

embrido (Oquendo et al, 2022).

Apesar de um possivel beneficio da maior exposicdo do endométrio ao
estrégeno ja ter sido demonstrada (Silva et al., 2019), ndo se conhece ainda os efeitos
sobre a viabilidade embrionaria, tanto sobre as caracteristicas morfolégicas quanto
celulares. Uma vez que Ducheyne et al. (2019) utilizou a metodologia de avaliacdo de

proporcdo de nucleos normais e quantificacdo de células mitéticas, entre outras
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analises, como método para avaliacdo de viabilidade em embrides equinos.

O presente projeto teve como objetivo avaliar a contagem de nudcleos e
proporcdo de células mitéticas de embries recuperados de éguas receptoras
aciclicas, que foram expostas a um longo tratamento com estrogeno, um curto
tratamento com estrégeno, ou que nao receberam estrogeno antes da administracao

de progesterona.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sazonalidade reprodutiva

A espécie equina € considerada poliéstrica estacional, o que significa que o
ciclo reprodutivo é afetado pelas estagbes climaticas, onde nos periodos de
primavera/verdo as éguas apresentam varios ciclos, enquanto no outono/inverno
apresentam poucos ciclos ou nenhum (Aurich, 2011). Essa mudanca se da pela maior
ou menor incidéncia de horas luz/dia. Durante a transicdo de verdo para outono a
incidéncia deluz diaria diminui, isso leva ao aumento de melatonina que induz a
diminuicdo da producéo das gonadotrofinas. Devido a isso ha diminuicédo da atividade
folicular e auséncia da ovulacéo, que € chamado de periodo de anestro estacional

(Aurich, 2011).

A égua é o animal que esta mais sujeito a variagbes em seu ciclo reprodutivo,
guando comparado a outros animais domeésticos. Algumas éguas podem ser
verdadeiramente poliéstricas, podendo apresentar estro durante o ano todo,
independente da estacdo do ano, porém a maioria é poliéstrica sazonal. Apesar de
algumas éguas no hemisfério Norte apresentarem comportamento de cio nos meses
de Fevereiro, Marco e Abril, durante essa época do ano esse cio hdo é acompanhado
de ovulacédo e a taxa de concepcédoé baixa, porém as melhores taxas de concepc¢ao
normalmente ocorrem nas éguas cobertas de Maio a Julho. A mesma situa¢ao ocorre
no hemisfério Sul em éguas cobertas de Outubro a Fevereiro. Préximo a linha do

equador ha pouca interferéncia sazonal na duracao do ciclo estral (HAFEZ, 2004).

Segundo HAFEZ (2004), as éguas podem ser classificadas de acordo com a
estacdo de monta, em trés categorias: estacdo reprodutiva definida; estagéo

reprodutiva transitéria; reproducdo anual. Essa classificacdo deixa evidente que por

mais que algumas éguas em certas latitudes apresentem ciclos estrais durante todo
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0 ano, elas ndo concebem necessariamente durante todos os periodos estrais.

2.2 Fisiologia do ciclo estral em equinos

A atividade sexual nos equinos é iniciada e mantida por diferentes fatores, como
hormonais, nutricionais e genéticos. A fisiologia reprodutiva das éguas é comandada
pelo eixo hipotdlamo-hipoéfise-gonadal (Aurich, 2011), que desencadeia a secrecao do
hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH), e consequentemente libera os horménios
foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), ambos atuam diretamente nos ovarios.
O FSH é responsavel pelo crescimento dos foliculos ovarianos, enquanto o LH
proporciona a maturacgéo final do foliculo pré-ovulatorio, e induz a ovulagdo e o inicio

da formacédo dos corpos luteos (Silva et al, 1998).

O ciclo estral da égua apresenta duracao em média de 21 dias podendo haver
variacdes, e sendo divido em duas fases. A primeira fase é de dominio do estrogeno
ou também chamada de fase folicular, marcada pelo estro com sua durag&o variando
de 5 a 7 dias, enquanto a segunda fase apresenta dominio de progesterona ou fase
IUtea, sendo marcada pelo o que € chamado de diestro durando de 14 a 15 dias
(Aurich, 2011).

