UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU EM
INOVACAO E TECNOLOGIA INTEGRADAS A MEDICINA VETERINARIA
PARA O DESENVOLVIMENTO REGIONAL

AGNELO DOUGLAS DO NASCIMENTO JUNIOR

Influéncia do bloqueio da Na*, K*-ATPase em blastocistos equinos

VICOSA-AL
2018



AGNELO DOUGLAS DO NASCIMENTO JUNIOR

Influéncia do bloqueio da Na*, K*-ATPase em blastocistos equinos

Dissertacdo apresentada ao programa de
Pos-Graduacao Stricto Sensu em Inovacéo e
Tecnologia Integradas a Medicina
Veterindria para 0o  Desenvolvimento
Regional da Universidade Federal de
Alagoas, como requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia
Animal.

Orientador: Prof. Dr. Diogo Ribeiro Camara

VICOSA-AL
2018



Catalogacédo na fonte
Universidade Federal de Alagoas

Biblioteca Polo Vicosa
Bibliotecaria Responsavel: Edvania C. S. Gongalves

N244| Nascimento Junior, Agnelo Douglas do
Influéncia do bloqueio da Na*, K’-ATPase em blastocistos

equinos/ Agnelo Douglas do Nascimento Junior — 2018.
61 f.; il
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Alagoas,

Centro de Ciéncias Agrarias, Vigosa-AL, 2018.
Orientacgédo: Prof. Dr. Diogo Ribeiro Camara

Inclui bibliografia

1. Equinos 2. Embriologia veterinéria 3. Blastocistos |. Titulo
CDU:636.1:591.3




DEDICATORIA

Dedico esta dissertacdo primeiramente a Deus, e aos meus saudosos, avd materno
José Galdino Vieira e avo paterna Maria Lima do Nascimento.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, que me proporcionou esta oportunidade
nesta vida terrena, poder produzir algo eterno. E bem verdade que sem a presenca
viva de seu filho Jesus e intercessdo de Nsa. Senhora, s6 com as minhas forcas eu
nada produziria, nada seria.

Agradeco a meus pais Tereza e Agnelo, todo o apoio, paciéncia,
compreensao e esforcos que sdo fundamentais para que eu consiga tomar sempre
as minhas decisfes, pessoais e profissionais. A meus queridos irmaos, Agnes e
Saulo que sempre se orgulharam em ver meu desempenho em tudo o que faco.
Vocés sdo para mim especiais e Vitoriosos.

A toda familia Rodrigues e Nascimento, em especial minhas avés Auta
Rodrigues Vieira e Maria Lima do Nascimento (in memorian) que foram minhas
maiores incentivadoras. A todos os tios, tias, primos que fizeram meus dias mais
divertidos neste periodo de dois anos.

Agradeco a todos da Comunidade Bom Samaritano, por me fazerem
descobrir um carisma de Acolhimento e Misericordia dentro de mim, me levando
para mais perto de Deus em qualquer lugar que eu v4, me dando a oportunidade de
exerce-lo muitas vezes, enquanto estive na UFAL.

E meu agradecimento especial a meu orientador Prof. Dr. Diogo Ribeiro
Camara, por caminhar comigo nesses anos de UFAL, por ser muito mais que um
orientador, mas um amigo, que acredita que sempre posso ser melhor. Agradeco por
toda confiangca, consideracdo, respeito, afeto e paciéncia, pois a reciproca é
verdadeira.

Minha eterna gratiddo a todos os que fazem parte da UFAL, todos os
professores, em especial :Julicelly, Karla, Gildeni, Annelise, Anaemilia e Wagnner,
aos técnicos em especial Luedja, Karina e Grazi, funcionarios da limpeza,
alimentacdo e administragcdo, que sempre me trataram com muita educacéo e
respeito, vocés fizeram meus dias mais leves.

Agradeco a todos os colegas de turma do Mestrado, pude conhecer cada um
e amadurecer um pouco mais com a vida de vocés. Em especial, Bruno, Luiza e
Camila, vocés estardao sempre em minhas oracdes de gratiddo a Deus.

Agradeco a todos da Reprodugcdo Animal, em especial Juliana e Allan
Rodolfo, por estarem sempre comigo, acreditando em mim e me auxiliando.

Agradeco a todos os meus ex-alunos, e amigos que tenho na UFAL, sem
vocés meus dias ndo seriam iguais pois me fazem ter esperanca em um mundo de
pessoas melhores, me ensinaram mais do que imaginam.

Agradeco de forma especial a Fazenda Malicia, na pessoa de Pedro da
Rocha Acioli Filho, por todo o apoio e confianga em me proporcionar tdo grande,
bela e indescritivel oportunidade de crescimento profissional. Quem ajuda um
passaro a voar, provavelmente alga v6os muito maiores.

Meus sinceros agradecimentos a Dr. Gustavo Ferrer Carneiro e Dra. Valesca
Barreto Luz, por aceitarem estar comigo nesta etapa final.



Por vezes sentimos que aquilo que
fazemos ndo é sendo uma gota de agua
no mar. Mas o mar seria menor se lhe
faltasse uma gota.

Santa Teresa de Calcuta



RESUMO

Atualmente, um dos desafios na reproducdo equina € a baixa taxa de sobrevivéncia
de embrides criopreservados com diametro > 300 pm, usando métodos de
vitrificacao ou classicos. Pesquisas sobre a influéncia da bomba de sédio e potassio
(Na*, K*-ATPase) no desenvolvimento embrionario de equinos tém mais de 30 anos
e hoje se sabe que participa da cavitacdo embrionaria, modifica o gradiente i6nico
das células trofoblasticas, além de influenciar a formacdo, distribuicdo e
permeabilidade das tight junctions (TJ) entre células trofoblasticas. Devido aos
diversos tipos de isoformas da Na*, K*-ATPase, a depender das subunidades que a
compde, e a peculiaridades do desenvolvimento embrionario nas diferentes
espécies, esse trabalho é caracterizado por uma revisdo de literatura, para
demonstrar os resultados dos principais estudos na area. Apresenta os resultados
de um estudo que foi desenvolvido com o0 objetivo de buscar um meio capaz de
reduzir o didametro do embrido equino a campo, para apoiar a vitrificacdo do
blastocisto. Embrides equinos foram recuperados e submetidos a inibicdo da Na’,
K*-ATPase por 1 ou 6 h, utilizando ouabaina isolada ou conjugada a sonda
fluorescente (OuabainaFL), durante incubacdo a 37° C. Os embribes foram
avaliados quanto a caracteristicas morfométricas (microscopia em campo claro) e de
viabilidade (Hoechst 33342 + iodeto de propideo). Acredita-se que este tenha sido o
primeiro estudo que objetivou avaliar primariamente os efeitos da inibicdo da Na®,
K'-ATPase com ouabaina, um inibidor especifico, sobre embrides equinos.
Observou-se que a inibicdo da Na®, K'-ATPase com ouabaina é capaz de reduzir o
diametro dos blastocistos equinos, independetemente do dia de desenvolvimento
(D7 ou D9), tendo sua confirmada a capacidade de ligacdo aos embrifes a partir de
estudos com ouabaina conjugada a sonda fluorescente. Todavia, a inibicdo da Na”,
K*-ATPase compromente a viabilidade do embrido, ndo sendo recomendada a sua
adocdo com estratégia para redugdo do diametro de blastocistos equinos.

Palavras-chave: Biotecnologia.Vitrificacdo.Embriologia.



ABSTRACT

Currently, one of the challenges on equine reproduction is the low survival rate of
horse embryos cryopreserved with diameter > 300 um, using either vitrification or
classic methods. Researches about the influence of sodium pump and potassium
(Na*, K*-ATPase) on horse embryo development have more than 30 years and
nowadays it is known that participates on embryo cavitation, changes ionic gradient
of trophoblastic cells, as well as influences formation, distribution and permeability of
tight junctions (TJ) between trophoblastic cells. Due to many Na’, K'-ATPase
isoforms, depending on comprising subunits, as well as peculiarities on embryo
development depends on species, this work is characterizied by a literature review to
demonstrate the main results in the field of research. It is also presented the results
of a study that aimed to develop a medium able to reduce horse embryo diameter in
the field, to support horse blastocyst vitrification. Horse embryos were hasvested and
subjected to Na', K'-ATPase inhibition for 1 or 6 h, using ouabain isolated or
conjugates to fluorescent probe (OuabainaFL), during incubation at 37 ° C. Embryos
were assessed for morphometric characteristics (bright field microscopy) and viability
(Hoechst 33342 + propridium iodide). To our knowledge, this is the first study that
primarly aimed to evaluate the influence of Na*, K*-ATPase inhibition with ouabain, a
specific inhibitor, on the horse embryos. It was observed that Na®, K'-ATPase
inhibition with ouabain is able to reduce horse blastocyst diameter, in spite of embryo
development (D7 ou D9), and ouabain binding to blastocysts were confirmed after
embryo exposition to fluorescent conjugated ouabain. However, Na*, K*-ATPase
inhibiton compromised embryo viability and it is not recommended as a strategy to
reduce horse blastocyst diameter.

Keywords: Biotechnology.Vitrification.Embryology.
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1. INTRODUCAO

Para que aconteca o0 reconhecimento materno da gestacdo em éguas, é
necessario que o concepto sinalize sua presenca e influencie o sistema endocrino
materno, culminando com a implantacdo embrionaria no ambiente uterino (Short,
2008; Bazer, 2015). Além disso, descobrir o0s mecanismos que indicam como as
células embrionéarias se unem e se diferenciam € fundamental para a compreensao
normal do desenvolvimento de tecidos e informacdes sobre os mecanismos que
governam o desenvolvimento embrionario inicial (Rajasekaran et al., 2003a; Johnson
e McConnell, 2004).

