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RESUMO

Risolia, P.H.B. O efeito do fator de crescimento semelhante a insulina-I em
oocitos coletados de vacas Bos indicus e Bos taurus expostas ao estresse térmico
in vivo. The role of insulin-like growth factor-I on Bos indicus and Bos taurus oocytes
exposed to heat stress. 2013. 131 f. Dissertagdo (mestrado em Ciéncias Biologicas) -
Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2013.

As alteragdes no microambiente do trato reprodutivo comprometem a
competéncia oocitaria e o desenvolvimento embrionario pré-implantacional em
bovinos. Vacas Bos indicus apresentam adaptagdes fenotipicas e genotipicas
conferindo maior resisténcia e tolerdncia a temperatura elevada quando comparadas
as vacas Bos taurus, que sofrem redu¢do nos indices de prenhez durante os meses
quentes do ano. Esta infertilidade causada pelo estresse térmico ¢ um problema de
ordem multifatorial, entretanto ja foi demonstrado que o odcito e embrido sdo
extremamente susceptiveis aos efeitos deletérios da temperatura elevada. Os danos
celulares desencadeados pela temperatura elevada podem ser manipulados pelo fator
de crescimento semelhante a insulina-I (IGF-I), que além de minimizar a morte
celular espontanea, resgata células que ja iniciaram apoptose induzida por diferentes
agentes ou estresses. A primeira etapa deste projeto visou avaliar o efeito dose
resposta do IGF-I durante a maturag@o in vitro (MIV) em meio quimicamente nio
definido (pré-experimento 1: meio MIV - 10% de soro fetal bovino) e semidefinido
(pré-experimento 2: meio MIV - 6 mg/mL de albumina sérica bovina) na competéncia
de desenvolvimento de odcitos bovinos. Para tanto, complexos cumulus-oo6cito
(CCOs) de vacas (mestigas Bos indicus) oriundas de abatedouro foram maturados in
vitro em meio MIV ndo definido ou semidefinido suplementado com 0 (controle
veiculo), 6,25; 12,5; 25; 50; 100 ou 200 ng/mL de IGF-I por 22-24 h. Em seguida os
oocitos foram fecundados (FIV) e cultivados in vitro (CIV). A adi¢ao de 25 ng/mL de
IGF-I no meio MIV semidefinido ou ndo definido aumentou a porcentagem de
oocitos clivados no dia 3 e a taxa de blastocisto no dia 8 apds a fecundagdo. Dessa
forma, a dose de 25 ng/mL de IGF-I foi utilizada na segunda etapa deste projeto, cujo
objetivo foi avaliar o papel do IGF-I na competéncia de desenvolvimento de odcitos
coletados de vacas Bos indicus — Nelores (NEL; n= 6) ¢ Bos taurus — Holandesas
(HPB; n= 6) expostas ao estresse térmico in vivo. Para tanto, as vacas previamente
adaptadas e sincronizadas (Fase I: Dia -90 a 0) foram expostas aos tratamentos

Termoneutralidade (TN: Dia 0 a 28: normotermia) e Estresse Térmico [ET: Dia 0 a



14: 37° C - 70% de umidade relativa (UR) durante o dia e 30° C - 90% UR durante a
noite; Dia 14 a 28: 38° C - 75% UR durante o dia e 30° C - 90% UR durante a noite)
em camara climatica. Durante este periodo os animais tiveram os parametros
fisiologicos (frequéncias respiratéria e cardiaca, temperatura retal e cutanea) aferidos
e foram submetidos a sessdes de aspiragao folicular (OPU) a cada 3-4 dias. Os CCOs
aspirados foram previamente classificados quanto ao grau, e maturados in vitro em
meio semidefinido contendo 0 ou 25 ng/mL de IGF-I. Em seguida os CCOs foram
fecundados e cultivados in vitro. As taxas de clivagem e blastocisto foram
determinadas nos dias 3 e 7-9 apos a fecundagdo, respectivamente. Os parametros
fisiologicos foram diferentemente afetados pelas varidveis raca, temperatura e
interacdo raga X temperatura caracterizando, de acordo com a raca, a condicdo de
hipertermia induzida pelo tratamento ET. O nimero total de CCOs aspirados por
vacas NEL foi reduzido (p< 0,05) no tratamento ET em relacdo ao TN, e houve
tendéncia no nimero total de CCOs entre os tratamentos HPB ET e TN. O ET reduziu
(p< 0,05) a porcentagem de CCOs grau I independente de raca. No entanto, a
exposi¢ao de vacas HPB ao ET reduziu (p< 0,05) a porcentagem de CCOS grau II em
relacdo as NEL ET. Houve uma tendéncia (p= 0,07) da taxa de CCOs Grau II ser
reduzida no grupo HPB ET em relacdo ao HPB TN. O ET reduziu (p< 0,05) a taxa de
clivagem independente de raca. O ET e o IGF-I ndo afetaram a competéncia de
desenvolvimento de od6citos NEL. No entanto, a resposta do o6cito HPB ao aumento
de temperatura foi modulada pelo IGF-I (interacdo tratamento x IGF, p= 0,07). A
adicdo de 25 ng/mL de IGF-I durante a MIV ndo afetou o desenvolvimento a
blastocisto dos oocitos do grupo TN, porém aumentou (p< 0,05) a porcentagem de
odcitos do grupo ET que se desenvolveu ao estdgio de blastocisto no dia 9 apos a
fecundagao.