2.3 Transferéncia de embrides em éguas aciclicas

Nos dias de hoje a técnica de transferéncia de embrido € vastamente difundida
no meio equino. Essa técnica é muito utilizada devido a dificuldade de se conseguir
sincronizar éguas doadoras e receptoras, sem fazer o uso de quaisquer protocolos
hormonais (Campbell, 2014). Devido a isso se tem o aproveitamento de éguas
aciclicas pela administracéo de estrogeno e progesterona, para se manter a gestacao

tornando a TE mais eficiente ao longo do ano (Hinrichs et al, 1987).

Futino et al (2005) relatou que embrides equinos sao transportados através do
oviduto para o Utero nos dias 5 ou 6 pés-ovulacdo, momento no qual se encontram
em estagio de mérula compacta a blastocisto inicial. Apds a entrada no lumen uterino,
o tamanho do embrido aumenta significativamente enquanto se desenvolve para o

estagio de blastocisto expandido.

Para se coletar o embrido equino é utilizado o método de lavagem transcervical

nao cirargico. Portanto com a égua contida no brete, com a regido perineal lavada

com um detergente suave, enxaguada abundantemente com agua limpa seguida de
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secagem. O manipulador que fard o procedimento introduzir4d um cateter ou sonda
estéril munido de um bal&o inflavel pela da vagina, passando pela cérvix e chegando
ao corpo uterino. Entdo o baldo € inflado com 40 a 80 mL de ar, sendo que a quantidade
de ar ira variar de égua para égua, so entao é tracionado contra a abertura interna da

cérvix garantindo uma oclusdo completa e prevenindo a perda do liquido (Lenzi, 2008).

Apo6s a colocacao da sonda, € injetado para dentro do Gtero de um a dois litros
de meio tamponado (Ringer Lactato ou PBS - solugéo salina tamponada em fosfato)
(Futino, 2005), sendo o mais utilizado a solucdo de Ringer Lactato. Utiliza-se e
normalmente 3 lavagens onde se coloca um litro e se ndo houver recuperagao

embrionéria se coloca o segundo litro e o terceiro repetindo-se o procedimento.

Portanto, apos o preenchimento do utero, o fluido € drenado através do cateter
(sonda) e é passado por um filtro de 0.75 pm sendo esse filtro encontrado dentro de
um copo coletor, filtro esse que ird permitir que o embriéo fique retido no copo (Ley,
2013). Terminado o processo de lavagem uterina, o filtro deve ser esvaziado em uma
Placa de Petri com marcac¢des, recomenda—se enxaguar o filtro com o meio utilizado.
O fluido € examinado em busca da presenca de embrides utilizando-se um
microscopio ou uma lupa. Assim que o embrido é identificado, ele é classificado,

lavado e transferido pra a receptora. (Futino, 2005).

2.4 Avaliacdo de embrides equinos

E de extrema importancia que o veterinario que faca TE saiba avaliar e
identificar corretamente um embrido. Deve ser feita uma avaliacdo sobre o estagio de
desenvolvimento, a qualidade e o tamanho dos embrides rigorosamente, além de
diferenciar entre um embrido, um odcito ndo fertilizado e estruturas ndo embrionarias.
Devido a isso recomenda-se que a avaliacdo seja composta por estagio de
desenvolvimento, escore de qualidade (nota) e tamanho (McCue, 2011). De acordo

com McCue (2011) e McKinnon (1998) podem ser classificados de grau 1 a 4:

e Embrides grau 1 (Excelentes) - Sem anomalias visiveis; formato esférico;
células de tamanho, cor e textura uniformes; tamanho e estagio de

desenvolvimento adequados para a idade pés-ovulacao.

e Embrides grau 2 (Bons) - Imperfeicbes minimas, como alguns blastémeros
extrusados; pequenas irregularidades de formato, tamanho, cor ou textura;

pouca separacdo entre a camada trofoblastica e a zona pelucida ou capsula.
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e Embrides grau 3 (Ruins) - Nivel moderado de imperfeicbes, como grande
percentual de blastomeros extrusados ou degenerados; colapso parcial da
blastocele ou afastamento moderado do trofoblasto da zona pellcida ou
capsula.

e Embrides grau 4 (Degenerados ou mortos) - Problemas graves de facil
identificacdo, como alto percentual de blastdmeros extrusados, colapso total da
blastocele, ruptura da zona pelicida ou degeneracdo completa e morte do
embriéo.

e UFO- Ovocito nao fertilizado.