Na espécie equina a técnica de criopreservagdo de embrides é um desafio
devido caracteristicas como: desenvolvimento da cépsula, atividade mitética e seu
grande tamanho (Legrand et al.,, 2001; Stout, 2012). Estudos iniciais em
criopreservacdo de embrides equinos utilizaram moérulas ou blastocistos < 300 ym
de diametro, sugerindo que pequenos embribes sdo mais permeaveis aos
crioprotetores do que os embrides maiores (Pfaff et al., 1993). Observou-se também
que os embrides > 500 uym ndo re-expandem em comparacdo com embrides
menores, mostrando que crioprotetores ndo permeiam facilmente o blastocisto (Pfaff
et al., 1993).

As pesquisas relacionadas a participacdo da bomba de sodio e potassio (Na+,
K+-ATPase) no desenvolvimento do embrido equino foram descritas ha mais de 30
anos (DiZio e Tasca, 1977). Durante a formacéo da blastocele, o desenvolvimento
pré-implantacional do embrido acontece sob influéncia da atividade da Na, K-
ATPase em diversos eventos, como 0 processo de cavitacdo e alteragcdes nos
gradientes idnicos por meio do trofectoderma, participacdo na formacao, distribuicao
e permeabilidade das junc¢des oclusivas (JO) entre células trofoblasticas e expanséo
do saco vitelino (Manejwala et al., 1989; Violette et al., 2006; Moriwaki et al., 2007;
Budik et al., 2008; Farin et al.,, 2010; Giannatselis et al., 2011). Estudos recentes
demonstraram que o correto funcionamento das JO no trofectoderma é dependente
da fosforilagdo do complexo caderina/catenina e também da atividade da Na+, K+-
ATPase (Rajasekaran et al., 1996; 200l1la; Rajasekaran e Rajasekaran, 2003a,
2003b).
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Uma vez que a formacédo da blastocele & regulada pelas acbes de
transportadores de ions, canais de agua e juncdes intercelulares, acredita-se que a
Na+, K+-ATPase desempenha papel preponderante, facilitando o movimento da
agua através do epitélio, em conjunto com os canais de aquaporinas para formar o
fluido blastocélico (Budik, 2008). O blastocisto se expande pelo movimento continuo
deste fluido através do epitélio, mas isso ndo ocorre até que as JO estejam
totalmente desenvolvidas e funcionais entre as células do trofectoderma (Watson,
2001).

Estudos com embrides de coelhos, vacas e camundongos (Gardner et al.,
1990; Watson et al, 1990;Betts, et al.,1997), avaliaram o efeito do bloqueio da
atividade da Na+, K+-ATPase com a ouabaina, no entanto em ratos resultou na
reducdo do tamanho embrionéario e, apds ser colocado em meio livre de ouabaina,
continuar de maneira competente seu desenvolvimento (Violette et al. 2006). Diante
do exposto, procurou-se a avaliar o efeito do bloqueio da Na+, K+-ATPase em
embribes equinos e seu envolvimento em caracteristicas morfolégicas e de

viabilidade em diferentes dias de desenvolvimento (D7 e D9).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Processos Iniciais do Desenvolvimento do Embrido equino

Nas éguas, a fertilizagdo acontece na ampola da tuba uterina (Betteridge,
2011), cerca de 12 horas ap0s a ovulagéo, tendo sido observada a formacéo de pro-
ndcleos masculinos e femininos, etapa relacionada e embriogénese inicial, dentro de
34 horas apoés a ovulacédo (Bézard et al., 1989; Grondahl et al., 1993). A conducéao
do embrido ao longo do oviduto é auxiliada por diversos mecanismos, como acao
ciliar, contragcdes musculares e deslocamento de fluidos (Goudet, 2011). Porém, é
uma caracteristica importante o transporte seletivo de embrides para o utero, uma
vez que a ampola é capaz de reter os odcitos (Freeman et al., 1991), incapazes de
produzir prostaglandina E2 e estimular a abertura da juncdo uUtero-tubérica, com
consequente acesso ao ambiente uterino, aproximadamente cinco dias apoés
ovulacdo (Weber et al., 1991a; Weber et al., 1991b).

Algumas pesquisas apontam que o0 embrido equino permanece por um
periodo maior no oviduto, resultando em um estagio embrionario mais avancado ao
entrar no Utero (mérula ou mesmo blastocisto inicial), quando comparado a outras

espécies domésticas (Freeman et al., 1991; Freeman et al., 1992).

2.1.2 Maturacao de odcitos

No processo de maturacdo oocitaria ocorrem diversas modificacbes
estruturais para que fertilizacdo ocorra de forma competente, dando sequéncia as
fases iniciais da ativacao do genoma embrionario (Wassarman e Albertini, 1994).

Durante este processo sao redistribuidas varias organelas, preparando a
célula para a exocitose dos granulos corticais (Dulcibella et al., 1990). Para que
ocorra a fertilizacdo e desenvolvimento embrionério, € indispensavel que se tenha
um od0cito competente e maduro e algumas evidéncias sugerem que a maturacao
final dos oocitos equinos ocorre no oviduto (Goudet de 2011). Odcitos maduros
continuam sua divisdo até chegar na metafase Il, com a extrusdo do | corpusculo
polar importante para o crescimento do foliculo dominante no periodo anterior a
ovulacéo (Grondahl et al., 1995; Goudet, 2011).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&ie=UTF8&langpair=auto%7Cpt-BR&rurl=translate.google.com.br&sp=nmt4&tbb=1&u=http://etd.lsu.edu/docs/available/etd-11162013-165344/unrestricted/Diaz_thesis.pdf&usg=ALkJrhiz1la56GhtK6sd8xVVZjlKUQq7vw#133
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A Maturacao in vitro (MIV) tem sido realizada em humanos e varias espécies
animais, obtendo bons resultados também na espécie equina. Todavia, alguns
relatos demonstraram que 00citos equinos imaturos que conseguem completar a
meiose in vitro mas apresentam limitacbes nos processos de fertilizagcdo e

desenvolvimento embrionario subsequente (Squires, 1996; Goudet et al., 2000).

2.1.3 A Capsula e o Embrido equino

Uma particularidade do embrido equino é possuir uma cépsula acelular
glicoproteica, entre a zona pellcida e o trofectoderma (Figura 1) (Betteridge et al.,
1982), estando presente como uma camada uniforme sob a superficie interior da
zona pellcida a partir do sexto dia de vida embrionaria (Stout et al., 2005). Em
embrides de 8 dias a capsula possui espessura de 1um, atingindo cerca de 3um em
embrides com 11 dias, tornando-se gradativamente mais fina, até desaparecer
completamente em embrides com aproximadamente 23 dias (Flood et al., 1982;
Oriol et al., 1993).

Figura 1: Representacdo esquemadtica de um blastocisto. ZP, zona pelicida; ICM, massa

celular interna; e TJ, juncdes oclusivas

imig

VAL 4

Fonte: (Camara et al.,2016).

A funcionalidade da capsula ainda ndo esta totalmente elucidada, porém
existe a hipétese de que sdo multiplos os papéis. As glicoproteinas presentes na
capsula se aproximam das caracteristicas da familia das mucinas, que funcionam
como protetoras na superficie de tecidos e auxiliam na interacdo célula-célula (Oriol

et al., 1993). Através destas informacdes, sugere-se que a capsula tem como papel


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&ie=UTF8&langpair=auto%7Cpt-BR&rurl=translate.google.com.br&sp=nmt4&tbb=1&u=http://etd.lsu.edu/docs/available/etd-11162013-165344/unrestricted/Diaz_thesis.pdf&usg=ALkJrhiz1la56GhtK6sd8xVVZjlKUQq7vw#125
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&ie=UTF8&langpair=auto%7Cpt-BR&rurl=translate.google.com.br&sp=nmt4&tbb=1&u=http://etd.lsu.edu/docs/available/etd-11162013-165344/unrestricted/Diaz_thesis.pdf&usg=ALkJrhiz1la56GhtK6sd8xVVZjlKUQq7vw#125
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fundamental manter o embrido de forma esférica e impedindo o alongamento do
trofoblasto entre os 10 e 16 dias (Allen, 2001). O formato esférico do embrido tem
grande importancia durante a fase moével do mesmo no Gtero e reconhecimento
materno da gestacdo, entre os dias 7 e 17, uma vez que esse padrdo inibe a
liberacdo de PGF2a pelo endométrio (Stout et al., 2005), sendo que a inibicdo da
mobilidade embrionaria no Gtero resultou em lutedlise e retorno ao estro (Allen,
2001). A partir do momento em que o embrido € submetido as contracdes do
miométrio, a capsula atua também como uma protecéo fisica (Leith e Ginther, 1985;
Allen, 2001).

Sugere-se também que a capsula embrionaria possui acdo antiaderente, por
ser glicoproteica e possuir cadeias laterais de acucares, incluindo uma maior
quantidade de residuos de acido sidlico, impedindo assim a adesdo ao endométrio
(Oriol et al.,, 1993). A capsula também possui lipocalina endometrial e P19
demonstrando uma contribuicdo materna para a sua formacéo (Albihn et al., 2003;
Tremoleda et al.,, 2003), além de proteinas envolvidas no transporte de materiais
entre 0 embrido em desenvolvimento e o0 ambiente uterino (Betteridge e Waelchli de
2004).

2.2 Situacao das tecnologias reprodutivas em equinos

Nos ultimos anos, ocorreram avangos nas técnicas de reproducdo assistida nos
equinos (Squires, 2009) e, nos ultimos 15 anos, a pesquisa se direcionou aos
processos reprodutivos em nivel celular e molecular (Tremoleda et al., 2003;
Hinrichs et al., 2005; Galli et al., 2007; Merkl et al., 2010). Diversas técnicas foram
desenvolvidas para tentar aumentar os niveis de fertilidade da égua e no garanhéo,
especialmente devido aos baixos indices de sucesso ap6s a criopreservacao,
protocolos de resfriamento de sémen e embrides foram estabelecidos para permitir o
transporte a distancia, variando em complexidade e custo e sendo aplicadas de
acordo com as situacOes especificas dos animais e seu grau de fertilidade (Carney
et al., 1991, Aurich, 2008; Vidament et al., 2012).

