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RESUMO

LOPES, G.V.R. EFEITO DO ESTRESSE TERMICO SOBRE EMBRIOES
EQUINOS PRODUZIDOS IN VIVO DURANTE SIMULACAO DE
TRANSPORTE. Botucatu — SP. 2024. 51p. Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

O aumento da temperatura global e seus extremos climaticos impactam na reproducéo,
bem como nos métodos de transporte de embrides. Este estudo objetivou avaliar efeito
do estresse térmico (ET) sobre o embrido equino durante diferentes simulacGes de
transporte. Os embrides foram coletados através de lavados uterinos 8 ou 9 dias apos a
ovulacdo, analisados (MO0) quanto a sua morfologia e divididos em grupo controle (n=7,
avaliacdo imediatamente apos colheita); 15°C (n= 6, mantidos & 15°C por 24h); 32°C (n=
6, mantidos a 32°C por 24h); 15°C-ET (n= 6, mantidos a 15°C por 24h e submetido a
estufa & 50°C por 2h); 32°C-ET (n= 6, mantidos a 32°C por 24h e submetido a estufa &
50°C por 2h ) e ET (n= 7, submetido ao estresse térmico por 2h em estufa a 50°C em
criotubo). O acondicionamento dos embrifes foi realizado em caixas isotérmicas
(Botuflex®, Botupharma, Botucatu, SP) seguindo as descri¢des do fabricante nos grupos
15°C e 15°C-ET e, nos grupos 32°C e 32°C-ET, foram colocados dois gelos descartaveis
mantidos em banho maria a 32°C por 48h. Os grupos submetidos ao ET ficaram 2h em
estufa a 50°C. Os embribes passaram por avaliacdo (M1) morfologica e estresse oxidativo
(TBARS-ng/mL). Na analise estatistica foi usado ANOVA e Kruskal-Wallis comparando
0s grupos, seguido por Tukey comparando as médias, para avaliagdo morfoldgica foi
utilizado teste Wilcoxon e o modelo linear para estresse oxidativo a um nivel de
significancia de 5%. O ET em estufa promoveu aumento da temperatura da caixa em 4h
e 6h, e reducdo até 24h (grupos 15°C-ET e 32°C-ET). O grupo ET mostrou aumento
(P<0,001) a partir dos 30 minutos e manteve acima de 41,2°C durante as 2h. A taxa de
crescimento o grupo 32°C-ET foi maior que os grupos 15°C, 15°C-ET e ET; o grupo ET
menor que o0 15°C, 32°C e 32°C-ET. Apenas o grupo ET diferiu (P=0,0006) o grau de
qualidade do M0 (G1+) para o M1(G2-), e obteve resposta oxidativa (1627 ng/mL;
P<0,0001) maior que todos os grupos. Os grupos controle (227 ng/mL), 32°C (193,7
ng/mL) e 15°C-ET (160,3 ng/mL) foram semelhantes quanto a resposta oxidativa,
enquanto o grupo 15°C (93,7 ng/mL) foi menor que os demais grupos. Considerando o
grupo controle representativo da resposta oxidativa esperada para os embrides produzidos
in vivo (D8/D9), o acondicionamento a 32°C se mostrou mais seguro quando nao
submetido a condigdes de temperaturas elevadas, justificado pela curva de temperatura
homogénea e a taxa de crescimento embrionario. Porém, a refrigeracdo a 15°C pode ser
mais adequada quando o sistema de acondicionamento for exposto as altas temperaturas.

Palavras-chave: estresse térmico, qualidade embrionéria, resposta oxidativa,
acondicionamento.
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ABSTRACT

LOPES, G.V.R. EFFECTS OF HEAT STRESS ON IN VIVO PRODUCED EQUINE
EMBRYOS DURING SHORT STORAGE SIMULATION. Botucatu— SP. 2024. 51p.
Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

The increase in global temperature and its climactic extremes impact reproduction, as
well as embryo transport methods. The aim of this study was to evaluate the effect of heat
stress (HS) on equine embryos during different short storage simulations. The embryos
were collected through uterine lavage 8 or 9 days after ovulation, analyzed (MO) for their
morphology and divided by change into: control (n= 7, evaluation immediately after
collection); 15°C (n= 6, storage at 15°C for 24h); 32°C (n= 6, storage 32°C for 24h); HS-
15°C (storage ate 15°C for 24h and subjected to HS for 2h); HS-32°C (n=6, storage 32°C
for 24h and subjected to HS for 2h) and HS (n= 7, subjected to HS for 2h). The embryos
were storage in isothermal boxes (Botuflex®, Botupharma, Botucatu, So Paulo, Brazil)
according to the manufacturer’s descriptions in the 15°C and HS-15°C groups, and in the
32°C and HS-32°C groups, two disposable ices were placed and kept in a water bath ate
32°C for 48h. The groups submitted to HS were spent 2h in an incubator at 50°C. The
embryos underwent morphological (M1) and oxidative stress (TBARs; ng/mL). In the
statical analysis, ANOVA and Kruskal-Wallis were used to compare the groups, followed
by Tukey comparing the means, for morphological evaluation of the embryos, the
Wilcoxon test and linear model for oxidative stress were used (P<0,005). The HS in the
incubator increased the temperature of the box at 4 and 6h and reduced it up to 24h (HS-
15°C and HS-32°C). The HS group showed an increase (P<0.001) from 30 minutes on
wards and remained above 41,2°C during 2h. The growth rate differed between the groups
at M1, in which the HS-32°C group was higher than 15°C, HS-15°C and HS groups; the
HS group was lower than 15°C, 32°C and HS-32°C. Only the HS group differed
(P=0.0006) the quality grade from M0 (G1+) to M1 (G2-) and obtained an oxidative
response (1627 ng/mL; P<0.001) was higher than all groups. The control (277 ng/mL),
32°C (193.7 ng/mL) and HS-15°C (160.3 ng/mL) groups were similar in terms of
oxidative response, while the 15°C (93.7 ng/mL) group was lower than the other groups.
Considering the control group representative of the oxidative response expected for day
8 or 9 embryos produced in vivo, the storage at 32°C proved to be safer when not
subjected to high temperature conditions, justified by the homogeneous temperature
curve and the embryonic growth rate. However, refrigeration at 15°C seems to be more
appropriate when the storage system is exposed to high temperatures.

Keywords: Heat stress, embryo quality, oxidative response, storage.
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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil ocupa um lugar de destaque na producgédo de embri&o equino no mundo.
A busca constante por novas biotecnologias tornou o pais um dos lideres mundiais na
transferéncia de embrides (TE) produzidos in vivo (VIANA,2021), o que mostra a
relevancia desta tecnologia utilizada a campo, otimizando a economia equestre atual
(SQUIRES, 2020).

O transporte de embrides por periodos curtos € um importante exemplo desta
biotecnologia (MOUSSA et al., 2006; MOYA-ARAUJO et al., 2010), que possibilita o
uso de doadoras e receptoras que ndo se encontram na mesma propriedade e permitiu o
transporte embrionério por até 24h (CUERVO-ARANGO et al., 2015). Apesar da
aplicacdo e importancia dentro dos programas de TE, poucos sdo os estudos que avaliam
as condigdes disponiveis a campo, considerando os meios utilizados atualmente e o
aumento da temperatura média global, para que os embrides sejam transportados em
seguranga e com minimas lesdes celulares (IPCC - Intergovernmental Panel on Climate
Change; CLARK et al., 1987; COOK et al., 1989; CARNEY etal., 1991; CARNEVALE
et al., 2000; MOUSSA et al., 2002, 2003, 2004, 2006).

No Brasil predomina-se o clima tropical caracterizado por altas temperaturas na
estacdo reprodutiva, com médias diarias superiores a 20°C e condi¢des extremas ao longo
do dia, atingindo temperaturas acima de 30°C (Instituto Nacional de Meteorologia,
MAPA). Nos ultimos 50 anos foi observado um aumento médio de pelo menos 1°C em
todas as regides do pais, e o Painel Brasileiro de Mudangas Climéaticas prevé uma
tendéncia de aquecimento entre 1 e 1,5°C até 2040 (MENEGASSI et al., 2023).