Porém existem andlises mais especificas como a de Ducheyne et al (2019) que
avaliou a morfologia nuclear, e a sua velocidade de desenvolvimento e a propor¢ao
de nucleos normais; e avaliou também se as caracteristicas micromorfologicas de
campo claro e a velocidade de desenvolvimento que podem ser usadas para prever o
estabelecimento da prenhez, e sobrevivéncia ap0s a TE (transferéncia de embri&o).
Apoés coleta de embrides ambos foram a fixados e marcados de fluorescente para
avaliacdo nuclear. As analises foram feitas pelas imagens obtidas pelo microscopio
confocal, que quantificou o numero de micronucleos (MN) e células mitéticas (MC)

pelo programa ImageJ.

Os resultados dos embrides produzidos in vitro tiveram uma incidéncia de 16-
19 vezes maior de células MN do que embrides in vivo. Os resultados deste estudo
indicam que o cultivo in vitro nas condicdes utilizadas afeta negativamente a
competéncia desenvolvimento e, provavelmente, a integridade da segregacao
cromossdmica em embrides equinos. De fato, aproximadamente 10% das células em
embrides IVP exibiram um ou mais MN. A maior prevaléncia de MN em IVP em
comparacao com embrides derivados in vivo sugere que as condi¢des de cultura in
vitro usadas comprometem a capacidade de algumas células de sofrer sequéncia

cromossdmica normal durante a mitose (Ducheyne et al, 2019).
2.5 Influéncia na duracao do estro
Entretanto ainda ndo esta exatamente claro se 0 aumento na duracéo do estro

também influencia a receptividade uterina para o crescimento embrionario. Foi

demonstrado que alternando a dominancia dos esteroides ovarianos (estradiol para
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progesterona) durante a transicdo do estro para o diestro (Gebhardt et al. 2012),
interfere na expressdo génica do endométrio de tal maneira a favorecer a
sobrevivéncia embrionaria. Outro estudo recentemente demonstrou uma correlagédo
positiva entre a duracdo do estro na receptora anteriormente a transferéncia de
embrido e as taxas de prenhez subsequentes (Cuervo-Arango et al. 2018). Tais
achados apontam para um efeito positivo em relacado a maior exposicéo ao estrégeno
e a qualidade do ambiente endometrial necessario para o estabelecimento de uma

gestacéao.

Silva et al (2019) selecionou um painel de genes endometriais conhecidos e
considerados envolvidos no suporte e desenvolvimento do concepto durante a fase
movel, ou aqueles que sdo conhecidos por serem regulados por estrégeno e como
eles sédo influenciados por diferentes duracdes de estimulacdo do estrogeno. Portanto
Silva et al (2019) no presente estudo levantou a hipotese que uma diferenca na
duracédo da exposicao ao estrogeno antes do tratamento com progesterona poderia
influenciar a expressao de genes endometriais. Os resultados mostram que 0s niveis
basais de 17-be estradiol (E2) e progesterona em todas as éguas no inicio do estudo
confirmaram o status em anestro sazonal, e como era esperado as concentragdes
plasmaticas de E2 aumentaram mais cedo (dia 5) naquelas égua LE do que nos outros

grupos.

No trabalho de Oquendo et al (2022), foi levantada a hipotese de que a presenca
e a maior duracdo do tratamento com estrégeno antes da administracdo de
progesterona aumentariam a sobrevivéncia do embrido dentro de 48horas apos TE
em éguas receptoras aciclicas, e a taxa de crescimento dos embrifes sobreviventes
até 48 horas apos TE.As receptoras de embrides foram divididas em 3 grupos, Estro
Longo (EL), 8mg de benzoato de estradiol em doses consecutivas; Estro Curto (EC),
com uma dose Unicade 2,5mg de benzoato de estradiol; Sem Estro (SE), recebeu
apenas progesterona. Os resultados mostraram que a taxa de crescimento ou grau do
embrido dois dias apés TE, ndo foi influenciada pelo grupo de tratamento hormonal.
Ou seja, mesmo que a presenca e a duracao do tratamento com estrogeno antes da
progesterona tendem a influenciar a sobrevivéncia do embrido, aqueles embrides
recuperados nao apresentaram nenhuma diferenca de tamanho e morfologia
(Oquendo et al, 2022). Por outro lado, a probabilidade de recuperagéo do embrido dois
dias ap6s TE foi de 46,1% nas SE; 62,5% nas EC; e de 85,7% nas EL.