Estudos iniciais com criopreservacdo de embrides equinos utilizaram morulas
ou blastocistos com < 300 um de diametro, sugerindo que pequenos embrides sao

mais permeaveis aos crioprotetores do que os embrides maiores. Isto justifica o fato



14

de que a espessura da zona pellcida diminui durante as primeiras 24 horas da
formacao embrionédria, a medida que a espessura da cdpsula aumenta (Pfaff et al.,
1993). Outros estudos foram realizados em embrides > 500um de didmetro
utilizando protocolos com diferentes crioprotetores, resultando em menores taxas de
prenhez (Saragusty e Arav, 2011; Mukaida e Oka, 2012).

A inseminacdo artificial caracteriza-se pela deposicdo de sémen fresco,
refrigerado ou congelado-descongelado no trato reprodutivo de uma fémea,
objetivando produzir uma prenhez (Gordon, 1997). Esta técnica tem sido utilizada ha
mais de 80 anos, especialmente na Europa, Estados Unidos e China, resultando em
grande numero de potros nascidos (Allen, 2005; Aurich, 2012).

Gordon (1997) descreveu varios beneficios da IA, como a redugdo da
transmissao de doencas, uso mais eficiente de garanhdes, diminuicdo de lesbes em
éguas e garanhdes, avaliacdo da qualidade espermatica antes da inseminacao,
possibilidade de distribuicdo de amostras seminais de garanhdes superior em maior
distancias e aumento do comércio de genética animal. Além disso, maiores taxas de
prenhez foram relatadas apds IA em comparacdo com a monta natural por Pickett e
Shiner (1994), sendo esse incremento de 10% nas taxas de prenhez de éguas
férteis e de 30% nas éguas subférteis.

Geralmente as amostras de sémen coletadas séo diluidas em meios contendo
antibiéticos, glicose e leite, com o0 objetivo de prolongar a vida util dos
espermatozoides (Kenney et al., 1975).

O sémen da maioria dos garanhfes pode ser armazenado a 4-5°C por 24 a
72 horas, resultando ainda em fertilidade aceitavel (Allen, 2005 ). Todavia, deve-se
considerar uma mortalidade esperada de 50% das células esperméticas ao longo
desse periodo de armazenamento, sendo importante entdo acondicionar um nimero
total de 1 X 10° EMP, diluido na proporcdo de 3:1 (extensor:sémen) para obter no
momento da inseminacdo o niimero padréo de 500 X 10° EMP (Douglas-Hamilton et
al., 1984; Brinsko, 2006). Samper (2011) relatou que o sémen resfriado com 1 X 10°
de espermatozoides totais, apresentando 30% de EMP e espermatozoides,
geralmente resulta em taxas de prenhez de 50% em éguas inseminadas no maximo
24 horas poés-ovulacao.

Nos ultimos anos, devido ao baixo numero de espermatozoides disponiveis
de alguns garanhdes, comecou-se a estudar a IA utlizando baixas doses

inseminantes, sendo atualmente empregadas a IA histeroscopica e a guiada por via


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://digitalcommons.lsu.edu/cgi/viewcontent.cgi%3Freferer%3Dhttps://translate.googleusercontent.com/translate_p%3Fhl%3Dpt-BR%26prev%3Dsearch%26sl%3Den%26u%3Dhttp://digitalcommons.lsu.edu/cgi/viewcontent.cgi%253Farticle%253D3980%2526context%253Dgradschool_theses%26depth%3D1%26rurl%3Dtranslate.google.com.br%26sp%3Dnmt4%26usg%3DALkJrhgAAAAAWkzHjvykcmGKWlWYrYJmqotRvsGclJQd%26httpsredir%3D1%26article%3D3980%26context%3Dgradschool_theses&usg=ALkJrhjrGeBTEYFzH50Bm4HqEa4J20FTLA#137
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transretal (Brinsko et al., 2003 ). Taxas de prenhez de até 62% foram relatado com
uma dose de inseminacéo de 5 X 10° EMP usando ambas as técnicas, mas para
doses inseminantes contendo entre 1 e 3 X 10° EMP, a técnica de eleicdo é a
histeroscopia (Morris, 2004; Lyle e Ferrer, 2005). As técnicas sdo uma ferramenta
importante quando se utiliza espermatozoides sexados ou congelado-descongelado,
resultando em maiores taxas de prenhez em comparagdo com o protocolo de IA
padrao (Morris, 2004; Lyle e Ferrer, 2005).

2.2.1 Transferéncia de embrides

O primeiro experimento de coleta e transferéncia de embribes (TE) em
mamiferos foi realizado em coelhos por Walter Heape, na Inglaterra, quando em
1890 coletou embrides do Utero de uma coelha e os transferiu para o Gtero de uma
coelha receptora, que pariu os laparos. O objetivo do experimento foi examinar a
influéncia do ambiente uterino sobre o fendtipo dos embribes. Em 1949 a
organizacdo de um grupo de trabalho na Unidade de Reproducédo Animal do Instituto
de Pesquisa Agricola em Cambridge, na Inglaterra, objetivou estudar as
possibilidades do emprego da TE nos programas de selecdo animal, acelerando as
pesquisas na area. Em 1951, foi reportado nos EUA, por Willet e colegas, o
nascimento do primeiro bezerro produto da transferéncia de embrides (Willett et al.,
1951).

Desde a década de 1980 a TE é realizada comercialmente (McKinnon;
Squires, 2007). O Brasil, é considerado o primeiro no ranking de producdo de
embrides equinos do mundo, possui aproximadamente 40 centros de TE em
equinos, principalmente nos estado de Minas Gerais e S&o Paulo (Alvarenga, 2010).

Além do Brasil, a Argentina e os Estados Unidos sdo os paises que mais
utiizam a TE em equinos no mundo. Segundo a ultima publicacdo do Comité
Estatistico da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS), em
2010 o Brasil foi responsavel por 43% das TE em equinos no mundo, a Argentina,
por 29% e os EUA, por 18%. Além disso, tem existido uma demanda a respeito do
desenvolvimento de técnicas visando a melhoria da performance reprodutiva de
éguas e garanhdes mais idosos (Squires, 2005) e estimulando o desenvolvimento de
biotecnologias da reproducao paralelas, como a criopreservagao de embrides, ICSI

e clonagem por transferéncia nuclear (Vanderwall, 2000; Hartman, 2011).
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A transferéncia de embrides pode ser realizada de forma cirdrgica ou nao
cirargica. A forma cirdrgica envolve a transferéncia do embrido para um dos cornos
uterinos, apos sua exteriorizacdo, e o0 embrido é depositado no corpo do utero (Allen,
2005). A exteriorizacdo do corno uterino pode ser alcancada através de laparotomia
de flanco (Squires et al., 1982), permitindo a obtencdo de taxas de prenhez que
variavam de 65% a 90% (Squires et al., 1999; Carnevale et al., 2000; Allen, 2005). A
abordagem nao cirdrgica consiste na deposicdo do embrido no utero, sendo esse
acessado através da cervice (Carnevale et al., 2000). A abordagem pela cervice
pode ser realizada utilizando trés diferentes instrumentos, dependendo da
preferéncia do técnico: uma pipeta de plastico descartavel de transferéncia de
embrido, um instrumento reutilizavel de aco inoxidavel (inovulador), ou uma pipeta
padrao de inseminacao artificial (Vanderwall, 2000).

Estudos iniciais relataram menores taxas de prenhez (23% a 45%) obtidas
quando os protocolos de transferéncia de embries nao cirdrgicos foram utilizados
em comparagdo com o cirurgico (68% a 72%) (luliano et al., 1985; Carnevale et al.,
2000). Recentemente, demonstrou-se que a transferéncia nao-cirargica de
embrides resulta em valores semelhantes ou superiores de taxas de prenhez (70% a
85%) quando comparados a transferéncia cirtrgica (Hinrichs e Choi, 2005; Hartman,
2011; Hinrichs, 2012). Da mesma forma, taxas de prenhez de 90% foram reportada
usando uma modificacdo na abordagem n&o-cirdrgica com vaginoscépio de
Polansky e forceps Velsellum (Allen, 2005).

A técnica ndo cirlrgica é tipicamente o método preferido devido ao tempo do
procedimento, sendo mais eficiente em termos de custos e mais favoravel ao bem
estar animal (Stout, 2006). Vale ressaltar que as taxas de prenhez utilizando a
transferéncia ndo-cirdrgica dependente do técnico e de sua experiéncia (Squires et
al., 1982; Hinrichs, 2012). Além disso, atualmente sabe-se que a deposi¢cdo do
embrido no corno uterino ndo € obrigatdria, pois o embrido equino apresenta
mobilidade em todo o Gtero (Hinrichs e Choi, 2005; Stout, 2006).

A selecdo e manejo das éguas receptoras € o fator mais crucial para
estabelecer o sucesso da transferéncia de embrides, devendo essas éguas serem
selecionadas com base em caracteristicas especificas (Vanderwall, 2000; Squires et
al.,, 2003; Jacob et al., 2012). Os estudos retrospectivos determinaram que as
caracteristicas mais importantes para obtencdo de prenhezes séo tbnus uterino e

cervical, a falta de edema uterino ou dobras uterinas (Carnevale et al.,2000),
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histérico de ciclos estrais normais, auséncia de anormalidades no trato
reprodutivo (Vanderwall, 2000 ) e idade entre trés e doze anos, pois isso reduz a
probabilidade de éguas expostas a endometrite crénica (Hartman, 2011).