Palavras-chaves: Estresse térmico. IGF-1. Bos taurus. Bos indicus. Odcito.
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ABSTRACT

Risolia, P.H.B. The role of insulin-like growth factor-I on Bos indicus and Bos
taurus oocytes exposed to heat stress. O efeito do fator de crescimento semelhante a
insulina-I em od6citos coletados de vacas Bos indicus e Bos taurus expostas ao estresse
térmico in vivo. 2013. 131 f. Dissertagdo (mestrado em Ciéncias Bioldgicas) -
Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2013.
Microenvironmental alterations on reproductive tract compromise oocyte
competence and pre-implicational embryo development in bovine. This fact is well
characterized in animals exposed to heat stress. Bos indicus have fenotypic and
genotypic adaptations which confers a higher tolerance to high temperatures
compared with Bos taurus, suffering a reduction in the pregnancy rates during the hot
months. This infertility caused by heat stress is a multifactorial problem, however it
has been shown that oocyte and embryo are very susceptible to deleterious effects of
high temperature. The cellular damage induced by high temperature could be
manipulated by insulin-like growth factor I (IGF-I), which besides minimizing the
spontaneous cell death, IGF-I rescue cells which have already initiated the apoptosis
induced by different agents or stresses. The first step of this project aimed to evaluate
dose-response effect of IGF-1 during the maturation in vitro (MIV) in a non-defined
medium (pre-experiment 1: MIV - 10% of bovine fetal serum) and semi-defined (pre-
experiment 2: MIV - 6 mg/mL of bovine albumin serum) in competence of bovine
oocytes. Therefore, cumulus-oocyte complexes (CCOs) obtained of cows (Bos indicus
crossbreed) from a slaughterhouse were matured in vitro in non-defined and semi-
defined MIV medium supplemented with 0 (vehicle control), 6,25; 12,5; 25; 50; 100
or 200 ng/mL of IGF-I for 22-24 h. After, oocytes were fertilized (FIV) and cultured
in vitro (CIV). The adition of 25 ng/ml of IGF-I on non-defined and semi-defined
MIV medium increased porcentage of cleavage on day 3 and blastocysts rate in day 8
after fertilization. In this way, 25 ng/ml IGF-I was used on second step of this
experiment, which objective was to evaluate the role of IGF-I on oocyte competence
of oocytes collected from Bos indicus — Nelore (NEL; n= 6) and Bos taurus —
Holstein (HPB; n= 6) exposed to heat stress. Therefore, cows adapted and
synchronized (Step I: Day -90 to 0) were exposed to treatments Termoneutrality (TN:
Day 0 a 28: normotermy) and Heat Stress [ET: Day 0 to 14: 37 °C - 70% relative
humidity (UR) during day and 30 °C - 90% UR overnight; Day 14 to 28: 38 °C - 75%
UR during day and 30 °C - 90% UR overnight) in environmetal chamber. During this
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period, animals had their physiological parameters (heart and respiratory frequencies,
rectal and cutaneous temperature) measured and submitted to ovum pick up sections
(OPU) every 3-4 days. The CCOs collected were classified according to grade, and
matured in vitro in semi-defined medium containing 0 or 25 ng/mL IGF-I. Next, the
CCOs were fertilized and cultured in vitro. Cleavage and blastocyst rate were
determined on days 3 and 7-9 after fertilization, respectively. The physiological
parameters were affected differentially by breed, temperature and interaction between
breed x temperature, characterizing, according to the breed, hyperthermia condition
induced by ET. The total CCOs collected from each NEL was reduced (p< 0,05) in
ET treatment in relation to TN, while there’s tendency to total CCOs between the
treatments HPB ET and TN. The ET reduced (p< 0,05) percentage of CCOs grade I
independent from breed. However, the exposition of HPB cows to ET reduced (p<
0,05) the percentage of CCOS grade II in relation to NEL ET. There was a tendency
(p=0,07) of grade II CCOs reduction rate in HPB ET group in relation to HPB TN.
The ET decreased (p <0.05) cleavage rate regardless of race. The ET and IGF-I did
not affect the developmental competence of NEL oocytes. However, HPB oocyte
response to temperature increase was modulated by IGF-I (IGF x treatment
interaction, p= 0.07). Addition of 25 ng/ml IGF-I during MIV did not affect the
development of oocytes to blastocysts in TN group, but increased (p< 0.05)
percentage of oocytes ET group that developed in blastocyst stage on day 9 after
fertilization.

Keywords: Heat stress. IGF-I. Bos taurus. Bos indicus. Oocyte.
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1 INTRODUCAO

O aumento da populagdo mundial nos ultimos anos promoveu um
incremento da demanda por alimentos. Uma das principais fontes de proteina de
origem animal na alimentacdo humana ¢ o leite e seus derivados. A producao de leite
bovina do Brasil representa cerca de 5% da producdo mundial (CEPEA 2010), sendo
o Brasil o sexto maior produtor de leite (ANUALPEC 2007; CEPEA 2010;
FAS/USDA 2012). No entanto, o Brasil ocupa a 12% colocagdo quando analisada a
produtividade do rebanho leiteiro (FAS/USDA 2012). Esta baixa produtividade esta
intimamente ligada as condigdes ambientais adversas. O Brasil possui clima
tipicamente tropical e subtropical (IBGE, 2010), estando sujeito a interferéncia da
sazonalidade sobre a produtividade e fertilidade das vacas leiteiras (WILTBANK et
al., 2006). Segundo o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) o
Brasil importou aproximadamente 180.000 ton de lacteos em 2012, 8% a mais do que
2011, tendo um custo de U$ 638 milhdes (MAPA, 2012)

O estresse térmico em vacas lactantes ¢ um fator de grande impacto
econdomico na industria de leite em regides de clima quente do Brasil e do mundo,
especialmente em vacas de alta producao leiteira de origem européia (Bos taurus). Em
contraste, animais de origem zebuina (Bos indicus) sdo mais adaptados e resistentes as
condi¢cdes adversas de temperatura. Nestas condigdes ambientais caracteristicas de
climas tropicais, os animais ndo apresentam amplitude ideal da zona de conforto
térmico comprometendo a eficiéncia 6tima de desempenho produtivo. O intervalo de
temperatura da zona conforto térmico (Figura 1) corresponde aos limites de
temperatura em que o animal apresenta seu pico de producdo sem fazer uso de
dispositivos termorreguladores para se ajustar as condicdes ambientais (PEREIRA,

2005).
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Figura 1 - Zona de conforto e temperaturas criticas entre as sub-espécies Bos taurus e
Bos indicus. Figura adaptada de Curtis, 1981.