Os efeitos prejudiciais das variagfes climaticas no desempenho reprodutivo ja
foram estudados em outras espécies (GARCIA-ISPIERTO et al., 2006; SANTOLARIA
et al.,, 2010), e a influéncia de altas temperaturas reflete na qualidade do embrido
recuperado (MORTENSEN et al.,2009; CAMPBELL, 2014) e nas condi¢cbes de
transporte e qualidade seminal (AVANZI et al., 2006). Entretanto, o efeito do estresse
térmico sobre embries equinos produzidos in vivo durante simulacdo de transporte de
ndo foi estudado até o momento. Estudo recente associou a alta temperatura e umidade
com aumento da perda embrionaria precoce em éguas receptoras de embrido, justificada
pela sensibilidade embrionaria no momento e na semana apés TE (YU et al., 2022). Logo,
€ possivel que os extremos na temperatura durante o transporte curto afetem a viabilidade
embrionéria.

Sendo assim, este estudo tem como objetivo avaliar o efeito do estresse térmico



sobre embrides produzidos in vivo durante simulacdo de transporte em condicGes

correspondentes a realidade atual a campo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Transporte embrionério

Ha um forte apelo na industria equestre para 0s constantes avancos nos estudos
das biotecnologias envolvendo o embrido equino, principalmente no desenvolvimento de
técnicas alternativas acessiveis a campo. No mercado envolvendo os programas de TE,
que incluem tanto os embrifes produzidos in vivo quanto in vitro, o transporte de
embrides por periodos curtos, em torno de 24 horas se tornou necessario dentro da rotina
a campo (MOUSSA et al., 2006; MOYA-ARAUJO et al., 2010).

O transporte curto viabiliza a realizacdo da técnica quando as doadoras e
receptoras ndo se encontram no mesmo local. Avaliando a importancia dentro dos
programas de TE, escassos sdo 0s estudos que consideram as condi¢des (ambiente de
acondicionamento e temperatura) disponiveis a campo, para que os embrides produzidos
in vivo tenham um transporte seguro e com poucas injdrias celulares (CLARK et al.,
1987; COOK et al., 1989; CARNEY et al., 1991; CARNEVALE et al., 2000; MOUSSA
etal., 2002, 2003, 2004, 2006; ALONSO et al., 2020; GASTAL et al., 2021;CAMARGO
etal., 2024).

A escolha do meio em que o embrido ficara imerso é fundamental para o
transporte. Estudos utilizaram o meio de manutencdo Ham’s F-10® para transporte
embrionério (CLARK et al., 1987; MOUSSA et al., 2002; 2004), todavia, este necessita
de manutencéo correta do pH em presenca de CO2 (5%), Oz (5%) e N2 (90%) adequado
para manter sua estabilidade tamponante por bicarbonato, dificultando sua utilizagcdo no
campo (GOOD etal. 1966, 1966; MOUSSA et al., 2003). Assim, 0s meios de manutencéo
embrionaria contendo agentes tamponantes, ndo dependentes de COz, tal qual os hepes e
0s zwitteridnicos foram desenvolvidos (GOOD et al., 1966; MOUSSA et al., 2003). Os
meios tamponantes de manutencdo (holding) sdo compostos por uma molécula neutra,
que ndo atravessam as membranas celulares, e com isso criam um microambiente estavel
na zona peldcida (zp), evitando a inibicdo do tampédo fosfato no desenvolvimento
embrionario (GOOD et al., 1966).

Os meios “holding” de embrides, como Vigro Holding Plus®(VHP) e Emcare®
(EHS), mostraram eficiéncia para o transporte (MOUSSA et al., 2002). Estudos relataram



taxas de gestacdo de 83% (30/36) e 75% (33/44) utilizando BotuEmbryo® e meio TQC
Holding Plus®, respectivamente, por até 120 minutos mostrando sua eficiéncia em
temperatura ambiente (GOMES et al., 2014). Boas taxas gestacionais também foram
observadas em embries produzidos in vivo (n=126) acondicionados & 5°C em Syngro
Holding Solution®, com 71.9% (>300 um) e 41.7% (<300 pm) (ALONSO et al., 2020).
Avaliacbes moleculares (GASTAL et al., 2021) e morfoldgicas (CAMARGO et al.,
2024) em embrides utilizando meios de manutencdo comercialmente disponiveis
sugeriram seguranga no transporte, a depender da temperatura de acondicionamento.

As informagdes sobre a temperatura no transporte sao poucas, mesmo sendo um
fator que reflete na qualidade do embrido transferido e taxa gestacional (CLARK et al.,
1987; CARNEVALE et al., 1987). Embribes cultivados em meio PBS (“phosphatase
Buffered Saline”) adicionado a 20% de soro fetal bovino a 37°C por 3h e 24h,
apresentaram melhor taxa de prenhez quando transferidos dentro de 3h apos coleta (IMEL
et al.,, 1981; SQUIRES et al.,, 1982). Entretanto, um estudo avaliou o transporte de
embrides em meio Ham’s F10® em até 12h a 24°C, e a viabilidade embrionaria se
manteve neste periodo, uma vez que as taxas gestacionais foram similares aos embrifes
inovulados até 1h ap6s a coleta (CLARK et al., 1987). Considerando a avaliacdo
morfoldgica, embrides acondicionados por 12 ou 24h a 5°C ou 24°C em meio Ham’s F-
10® a 24°C apresentaram melhor qualidade quando comparados aos mantidos a 5°C em
meio MEM (meio essencial minimo com Sais de Hank -EARLE®) por 24h, e houve perda
da qualidade embrionéria de 12 a 24h de acondicionamento nos embrides que estavam
em meio MEM (CLARK et al., 1985).

Os resultados encontrados em embrides néo refrigerados sao justificados devido
a queda do metabolismo embrionario, a laténcia dos estagios de desenvolvimento e a
manutencdo do tamanho embrionario durante o armazenamento (MCCUE et al., 2011;
RIERA et al., 2019). Assim, os estudos buscaram a refrigeracdo para transporte de
embrides produzidos in vivo por até 24h (CARNEVALE et al., 1987; MOUSSA et al.,
2002; 2003; 2004; DIAZ et al., 2018). Entretanto, a refrigeracdo causa lesdes as células
embrionéarias (MOUSSA et al., 2003; 2004). Embrides refrigerados obtiveram menores
taxas gestacionais em comparacdo aos transferidos a fresco (COOK et al., 1989), e
observaram maior perda das gestagdes entre 12 e 35 dias de embrides refrigerados por
12h (CARNEY et al., 1991).

Considerando o tamanho, embrides equinos pequenos (<175 pm) possuiram

maior susceptibilidade a lesdes e menores taxas gestacionais pela refrigeracdo, em



comparacao aos maiores (CLARK et al., 1987; MOUSSA et al., 2003; 2004; ALONSO
et al., 2020). E a refrigeracdo a 5°C por 24h proporcionou um aumento no numero de
celulas mortas (DAPI), ndo desencadeado por apoptose (TUNEL) (MOUSSA et al.,
2004).

Estudos recentes demonstraram efeitos benéficos do transporte a 20°C a nivel
intracelular, e melhor taxa gestacional de embrides transportados entre 10 e 16°C quando
comparados aos refrigerados a 5°C (GASTAL et al., 2021; ALONSO et al., 2020). Em
outro relato, embribes excelentes ou bons transportados a 25°C mantiveram seu grau de
qualidade e apresentaram um aumento médio de 25,9% de diametro em 24h, contrapondo
a um decréscimo na qualidade embrionaria de 20% a 5°C, seguido por diminuigdo média
do didmetro em -4,3% (CAMARGO et al., 2024). O que indicou melhor crescimento,
desenvolvimento e qualidade quando transportados a 25°C, em relagdo aos armazenados
em baixas temperaturas. Além disso, pesquisas com embrides refrigerados resultaram em
uma menor vesicula embrionaria por meio da ultrassonografia (CARNEVALE et al.,
2000) e consequentemente no retardo no metabolismo e desenvolvimento dos embrides
(MCCUE et al., 2011).

O transporte dos embrides a campo é fundamentado em condi¢des desenvolvidas
para o transporte de sémen refrigerado (KAYSER et al., 1992; SQUIRES et al., 1998;
MOUSSA et al., 2003; 2004; CHOI et al., 2011; CHOI e HINRICHS, 2016; PAPA,
2020). Diferentes modelos de caixas isotérmicas estdo disponiveis comercialmente
garantindo curvas de temperatura previamente estabelecidas, porém com variacdes nas
condicdes sob temperaturas externas extremas (AVANZI et al., 2006).

Atualmente ndo existem estudos avaliando os sistemas de acondicionamento
para transporte, levando em consideracdo o clima no Brasil e suas varia¢fes extremas na
estacdo reprodutiva. Outro fator importante € que o transporte dos embriGes é feito dentro
de caixas isotérmicas em carros ou por motoboys. Pesquisas apontam que as temperaturas
internas de um carro fechado alcangcam acima de 50°C em 20 minutos (GIBBS et al.,
1995), demonstrando a importancia de estudos avaliando as curvas de acondicionamento
para transporte de embriGes utilizadas atualmente a campo, e quais 0s danos causados aos

embrides transportados.