A sincronia entre a égua dadora e o receptora € um outro fator que deve ser
abordado. A sincronia mais favoravel ocorre quando éguas receptoras tem ovulado 1
dia antes (1) a 3 dias depois (-3) que a égua doadora, resultando em maiores taxas
de prenhez (Squires et al., 2003; Hinrichs e Choi, 2005; Stout, 2006). No entanto,
houve relatos de taxas de prenhez similares apds a TE entre os dias 1 até - 5 em
programas comerciais (Jacob et al., 2012). Estratégias para induzir a ovulagcéo
sincronica entre doadora e receptora envolvem a utilizagcdo de PGF2a, gonadotrofina
coribnica humana (hCG) e analogos do GnRH (Squires et al.,, 1999; Vanderwall,
2000). Outra alternativa para sincronizacdo entre doadoras e receptoras inclui a
utilizacéo de éguas receptoras ndo-ciclicas ou éguas ovariectomizadas, submetidas
a tratamento com progestagenos (Hinrichs e Choi, 2005).

Em relacdo as taxas de recuperacdo embrionaria, tem sido relatados maiores
indices nos dias sete (D7) e oito (D8) po6s-ovulacdo que no dia seis (Jacob et al.,
2012), fazendo com que embrifes nesse estagio de desenvolvimento sejam mais
amplamente utilizados comercialmente (Squires et al., 1999; Hinrichs, 2012; Jacob
et al., 2012). Ainda, embrides equinos D8 sdo mais facilmente identificados apés a
recuperacédo do lavado uterino (Hinrichs e Choi, 2005), enquanto os embrides D9 e
D10 sdo mais propensos a danos fisicos durante o processo de recuperacdo e
transferéncia (Hinrichs, 2012). Os embrides que morfologicamente apresentam
desenvolvimento incompativel com o dia da recuperacdo, chamados embribes
“retardados”, foram associados com a diminuicdo da taxa de prenhez (Carnevale et
al., 2000) .

A qualidade do embrido € outro fator crucial que afeta o sucesso da
transferéncia de embrides, sendo relatado que embrides morfologicamente
classificados como grau 1 resultam em taxas de prenhez mais elevadas quando

comparado com os de graus 2 ou 3 (Carnevale et al., 2000; Squires et al., 2003).
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Tabela 01. Classificacdo qualitativa de embrides equinos de acordo com caracteristicas morfolégicas.

GRAU COMENTARIO DESCRICAO
Nenhuma anormalidade observada; forma esférica; células de
tamanho, cor e textura uniformes; tamanho e estagio de
1 Excelente desenvolvimento apropriado para a idade pés-ovulacéo
2 Boa Imperfeicdes menores, tais como alguns blastdmeros extruidos;
ligeiras irregularidades na forma, tamanho, cor ou textura;
limitada separacdo entre o trofoblasto e zona pellcida ou
capsula
3 Pobre Nivel moderado de imperfeicdes, tais como uma maior
percentagem de blastdmeros extruidos ou degenerados;
colapso parcial de blastocele; ou encolhimento moderado de
trofoblasto da zona pellcida ou capsula
4 Degenerado ou Problemas graves facilmente identificados, como uma elevada
morto percentagem blastdbmeros extruidos, colapso completo do
blastocele, ruptura da zona pelicida, ou degeneragdo completa
e morte embrionéria
UFO UFO Odcito nédo fertilizado

McCue et al. (2009)
Carnevale et al. (1987) foram os primeiros a relatar que embrides de equinos

armazenados durante 24 horas a 5 °C obtinham uma taxa de prenhez de 70% tendo
impacto consideravel para a industria de transferéncia de embrides, permitindo que
criadores, profissionais e veterinarios coletem embribes em diferentes locais e
envie-os para centros onde eles poderiam ser transferidos para receptoras (Squires
et al., 2003). Carney et al. (1991) relataram taxas de prenhez semelhantes quando
os embrides equinos foram transferidos apdés armazenamento durante 24 horas a
5°C, em comparacdo com os embrides transferidos no maximo uma hora apés a

coleta.

2.3 Criopreservacao de embrides equinos

2.3.1 Congelacao lenta — método convencional

A congelacdo de embribes visa preservar 0 metabolismo celular em
qguiescéncia através do armazenamento em baixas temperaturas, que induz a
parada da atividade enzimatica, do metabolismo e da respiracdo celular,
conservando-o potencialmente viavel por tempo indeterminado (Gordon, 1994),

sendo a eficacia dessa técnica fundamental para ampliacdo da comercializacdo dos
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embrides (Stookey, 1998). Grande parte dos embrides mamiferos sdo congelados
através de métodos convencionais, com baixa concentracdo de crioprotetores de
lenta penetrabilidade e refrigerado através de equipamentos de congelacao
programaveis (Vajta e Nagy, 2006).

Durante o processo de criopreservacdo, as células vivas estdo expostas a
lesbes por diversos motivos como: toxicidade dos agentes crioprotetores, lesdes
fisicas por gelo extracelular, formacédo e crescimento de gelo intracelular, além do
estresse osmotico (Kasai, 1996). Se por ventura houver formacdo de cristais de
gelo as membranas se rompem, dando origem a um processo de desnaturagcédo das
organelas intracelulares e desestabilizacdo do citoesqueleto, impedindo a
comunicacao das células embrionarias( Dobrinsky, 1996).

A criopreservacdo em equinos foi relatada pela primeira vez por Griffin et al.
(1981), quando 19 embrides foram congelados, quatro foram transferidos para
receptoras apés a descongelacdo e apenas uma prenhez inicial foi confirmada, com
absorcdo aos 60 dias de gestacdo. No ano seguinte, Yamamoto et al. (1982)
relataram o nascimento de um potro vivo resultante da transferéncia de embrides
equinos criopreservados. Slade et al. (1985) confirmaram que em um protocolo de
arrefecimento lento, a temperatura de mergulho em nitrogénio liquido (NL,) afeta a
qualidade embrionaria apés a descongelacdo, mas ainda relataram 53% taxa de
prenhez quando os embrides congelados em palhetas foram imersos em NL a -33 °
C.

Durante o processo de congelacao, utiliza-se crioprotetores que aumentam a
viscosidade da solucdo, conferindo um maior equilibrio osmético entre solucdo e
material biolégico (Lucci e Dalcin, 2010). Segundo Karow (2001) estas substancias
sdo usadas com o intuito de impedir efeitos nocivos as células relacionadas com a
formacao de cristais de gelo e ao choque osmotico, podendo ser penetrantes e néo
penetrantes. Os crioprotetores penetrantes sdo moléculas pequenas e capazes de
penetrar a membrana celular, formando pontes de hidrogénio com a &agua
intracelular, diminuindo a temperatura de congelacdo e prevenindo a formacgéo dos
cristais de gelo, podendo ser citados o propilenoglicol, glicerol, etilenoglicol e
dimetilssulfoxido (Vajta e Nagy, 2006). Os crioprotetores ndo penetrantes como
sacarose, galactose e trealose permanecem no meio extracelular, retirando a agua
livre e levando a desidratacdo do espaco intracelular por efeito osmaético (Vajta e
Nagy, 2006; Pereira e Marques, 2008).
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Bass et al. (2004) avaliaram a eficacia do metanol para a criopreservagédo de
blastocistos equinos no D7 e D8 (300-1000 ym de diametro), sendo os embribes
aleatoriamente criopreservados em metanol a 48% e glicerol a 10% em palhetas de
0,25 ml, cultivados in vitro (12h) apods a descongelacdo e, em seguida, transferidos
para as receptoras, resultando em taxas de prenhez de 23% (metanol) e 38%
(glicerol).

Outras substancias adicionadas as solucbes com crioprotetores também
foram testadas, visando melhorar os resultados. A associacao de etilenoglicol com
sacarose foi avaliada para a criopreservagao de embrides equinos de seis dias (D6)
(Hochi et al., 1996), com o0s seguintes tratamentos: 10% de glicerol, 10%
etilenoglicol e 10% de etilenoglicol + 0,1 M de sacarose, resultando em 37,5, 25,0 e
63,6% de prenhez, respectivamente. Em um estudo utilizando embrides D6,5, o
efeito da adicéo de 0, 20 e 100 mM de L-glutamina em solucéo de glicerol a 10% de
foi avaliado, resultando em taxas de prenhez de 30%, 10% e 60% respectivamente,
segundo os autores resultado da menor proporcdo de danos celulares, avaliada com
4', 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), para embrides congelados em solucdo contendo
100 mM de L-glutamina (Lagneaux et al., 2000).

A fase de desenvolvimento embrionario no momento da criopreservacao
convencional também influencia as taxas de prenhez, sendo de 80% e 14% para
blastocisto inicial e blastocisto expandido, respectivamente (Poitras et al., 1994),
corroborando com Slade et al. (1985), que afirmaram que moérulas e blastocistos
iniciais resultam em melhores taxas de prenhez apdés a transferéncia para
receptoras.

Uma provavel explicacdo para os melhores resultados obtidos na
criopreservacdo de embrides no estagio de moérulas ou blastocistos iniciais, com
diametro de até 300 pym, é que a partir desse estagio observa-se o desenvolvimento
da capsula embrionaria, o que interfere com a permeabilidade do embrido aos
crioprotetores (Pfaff et al., 1993). Legrand et al. (2001) avaliaram a relacao entre a
espessura da capsula e o dano celular em embrides expostos ao glicerol, tendo sido
demonstrado que embrides sem capsula ou com capsula delgada apresentavam
uma reducdo nos danos celulares, tendo os autores atribuido esse efeito a uma
maior eficacia na penetragdo do glicerol. Em um estudo posterior, Gillard et al.
(2011) avaliaram a permeabilidade da capsula embrionaria equina, coletadas de

embrides D14 e D18, ao glicerol e etilenoglicol e relataram que a permeabilidade a
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1,5 M de etilenoglicol foi significativamente maior do que 0,74 M de etilenoglicol e
0,87 M (glicerol, sendo todos esses tratamentos inferiores aos resultados obtidos
com solucdo salina, o que conduziu os autores a concluirem que a capsula
embrionéria atual também como um filtro seletivo, resultados similares aos descritos
por Barfield et al. (2010).