Estresse pelo Estresse pelo

Animal - Conforto térmico
frio calor
Bos taurus ate -10 °C 0al6°C acima de 27 °C
Bos indicus até 0 °C 10212 17¢ acima de 35 °C

! l

Ja foi demonstrado que animais Bos indicus contam com adaptagdes
fenotipicas e genotipicas que conferem maior resisténcia e tolerancia as condigdes
ambientais adversas tais como temperatura e umidade elevada. A termoregulacdo
mais eficiente dos Bos indicus deve-se a menor producdo de interna calor associada a
maior dissipacdo de calor para o ambiente, uma vez que estas ragas apresentam
grande superficie corporal. Além da eficiéncia termoregulatoria, ja foi observado
maior resisténcia das células e dos embrides Bos indicus a temperatura elevada
quando comparados aos Bos taurus (PAULA-LOPES et al., 2003; HANSEN, 2004).
Sugere-se, a partir das diferengas celulares de tolerancia térmica entre Bos indicus e
Bos taurus, um padrio diferenciado na expressio de genes associados a
termoprotecao.

A exposi¢do de vacas lactantes a temperatura e umidade elevadas causa
aumento da temperatura corporal interna (hipertermia), resultando em estresse
térmico e diminui¢do dos indices de gestagdo (AL-KATANANI et al., 1999). Nestas
condi¢cdes de hipertermia os animais podem atingir e até ultrapassar temperaturas
retais de 41 °C (GAALAAS, 1945; TURNER 1982; ELVINGER et al., 1992; EALY
et al., 1993; WOLFENSON et al., 1993), assim como temperaturas uterinas e vaginais
(Gwazdauskas et al., 1973). Este aumento da temperatura retal estd associado a baixa
taxa de prenhez (ULBERG e BURFENING, 1967).

A infertilidade causada pelo estresse térmico ¢ um problema de ordem
multifatorial, pois afeta as funcdes fisiologicas e celulares em varios tecidos. No que
diz respeito a funcdo reprodutiva, o estresse térmico compromete o crescimento
folicular (BADINGA et al., 1993; WOLFENSON et al., 1995), a secre¢do hormonal
(WOLFENSON et al, 1995; ROTH et al, 2000), a fungdo do endométrio
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(MALAYER et al., 1988), o fluxo sanguineo para o utero (ROMAN-PONCE et al.,
1978) e a capacidade de desenvolvimento do odcito (ROCHA et al., 1998; AL-
KATANANI et al., 2002) e do embridao (PUTNEY et al., 1988; EALY et al., 1993).
No entanto, sabe-se hoje que o odcito e o embrido sdo os alvos principais dos efeitos
deletérios induzidos pelo estresse térmico.

Uma das conseqiiéncias do estresse térmico materno ¢ a redug¢do na
competéncia oocitéria, a qual s6 é recuperada 2 a 3 ciclos estrais ap6s o final do verao
(ROTH et al,, 2001), indicando que o estresse térmico pode danificar o estoque de
foliculos e odcitos que iniciaram seu crescimento ainda no periodo quente. A
susceptibilidade de odcitos bovinos a temperatura elevada pode ser constatada tanto
durante a fase de vesicula germinativa (VG) como durante o periodo de maturagao
oocitaria. Quando ooécitos na fase de VG foram colhidos de vacas Holandesas
expostas ao estresse térmico In vivo e submetidos a fecundagao in vitro (FIV), houve
redu¢@o no desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto (ROCHA et al.,
1998; AL-KATANANI et al., 2002). O o6cito bovino no estagio de VG permanece no
foliculo antral por 42 dias (LUSSIER et al., 1974) e durante este longo periodo de
tempo o animal exposto ao estresse térmico pode sofrer oscilagdes de temperatura
corporal acima de 40 — 41 °C (PUTNEY et al, 1989; EALY et al, 1993;
WOLFENSON et al., 1993; RIVERA e HANSEN, 2001), comprometendo a funcao
oocitaria antes da maturagao.

O uso de modificagdes de manejo ambiental, tais como ventiladores e
aspersores de dgua visando contornar os problemas associados ao estresse térmico,
permitem apenas uma melhora parcial na eficiéncia reprodutiva do rebanho além de
resultar em alto custo para propriedade (HANSEN et al.,, 1992). Dessa forma, o
desenvolvimento de alternativas a fim prevenir os efeitos negativos da temperatura e
umidade elevada na reprodug@o de gado de leite ¢ de suma importancia para o melhor
aproveitamento da capacidade produtiva deste setor no pais.

Uma alternativa a fim de reverter o efeito deletério do estresse térmico
seria 0 uso de fatores de crescimento, como por exemplo, o fator de crescimento
semelhante a insulina-I (IGF-I). Estudos in vitro demonstraram o papel benéfico do
IGF-I1 (SAKAGUCHI et al., 2002; KOLLE et al., 2003) durante a maturagdo oocitaria
em bovinos. Em particular, a adi¢do do IGF-I durante a maturagdo in vitro (MIV)
reduziu a apoptose oocitaria induzida pelo estresse térmico in vitro (ISPADA et al.