2.2. Avaliagdo morfoldgica embrionaria
A avaliacdo morfolégica, mesmo subjetiva, surgiu para aferir a qualidade dos

embrides transferidos, validando diferentes tipos de meios de transporte ou cultivo, e



manipulacdes embrionarias (CLARK et al., 1985; 1987; CAREVALE et al., 2000;
MOUSSA et al., 2003; 2004). Levando a um valor preditivo sobre a taxa de prenhez e
sobre a perda embrionéaria antes da transferéncia (MCKINNON e SQUIRES, 1988;
VANDERWALL et al., 1996; CARNEVALE et al., 2000; MCCUE et al., 2009).

A classificacdo morfoldgica para os embrides equinos foi dividida em graus de
qualidade entre 1 a 5, sendo 1- excelente, 2- bom, 3- razoavel, 4- pobre e 5- ndo fecundado
ou morto (MCKINNON e SQUIRES, 1988), com carateristicas morfoldgicas como
compactacdo de blastdmeros, blastdmeros extrusados e/ou envelhecidos, coloracdo das
celulas, formato do embrido, espaco perivitelinico, dano a zona peltcida e cépsula, e a
relacdo entre idade e estdgio de desenvolvimento embrionario (MCKINNON e
SQUIRES, 1988).

Sendo assim, a avaliagdo morfoldgica é um critério para aplicagdo comercial
capaz de fornecer informacGes sobre a probabilidade de efetivacdo de gestacdes apos a
TE, e para os estudos fornecendo informac6es sobre as novas biotecnologias utilizadas.
Obtendo um método de avaliacdo qualitativa antes e depois da aplicagdo das técnicas
(VANDERWALL et al., 1996).

2.3. Estresse térmico

A medida que as mudancas climaticas progridem, o aumento da temperatura
global e os eventos climéaticos extremos se tornam mais frequentes e intensos (IPCC -
Intergovernmental Panel on Climate Change, 2018). O Brasil, apesar de sua grande
diversidade climatica é caracterizado por altas temperaturas no verdo, grande amplitude
térmica e médias diarias superiores a 20°C. Além de condicGes extremas de temperaturas
ao decorrer do dia, ultrapassando 30°C (Instituto Nacional de Meteorologia, MAPA), nos
ultimos 50 anos pesquisas relataram em todo pais um acréscimo de 1°C e preveem um
aumento entre 1 e 1,5°C nos préximos anos (MENEGASSI et al., 2023).

Fontes de estresse, como excesso de calor, podem afetar aspectos reprodutivos
nos mamiferos, incluindo gametogénese, desenvolvimento embrionario inicial,
crescimento fetal e placentario (HANSEN, 2009). Os efeitos prejudiciais das mudancas
climaticas no desempenho reprodutivo sdo bem elucidados em bovinos, devido as
consequéncias econdmicas causadas nos sistemas de pecuaria ao redor do mundo
(GARCIA-ISPIERTO et al., 2006; HANSEN, 2009; SANTOLARIA et al., 2010). Ainda
assim, em equinos esta associacdo ndo foi avaliada diretamente, mesmo a analogia

sugerindo efeitos semelhantes entre as espécies.



A influéncia de altas temperaturas reflete na qualidade do embrido recuperado.
Eguas submetidas diariamente ao exercicio fisico durante 30 minutos no periodo
periovulatério e ovulatdrio sob condigdes ambientais médias maiores que 30°C e umidade
acima de 50%, mostraram uma reducéo de aproximadamente 50% na taxa de recuperagéo
embrionaria em comparacdo aos ciclos ndo exercitados (MORTENSEN et al., 2009;
CAMPBELL, 2014). Em 2010, foram relatados niveis aumentados na expressdo de genes
relacionados ao estresse térmico em blastocistos de éguas previamente exercitadas, e este
aumento ocorreu na mesma propor¢do que a qualidade embrionaria diminuiu
(MORTENSEN et al., 2010). Recentemente, foi observada a associa¢éo entre 0 aumento
de temperatura e umidade com a perda embrionéria precoce em éguas receptoras de
embrido, justificada por uma sensibilidade do embrido no dia e na hora da TE (YU et al.,
2022).

O embrido pré-implantacdo se torna mais susceptivel ao estresse térmico no
inicio da gestacdo e pressupde que se torne resistente de acordo com seu desenvolvimento
(HANSEN, 2009). O aquecimento de embriGes bovinos durante estagios iniciais de
desenvolvimento foi associado a taxas mais baixas no desenvolvimento de embrides
subsequentes, assim como menor nimero celular (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002;
SAKATANI et al., 2012).

Em equinos, a exposi¢do de odcitos a 42°C por 4h, no estagio final de
maturagdo, aumentou os niveis de transcricdo do gene HSPA1A, gene alvo para analise
da resposta embrionaria equina precoce ao estresse térmico, nos blastocistos produzidos
posteriormente (MORTENSEN et al., 2010). E suspeito que a susceptibilidade do
embrido inicial a condi¢des de altas temperaturas seja justificada pela transcrigéo e
adaptabilidade limitada de genes (SAKATANI et al., 2012; SAKATANI, 2017), e se

relacione ao aumento das espécies reativas ao oxigénio (EROs) (HANSEN, 2009).

2.4. Estresse oxidativo

Determinadas reacdes do embrido pré-implantacdo podem ser relacionadas ao
aumento da producdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs) (HANSEN, 2009). A
producdo desequilibrada de EROs e/ou de espécies reativas ao nitrogénio (RNS) levam a
superproducdo de enzimas antioxidantes e posterior estresse oxidativo (BOROWIECKA
etal., 2012).

Os produtos toxicos provenientes do excesso dos EROs causam danos oxidativos

celulares modificando proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucleicos,



comprometendo a integridade e funcdo celular como vias de sinalizacéo e estabilidade
genica (FINKEL e HOLBROOK, 2000; BIRBEN et al., 2012). O o6xido nitrico esta
diretamente ligado ao desenvolvimento embrionario, porém em excesso pode interagir
com as espécies reativas levando a producdo do citotoxico anion de peroxinitrito. Este
dano oxidativo induz uma cascata de producdo de EROs, algumas das quais sdo
transitorias, enquanto outras aparecem de forma acumulativa tardiamente, como
malonaldeido que é detectado pela reacao de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) (PEDERSEN et al., 200; KELLER et al., 2000; COLL et al., 2017).

No embrido o acimulo de EROs no desenvolvimento pode causar aumento de
apoptose celular e alteracdes na expressao génica (WAN e WINN, 2006), acarretando
graves injurias (COVARRUBIAS et al., 2008). O estresse térmico também leva ao
aumento da concentragdo de EROs na tuba uterina e nos embrides de ratos (OZAWA et
al.,, 2002; MATSUZUKA et al., 2005), o que também foi relatado em bovinos
(SAKATANI et al., 2004; 2008).

Em bovinos, os embrides apresentam maior resisténcia a medida que se
desenvolvem, devido a diminuigdo da geracdo de EROs em resposta ao choque térmico
conforme o desenvolvimento embrionario progride (SAKATANI et al., 2004), enquanto
as concentrac@es intracelulares de antioxidantes citoplasmaticos aumentam (LIM et al.,
1996). Caso estes impactos embrionarios se assemelhem entre as espécies, 0 mecanismo
de estresse oxidativo justifica o fato dos embries equinos maiores, quando refrigerados
a baixas temperaturas, obterem menor nimero de lesdes celulares comparados aos
menores (CLARK et al., 1987; MOUSSA et al., 2003; 2004). Além disso, outro dado
interessante é a termotolerancia induzida do embrido, em que sua exposicao prévia a altas
temperaturas torna as células resistentes a um subsequente aumento de temperatura
(HANSEN, 20009).

2.5. Proteinas do estresse térmico

A fim de controle do estresse térmico a célula desenvolveu um complexo sistema
de protecdo, compreendido em proteinas especificas conhecidas como proteinas do
choque térmico (HSP), as quais apresentam funcdo de neutralizar a exposicao da célula a
estimulos externos (SCHLESINGER, 1990). Ativamente estas proteinas desempenham
papel de chaperonas moleculares intracelulares nos mamiferos, preservando, protegendo
e restaurando a fungéo proteica (SCHILESINGER, 1990).