Estratégias que interferem com o citoesqueleto celular, como o uso de
citocalasina B, que resultou em melhores resultados de sobrevivéncia embrionaria
em embrides suinos poés-descongelacao (Dobrinsky et al., 2000), ndo parece exercer
influéncia sobre a taxa de prenhez de embrides equinos descongelados (Maclellan
et al., 2002). Dessa forma, foi proposto que a reducdo do teor de agua em
blastocistos expandidos aumentaria a sua eficiéncia de criopreservacdo. Nesse
sentido, Barfield et al. (2009 ) avaliaram o efeito da desidratacdo de embrides
equinos grau 1 (didametro 2400 ym) antes da criopreservacao, utilizando 0,6 M de
galactose, mas néao foi observada influéncia significativa sobre as taxas de prenhez.

2.3.2 Congelacéo rapida - vitrificacéo

A vitrificagéo foi realizada primeiramente em embrides de camundongos por
Rall e Fahy (1985). Com o passar dos anos, foram publicados diversos trabalhos
com odcitos e embrides de diversas espécies, explorando novas formas de se
misturar, combinar, adicionar ou remover 0s crioprotetores, além de formas
diferentes de armazenamento (Vajta e Kuwayama, 2006). Esta técnica elimina a
formacao de cristais de gelo. Nela, a solidificacdo é atingida pelo aumento extremo
da viscosidade e ndo pela cristalizagdo, alcancando a fase vitrea (Massip, 2001,
Yavin e Arav, 2007; Mukaida e Oka, 2012). A vitrificacdo pode ainda minimizar o
dano de refrigeracdo por meio de arrefecimento rapido (Kasai, 2002).

Para que se tenha éxito nesta técnica, trés fatores séo de grande importancia:
1) taxa de arrefecimento/aquecimento, 2) tipo e concentracdo de crioprotetor e 3) o
volume do embrido a ser vitrificado (Saragusty e Arav, 2011). Taxas de resfriamento
e aquecimento estdo relacionadas com o volume e o material em que o embrido &
vitrificado. Saragusty e Arav (2011) relataram varias técnicas que podem ser
utilizadas para reduzir volume total da amostra (célula ou tecido alvo + meio de
vitrificacdo), como auxilio de microscopia eletrdnica, Cryotop, Cryoloop e Cryoleaf,

que sao procedimentos utilizando equipamentos de manipulagdo e envase
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especificos. Outro ponto critico a ser considerado € o adequado reaguecimento apés
a vitrificagdo, sendo muitas vezes considerado um ponto mais importante para a
sobrevivéncia embrionaria que a taxa de arrefecimento (Leibo, 2011). Além disso,
durante o reaquecimento, deve-se utilizar solu¢cdes hipertonicas, geralmente
contendo sacarose, para impedir a rapida entrada de agua no embrido (Leibo, 1983;
Kasai, 2002). Outros aclUcares como galactose, frutose e glicose tem funcéo
semelhante e ndo sdo potencialmente toxicos para as células criopreservadas
(Kasai, 1996).

O primeiro produto viavel proveniente do uso de embrifes equinos vitrificados
foi obtido por Yamamoto et al. (1982), quando relataram 9% de prenhez. Em outras
pesquisas, embrides com diametros iguais ou inferiores a 300 pum resultam em taxas
de prenhez satisfatérias, variando entre 64% e 80% apoOs o cultivo (Hochi et al.,
1996), enquanto embrides com diametro superior a 300 um resultam em taxas de
gestacao baixa (MacLellan et al., 2002).

Mais recentemente, o primeiro estudo que resultou em prenhez apés a
transferéncia direta de embrides de equinos vitrificados foi realizado por Eldridge-
Panuska et al. (2005). Neste estudo, os embrides equinos coletados nos dias 6, 7 e
8 poés-ovulacao foram expostos a 1,4 M de glicerol em PBS durante 5 minutos,
seguido de 1,4 M de glicerol + 3,6 M de etilenoglicol, durante 5 minutos e
posteriomente transferidos para 3,4 M de glicerol + 4,6 M de etilenoglicol ou o
mesmo procedimento modificando o final da solu¢do de vitrificacdo para 1,4 M de
glicerol + 6,6 M de etilenoglicol. As prenhezes foram apenas obtidas com embrides <
300 pm, utilizando uma concentragéo final de 3,4 M de glicerol + 4,6 M de
etilenoglicol. Araujo et al. (2010) relataram taxas de prenhez apds a vitrificacdo de
embrides D6 em 67% e 55% nos anos de 2008 e 2009, com uma taxa de perda
embrionaria até 45 dias de gestacdo em 12,5% e 9,1% para 0S mesmos anos
respectivamente.

Todavia, a criopreservacao de embrides equinos com didmetro maior que 300
pm tem sido um desafio, e novos métodos foram avaliadas para aumentar a sua
eficiéncia. Scherzer et al. (2011) avaliaram método de vitrificacdo assistida por laser
para a criopreservacdo de embribes equinos de grande diametro, utilizando
embrides com didmetro inferior a 300 ym como controle. Os embrides do grupo
tratado receberam um pulso de laser, sendo em seguida vitrificados (controle e

tratado) em solucdo de 7,5% de etilenoglicol + 7,5% de DMSO durante 20 minutos,
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em seguida 15% de etilenoglicol + 15% de DMSO, obtendo-se taxas de prenhez no
dia 13 de 75% para os embrides < 300 ym e 44% para os embrides > 300 um. No
entanto, apenas uma prenhez do embrides > 300 pym foi detectado no dia 23 e
levada a termo.

Em estudo no qual o objetivo primério era desenvolver um método para
biopsia embrionéria, foi observado que, mesmo colapsados, o0s embribes
preservaram alta viabilidade (Choi et al., 2010). Seguindo essa linha de pesquisa, 0s
autores avaliaram o efeito do colapso em blastocistos iniciais e expandidos (D7 e
D8), com tamanho variando entre 330 e 730 pm, vitrificados com etilenoglicol ou
DMSO e incubados apés o reaquecimento por 4 a 6 horas antes da TE, resultando
em taxas de 50% de prenhez ao dia 12 com DMSO e 46% com etilenoglicol.

O tratamento com etilenoglicol demonstrou maior seguranca pois todas as
prenhezes foram confirmadas no dia 25, enquanto apenas duas prenhezes se
mantiveram até esse periodo quando utilizou-se 0 DMSO como crioprotetor (Choi et
al., 2011b).

2.4.Na*, K"-ATPase e o embrido

A Na+, K+-ATPase é uma proteina transmembrana, membro das ATPases
de tipo P (Apell 2004; Shinoda et al., 2009 ) e sua identificagcdo e funcdo como
bomba de ions foi reconhecida ha mais de 100 anos (Glynn 2002 ). Esta enzima
serve como um receptor para glicosideos cardiacos, tais como ouabaina e digoxina
(Lingrel e Kuntzweiler 1994; Peng et al., 1996 ; Sandtner et al., 2011). Através da
hidrolise de uma molécula de ATP a enzima realiza o cotransporte de trés
ions Na+ e dois ions K+, como consequéncia de fosforilagdo e desfosforilacdo da
Na +/K+-ATPase, respectivamente, proporcionando assim uma via transmembranar
polar ativa contra um gradiente de concentracao (Blanco e Mercer 1998; Kaplan
2002; Reyes e Gadsby 2006). Tem como papel principal manter os gradientes de
Na+ e K+ através das membranas celulares (Jorgensen et al., 2003 ) e participar
ativamente do processo de termogénese (Kelly e McBride, 1990).

Como um heterodimero, a Na+, K+-ATPase é formada por duas subunidades
principais (a e ). Além disso, uma das quatro subunidades a (a1, a2, a3 e a4) pode
ser associada a uma das trés subunidades B (B1, B2 e B3), resultando na expresséo

de uma ou mais isoformas dentro de uma célula ou tecido (por exemplo, ambos
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a1B1 e a4pB1 estdo presentes nos espermatozoides), o que poderia resultar em
papéis biolégicos distintos (Blanco et al., 1995; Jorgensen et al., 2003; Watson et
al.,2007). Embora as subunidades a1 e 1 sejam consideradas onipresentes (Hickey
e Buhr 2012), a subunidade o4 aparentemente sO foi detectado em testiculos e
espermatozoides (Woo et al., 1999, 2000; McDermott et al., 2015). Adicionalmente o
seu papel como bomba de ions, Na+, K+-ATPase € capaz de interagir com outras
proteinas de membranas ou citosdlicas (Lucas et al.,2012), com papéis no
metabolismo espermatico (Woo et al., 2000) e desenvolvimento embrionario
(Violette et al., 2006).

Descobrir os mecanismos que indicam como as células embrionarias se unem
e se diferenciam é fundamental para a compreensdo normal do desenvolvimento de
tecidos e informacBes sobre 0os mecanismos que governam o desenvolvimento
inicial (Rajasekaran et al., 2003a; Johnson e McConnell, 2004). Apds o processo de
clivagem, o embrido é responsavel pelo processo de transcricdo que rege seu
desenvolvimento (Schultz,1993; De Souza et al.,1998). A Na+, K+-ATPase,
localizada na membrana basolateral do trofectoderma, participa da movimentacao
de Na+ e agua para a blastocele (Wiley 1984; Watson 1992b; Marikawa e Alarcon,
2012), sendo observado um aumento de sua atividade e expressao/localizacao
durante o desenvolvimento do blastocisto (Betts et al., 1998, Rodriguez et al., 2006),
tornando-se responsavel pelo consumo de 10-40% da energia utilizada pelo
blastocisto durante a fase de expansdo (Donnay e Leese 1999, Houghton et al.,
2003).