2010). O IGF-I reverteu o efeito da choque térmico que prejudicou a organizagdo dos
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filamentos de actina (RODRIGUES et al., 2012). Dessa forma, este projeto visa
avaliar o efeito dose resposta do IGF-I durante a MIV em meio quimicamente nio
definido (10% de soro fetal bovino) e em meio quimicamente semidefinido (6 mg/mL
de albumina sérica bovina) na competéncia de desenvolvimento de odcitos bovinos.
Visa também avaliar as diferengas de termotolerancia em odcitos Bos indicus e Bos
taurus expostos ao estresse térmico In Vivo e determinar o papel do IGF-I na

competéncia de oocitos Bos indicus e Bos taurus expostos ao estresse térmico in Vivo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GAMETOGENESE FEMININA

Oogénese ¢ o processo que consiste na formagdo e diferenciacdo das
células germinativas primordiais dando origem as oogoOnias, 0Ocitos primarios e
secundarios, até a formagdo do odcito hapléide fecundado. Estes eventos tem inicio
durante o periodo fetal e ocorrem ao longo da vida reprodutiva da fémea (RUSSE,
1983; GONSALVES et al., 2002; VAN DEN HURK e ZHAO, 2005).

Durante o desenvolvimento fetal, as células germinativas primordiais,
originarios da camada mesodérmica extraembrionaria (LAWSON e HAGE, 1994),
migram para a gonada fetal. Estas células sofrem uma série de divisdes mitoticas,
colonizam ovdario fetal e diferenciam-se em oogdénias (MCLAREN, 2003). As
oogoOnias apresentam citoplasma claro, devido a pouca quantidade de organelas e a
alta frequéncia de divisdes mitoticas, chegando a 2.700.000 oogonias no dia 110 de
gestacdo (ERICKSON, 1966). Durante a fase fetal inicial, aproximadamente 60 dias
pos-concepcao em bovinos, tem inicio uma intensa atividade mitdtica das oogonias
(HIRSHFIELD, 1991). Neste periodo ocorre a replicagdo final do DNA para formar
os odcitos primarios (RAHMAN et al., 2008) que progredem até a primeira profase
meidtica entre 75 e 80 dias gestacionais (ERICKSON, 1966). Nos foliculos
primordiais (30 a 40 pm), formados a partir de uma unica camada de células
escamosas da granulosa em torno dos odcitos primarios individuais (25 a 30 pm de
didmetro no bovino) (HYTTEL et al., 1997), formam-se entdo estoques finitos de
odcitos, que permanecem quiescentes até que sejam estimulados a crescer
(ERICKSON, 1966).

Os odcitos primdrios iniciam a primeira divisdo meidtica, bloqueada na
fase de diploteno da profase I caracterizando o estagio de vesicula germinativa
(MOTLIK et al., 1978). Estes entdo iniciam a formacdo de ligagdes intimas com
células da granulosa vizinhas, mediados por processos que se estendem no ooplasma e
pelas jungdes comunicantes (SENBON et al., 2003) que permitem a troca bidirecional
entre o obcito e as células da granulosa. Esta comunicagdo proporciona o
desenvolvimento do futuro gameta. As jungdes serdo necessarias para a aquisi¢ao da
competéncia oocitdria ¢ manuten¢do do bloqueio meidtico (GERSHON et al., 2008;

CANIPARI et al., 1984). Inicia-se também o desenvolvimento e deslocamento do
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complexo de Golgi, do reticulo endoplasmatico liso, e das gotas lipidicas para a
periferia do odcito, as formagdes dos granulos corticais e da zona pelucida, a
diferenciacdo da mitocondria, quebra dos centriolos, deposicao ou sintese dos RNAm
maternos (FAIR et al., 1996; HYTTEL et al., 1997).

As células foliculares produzem fatores que inibem a retomada da meiose.
Em experimentos que utilizam a técnica de maturagao in vitro, a retirada do odcito do
seu ambiente folicular priva o mesmo de fatores inibidores fazendo com que retomem
a meiose espontaneamente (PINCUS e ENZMANN, 1935). Entretanto, quando no
animal, a maturagdo do primeiro odcito ocorre durante a maturidade sexual, antes da
ovulagdo, no momento em que ocorre o pico de LH (HYTTEL et al., 1986), e repete-
se a cada onda folicular, terminando com a ovulagdo a cada 21 dias em média. A
maturagdo oocitaria ¢ a progressao do ciclo celular do o6cito de profase I até metafase
IT e ¢ caracterizada por transformacgdes bioquimicas e estruturais no nucleo e no
citoplasma do oocito (HYTTEL et al., 1986; DE SOUSA et al., 2004). Ao final da
maturagdo nuclear o o6cito permanecera no estdgio de metafase II até a fecundacao

(MAYES E SIRARD, 2001).
2.2 FATORES CLIMATICOS

O conjunto de fatores climaticos tais como latitude, altitude, massas de ar,
continentalidade, maritimidade e correntes maritimas define o tipo de clima de
determinada regido. A latitude determina a propor¢do de incidéncia de raios solares
em determinada regido, de maneira que quanto mais proximo ao equador, maior a
incidéncia. A altitude indica a densidade do ar, sendo assim, o ar rarefeito ndo
consegue reter calor e umidade. As massas de ar sdo por¢des de ar atmosférico que se
deslocam, carreando as condigdes ambientais de sua origem. A continentalidade e a
maritimidade correspondem a maior ou menor proximidade de uma determinada
regido a grandes massas de agua, interferindo na umidade e na temperatura da regido,
pois a agua tem capacidade de manter a temperatura do ar constante. Correntes
maritimas sdo por¢oes de dguas extensas que fazem um movimento de descolamento
nos oceanos, assim como as massas de ar, carreiam as condi¢des de temperatura de
sua origem (MENDONCA e DANNI-OLIVEIRA, 2007).