Nos embrides, estimulos externos como fluxo de temperatura e luz induzem a



expressdo de genes HSP (MORTENSEN et al., 2010; PINSINO et al., 2011), que sdo
criticos para a sobrevivéncia celular por causarem desdobramento ou agregacao proteica
intracelular a niveis potencialmente toxicos (OUTEIRO et al., 2006; AKERFELT et al.,
2010).

Durante o estresse térmico, as interacdes proteicas nao especificas podem levar
a formacdo de proteinas ndo funcionais, e as HSPs atuam impedindo esta formagao
(MORTENSEN et al., 2010). A desnaturacdo de proteinas resulta em uma serie de efeitos
em outras fungbes, como na producdo de energia, integridade da mitocondria e equilibrios
oxidativos (GREGERSEN e BROSS, 2010), podendo levar a morte celular
(DAVENPORT et al., 2008), demonstrando que as proteinas do choque térmico tém um
impacto significativo no desenvolvimento embrionario.

A proteina de choque térmico 70 (HSP70) é uma das mais estudadas e
conservada em todas as espécies. Em niveis basais, as HSP70 atuam como chaperonas
moleculares dependentes de ATP, amparando no dobramento de polipeptideos recém-
sintetizados, na producdo de complexos multiproteicos, também no transporte de
proteinas através das membranas celulares (DIDELOT et al., 2006). Ha indicios que
HSP70 esté envolvida na fertilizagdo e desenvolvimento precoce de embribes (ZHANG
etal., 2011).

A forma induzida destas proteinas (HSPA1A) é expressa em resposta a fatores
estressantes, evitando agregacéo proteica (KAMPINGA, 2006). A HSP1A foi estudada
em embrides de diversas espécies, quando submetidos ao estresse térmico (PUTNEY et
al., 1988; EDWARDS et al., 1997; TOMPSON et al., 2008; BERNARDI et al., 2003).
Em bovinos, a expressdo de HSPALA foi relatada nos embrides mais desenvolvidos
(PUTNEY et al., 1988; EDWARDS et al., 1997). A proteina foi a mais abundante apds
estresse térmico em embrides de ratos no dia 10 e de camundongos no dia 8 de seu
desenvolvimento (HUNT et al., 2004).

Em 2010, Mortensen et al. relataram a expressdo genica da HSPA1A em
embrides equinos provenientes de o0citos expostos a 42°C por 2h durante a maturacédo
tardia. Este mesmo grupo constatou um aumento na expressao deste gene a medida que a
qualidade do embrido diminuia (MORTENSEN et al., 2010), sugerindo que este gene
também pode ser expresso em embrides produzidos in vivo submetidos ao estresse
térmico proveniente do acondicionamento inadequado.

Em estudo atual, baseado em espectrometria de massa, foram identificadas 1977

proteinas de embrides equinos de 8 dias produzidos in vivo (TELES FILHO et al., 2024).
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As proteinas mais abundantes encontradas estdo envolvidas em diversas vias metabdlicas,
incluindo biossintese de ATP e a glicose, também envolvidas na dobra e degradacao
proteica durante o desenvolvimento embrionario (TELES FILHO et al., 2024).

As chaperonas, incluindo HSPs 60, 70, 71 e 90 aumentam sua expressao nas
celulas tronco diferenciadas quando comparadas com as ndo diferenciadas, e véo
diminuindo durante a diferenciagdo (YAN et al, 2020; SARETZKI et al., 2004, 2008).
Os niveis elevados de chaperonas podem fornecer as células-tronco capacidades
aprimoradas para gerenciar proteinas anormais e manter a homeostase celular (Yan et al.,
2020), sugerindo um papel semelhante da proteostase no desenvolvimento de embribes
equinos (TELES FILHO et al., 2024).

Outro sistema de identificacdo e degradacdo proteica € de ubiquitina-
proteassoma (UPS), uma via primaria de degradacéo, ligando por enzimas a ubiquitina as
proteinas-alvo, utilizando um processo dependente de ATP (SCHUBERT et al., 2000).
Considerando a abundancia encontrada de proteinas ligadas as duas vias, as chaperonas
e as proteinas ligadas a UPS podem ser bons biomarcadores para injurias envolvendo as
biotecnologias reprodutivas (TELES FILHO et al., 2024)

3. HIPOTESE E OBJETIVOS
3.1. Hipdtese(s)
A temperatura durante o transporte em caixas isotérmicas influenciam a

morfologia e producdo de EROs dos embrifes equinos de 8 ou 9 dias produzidos in vivo.

3.2. Objetivo geral
Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do estresse térmico sobre a

viabilidade embrionéria durante diferentes simulacdes de transporte.

3.3. Objetivos especificos

Avaliar a morfologia e 0 estresse oxidativo de embribes de 8 ou 9 dias
produzidos in vivo, apds diferentes simulagdes de transporte sob acondicionamentos a
15°C ou 32°C por 24 horas, submetidos ou ndo a altas temperaturas em estufa (50°C), e

apos exposicdo direta em estufa (50°) durante 2 horas.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi simular diferentes temperaturas de transporte, submetidos ou ndo a estresse térmico
em estufa & 50°C por 2h (ET) sobre a viabilidade de embrides equinos. Embries de 8-9 dias foram coletados
e analisados (M0) quanto a morfologia e divididos em grupo controle (n=7, avaliacdo imediata) e ET (n=7,
estufa a 50°C/2h); grupo 15°C (n=6, 15°C) e 32°C (n=6, 32°C) em caixa isotérmica durante 24h; e grupo 15°C-
ET (n=6, 15°C) e 32°C-ET (n=6, 32°C) em caixa isotérmica durante 24h submetidos a estufa (50°C) por 2h.
Apos as simulagdes foi avaliado (M1) a morfoldgica e estresse oxidativo (ng/mL).O ET em estufa promoveu
aumento da temperatura da caixa, avaliada a cada 15 minutos, em 4h e 6h e reducéo até 24h (15°C-ET; 32°C-
ET). O grupo ET mostrou aumento a partir do minuto 30 e ficou acima de 41,2°C por 2h. A taxa de crescimento
do grupo 32°C-ET foi maior que o 15°C, 15°C-ET e ET; do grupo ET menor que o 15°C, 32°C e 32°C-ET. O
grupo ET diminuiu o grau de qualidade do MO (G1+) para 0 M1(G2-), e teve resposta oxidativa maior que
todos os grupos. Os grupos controle, 32°C e 15°C-ET foram iguais quanto a resposta oxidativa, e o grupo 15°C
foi menor que os demais grupos. Considerando o grupo controle como a resposta oxidativa esperada, o
transporte a 32°C foi seguro quando ndo submetido ao ET e o transporte a 15°C quando exposto a altas
temperaturas.

Palavras-chave: estresse térmico, qualidade embrionéria, acondicionamento, simulagdo de transporte.
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1. Introducéo

Atualmente a transferéncia de embrides (TE) é uma das biotecnologias de maior
relevancia a campo, refletindo diretamente no mercado equestre atual, por potencializar
a producdo e comércio de produtos de alto valor agregado [1]. Conforme a crescente
demanda desta biotecnologia, o transporte de embrides por curtos periodos, de
aproximadamente 24h, vem ganhando destaque na rotina a campo [2,3].

Apesar de sua importancia dentro dos programas de TE, os estudos que
preconizaram o transporte ndo levaram em consideracao a elevacdo da temperatura média
global atual durante a estacdo reprodutiva [4,5]. A medida que as mudancas climaticas
progridem, o aumento da temperatura diria tem se tornado mais frequente e intenso,
podendo ultrapassar 0 aumento esperado de 1,5°C para os préximos anos [4,13]. O efeito
dos extremos climaticos nas temperaturas sobre o desempenho reprodutivo em bovinos
jafoi estudado [14-16], entretanto s&o raros os estudos sobre estas variagdes nos equinos.
O aumento da temperatura em resposta ao exercicio fisico diario por 30 minutos em éguas
durante o periodo periovulatorio e ovulatorio indicou diminuicdo da qualidade
embrionaria e aumento na expressao de genes relacionados ao estresse térmico em
embrides equinos [17-19]. Recentemente, um estudo associou 0 aumento da temperatura
e umidade com a perda embrionaria precoce [20], demonstrando que o0 aumento da
temperatura interfere diretamente na qualidade e desenvolvimento embrionario em
equinos, assim como em outras espécies [21].