A distribuicdo de Na+, K+-ATPase é controlada pelo equilibrio e estabilidade
do citoesqueleto de membrana (Fleming,1987) e a adesao celular mediada por E-
caderina (Watson et al.,, 1990; Kemler, 1993). A inibicdo da Na+, K+-ATPase em
culturas celulares utilizando um glicosideo cardiaco chamado ouabaina ou cultura
em meio ausente de K+ impede a formacado de jungdes oclusivas (JO), estimula a
separacédo entre as células e seu substrato além de interromper a polaridade celular
(Contreras et al., 1999; Fleming et al., 2001; Rajasekaran et al., 2003a, b).

O embrido pré-implantagcéo de rato € um modelo interessante para entender
como ocorre a regulacdo da diferenciacdo de células epiteliais (Wiley et al., 1990;
Fleming et al., 2001; Watson e Barcroft, 2001; Johnson e McConnell, 2004; Watson
et al., 2007). A primeira célula diferenciada no desenvolvimento de blastocistos de

mamiferos € o trofectoderma epitelial (TE), formando uma cavidade com liquido e a
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massa celular interna (ICM), que sdo as progenitoras de todas as linhagens
celulares embrionérias (Watson e Barcroft, 2001; Johnson e McConnell, 2004).

No processo de compactacdo, as células iniciais se unem através de juncdes
oclusivas (JO), juncdes aderentes (JA), desmossomos e juncdes gap (JG) (Watson
et al., 1990a, b; Kidder, 1992; Fleming et al., 2000a, b). Os contatos proximos célula-
célula sdo mediados por Ca2+ e molécula E-caderina, se tornando ausente somente
nas areas apicais das células (Johnson et al., 1986;Torres et al., 1997).

As JO focais dividem a membrana plasmatica dos blastbmeros externos em
areas apicais, separadas em dominios da membrana basolateral (Fleming et al.,
2000a, b). Além disso, a polaridade celular no embrido pré-implantacdo é
caracterizada pelo estabelecimento de microvilosidades apicais (Edmonds et al.,
1982), associacdo de receptores de lectina, agregacao apical de feixes de actina e
vesiculas endociticas, além da migracdo de vesiculas lipidicas e mitocondrias
(Edwards, 1997; Johnson e Maro 1986 apud Watson e Barcroft, 2001). As
superficies basolaterais dos blastdbmeros externos permanecem livres de microvilos,
mas se distinguem das superficies apicais pela localizacdo do polipeptidio ZO-1 de
juncao oclusiva (Fleming et al., 1984 apud Watson 2001) juncdes de espaco e E-
caderina (uvomorulina). Apés o estagio de blastocisto, o embrido rompe a zona
pellcida e inicia o contato entre o trofoblasto e o endométrio, para iniciar a fase de

implantacdo (Watson e Barcroft, 2001).

2.4.1 Adesdo célula-célulae aNa', K'-ATPase

Para que aconteca um bom desenvolvimento embrionario a adesao celular é
crucial, e varios estudos comprovaram que a auséncia desta adesdo celular
interrompe 0s eventos de segmentacdo no concepto, pois regula a morfogénese
epitelial e, durante a fase de blastocisto, o primeiro epitélio formado obedece a um
transporte vetorial comandado pela Na+, K+-ATPase (Edwards,1997;Elster et
al.,1998). Atualmente experimentos realizados com embrides de ratos sdao mais
bem explicativos quando se trata de adesao celular, comecando pela compactacéao,
onde as células se unem firmemente através de proteinas de adeséo, que formam
um cinto ao redor das células e localizando-se especificamente na regido latero-

apical (Biggers et al., 1988). O processo de compactacdo gera células com contorno
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pouco identificavel sendo mediado pela ativacdo da E-caderina (Vestweber et al.,
1985).

A E-caderina, componenete fundamental das JO, é uma das proteinas
transmembrana que se liga extracelularmente as juncdes aderentes e com as
cateninas na margem citoplasmatica, formando o citoesqueleto de actina (Ducibella
e Anderson,1975). Para manter o contato de forma estavel entre células e placas de
adesao, ocorrem ligacdes entre o citoesqueleto de actina e alfa-catenina, beta-
catenina e gama-catenina (Gumbiner e McCrea,1993; Hoschuetzky e Kemler, 1994,
Huber e Kemler,1996) — Figura 2.

Figura 2: Organizagdo molecular da zdnula aderente (lado esquerdo) e zénula oclusiva (lado

direito) em células epiteliais polarizadas
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Fonte: (Watson, 2001).

E-caderina e cateninas, bem como a actina citoesquelética, provém da
oogénese, portanto, elas estao presentes no embrido inicial de mamiferos a partir da
fertilizagdo (McCrea et al., 1991; Torres et al.,1997 ). No entanto, a adesao célula-
célula mediada por E-caderina estavel ndo ocorre até a compactacdo ser iniciada
(Hynes,1992; Haegel et al.,1995).

A dependéncia da compactacdo e da cavitacdo em eventos mediados por E-
caderina foi demonstrada pelo tratamento de embrides murinos com anti-soros
bloqueadores de E-caderina (Watson, 1997). Os embribes tratados com um
anticorpo contra a E-caderina ndo sofrem compactagcdo e ndo seguem uma

cavitacdo normal (Watson, 1997 apud Watson, 2001). Vale ressaltar que embrides
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ovinos e humanos sdo mais sensiveis ao bloqueio da Na+, K+-ATPase se
comparados a outras espécies como ratos (Price et al.,, 1990; Contreras et al.,
1995b). Em experimentos realizados em embrides de ratos knockout para a
subunidade alfal da Na+, K+-ATPase, observou-se perda embrionaria e fetal,
enquanto em animais knockout para a subunidade alfa2, observou-se mortalidade
neonatal, enquanto em camundongos ocorrem falhas na fase de implantacao
(Lingrel et al., 2003; Barcroft et al., 2004).

Sugeriu-se que a E-caderina contribui para a permanéncia do complexo
juncional epitelial e a insercdo de Na+, K+-ATPase nas membranas basolaterais
(Larue et al., 1994). Pesquisadores observaram em amostras de rim canino e retina
humana que a inibicdo da Na+, K+-ATPase pela oubaina ou cultivo celular em meio
pobre em K+ resultou na interrup¢édo da formacédo das JO e ndo polarizacdo celular
(Contreras et al., 1999; Rajasekaran et al., 2003a, b).Troxell et al. (2000) relataram o
funcionamento das juncdes aderentes e da Na+, K+-ATPase sobre o transporte
vetorial de ions junto com a organizacao estrutural, demonstrando ser imprescindivel
para que ocorra os eventos de polarizacdo celular e juncdes oclusivas em células de
rim canino (MDCK).

No entanto, em embrides de ratos knockout para E-caderina, foi observando
que houve compactacdao, porém sem o desenvolvimento de blastocisto normais,
confirmando que sua remoc¢do ndo impede a polarizacdo celular, mas sim a
formacao ordenada das células do trofectoderma (Riethmacher et al., 1995). Da
mesma forma, o epitélio do trofectoderma de knockout para alfa-catenina é anormal
e interrompe a formacdo do estagio de blastocisto (97), no entanto knockout para
beta-catenina e gamma-catenina murinos desenvolvem-se até a gastrulacao,
sugerindo que as reservas maternas destas proteinas sao suficientes (Guenet et al.,
1995; Haegel et al., 1995; Bierkampet et al., 1996). A Gamma-catenina, € a Unica
proteina conhecida compartilhada por desmossomos e jungBes adesivas (JAS)
(Fleming et al., 1991). Assim, embora todos os componentes do JA participem da
compactacao e diferenciacao do trofectoderma, suas funcdes séo variaveis.

Pesquisas indicam a existéncia de um inibidor de interagbes de E-
caderina/catenina, que desestabiliza os complexos juncionais, através das IQGAPSs,
alvos de Rho GTPases (Kuroda et al., 1999; Reuther e Der, 2000). As IQGAP1

ligam-se ao terminal amino da beta-catenina com E-caderina in vivo e in vitro,
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promovendo a desagregacdo da alfa-catenina e impedindo a adesao celular
mediada por caderina (Kuroda et al., 1996;Kaibuchi et al., 1999).

3. CONSIDERACOES FINAIS
Diante do exposto é de fundamental importancia elucidar a relagdo existente

entre a Na+, K+-ATPase e aformacdo do complexo juncional presente nas células

trofoblastias de blastocistos equinos.
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ABSTRACT

The goal of this study was to evaluate the effect of Na*, K'-ATPase inhibition on horse
blastocyst. Sixteen mares were ultranosographically monitored and inseminated after induced
ovulation. Embryos (D7 and D9) were harvested and exposed to Na*, K*-ATPase inhibition
during 1 or 6 h using ouabain both isolated and conjugated to fluorescein (OuabainFL) during
incubation at 37° C. The embryos were evaluated regarding morphometric characteristics
(bright field microscopy) and viability (Hoescht 33342 + propidium iodide). The blastocysts
incubated during 6 h in Holding medium + ouabain (n=3) presented a diameter reduction
average of 45.7%, associated to adverse morphologic features and no reexpansion after
subsequent 12 h incubation in Holding medium. After e 1h embryo explosion to Ouabain or
OuabainFL, they presented similar reduction average (P>0.05), being 38.7 = 6.7% (n=5) and
33.6 £ 3.3% (n=7) for D7 and D9 blastocysts, respectively. Ouabain binding was confirmed
after OuabainFL exposition and all embryos (n=12) lost viability. It was concluded that Na*,
K*-ATPase inhibition with ouabain is not recommended aiming chemical reduction of horse
blastocyst size due to embryonic death.