A temperatura do ar, radiacdo e umidade relativa sdo os parametros que

podem interferir na produgdo animal (BACCARI JR., 2001; AGUIAR ¢ BACCARI
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JR, 2003). Desta maneira McDowell e colaboradores (1976) a partir da temperatura e
UR propuseram o célculo do indice de temperatura e umidade (ITU) poderia ser
usado utilizado como indicador das condi¢des climaticas térmicas para vacas
Holandesas produtoras de leite. O indice de temperatura e humidade (ITU) ¢
calculado a partir das temperaturas de bulbo seco, segundo a férmula citada por

NRC,1971:

ITU = (0,8 x TBS) + [(UR/100) x (TBS — 14,4)] + 46,4
Legenda:
ITU = Indice de temperatura e umidade
TBS = Temperatura de bulbo seco
UR = Umidade relativa

A classificagdo do ITU foi dividida conforme as variacdes do estresse
térmico (ARMSTRONG, 1994), sendo auséncia de estresse térmico quando o
resultado do calculo for 72, estresse ameno ou brando quando o intervalo do resultado
for de 72 a 78, moderado quando for 79 a 88 e severo quando for 89 a 98. Segundo
Lemerle e Goddard (1986), embora a temperatura retal s6 aumente quando ITU for
superior a 80, a frequéncia respiratdria comeca a aumentar com o ITU maior que 73 e,
provavelmente, aumentar acentuadamente em valores de ITU 80. Este achado sugere
que mecanismos de homeostase, incluindo aumento da frequéncia respiratoria, pode
evitar um aumento da temperatura retal até o ITU atingir o valor de 80, o que ¢

préximo ao nivel critico de 78 do ITU citado por McDowell e colaboradores (1976).
2.3 EFEITOS DO ESTRESSE TERMICO EM BOVINOS
2.3.1 EFEITOS FISIOLOGICOS E NA PRODUCAO DE LEITE

Estresse térmico ¢ definido como a tensdo exercida pelos fatores
climaticos sobre um organismo, determinando uma reagdo fisiologica proporcional a
intensidade de estimulo aplicado e a capacidade de compensacdo do organismo
(YOUSEF, 1985; SILVA, 2000;). Nesta revisdo de literatura, as terminologias
estresse térmico e choque térmico serdo utilizadas para descrever o aumento da

temperatura in vivo e in vitro, respectivamente.
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O estresse térmico provoca respostas de termoregulagdo em bovinos. O
primeiro mecanismo de termorregulacdo ¢ a vasodilatacdo, seguida de sudagdo e
aumento da frequéncia respiratoria (AL-KATANANI et al., 1999; BACCARI JR.,
2001). Com a vasodilatacdo ha aumento do fluxo sanguineo para regides periféricas
na tentativa de reduzir a temperatura corporal, assim em vacas produtoras de leite,
provoca a redugdo na absorcdo de nutrientes e na disponibilidade desses a glandula
mamadria (MCGUIRE et al., 1989). O aumento da frequéncia respiratoria ¢ a primeira
alteracdo visivel, e para perder calor por evaporacdo respiratdria, vacas Bos taurus
aumentam a frequéncia acima de 12 a 36 movimentos respiratdrios por minuto
(NAAS, 1989; SMITH, 1993). Ocorre também redugio no consumo de alimentos, na
tentativa de reduzir o metabolismo basal e manter a temperatura constante. A redugdo
no consumo ¢ diretamente proporcional ao estresse térmico sofrido, sendo atribuida a
inibicdo do centro do apetite no hipotdlamo (MARCHETO et al., 2002). Ha aumento
da ingestdo de agua para reposicdo das perdas sudativas e respiratorias, além de
promover o resfriamento corporal, por meio do contato direto com as mucosas do
trato digestivo (TITTO, 1998).

O estresse térmico em bovinos, pode promover alteragdes metabodlicas,
reducdo do consumo de matéria seca, aumento do consumo de agua, alteracdes
fisiologicas, reducdo na producdo de leite e seus solidos, aumento da sudorese, além
de alteracdes reprodutivas (WEST, 2003; ROBINSON, 2004).

As alteracdes metabolicas causadas pelo estresse térmico ocorrem em
resposta ao aumento da frequéncia respiratdria e consequente aumento no volume de
gés carbonico liberado através da expiragdo, redugdo na produgdo de acido carbdnico
no sangue e elevagdo do pH do plasma desencadeando alcalose respiratoria
(BENJAMIN, 1981; WEST, 2003). Concomitantemente, devido a redugdo na
ingestdo de matéria seca, o animal terd menor motilidade gastrica, predilecdo por
alimentos concentrados (menor fermentacdo no rumen), redu¢do do pH ruminal
promovendo a maior produgdo de acido latico, reducdo do pH sanguineo e acidose
metabolica (MACHADO, 1998).

O estresse térmico reduz a producdo de leite de vacas em lactagdo.
Pinarelli (2003) demonstrou um decréscimo de 17% na producdo de leite de vacas de
15 kg de leite/dia e de 22% em vacas de 40 kg/dia. Segundo Ingraham e
colaboradores (1979) a reducdo na produgdo de leite pela vaca termicamente

estressada ¢ de 320 g de leite para cada unidade aumentada no ITU. Ravagnolo e
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Misztal, (2000) demonstraram um decréscimo de 200 g de leite para cada unidade do
ITU acima de 72.