Em ratos, embrides submetidos ao estresse térmico tiveram um aumento
significativo de espécies reativas ao oxigénio (EROs) [22,23], o que também foi
observado em bovinos [24,25]. O primeiro relato em embri6es equinos submetidos ao
estresse termico foi em odcitos expostos a 42°C por 4h no seu estagio de maturacéo final
expressaram genes (HSPA1A) associados as proteinas do choque térmico (HSP) em seus
subsequentes blastocistos. Entre estas, a HSP70 e sua forma induzida HSPAL1A foram as
mais relacionadas a resposta celular a fatores estressantes, como o0 aumento da
temperatura, evidenciando a equidade de resposta ao estresse térmico entre as espécies.
[18, 26-29].

As proteinas presentes no embrido equino de 8 dias foram descritas, e incluem
chaperonas e proteinas do sistema de ubiquitina-proteossoma (UPS) que estdo envolvidas
no dobramento e degradacao proteica durante o desenvolvimento embrionario [30,31].
Considerando a abundancia dessas vias proteicas no embrido, estes podem ser

biomarcadores para alteragdes embrionarias [30], o que torna a andlise proteica



36

importante para definir o estado de atividade e resposta do embrido as condi¢bes de
transporte.

Os sistemas de transporte de embrides equinos utilizados a campo foram
sustentados pelos estudos feitos para o transporte de sémen [32], o que enfatiza a
necessidade de avaliacdo de condicGes de acondicionamento que sejam adequadas as
caracteristicas especificas do embrido. Estudos atuais constataram efeitos benéficos sobre
a expressao genica [10], qualidade morfoldgica e crescimento positivo [11] de embrides
equinos produzidos in vivo acondicionados a 20°C [10] ou 25 °C [11] em comparag&o aos
refrigerados a 5°C [10, 11]. Essas analises condizem com os dados obtidos a campo para
as taxas de prenhez e desenvolvimento da gestagéo, que indicam taxas gestacionais mais
altas apds acondicionamento entre 10 e 16°C comparados a 5°C [12] e menor vesicula
embrionaria detectada em gestac@es obtidas da inovulacdo de embriGes mantidos a 5°C
[9].

No nosso conhecimento ndo existe estudos que avaliem o efeito do estresse
térmico sobre o transporte curto de embrides equinos produzidos in vivo, frequentemente
transportados em condigdes de alta temperatura, seja devido ao calor ambiental extremo
ou em veiculos e locais fechados. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
diferentes condi¢des de transporte de embrides equinos produzidos in vivo compativeis

com o transporte a campo e o efeito do estresse térmico sobre a viabilidade embrionaria.

2. Material e métodos
2.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza e obtidos das empresas
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) e Thermo Fisher Scientific (Sao Paulo, SP, Brasil).

2.2. Aspectos éticos

Os aspectos éticos recomendados pelo Conselho Nacional de Experimento
Animal (CONCEA) foram considerados em cada etapa desse estudo, tendo sido aprovado
pela Comissdo Institucional de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob protocolo n°
0214/2022.

2.2. Animais e grupos experimentais
O estudo foi conduzido na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP), na estacdo reprodutiva de 2022/23 e 2023/24, utilizando 15 éguas
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mesticas, ciclicas, com escore corporal de 4 e idade média de 11 anos, da area de
Reprodugéo Animal e Posto de Monta — FMVZ, localizado no Campus de Botucatu-SP,
situado a latitude de 22°53°09°’sul e longitude de 48°26°42”’oeste, em altitude de 804
metros.

Os embriGes foram recuperados das éguas por lavagem uterina e separados,
aleatoriamente, em 6 grupos experimentais: controle (n= 7, avaliagdo imediata ap0s
colheita); 15°C (n= 7, acondicionados a 15°C em caixa isotérmica por 24 h); 32°C (n=6,
acondicionados em caixa isotérmica a 32°C por 24 h); 15°C-ET (n=6 , acondicionados a
15°C em caixa isotérmica por 24 h e submetido ao estresse termico em estufa a 50°C por
2h); 32°C-ET (n= 6, acondicionados a 32°C em caixa isotérmica por 24 h e submetido ao
estresse térmico em estufa a 50°C por 2 h) e ET (n= 7, submetidos ao estresse térmico

imediato em estufa a 50°C ap0s coleta por 2 h).
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Fig. 1. Design experimental apresentando os diferentes sistemas de acondicionamento para transporte
nos grupos testados (15°C, 32°C, 15°C-ET e 32°C-ET), e dos embrides submetidos diretamente ao
estresse térmico em estufa a 50°C.

2.3. Preparagéo das doadoras
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O acompanhamento do crescimento folicular das éguas foi conduzido pela
palpacdo e ultrassonografia (Minday DP-10®, Shenzhen, China) transretal uma vez ao
dia. A ovulacdo foi induzida utilizando 200 de deslorelina (Sincrorrelin®, Ourofino
SaudeAnimal, Cravinhos, Sdo Paulo, Brasil) por via intramuscular nas éguas com
foliculos maiores ou igual a 35mm e edema uterino grau 2 ou 3 [33] . Vinte e quatro horas
apos a inducdo as éguas foram inseminadas com sémen fresco diluido na dose de
1x10°élulas espermaticas moveis, obtidos de 3 garanhdes com qualidade espermatica e
fertilidade comprovadas. Apos a deteccdo da ovulagdo (DO0), os embrides foram coletados

8 a 9 dias ap0s por meio da lavagem uterina [34].

2.4. Manipulacgéo e acondicionamento embrionario

Apo0s a lavagem uterina, o contetdo do filtro foi depositado sobre uma placa de
petri (90x15mm) e o rastreamento do embrido feito em esteromicroscopio (Nikon
SMZB800N®, Toquio, Japdo). Apos a identificacdo, os embribes foram lavados em 10
gotas do meio comercial de manutencdo embriondria (TQC Holding Embryo
lifeVitrocell®, Campinas, Sao Paulo, Brasil).

Todos os embrides foram transferidos para um criotubo contendo 2 mL de meio
de manutencdo. Para os grupos 15°C, 32°C, 15°C-ET e 32°C-ET, os criotubos contendo o
embrido foram acondicionados em caixa isotérmica (Botuflex®, Botucatu, Séo Paulo,
Brasil). Foi utilizado um gelo rigido de gel reutilizavel mantido em freezer a -20°C por
48h (grupo 15°C e 15°C-ET). Os gelos foram previamente preparados, mantidos por um
periodo de 48h a -20°C. Para acondicionamento a 32°C, foram utilizados dois gelos
rigidos reutilizaveis, previamente mantidos em banho-maria & 32°C por um periodo de 48
h (grupo 32°C e 32°C-ET).

Os sistemas de transporte se mantiveram em duas diferentes condigdes:
temperatura ambiente por 24 horas (Grupos 15°C e 32°C) e sob estresse térmico em estufa,
com ambiente controlado & 50°C por 2 horas (Grupos 15°C-ET e 32°C-ET). Os embrides
do grupo ET foram submetidos as mesmas condi¢des de estresse térmico, porém sem
acondicionamento em caixa (criotubo colocado diretamente na estufa).

Para avaliacao das variacdes de temperatura dentro e fora da caixa isotérmica ao
longo das 24h de procedimento, um termodmetro foi colocado em tubo Falcon contendo
ringer com lactato e o criotubo com o embrido. A temperatura foi anotada a cada 2h nas
primeiras 6h, para controle da curva de refrigeracdo, e a cada 6h para avaliacdo da

manutencdo. De temperatura até as 24h. Nos sistemas submetidos ao estresse térmico, a
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caixa isotérmica foi colocada em estufa a 50°C por 2h. Durante este periodo a temperatura
interna e externa foi avaliada a cada 15 minutos. Os embrides do grupo ET colocado em
criotubo contendo 2 mL de meio de manutencdo foram diretamente para estufa a 50°C

por 2h, com avaliagdo interna e ambiente, a cada 15 minutos.

2.5. Avaliacdo morfoldgica

Os embrides foram avaliados em dois momentos, logo ap0s a recuperagdo e
manipulagdo embrionéria (MO), e ap6s acondicionamento para simulagdo de transporte
(M1) por 24h (grupos 15°C, 32°C, 15°C-ET e 32°C-ET) ou 2h (grupo ET). Nos dois
momentos foram avaliadas fase de desenvolvimento embrionério (Blastocisto inicial [Bi],
Blastocisto ou Blastocisto expandido[Bx]), mensuracdo do didmetro utilizando régua
micrométrica e grau de qualidade morfoldgica 1-5 [34] adaptado em Grau 1+ (Excelente
+), 1- (Excelente -), 2+ (Bom +), 2- (Bom -), 3+ (Pobre +), 3- (Pobre -), 4 (Degenerado)
e 5 (odcito ndo fertilizado) (Tabela. 1). A avaliagdo morfoldgica subjetiva da qualidade

embrionaria foi feita por trés avaliadores experientes de maneira independente.