Keywords: embryology, horse embryo, sodium pump

RESUMO
Objetivou-se avaliar o efeito da inibicdo da Na*, K*-ATPase sobre o blastocisto equino.
Dezesseis éguas foram monitoradas por ultrassonografia e inseminadas apds inducdo da
ovulagdo. Embrides (D7 e D9) foram recuperados e submetidos a inibicdo da Na*, K*-
ATPase por 1 ou 6 h, utilizando ouabaina isolada ou conjugada a sonda fluorescente
(OuabainaFL), durante incubacdo a 37° C. Os embrides foram avaliados quanto
caracteristicas morfométricas (microscopia em campo claro) e viabilidade (Hoechst 33342 +
iodeto de propideo). Os blastocistos mantidos em meio Holding com ouabaina por 6 h (n=3)

apresentaram reducdo média em seu diametro de 45,7%, com caracteristicas morfoldgicas
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indesejaveis e nenhuma reexpansdo nas 12 h de incubacdo subsequentes em Holding.
Quando os embriGes foram expostos a ouabaina ou OubainaFL por 1 h, os blastocistos
tiveram uma reducdo média similar (P>0,05) apés 1h de incubagdo subsequente em meio
Holding, sendo de 38,7 £ 6.7% (n=5) e 33,6 + 3,3% (n=7), para os blastocistos D7 e D9,
respectivamente. Foi confirmada a ligacdo da ouabaina com utilizacdo OuabainaFL e todos
(n=12) os embrides perderam sua viabilidade. Concluiu-se que o bloqueio da Na*, K-
ATPase com ouabaina ndo é recomendado visando a reducdo quimica do tamanho dos
blastocistos equinos, pois resulta em morte embrionaria.

Palavras-chave: embriologia, embrido equino, bomba de sddio

INTRODUCTION

In the horse, embryo cryopreservation has been a challenge due to capsule
development, mitotic activity and predominantly because of embryo size (Legrand et al.,
2001; Stout, 2012). In the past years, vitrification has become the most usual method to
cryopreserve embryos, and many manuscripts have been published focused in several species,
exploiting new strategies to combine, add and remove cryoprotectants, as well as distinct
processing techniques (Vajta and Gjeris, 2006).

The first foal born after horse embryo vitrification was obtained by Yamamoto et al.
(1982), when 9% of pregnancy rate was reported. Currently, the cryopreservation of horse
embryos with less than < 300 um of diameter results in satisfactory pregnancy rates, between
64% and 80% (Hochi and Maruyama, 1996). However, lower pregnancy rates were obtained
when horse embryos with diameter > 300 um were vitrified (MacLellan et al., 2002). Choi et
al. (2010) performed a study where their primary goal was to develop an embryonic biopsy
method, with the aid of micromanipulator, and notice that embryos remained viable even
collapsed. Following, the same authors evaluated the effect of blastocoel cavity collapse in
large embryos prior vitrification (between 330 and 730 pm), and pregnancy rate of
approximately 50% was achieved (Choi et al., 2011).

Nonetheless, the equipment costs to execute micromanipulation are high, and the
establishment of chemically defined medium able to reduce horse blastocyst diameter could
support the adoption and dissemination of vitrification technique in large horse embryos in
the field. Strategies that interfere with cellular cytoskeleton, such as cytochalasin-B, resulted
in higher rates of pig embryo survival post-thawing (Dobrinsky et al., 2000), but no positive

influence on thawed horse embryos was reported, when the authors stated that reduction of
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water ratio in expanded blastocysts could improve cryopreservation effectiveness (Maclellan
et al., 2002).

It is known that pre-implantation embryo development is influenced by Na*, K'-
ATPase activity, promoting embryo cavitation and modifying ionic gradient on
trophectoderm epithelium, interfering with formation, distribution, and permeability of thigh
junctions (TJ) between trophoblastic cells (Manejwala et al., 1989; Budik et al., 2008;
Giannatselis et al., 2011). Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of Na",
K*-ATPase inhibition on morphological characteristics and viability of the horse blastocyst,

pursuing embryo size reduction and favoring vitrification in this species.

MATERIAL AND METHODS

The present study was approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation
of the Federal University of Alagoas, under protocol number 35/2017.

Sixteen mares and one Margalarga Marchador stallion, located in Vigosa-AL, Brazil
(9°23" S; 36°15' O) were used in this study. The animals were raised in semi-extensive
conditions, with free access to good quality water and grass, plus supplementation with 4 kg
concentrate/head/day. All the animals were breeding soundness and there was no report of
reproductive disorder. Follicular growing and uterine characteristics of the mares were
monitored every two days, with aid of transrectal ultrasonography during regular estrous. In
estrous mares presenting follicles > 35 mm and uterine edema grade 3 (0-5; Samper, 1997)
were administrated deslorelin acetate (1 mg/IV), to stimulate ovulation.

When ovulation was confirmed (DO0), the mares were artificially inseminated with 5 x
10® motile sperm, 24 h after deslorelin injection, using routine procedures (Aurich et al.,
1997). Following, on D7 or D9, the mare’s uterus was flushed three times (Ringer's solution)
per attempt of embryo collection, using a closed system. The remaining fluid in the filter was
searched in a sterile Petri dish and recovered embryos were washed ten times in Holding
solution (EquiHold, Minitube, Tienfenbach, Germany), loaded into 0,5 mL straws and further
transported to the laboratory, within 30 min.

Immediately after arrived in the laboratory, the embryos were transferred to a new
Petri dish containing Holding (100 ul) covered by sterile mineral oil (200 pl), and kept during
1 h at 37 °C for adjustment to incubation system before further protocols. After that, the
embryos were morphologically evaluated (McCue et al., 2009)using an inverted microscope
(Medilux MDL-INV-1, Biosystems), and embryos diameter were recorded after digital

images were captured with aid of a micrometric ruler (1 mm) and ImageJ software (Version
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1.52a, Schneider et al., 2012). Diameter reducing was calculated in percentage, based on
embryo diameter after 1 h incubation in Holding medium (37 ° C), considered as 100% of

initial diameter, as follow:

Final diameter (%): 100 x final embryo diameter

initial embryo diameter

In total, 17 embryos were recovered, all classified as grade I. Two blastocysts D7 were
incubated only in Holding medium for 24 h at 37 °C to evaluate the influence of culture
system on embryo quality. Two D7 and one D9 blastocysts, after initial incubation in Holding
medium (1h), were transferred and maintained 6 h in Holding medium + Na®, K*-ATPase
specific inhibitor (ouabain, 10° M; Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil), under same initial
incubation conditions. Following, blastocysts were withdrawn from ouabain-treated medium
and incubated for 12 h in Holding, to analyze embryo reexpansion. During this period, the
blastocysts were photomicrographed within 1 h interval, and subsequent morphological and
morphometric evaluation were performed.

Based on the results of the first experiment, it was decided to evaluate Na*, K-
ATPase inhibition during a shorter period and assess embryos using fluorescent probes.
Propidium iodide (PI, 10 pg/mL, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil), Hoechst 33342 (10
ng/mL, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brazil), fluorescent conjugated ouabain (10° M, Bobipy™
FL ouabain; Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil) and ouabain (10° M) were used after dilution in
Holding medium. Analyses were performed using epifluorescence microscopy (Feldmann
Wild Leitz- 3500T FL), with excitation/emission filters of 533/617, 361/497, 503/512 for PI,
Hoechst 33342 and Bobipy™ FL ouabain (OuabainFL), respectively.

Six blastocysts D9 and one D7 were incubated (1 h, 37 °C) in Holding + ouabain,
followed by Hoescht and PI staining to evaluate the membrane integrity of trophoblastic cells.
Moreover, to confirm ouabain-embryo binding, four D7 and one D9 blastocysts were
incubated (1 h, 37 °C) in Holding + OuabainFL + Hoechst, followed by IP staining. Before
and after incubation, the blastocysts were photomicrographed also in bright field, to analyze
morphology and diameter.

Results of the present study are predominantly presented using descriptive statistics.
Diameter reduction of D7 and D9 blastocysts exposed to ouabain or ouabainFL were
compared after normality analysis (Shapiro-Wilk test), followed by ANOVA and F test, with

data presented as means £ S.E.M. Results were considered significant when P<0.05.
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RESULTS
Both D7 blastocysts kept in Holding medium preserved their morphologic features and
increased in size during 24 h incubation (Figure 1). The three blastocysts maintained in
Holding + ouabain (10° M) during 6 h reduced their diameter in 35.9%, 48.7% and 52.5%
(D7, D7 and D9, respectively), with no subsequent reexpansion for up to 12 h in Holding
medium (Figure 2 — A to C).

Figure 1. Horse blastocyst harvested at D7, after 24 h in
Holding medium at 37 °C, with morphologic characteristics
compatible with Grade 1 (1-5).

Figure 2. Horse blastocyst harvested at D9, after 1h exposed to Holding + ouabain (10°®
M, (A)); after ouabain exposition withdraw and maintained 3 h (B) and 6 h (C) in
Holding medium. It is possible to observe morphological alterations in the embryo
(arrows), such as capsule detachment (A), granular surface and trophoblastic cells with

different sizes (B), culminating with blastocoel collapse (C).

Regarding fluorescent analysis, it was observed that ouabain bound to trophoblastic
cells (Figure 3A), confirming the presence of Na*, K*-ATPase. Moreover, 100,0% (12/12) of
the blastocysts exposed to ouabain or ouabainFL were positive for Pl staining after incubation
time (Figure 3B). It is noteworthy that blastocysts D7 and D9 displayed similar diameter
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reduction after 1 h incubation, regardless exposition to ouabain or ouabainFL. Blastocysts D7
(n=5) reduced 38.7 = 6.7% and D9 (n=7) reduced 33.6 + 3.3% (P>0.05). Furthermore, all
blastocysts displayed adverse morphologic features, such as heterogeneous texture (100.0%,
12/12), extrusion (100.0%, 12/12), capsule detachment (83.3%, 10/12) and irregular shape
(36.4%, 5/12).