3. JUSTIFICATIVA

Baseado em trabalhos que j& mostraram que o0 estro possui um possivel
beneficio no Gtero e na recuperacdo embrionaria (Oquendo et al, 2022), o presente
trabalho se justifica para testar a hipotese de que embrides transferidos para
receptoras que foram expostas a um maior periodo de tratamento com estrégeno
antes da aplicacdo de P4, serdo mais viaveis quando comparados aos embrides
transferidos para receptoras que receberam curta exposicéo ao estrégeno ou que nao
foram expostas ao horménio anteriormente a P4. A técnica de viabilidade empregada,
através da contagem de nucleos e células mitéticas, foi baseada em uma das técnicas

descritas previamente por Ducheyne et al. (2019).

4. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi realizar a contagem de nucleos e proporcédo de
células mitoticas de embrides recuperados de éguas receptoras aciclicas que foram
expostas a um longo tratamento com estrégeno (7 dias), anteriormente a aplicacao de
P4 (grupo estro longo -EL); curto tratamento com estrogeno (2 dias), previamente a
aplicacdo de P4 (grupo estro curto — EC); ou que ndo receberam estrégeno, apenas

a administracdo de P4 (sem estro - SE).
5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Embrides

Dezessete embrides com 10 dias de idade, previamente recuperados das
receptoras de trés grupos, sendo seis do grupo estro longo, cinco do estro curto e seis
do grupo sem estro, foram fixados em paraformaldeido 1% e mantidos a 4°C, até

serem submetidos a técnica de imunofluorescéncia para marcacédo de embrides.

5.2 Marcacao embrionaria

Os embrides fixados foram lavados 3x em PBS (solucéo de fosfato tamponada
— Sigma Aldrich) por 5 min e permeabilizados em 0,1% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
em PBS, por 30 min em temperatura ambiente. Em seguida, os embrides foram
incubados, no escuro, com o marcador de DNA YO-PRO-1 lodide 491/509 (Thermo
Fischer Scientific), na diluicdo de 1:100 por 1h em temperatura ambiente. Novamente

os embrides foram lavados 3x em PBS, no escuro, por 5 min e montados em lamina de
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microscopia utilizando glicerol. As laminas foram cobertas com laminula e vedadas

utilizando esmalte de unhas.

5.3 Avaliag&o por microscopia confocal

Os embrides marcados foram analisados usando o Microscépio Confocal LSM
510 Meta (Zeiss) com objetiva de 20x e 40x. O YO-PRO-1 foi excitado pelo laser de
488 nm. As imagens capturadas foram gravadas e analisadas no programa Image J

(National Institutes of Health).

5.4 Contagem dos nucleos e células mitéticas

Foram analisadas quatro diferentes regides por embrido, uma vez que O
embrido com 10 dias de idade € muito grande (média 3000 uM de diametro) para ser
analisado em sua totalidade. Em cada regido, foram gerados stacks (captacéo oOtica
de diferentes camadas do embrido) e contados o total de ndcleos integros e células

em divisdo (metafase, anafase ou tel6fase).

Foram calculadas a taxa de proliferacdo de nudcleos, a partir da contagem do
numero de nucleos em divisdo em relacdo ao total de nucleos por area, bem como a
taxa de aglomeracdo de nucleos, que foi calculada a partir da area total de onde
estavam os aglomerados de nucleos em cada stack, em relacdo ao diametro de cada
nucleo. Foi calculada a média das variaveis em cada embrido e posteriormente foi

gerada a média por grupo (EL, EC e SE).

5.5. Andlise Estatistica
A comparacdo das médias das taxas de aglomeracdo de ndcloes e taxa de
proliferacdo entre os groupos EL, EC e SE foi realizada pelo teste ANOVA. Foi

considerada diferenca estatistica quando p<0.05.