A redugdo na producdo de leite pode ser associada, a redu¢do no consumo
de alimentos, provocada pela inibi¢do do centro do apetite no hipotalamo (BACCARI
JR., 2001), a hipofuncdo da tireoide e a energia utilizada para termorrugula¢ao. O
decrécimo nos teores de gordura, proteina, cédlcio (TITTO, 1998), lactose, acido
citrico e potéassio (HEAD, 1989) no leite pode também estar associada a reducdo na
ingestdo alimentar em vacas em estresse térmico. Em vacas mantidas em baixas
temperaturas os teores de gordura, proteina e lactose foram de 3,47%, 3,07% e 5,08%
respectivamente. No entanto, para vacas mantidas em altas temperaturas os teores de
gordura, proteina e lactose foram reduzidos para 3,17%, 2,89% e 5,01%
(PINARELLI, 2003). O estresse térmico também reduz a contagem de células
somaticas no leite, pois niimero de leucdcitos no sangue reduz em 16% em vacas

estressadas (FUQUAY, 2011).
2.3.2 EFEITOS NA REPRODUCAO - FERTILIDADE

Segundo Lee e colaboradores (1974), em experimento com vacas
Holandesas, afirmam que a temperatura ambiental ¢ o fator com maior impacto sobre
a reprodugdo. O aumento na temperatura ambiente durante os meses quentes do ano
diminui a fertilidade do gado leiteiro (BADINGA et al., 1985; AL-KATANANI et al.,
1999; PIRES et al, 2002). Bovinos em estresse térmico, tanto induzidos
artificialmente quanto naturalmente pela estacdo, apresentam inibicdo da secrecdo de
GnRH (hormoénio liberador de gonadotrofinas). Como consequéncia, na hipofise
anterior, hd a queda na liberagdo de LH (hormonio luteinizante) e de FSH (hormonio
foliculo estimulante). A diminui¢do na liberagdo das gonadotrofinas (LH e FSH) afeta
producdo de estrégenos (LUCY et al., 1992; BUTLER et al., 2003; DE RENSIS e
SCARAMUZZI, 2003), acarretando em diversos problemas de ordem reprodutiva
assim como redu¢do na intensidade e duracdo do estro com consequentes falhas de
deteccdo. Por exemplo, no estado da Florida nos Estados Unidos, as falhas de
detec¢do do estro durante o verdo variam de 75 a 80% em relagdo ao inverno (NEBEL
et al, 1997; HANSEN e ARECHIGA, 1999). Da mesma forma a taxa de ovulacdes
silenciosas chega a 86% durante o verdo versus 65% durante o inverno (THATCHER

e COLLIER, 1986). O estresse térmico também aumenta a frequéncia de vacas Bos
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taurus em anestro (GWAZDAUSKAS et al., 1981), e reduz o fluxo sanguineo para o
utero e aumenta temperatura uterina, assim como a temperatura retal, o que
compromete o ambiente intrauterino, reduzindo a fertilidade (DE RENSIS e
SCARAMUZZI, 2003) podendo interferir nas fungdes ovarianas e uterina (COLLIER
et al.,, 1982; HANSEN e ARECHIGA, 1999). O aumento em 0,5 °C na temperatura
uterina no dia posterior a insemina¢do provoca uma queda de 6,9% na taxa de
concepcao (THATCHER et al., 2010). Em vacas Bos indicus da raga Gir expostas ao
estresse térmico em camara climatica foi observada reducdo na concentragdo de
progesterona circulante, anestro prolongado e reducdo do ciclo estral mesmo apds o
periodo de exposi¢do (TORRES-JUNIOR et al., 2008).

Badinga e colaboradores (1985) demonstraram em estudo realizado no
estado da Florida nos Estados Unidos que as taxas de concepg¢do de vacas Holandesas
em lactacdo diminuiram de 52 para 32% quando a temperatura méaxima do ar
aumentou de 23,9 °C para 32,2 °C no verdo. Em experimento no Brasil, Pires e
colaboradores (2002) demonstraram queda na taxa de gestacdo de vacas Holandesas
confinadas em free stall de 71,2% no inverno para 45,7% no verdo, por um periodo de
3 anos de estudo, no qual a variagdo média da temperatura do ar foi de 19 °C até 25,6
°C. Um fator limitante para a manuten¢do da gestacdo ¢ a deficiéncia na sintese da
proteina interferon tau (IFN-T) pelo blastocisto quando em estresse térmico (PIRES et
al., 1999; HICKMAN et al., 2013). A proteina IFN-T, ¢ sintetizada pelo embrido e ¢
responsavel pela inibicdo dos fatores relacionados com a lutedlise e pelo
reconhecimento materno fetal da gestagdo. A falha ou atraso na sua sintese causa
mortalidade embrionaria (ARAUJO et al., 2005). Um outro fator que pode interferir
na concep¢ao de vacas em estresse térmico € a secre¢do de prostaglandina no oviduto.
Kobayashi e colaboradores (2013) relataram que cultura de células epiteliais do
oviduto, quando incubadas a altas temperaturas (40,5 °C), aumentam a secrecao de
prostaglandinas e reduzem a motilidade da musculatura lisa do oviduto. Esta alteragdo
pode levar a diminui¢do do transporte de gametas e embrides pelo oviduto, o que teria
um impacto negativo nas taxas de concepgao.