Two D7 blastocysts were removed from Holding + ouabain medium after 1 h of
incubation and transferred to Holding medium for up to 6 h, but no further reexpansion was

observed, confirming the lack of viability.

Figure 3. Horse embryo D9 exposed to ouabain conjugated to fluorescent probe (A)
indicating ouabain binding to Na*, K*-ATPase. Horse embryo D9, after incubation with
Holding + ouabain (1h), followed by exposition to Hoechst 33342 and propidium iodide,
indicating viability loss (B).

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study that primarily aimed to evaluate the effect of
Na®, K*-ATPase inhibition in horse embryos. Although embryos were not incubated in a CO,
atmosphere, the morphologic characteristics of the blastocysts maintained in Holding medium
for 24 h indicate that incubation system provides conditions to sustain embryo viability. This
finding is in accordance with a report from Clark et al. (1987), whose indicate that horse
embryos stored in MEM at 37 °C during 12 h displayed normal development.

The exposition of three blastocysts to ouabain during 6 h, resulting in blastocoel
collapse and no subsequent reexpansion, even after 12 h incubated in Holding (without
ouabain), indicates that Na*, K*-ATPase plays a crucial role on blastocoel sustain during this
embryonic stage. Waelchli et al. (1997), evaluating trophoblastic vesicles from horse
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embryos, reported that 78% of vesicles collapsed after Na®, K'-ATPase inhibition with
ouabain. Although Waelchli et al. (1997) study focused on trophoblastic vesicles, the authors
cited that D9 horse blastocysts partially collapsed after ouabain exposition (10° M), with
further reexpansion in ouabain free medium in a pilot study, which as not observed in the
present study.

We demonstrated that ouabain, a specific Na*, K*-ATPase inhibitor, is able to reduce
D7 and D9 horse blastocyst diameter, interfering with the fluid exchange through
trophectoderm, similarly to Waelchli et al. (1997) report in D9 horse embryo. It is noteworthy
that Na*, K'-ATPase can be found in embryos of different species, under several isoforms,
depending on a (al, a2, and a3) or B (B1, B2, and B3) subunits that comprise the protein
(Céamara et al.,, 2017). Although Budik et al. (2008) reported an absence or minimal
expression of al and B1 subunits of Na*, K'-ATPase in D8 horse embryos, and a remarkable
rising in D10, the present study demonstrated that horse embryo is influenced by Na*, K*-
ATPase inhibition as early as D7. As ouabain concentration used in the present study (10° M)
is able to inhibit ol subunit, which comprises Na’, K*-ATPase isoform less sensitive to
ouabain (Blanco, 2005), it is feasible that other isoforms could be also inhibited, since Betts et
al. (1997) demonstrated that bovine embryos express a3 subunit of Na*, K'-ATPase since
morulae stage.

The use of OuabainFL assured that ouabain was able to bind horse blastocyst.
Concurrently, in spite of ouabain type (isolated or ouabainFL), lower exposition time to
ouabain (1 h), and embryonic stage (D7 or D9 blastocyst), there was a reduction on blastocyst
diameter and adverse effects on morphology after Na*, K*-ATPase inhibition. Furthermore,
damage on trophoblastic membranes was demonstrated, since Pl is capable of crossing only
damaged cell membrane (Van Engeland et al., 1998; Willingham, 1999), reinforcing the
negative morphologic aspects of the blastocysts.

It is known that blastocyst expands by the continuous fluid movement through
trophectoderm, but it does not happen until tight junctions (TJ) are fully developed and
functional between trophectoderm cells, maintaining blastocoel fluid and epithelial integrity
(Watson and Barcroft, 2001). We inferred that functional inhibition of Na®, K*-ATPase
interfered with the formation/function of TJ on trophoblastic cells, which allowed that IP
crosses the membrane. On previous studies, inhibition of Na®, K*-ATPase resulted in
increased intracellular Na* levels, inhibition of Na*, Ca?* ionic channel and an elevation of

intracellular Ca** and AMPc, compromising E-cadherin/catenin system leading to TJ
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disruption and impairment of cell membrane polarization control (Eckert et al., 2008;
Rajasekaran et al., 2001), culminating with trophectoderm membrane damages.

CONCLUSION
Studies at molecular levels are necessary to evaluate the effects of Na*, K*-ATPase
inhibition on tight junctions structure and function in horse embryos. However, it was
concluded that Na*, K*-ATPase inhibition with ouabain is not recommended aiming chemical

reduction of horse blastocyst size, due to embryonic death.
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Instituicdo, em atendimento a Lei 11794/2008. O documento deve ser anexado em “Ethics
Conmitee” (Step 6). Esclarecemos que o numero do Certificado de Aprovagao do Projeto deve ser
mencionado no campo Material e Métodos.
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Tipos de artigos aceitos para publicacéo:
= Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que os resultados s&o
posteriores ao planejamento da pesquisa.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagdo (somente na “Title Page” — Step
6), Resumo, Abstract, Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo (ou Resultados e
Discussdo), Conclusdes, Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O namero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas, figuras e Referéncias.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

Preparacao dos textos para publicacdo

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés na forma impessoal.

Formatagao do texto

= O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das secdes do artigo, deve ser apresentado em
arquivo Microsoft Word e anexado como “Main Document” (Step 6), no formato A4, com
margem de 3cm (superior, inferior, direita e esquerda), na fonte Times New Roman, no tamanho
12 e no espacamento de entrelinhas 1,5, em todas as paginas e se¢des do artigo (do titulo as
referéncias), com linhas numeradas.

» N&o usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do produto,
substancia, empresa e pais.

Secdes de um artigo
» Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e ndo ultrapassar 50
palavras.

= Autores e Afiliagdo. Os nomes dos autores sao colocados abaixo do titulo, com identificacdo
da instituicdo a qual pertencem. O autor e o seu e-mail para correspondéncia devem ser indicados
com asterisco somente no “Title Page” (Step 6), em arquivo Word.

= Resumo e Abstract. Deve ser 0 mesmo apresentado no cadastro contendo até 200 palavras
em um s6 paragrafo. Néo repetir o titulo e ndo acrescentar revisdo de literatura. Incluir os
principais resultados numéricos, citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve
conter uma informagdo completa.

» Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco e no minimo duas™.

* na submissdo usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo constar tanto keyword
(inglés) quanto palavra-chave (portugués), independente do idioma em que o artigo for submetido.
» Introducgdo. Explanagdo concisa na qual os problemas serdo estabelecidos , bem como a
pertinéncia, a relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas referéncias, o suficiente
para baliza-la.

» Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descrigdo dos
métodos usados ou referenciar corretamente os meétodos ja publicados. Nos trabalhos que
envolvam animais e/ou organismos geneticamente modificados deverdo constar
obrigatoriamente o nimero do Certificado de Aprovagdo do CEUA. (verificar o Item Comité
de Etica).

» Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.
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v' Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separacdo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe inicialmente
a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismo arébico e ponto (ex.: Tabela 1.).
No texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab.
1), mesmo quando referir-se a vérias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (0o menor tamanho aceito é oito). A
legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu entendimento. As tabelas devem
ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia apds a sua primeira citagao.

v Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia,
gréfico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe inicialmente a palavra Figura, seguida do
numero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é citada no texto como Fig
seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma figura (ex.: Fig.
1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem também ser enviados
no formato JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo proprio de
submisséo, na tela de registro do artigo. As figuras devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo
do texto de preferéncia apds a sua primeira citacao.

Nota:

v' Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda,
informacdo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a correspondente referéncia deve
figurar nas Referéncias.

= Discussdo. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As se¢des Resultados e
Discussdo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem prejudicar qualquer uma
das partes).

= Conclusbes. As conclusGes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e serem
apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discussao, repeticdo de resultados e
especulaces.

= Agradecimentos. Nao obrigatério. Devem ser concisamente expressados.

= Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas. Livros e teses
devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando indispensaveis. Sao
adotadas as normas gerais da ABNT, adaptadas para 0o ABMVZ, conforme exemplos:

Como referenciar:

1. Citag0es no texto

» Aindicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacao para evitar interrupcdo na sequéncia do
texto, conforme exemplos:

v autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou Anuario... (1987/88);
v dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974);

v mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979);

v" mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne,
1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronoldgica ascendente e alfabética
de autores para artigos do mesmo ano.

» (Citagdo de citagdo. Todo esforgo deve ser empreendido para se consultar o documento
original. Em situacOes excepcionais pode-se reproduzir a informacéo ja citada por outros autores.
No texto, citar o sobrenome do autor do documento ndo consultado com o ano de publicagéo,
seguido da expressdo citado por e o sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas
Referéncias deve-se incluir apenas a fonte consultada.
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= Comunicacdo pessoal. Ndo faz parte das Referéncias. Na citacdo coloca-se 0 sobrenome do
autor, a data da comunicacdo, nome da Instituicdo a qual o autor é vinculado.

2. Periodicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses in foals.
Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del canino. Not.
Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacdo avulsa (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés autores et
al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriologicos de ostras, mariscos e mexilhdes. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, S&o Paulo. Anais...
Sao Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo.
México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6a ed. Washington: National Academy of Sciences, 1968.
69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em bovinos de
corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterindria) — Escola de Veterinria,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletrénicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés
autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of American
Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www. org/critcal6.htm>. Acessado
em: 27 abr. 2000.
JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald, 1994.
Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/ MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/>. Acessado
em: 5 dez. 1994.