Tabela. 1. Classificacdo morfoldgica descritiva adaptada de McKinnon e Squires (1988) e Camargo et

al. (2024).
GRAU (1-5) CLASSIFICACAO DESCRICAO
Sem anormalidades observadas, esférico,
1+ Excelente + células uniformes em tamanho, cor e textura,

tamanho e estagio de desenvolvimento
compativeis com a idade pds-ovulagdo.

Excel Mesmas caracteristicas descritas para o grau
1- xcelente - | 1+, porém com escurecimento menor que 10%
J das células e mudanca leve de textura.

Pequenas  imperfei¢des, com  poucos
blastbmeros extrusados e debris, poucas
Bom + irregularidades em forma, tamanho, extruséo de
2+ células do trofoblasto, escurecimento maior que
30% das células e mudanca de textura leve a
modera; pequenas separa¢des entre trofoblasto
e cépsula.
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¢ Mesmas caracteristicas descritas para o grau
| 2+, porém com as alteragdes morfoldgicas
j visualmente mais evidenciadas, mudanca de
textura moderada a severa.

2- Bom -

ImperfeicGes de niveis moderados, como
grande  porcentagem de  blastdmeros
degenerados ou debris, colapso parcial da
blastocele ou contragdes moderadas do
trofoblasto da capsula.

Pobre +

. Mesmas caracteristicas descritas para grau 3+,
3- Pobre - \ \ porém com as alteragdes morfoldgicas
/ visualmente mais evidenciadas.

o Problemas graves e facilmente identificados,
7 como alta % de blastdmeros extrusados, e

{ 3
4 Degenerado colapso completo da blastocele, ruptura da
) capsula, ou completa degeneragdo e morte
) embrionaria.
Odcito ndo fecundado (chatos, ndo rolam, tipo
5 UFO

prato)

2.6. Preparacgao dos embrides

As analises moleculares foram feitas no Laboratorio de proteémica aplicada na
Reproducdo Animal (LAPROT), FMVZ, UNESP, Botucatu, S&o Paulo, Brasil. Os
embrides foram lavados individualmente em 5 gotas sequenciais de PBS pH 7,2, em
seguida foi adicionado 200 pL de solucdo tampé&o modificada RIPA (150 mmol NacCl,
1% Triton X-100, 1% desoxicolato de sédio, 0.1% dodecil sulfato de sodio, 0.8 mmol
EDTA, 1.0 pg/mL aprotinina, 1.0 pg/mL leupeptina, e 35.0 pg/mL PMSF em 50 mmol
Tris-HCL pH 7.2) [35, 36]. As amostras foram sonicadas em banho de gelo,
centrifugadas a 10.000 x g por 30 minutos em 4°C, o sobrenadante foi recuperado e

armazenado a -80°C [37].

2.7. Determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
O estresse oxidativo foi determinado pela reacdo ao 4&cido tiobarbitdrico
(esponténeo) para estabelecer as concentragdes de malonaldeido. Inicialmente para

reacdo espontanea, foi utilizada uma aliquota de 100 pL da amostra embrionaria e
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adicionado 200 uL TCA 10% (3:1) gelado. Em seguida as amostras foram centrifugadas
a15.000 xg por 10 minutos em 4°C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi recuperado
(300 pL).

Sequencialmente foi adicionado 300 puL do TBA 1% e incubado por 15 minutos
em banho-seco a 90-100°C em tubo fechado. A reacdo foi interrompida em gelo por 30
segundos. A leitura foi conduzida em nanoespectdmetro a 532 nm (NanoDrop™2000,
ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA). A concentracdo foi baseada em curva padrédo

confeccionada com concentragdes conhecidas de MDA.

2.8. Andlise estatistica

Para avaliacéo das curvas de temperatura foi realizada verificacdo de normalidade
dos conjuntos de dados com o teste de Kolmogorov-Smirnov. Em resposta a ndo
normalidade, procedeu-se a transformacéo logaritmica para normalizar as distribuices.
Para os dados normalizados, as métricas foram apresentadas como média +/- erro padrdo,
enquanto para os nao normalizados, foram realizadas mediante os intervalos interquartis.
Andlises longitudinais da comparacdo de medidas repetidas em grupos, ao longo do
tempo, foram realizadas mediante o0 modelo de efeitos mistos (REML), apropriado para
dados com medidas repetidas. As comparacdes entre grupos foram efetuadas utilizando
ANOVA para dados normalmente distribuidos, e teste Kruskal-Wallis para os ndo
paramétricos. Na ocorréncia de diferencas significativas, o teste post hoc de Tukey foi
implementado para identificar exatamente em qual grupo se manifestou.

Foram realizadas regressoes lineares com base no tamanho e taxa de crescimento
dos embrides nos diferentes grupos (15°C, 32°C, 15°C-ET, 32°C-ET e ET) e os momentos
(MO e M1). Para controle de erro foi realizada a clusterizacdo pelas éguas. O teste
ANOVA two way foi utilizado para avaliagdo dos diferentes momentos dentro de cada
grupo, porém ndo foi detectado diferenca estatistica. E para avaliacdo do grau de
qualidade embrionario foi realizado teste Wilcoxon para comparacédo dos momentos por
grupos.

As amostras foram submetidas ao teste de normalidade (Shapiro Wilk), nédo
indicando normalidade dos dados que foram apresentados na distribuicdo de Poisson,
sendo assim, optou-se por um modelo linear generalizado para comparagéo do estresse
oxidativo entre os grupos. O software GraphPad Prism versdo 9.0.0 e o Stata 17 OSB
software foram utilizados para realizar as analises. Todas as andlises utilizaram utilizando

nivel de significancia de 5% para detec¢do das diferencas estatisticas (P<0,05).
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3. RESULTADOS
3.1 Curva de temperatura

As diferencas entre 0s momentos no mesmo grupo e entre 0S grupos N0 Mesmo
momento das curvas de temperatura durante o acondicionamento por 24h em caixa
isotérmica a 15°C, a 32°C e sob condicGes de estresse térmico estdo representadas na Fig.

2, também as variagcOes de temperatura ambiental durante o periodo analisado.

©

o T°C ambiente

s —e—15°C

2 —=—320C

i ——15°C-ET
32°C-ET

6
Tempo (horas)

Fig. 2. Média +/- SEM das temperaturas internas nos sistemas de acondicionamento para transporte
submetidos ou ndo ao estresse térmico em estufa a 50°C (15°C, 32°C, 15°C-ET, 32°C-ET). As linhas
tracejadas indicam o periodo que os grupos submetidos ao estresse térmico (15°C-ET, 32°C-ET) foram
colocados dentro da estufa. A &rea sombreada delimita as temperaturas dentro da variacdo média da
temperatura ambiental aferida ao longo do tempo. (A, B, C, D) As letras mailsculas indicam as
diferencas entre os momentos no mesmo grupo (P<0,05), e (a, b, ¢, d) as mindsculas as diferencas
entre 0s grupos N0 mesmo momento.

A diferenga da temperatura interna na caixa nos sistemas submetidos ao estresse
térmico em estufa a 50°C estdo representadas na Fig. 3, apresentando a diferenca entre 0s

momentos dentro de cada grupo e entre 0s grupos no mesmo momento.
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Fig.3. Média +/- SEM das temperaturas nos sistemas submetidos ao estresse térmico em estufa a 50°C
(15°C-ET, 32°C-ET e ET). (A, B, C, D) As letras mailsculas indicam as diferencas entre os momentos
no mesmo grupo (P<0,05), e (a, b, ¢, d) as mindsculas as diferencas entre 0s grupos no mesmo

momento.

3.2 Tamanho e grau de qualidade dos embrides

A comparagdo do tamanho dos embriGes entre todos os grupos no MO,
independente do tipo de acondicionamento, ndo diferiu entre os grupos. Entretanto, o
tamanho/taxa de crescimento no M1, representado na Fig. 4, diferiu entre 0s grupos.

O grupo 15°C (1333 um e taxa de crescimento = +17,4%) sendo menor que 0
grupo 32°C-ET (1758 um e taxa de crescimento = +32,6%; P = 0,026) e maior que 0
grupo ET (1300 um e taxa de crescimento = + 2,7%; P = 0,038). Para o grupo 32°C (2116
pum e taxa de crescimento = +32,1%), o tamanho/taxa de crescimento dos embrides em
M1, foi maior (P=0,01) que o grupo ET.