A maioria dos animais de produ¢do ja apresenta perda de performance
reprodutiva com o aumento de 1 °C na temperatura retal (MCDOWELL et al., 1976).
Este aumento quando nas primeiras 12 h apods inseminacdo artificial diminui a
fertilizagdo em 16% e aumenta a taxa de mortalidade embrionaria de 45 para 61%

entre os dias 35 e 42 de gestagdo (ULBERG e BURFENING, 1967). O aumento de
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0,5 °C intrauterino no dia da insemina¢do ou no dia apos a inseminag¢do resulta em

queda na taxa de concepg¢do de 13 para 7%.
2.4 TERMOREGULACAO ENTRE BOS INDICUS E BOS TAURUS

Os bovinos s3o animais homeotérmicos que regulam a temperatura
corporal interna pelo balango entre a quantidade de calor metabolico e a dissipacao de
calor para o ambiente, a fim de manter a temperatura corporal constante (SWENSON
¢ REECE, 1996; HANSEN, 2004; MARTELLO et al., 2006). Os animais Bos indicus
(zebuino) possuem maior capacidade de termoregulagdo do que os animais Bo0S
taurus. Rebanhos que apresentam maior propor¢do genética de racas Bos indicus,
sejam puros de origem (PO) ou a partir de cruzamentos, apresentam maior resisténcia
as altas temperaturas (ADEYEMO et al., 1979; FRISCH e VERCOE, 1984).

A maior eficiéncia termoregulatoria dos Bos indicus em comparagdo a
Bos taurus ja foi amplamente relatada. O gado zebuino pode sobreviver em regides de
clima arido e seus representantes sdo conhecidos por sua adaptabilidade a altas
temperaturas e condigdes climaticas adversas. A resposta diferencial de uma espécie
ao estresse térmico (MARAIA ¢ HAEEBB, 2010; PEGORER et al., 2007) tem sido
documentada com base nas diferengas anatomicas e pardmetros fisiologicos
(HANSEN, 2004). Diversos fatores promovem esta caracteristica inica, como a maior
densidade e quantidade de glandulas sudoriparas e a habilidade maior para dissipacao
de calor para o ambiente (HANSEN, 2004; VEERASAMY et al., 2012). A presenca
de pélo curto, grosso, denso e brilhante reflete maiore quantidade de raios do sol,
aumentando a condutividade e a conveccdo da perda de calor. Uma abundancia de
pele solta contribui para a habilidade de resistir a climas quentes, aumentando a
superficie corporal para dissipar o calor. Todas essas caracteristicas tornam o gado
Bos indicus mais termotolerante quando comparado ao gado Bos taurus
(CARTWRIGHT, 1955; ROCHA et al., 1998; HANSEN, 2004; PEGORER et al.,
2006; VILELA, 2008)

A frequéncia respiratéria ¢ uma variavel muito sensivel ao aumento da
carga térmica ambiental e ocorre logo apds os mecanismos de vasodilatacdo e
sudacdo (BACCARI JR., 2001). Em condi¢des termoneutras, os bovinos apresentam
de 12 a 36 movimentos respiratorios por minuto (SMITH, 1993). A adaptag¢do das

racas zebuinas aos tropicos favorece seus mecanismos termorregulatérios quando
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comparados aos animais taurinos de clima temperado. Foi verificado que Bos indicus
nascidos no Brasil apresentam média de 15 movimentos respiratdrios por minuto
enquanto Bos taurus também nascidos no Brasil apresentam frequéncia respiratoria
média de 35 movimentos por minuto (CARVALHO et al., 1995). Em um experimento
que avaliou as respostas fisiologicas do estresse térmico em novilhas Bos taurus
(cruzadas) e Bos indicus (Brahman) utilizando camara climatica com alta umidade
(BEATTY et al, 2006), a média diaria da FR foi superior para as duas ragcas em
estresse térmico quando comparado ao grupo controle (auséncia de estresse),
acompanhando o aumento da temperatura corporal. Apesar de ndo encontrada
diferenca na FR final entre as duas racas (126 mpm), novilhas taurinas responderam
ao estresse térmico a uma temperatura corporal inferior do observado pelas zebuinas.
Esse mesmo experimento relatou também um aumento de FC no grupo das novilhas
taurinas. Foi observado uma diminui¢do da FC do dia 7 dia ao dia 16 de exposi¢do ao

estresse térmico. Nao foram observadas alteragdes de FC para as novilhas zebuinas.

2.4.1 DIFERENCAS CELULARES DE TOLERANCIA TERMICA ENTRE
BOS INDICUS E BOS TAURUS

As céluas de animais Bos indicus sdo mais resistentes ao choque térmico
do que as células de Bos taurus. Este fenomeno ja foi demonstrado em embrides
(PAULA-LOPES e HANSEN, 2001; PAULA-LOPES et al., 2003; HERNANDEZ-
CERON et al, 2004) células do endométrio (MALAYER e HANSEN, 1990) ¢
linfocitos (KAMWANIJA et al., 1994; PAULA-LOPES et al., 2003)

Paula-Lopes e colaboradores (2003) demonstraram que o efeito deletério
do choque térmico sobre o desenvolvimento embrionario foi mais acentuado em
embrides das racas Angus e Holandesa do que em embrides da raga Brahman. Neste
estudo a exposicdo de embrides Angus, Holandés e Brahman no estagio de 8 células
ao choque térmico de 41 °C por 6 horas reduziu o desenvolvimento embrionario ao
estagio de blastocisto no dia 8 de 51% no grupo 38,5 °C (controle) para 2,6% no
grupo 41 °C para Angus; de 32% para proximo de 0% para Holandés e de 29% para
15,3% para Brahman, respectivamente. Da mesma forma, Sartorelli e colaboradores
(2006) demonstraram que os embrides de animais da raca Nelore foram mais
resistentes ao choque térmico do que embrides da raga Angus. Quando estes embrides

foram transferidos para receptoras, os indices de prenhez foram de 29,41% e 28,95%,
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respectivamente, para embrides Nelore dos grupos controle e estresse térmico e de
21,43% e 7,14%, respectivamente, para embrides Angus dos grupos controle e
estresse térmico (SARTORELLI et al., 2006). Nesta mesma direcdo, Satrapa (2011)
relatou que o choque térmico de 41 °C por 12 horas (h) em embrides da raga
Holandesa com 16 ou mais células, reduziu a taxa de clivagem e de blastocistos
quando comparado com od6citos de vacas Nelore.