6. RESULTADOS
6.1 Taxa de Proliferacéo

Ao avaliar os resultados nao houve diferenca significativa (P>0,05) da taxa de

proliferacdo entre os trés grupos (Figura 1).
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Figura 1: Média (xdesvio padrao) da taxa de proliferacdo nuclear (% de ndcleos em

divisédo em relacdo ao total de nucleos por area) dos embrides nos grupos
EL — estro longo, EC — estro curto e SE — sem estro. P>0,05.

6.2 Aglomeracéo de Nucleos

Na aglomeracao de nucleos ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre
0s grupos, EL, EC e SE. (Figura 2).
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Figura 2: Média (x desvio padrdo) da aglomeracéo de nucleos nos grupos EL — estro

longo, EC — estro curto e SE — sem estro. P>0,05.

12



7. DISCUSSAO

No presente experimento ndo foi possivel comprovar a hipétese de que
embrides transferidos a um Utero exposto a um maior tempo estrégeno anteriormente
a progesterona tivessem maior grau de desenvolvimento através de uma maior
aglomeracao de nucleos e células em diviséo.

A metodologia utilizada no presente experimento foi baseada no trabalho de
Ducheyne et al (2019), que avaliou a contagem total de nucleos e células em diviséo,
os embribes analisados por Ducheyne eram provenientes de ICSI (injecao
intracitoplasmatica de espermatozoides) e foram recuperados com 8 dias apos TE,
portanto ja se espera que eles apresentassem um menor diametro (0,5 mm) e por isso
foi possivel de ser feita uma fotografia do embri&o inteiro, diferente do presente estudo
onde foram analisadas quatro diferentes regides por embrido, ja que o embrido com 10
dias de idade € bem maior (média 3000 uM de diametro) para ser analisado em sua

totalidade.

E bem provavel que somente o método de contagens de ntcleos ndo acuse
uma diferenca na viabilidade dos embibdes. Para isso existem outros parametros que
podem ser avaliados como a porcentagem de micronucleos, porém nao foi avaliado no
presente estudo por ndo apresentar significancia em embrides in vivo (Ducheyne,
2019). Outro parametro que pode vir a ser avaliado é a fragmentacéo nuclear que nao
foi avaliado neste estudo devido a ser uma avaliacédo subjetiva e com alto grau de erro,
apesar de haver outros indicadores de apoptose mais objetivos como as caspases
(Chowdhury, Tharakan, Bhat, 2006), morfologia celular (Allan et al, 1998), DNA
laddering (Wyllie, 1980), pela identificacdo de fosfatidilserina na superficie externa da
membrana plasmatica (Henriksen et al, 1998), e pelo TUNEL (TdTmediated
deoxyuridine thiphosphate nick end-labeling) que é uma marcacdo feita para
identificacdo da fragmentacdo da cromatina (Gavrieli et al, 1992), no entanto nao foi
possivel essa avaliacdo. Outro parametro de avaliacdo é a porcentagem de células
mitéticas, que foi avaliado no presente estudo e assim como Ducheyne et al (2019) néao

foi observado diferenca significativa entre os grupos avaliados.

E possivel que uma vez que esses embries sobrevivam nesse (tero

independente do tempo em que foi exposto ao estréogeno, aparentemente eles tém
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capacidade de se desenvolver da mesma forma nessas 48 horas. Uma hipotese a ser
levada em consideracao é que quando o embrido nao se adapte ao ambiente ele morre
antes de 48 horas, portanto uma vez que se colhe em 48 horas é porque eles ja iriam
se desenvolver independente do ambiente. Outro ponto € a utilizacao relativamente
baixa de embrides, talvez avaliando um namero maior de embrifes pudesse acusar o

diferenga mais significativas.

8. CONCLUSOES

N&o foi possivel observar diferencas na aglomeracdo de nucleos e taxa de
proliferacdo entre os embrides transferidos para ambientes uterinos expostos a maior
ou menor tempo de exposicdo ao estradiol antes da progesterona, ou mesmo ha
auséncia de estradiol previamente a progesterona. S&o necessarios estudos adicionais
utilizando outras técnicas para avaliacdo de viabilidade e, se possivel, maior nimero

de embrides por grupo.
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