Nos sistemas submetidos ao estresse térmico em estufa (50°C), o grupo 15°C-ET
(1883 um e taxa de crescimento = +10,7%) obteve tamanho/taxa de crescimento menor
(P = 0,045) que o grupo 32°C-ET. Enquanto o grupo 32°C-ET foi maior (P = 0,026) que
0s grupos 15°C, 15°C-ET (P = 0,045) e ET (P = 0,012). Ja o grupo ET demonstrou ser
menor que os grupos 15°C (P = 0,038), 32°C (P = 0,011) e 32°C-ET (P = 0,012).
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Fig. 4. Box plot da mediana dos tamanhos (um), mudancga percentual média e taxa de crescimento
entre MO e M1 de embrifes equinos de 8 dias colocados em sistemas de acondicionamento para
transporte de 24h em diferentes temperaturas, submetidos ou ndo ao estresse térmico em estufa a 50°C
por 24h (grupos 15°C, 32°C, 15°C-ET e 32°C-ET), e de embriGes colocados sem sistema de
acondicionamento prévio em estufa a 50°C (grupo ET) por 2h. As letras a, b e ¢ indicam as diferencas
significativas (P < 0,05).

A distribuicdo da qualidade embrionaria entre MO e M1 dos diferentes grupos e

estresse térmico estdo apresentadas na Tabela. 2.

Tabela 2. Grau de qualidade morfol6gica dos embrides em diferentes sistemas de acondicionamento
(15°C e 32°C), submetidos ao estresse em estufa a 50°C (15°C-ET e 32°C-ET) e embribes nédo
colocados em sistemas, somente em estufa a 50°C (ET). (*) indica a diferenca significativa entre M0
e M1 dentro de cada grupo (P < 0,05).

Graus (%)

G1+ G1- G2+ G2- G3+ G3- G4
15°C
MO 85,7 (6/7)  14,3(1/7) 0 (0/7) 0(0/7) 0 (0/7) 0 (0/7) 0 (0/7)
M1 85,7 (6/7) 14,3 (1/7) 0(0/7) 0 (0/7) 0 (0/7) 0 (0/7) 0(0/7)
15°CET
MO 66,6 (4/6) 0 (0/6) 33,3 (2/6) 0 (0/6) 0 (0/6) 0 (0/6) 0(0/6)
M1 83,3(5/6) 16,7 (1/6) 0(0/6) 0 (0/6) 0 (0/6) 0 (0/6) 0 (0/6)
32°C
MO 50 (3/6) 50 (3/6) 0 (0/6) 0 (0/6) 0 (0/6) 0 (0/6) 0 (0/6)

M1 50 (3/6) 50 (3/6) 0 (0/6) 0 (0/6) 0 (0/6) 0 (0/6) 0 (0/6)
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320CET
MO 66,6 (4/6) 16,7(L6)  0(0/6) 0(0/6) 16,7 (1/6) 0 (0/6) 0 (0/6)
M1 16,7 (1/6) 50 (3/6) 333 (2/6) 0 (0/6) 0 (0/6) 0 (0/6) 0 (0/6)
ET

MO 100 (7/7) 0 (0/7) 0 (017) 0 (017) 0 (017) 0 (017) 0 (017)
M1* 0 (017) 0 (0//7) 007y  714(5/7)  0(07) 0 (017) 28,6 (2/7)

A morfologia estereomicroscopica associada aos diferentes grupos e embrides
colocados em criotubo diretamente na estufa sdo apresentadas na Fig. 5. Os grupos 15°C,
32°C, 15°C-ET e 32°C-ET foram avaliados no primeiro momento (MO) e ap6s 24h de
acondicionamento (M1), e o grupo ET no momento inicial (MO) e apds 2h submetido ao
estresse térmico em estufa a 50°C (M1). Em ambos os grupos acondicionados a 32°C
houve crescimento dos embrides, e é possivel notar em alguns (Fig. 4. 32°C embrides 3,
4 e 6 no M1, 32°C-ET embrides 2, 3, 4, 5 e 6) irregularidade em textura maior que 50%
e escurecimento das células do trofoblasto apds as 24h. No grupo 15°C nota-se alteragédo
de textura dos blastbmeros no embrido 7 apds as 24h. Entretanto, no grupo 15°C-ET a
maioria dos embribes manteve suas caracteristicas morfologicas, sem alteracdes
perceptiveis. Os embrides sujeitos diretamente ao estresse térmico (grupo ET)

apresentaram mudancas notaveis em sua qualidade morfolégica, textura e cor.
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diferentes sistemas de acondicionamento para transporte submetidos (15°C-ET e 32°C-ET) ou nédo
(15°C e 32°C) a estresse térmico em estufa a 50°C, e embrides colocados em criotubo diretamente na
estufa a 50°C. AvaliacBes foram feitas apds a coleta de embrides 8 dias apds ovulagdo (MO0) e apds
24h de acondicionamento nos sistemas e 2h apos estresse me estufa para o grupo ET (M1). Tamanho
dos embrifes (um) e grau de qualidade morfolégica (G1+, G1-, G2+, G2-, G3+, G3- ou G4) séo
indicados.
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3.3 TBARS
A mediana comparativa entre 0s grupos quanto a producdo de EROs esta
representada na Fig.6, PELA reacdo do malonaldeido ao cido tiobarbitdrico expresso em

ng/mL.
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Fig. 6. Mediana comparativa entre os grupos 15°C, 32°C, 15°C-ET, 32°C-ET quanto a produgéo de
espécies reativas ao oxigénio (EROs) utilizando a reacdo do melonaldeico ao &cido tiobarbitdrico
(TBARSs, ng/mL). As letras indicam as diferengas significativas (P< 0,05) entre os grupos (&, b, ¢, d,

e).

4. DISCUSSAO

Neste estudo foi possivel observar que a curva de temperatura dos sistemas de
transporte em caixas isotérmicas, utilizados atualmente a campo, sofrem interferéncia de
extremos climaticos externos. As caixas isotérmicas possuem um sistema de resfriamento
passivo, apresentando inconsisténcia na curva de temperatura pela dependéncia da
temperatura inicial, barreiras de calor, massa da amostra utilizada, isolamento externo e
temperatura ambiente [39]. A temperatura de 50°C por 2h, se apresentou compativel a
alcancada dentro de carros sob condi¢fes ambientais condizentes com a do mundo [4,13],
e promoveu aumento significativo das temperaturas internas das caixas quando
comparado com as mantidas em temperatura ambiente, demonstrando que, mesmo sendo

de facil acesso e baixo custo, este sistema apresenta eficacia limitada na manutencao da
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temperatura interna desejada.

A curva de refrigeracdo a 15°C e acondicionamento do embrido ocorreram como
o0 descrita na literatura nos sistemas de transporte seminal [39-40]. Entretanto, o controle
de temperatura interno na caixa isotérmica e o transporte de embries equinos de 8-9 dias
produzidos in vivo mantidos a 32°C ndo foi aferido anteriormente, mas foi baseado em
estudos de transporte de embrides bovinos e equinos produzidos in vitro, em sistemas
ativos a 37°C fornecendo curva adequada de temperatura [41-43]. A variacdo média da
temperatura durante as 24h de acondicionamento foi apenas de 4°C, e a curva de
temperatura para o grupo 32°C foi a mais homogénea entre 0s grupos testados.

No sistema de acondicionamento a 15°C, o estresse térmico promoveu aumento
da temperatura interna da caixa, porém a curva de refrigeracdo foi retomada e as
temperaturas se igualaram as dos sistemas ndo submetidos ao estresse térmico, a partir da
hora 12. Em contrapartida, no sistema de acondicionamento a 32°C, o estresse térmico
em estufa levou ao aumento da temperatura interna da caixa que se manteve acima do
observado no grupo ndo colocado em estufa, durante as 24h. Considerando que as curvas
esperadas e desejadas sejam obtidas pelos sistemas de 15°C e 32°C, ndo submetidos ao
estresse térmico, ou seja, em condi¢des de temperatura ambiente avaliada neste estudo, a
refrigeracdo a 15°C se mostrou mais eficiente na manutencdo da temperatura interna
esperada em caixa isotérmica, em comparacdo a do sistema a 32°C. Avanzi et al. [32]
testaram a curva de temperatura para transporte seminal em caixa isotérmica (Botuflex®,
Botupharma, Botucatu, S&o Paulo, Brasil) a 5°C colocada em estufa a 40°C por 24h, e
relataram interferéncia na temperatura interna da caixa atingindo somente 15°C com
diminuicdo da viabilidade seminal a partir das 12h de acondicionamento.

A manutencao do embrido em criotubo colocado diretamente na estufa a 50°C por
2h visou demonstrar tanto o efeito protetor da caixa isotérmica, quanto o risco de deixar
0 embrido sem acondicionamento prévio em ambientes fechados, como carros durante
condi¢des compativeis com a estacdo de monta no verdo [4]. A temperatura do embrido
subiu consideravelmente ultrapassando temperaturas consideradas normais para a espécie
equina (38,5°C) [38], variando entre 41,2 e 46,6°C, temperaturas estas acima das atingidas
na hipertermia.

Considerando o impacto das diferentes temperaturas no tamanho e taxa de
crescimento dos embrides, houve homogeneidade entre todos os embrides antes de serem
submetidos aos sistemas de transporte. Entretanto, apds as 24h a taxa de crescimento

diferiu entre os grupos. O fato dos embrides resfriados menores pode ser justificado por
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ndo avancarem em seus estagios de desenvolvimento em temperaturas baixas [6,9].
Estudos relatam que embriGes refrigerados sofrem mudangas morfoldgicas significativas
como colapso da blastocele com separacdo da capsula embrionéaria, recuo de areas
isoladas de células do trofoblasto, blastdmeros extrusados, aumento da aparéncia granular
de superficie e escurecimento celular [9], também apresentaram aumento de células
mortas apds 6h de transporte refrigerado [2] e alteracdes epigenéticas [10].

A taxa de crescimento dos embrides transportados a 15°C foi intermediaria quando
comparados aos submetidos a altas temperaturas sem acondicionamento prévio e 0s
transportados & 32°C, sob estresse térmico ou ndo. E importante ressaltar que os embrides
colocados diretamente na estufa em criotubo, foram mantidos por 2h e avaliados, levando
a um menor desenvolvimento embrionario em comparacgao aos outros grupos que foram
avaliados 24h ap06s sistema de transporte.

Os embrides acondicionados a 32°C apresentaram maior taxa de crescimento,
independente do grupo, e este dado vai em conformidade com outro estudo mostrando
que embribes acondicionados a 25°C apresentaram um aumento meédio de 25,9% de
didmetro em 24h, contraposto a uma diminuicdo média de -4,3% em embrides
refrigerados [11]. Um estudo recente demonstrou que embrides de 7 e 8 dias
acondicionados a 20°C apresentaram expressao de genes associados ao desenvolvimento
embrionario semelhante aos expressos em embrides no Utero, sugerindo efeitos benéficos
do transporte em sistemas com temperaturas condizentes com as ambientais [10].

O método de analise de qualidade embrionéria de elei¢do a campo é subjetivo,
usando esteriomicroscopia, buscando avaliar tamanho, textura e coloracdo dos embrifes
[34]. Porém, visando detectar alteracbes que possam passar desapercebidas as
classificagbes convencionais, foi recomentada uma avaliacdo mais detalhada da
qualidade morfolégica embrionaria. Pelas imagens nota-se mudanca leve, moderada ou
severa de textura nos embrides apos transporte, a qual deve ser melhor identificada quanto
ao que representa a qualidade embrionaria. As alteracGes significativas na morfologia
embrionéaria, levando a classificagdes que indicam baixas taxas gestacionais ap0s
transferéncia (qualidade regular e pobre) [34], foram observadas nos embrides
submetidos diretamente ao estresse térmico, ndo nos acondicionados.

Embora poucas alteracdes morfologicas foram identificadas nos embrides
mantidos nos sistemas de transporte a 15°C ou 32°C, sob estresse térmico ou ndo, as leves
alteracbes precisam de mais estudos quanto a seu impacto na viabilidade embrionéria.

Esta discussdo é fortalecida pelosachados na avaliacdo do estresse oxidativo dos
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embrides.

A produgdo de EROs foi maior nos embrides dos grupos nos embrides submetidos
ao estresse térmico direto na estufa, o que se assemelha ao encontrado em embrides de
outras espécies em resposta a altas temperaturas. Aumento da producdo de EROs na tuba
uterina e embrides submetidos a altas temperaturas (35°C) seguido por diminuicdo do
desenvolvimento embrionario, em ratos [46,47]. O aumento de EROs pode levar ao seu
acumulo nos embrides em desenvolvimento, e a um aumento de apoptose celular,
alteracOes genicas e pode acarretar injdrias graves ao embrido [48, 49].

Considerando que o grupo controle representou a resposta oxidativa esperada para
0s embrides de 8 ou 9 dias produzidos in vivo, 0s grupos 32°C e 15°C-ET apresentaram
producdo de EROs semelhante ao grupo controle. Porém, o grupo 15°C foi
significativamente menor em sua resposta oxidativa em comparagdo aos outros, o que
pode ser relacionado a diminuicdo do metabolismo embrionario celular em baixas
temperaturas [9], ou devido a lesdes causadas pela refrigeracdo. Embrides acondicionados
a 5°C por 24h apresentaram maior porcentagem de células mortas, marcadas por DAPI e
aumento de apoptose celular, avaliado por TUNEL [50, 51], indicando que o transporte
em baixas temperaturas influéncia de forma negativa a qualidade embrionéria e a taxa de
prenhez [9,12].

Em contrapartida, o grupo 32°C-ET apresentou alta producdo de EROs, sendo
menor apenas que o grupo ET evidenciando que o embrido submetido ao sistema de
transporte em caixa isotérmica sofre com o0 aumento de temperatura externa, que mostra
ndo ser um sistema seguro para transporte de embrides. Os produtos tdxicos provenientes
do aumento da resposta oxidativa causam injurias celulares, modificando proteinas,
carboidratos e outros, influenciando diretamente a integridade e funcgéo celular, como vias
de sinalizacdo e integridade génica [52,53].

A escolha por testar o sistema a 32°C neste estudo foi baseada na temperatura
mais proxima a encontrada na égua [38] e aos estudos de reaquecimento e transporte apds
vitrificacdo de embribes equinos [44, 45]. No entanto, por manter o metabolismo mais
elevado que em baixas temperaturas, € necessario considerar 0 meio em que os embrides
serdo mantidos, para que sejam capazes de sustentar as necessidades do embrido. Neste
estudo foi utilizado o meio de manutencéo utilizado & campo com o intuito de avaliar as
condicdes disponiveis na rotina do médico veterinario. Nos estudos citados que avaliaram
as temperaturas mais elevadas (20 e 25°C), os meios utilizados também foram meios de

manuten¢do (“holding”) comercialmente disponiveis e ndo dependentes de ambientes
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controlados. J& os embrides equinos produzidos in vitro foram transportados em
Equitainer com os equipamentos internos aquecidos a 38,2°C em meio base ndo
dependente de CO2 (DMEN/F-12 com 20% de FBS) [45]. Demonstrando que 0s meio de
manutencdo comerciais podem ser utilizados nos sistemas de transporte de embrides
equinos.

Os embrides do grupo 32°C apresentaram producdo de EROs igual ao do grupo
controle aparentando ser uma temperatura adequada para transporte de embrides equinos,
quando a caixa isotérmica nao é submetida a altas temperaturas. Porém, quando o sistema
for submetido o estresse térmico o transporte a 15°C (grupo 15°C-ET) pode ser mais
adequado.

Os resultados encontrados estdo de acordo com outros estudos, que demonstraram
efeitos benéficos do transporte de embrides equinos a 20°C [10], e aumento da taxa de
crescimento e grau de qualidade de embrides acondicionados a 25°C por 24h [11],
indiciando melhor crescimento, desenvolvimento e qualidade dos embrides transportados
atemperaturas condizentes com as ambientais. Entretanto, com o aumento da temperatura
média global e os extremos climaticos ao longo do dia [4] sdo necessarios mais estudos
preconizando sistemas confiaveis para transporte seguro dos embrides, que nao sofram

interferéncia dos aumentos de temperatura.

5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que o sistema de acondicionamento para
transporte a 15°C mostrou ser melhor quando submetido a altas temperaturas, por
promover retorno esperado da curva de temperatura. Enquanto o sistema a 32°C, quando
ndo submetido a altas temperaturas, demonstrou ser mais seguro mantendo a
homogeneidade da curva de temperatura ao longo das 24h de transporte. Os dois grupos
apresentaram producdo EROs semelhantes ao grupo controle e 0 aumento na taxa de
crescimento embrionéria durante as 24h de transporte. O estresse térmico em embrifes
ndo acondicionados em caixa isotérmica levou a temperaturas acima da corporal, a uma
resposta oxidativa elevada e degeneragdo embrionéaria em apenas 2h em estufa a 50°C,
revelando a importancia de um sistema de acondicionamento préprio para os embrides

equinos produzidos a campo, associado com variagdes climéticas atuais.
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