Em estudo realizado com células do endométrio de vacas Brahman e
Holandesas (MALAYER e HANSEN, 1990) submetidas ao choque térmico in vitro
(43 °C), observou-se que nos tecidos submetidos ao estresse térmico, a secrecdo de
proteinas foi reduzida em ambos os ovidutos de Brahman, porém, em Holandesas,
apenas no oviduto ipsi-lateral da ovulacdo. Esses achados corroboram com outros
autores que relataram maiores concentragdes de proteinas presentes no lumen uterino
de vacas estressadas pelo calor quando comparadas a vacas controle (GEISERT et al.,
1988).

Pouco se sabe sobre as moléculas envolvidas na resisténcia celular a
temperatura elevada nas ragas Bos indicus. Foi demonstrado que as concentragdes
intracelulares da HSP70 (proteina do estresse térmico 70) aumentaram em linfocitos
(KAMWANIJA et al., 1994) e em tecido endometrial (MALAYER e HANSEN, 1990)
submetidos ao choque térmico. No entanto, esse aumento ndo diferiu entre Bos
indicus e Bos taurus. Da mesma forma, o estresse térmico reduziu a concentragao
intracelular do antioxidante glutationa (GSH) em linfocitos, independentemente da
raca (PAULA-LOPES et al., 2003), sugerindo que a resisténcia térmica celular das
ragas Bos indicus deve-se a outras moléculas termoprotetoras ainda nio identificadas.

Com os relatos citados, pode-se especular que existem variacdes na
resposta celular dos 6rgdos reprodutivos entre Bos indicus e Bos taurus ao choque
térmico in vitro. Além disso, uma variagao racial foi notada no padrao qualitativo de
proteinas secretadas pelo endométrio dos animais em estresse térmico. Porém, ainda
ndo foi determinado se essas variagdes sdo suficientes para aumentar a resisténcia ao

estresse térmico e exercer efeito na fertilidade destas fémeas.
2.5 EFEITOS DO ESTRESSE TERMICO EM OOCITOS BOVINOS

A exposi¢do de vacas leiteiras ao estresse térmico durante o verdo reduz

os indices de concep¢do desde o verdo até o inicio do outono (BADINGA et al.,
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1985). Uma das consequéncias do estresse térmico sazonal ¢ a redug¢do na
competéncia oocitaria (TORRES-JUNIOR et al., 2008; ROTH et al., 2001), a qual s6
¢ recuperada 2 a 3 ciclos estrais apds o final do verdo (ROTH et al., 2001), indicando
que o estresse térmico pode danificar o estoque de foliculos e odcitos que iniciaram
seu crescimento ainda no periodo quente.

O estresse térmico pode afetar a competéncia de desenvolvimento de
odcitos na fase de VG e durante a maturacao oocitaria. Os odcitos estdo localizados
em foliculos que iniciam seu crescimento no ovario cerca de 90 a 110 dias antes da
ovulagdo. O odcito bovino no estagio de VG permanece no foliculo antral por 42 dias
(LUSSIER et al., 1974) e durante este espaco de tempo o animal exposto ao estresse
térmico pode sofrer oscilagdes de temperatura corporal acima de 40-41 °C (PUTNEY
et al.,, 1989; EALY et al., 1993; WOLFENSON et al., 1993; RIVERA e HANSEN,
2001), comprometendo a funcdo oocitdria antes da maturagdo. Desta maneira, o
estresse térmico nesta fase pode causar danos ao oocito, diminuindo sua viabilidade
para fertilizagdo. Essa perda de qualidade ocorrida no inicio do desenvolvimento do
oocito pode causar problemas reprodutivos até mesmo depois de passado o periodo de
calor (ROTH et al., 2001; FUQUAY et al, 2011).

Quando odcitos na fase de VG foram colhidos de vacas Holandesas
expostas ao estresse térmico ¢ submetidos a fecundagao in vitro (FIV), houve redugio
no desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto, quando comparados a
aqueles coletados durante o inverno (ROCHA et al., 1998; AL-KATANANI et al.,
2002). A exposicdo de vacas Holandesas ao estresse térmico sazonal reduziu a
porcentagem de odcitos normais de 75,9% no inverno para 41% no verdo e reduziu a
porcentagem de embrides nos estagios de 2-céulas (82,4% no inverno para 45% no
verdo), 8-células (65,4% no inverno para 21,2% no verdo) e morula (46,6% no
inverno para 6% no verdo). No entanto, ndo foram observadas diferencas nestes
pardmetros quando vacas Brahman foram expostas as mesmas condi¢des no verdo
(ROCHA et al, 1998). Em estudo pioneiro Putney e colaboradores (1989)
demonstraram que a exposicao de novilhas Holandesas ao estresse térmico de 42 °C
por 10 h durante o periodo de maturagdo oocitdria (entre o estro e a inseminagao
artificial) diminuiu o nimero de embrides normais quando comparados ao grupo
controle (24 °C).

Apesar da tolerancia térmica constatada nas ragas Bos indicus, existem

evidéncias de que a temperatura elevada tem efeito deletério acumulativo sobre a
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competéncia oocitaria destes animais. Em estudo retrospectivo, utilizando 2.395
sessoes de aspiragao folicular (OPU) em vacas Nelore, foi demonstrado que o indice
de produgdo embrionaria in vitro foi reduzido apds os meses quentes do ano
(FERRAZ et al., 2005). Da mesma forma, quando vacas da raga Gir foram submetidas
a temperatura e umidade elevada controladas em camara climatica por 28 dias houve
diminui¢do na producdo de blastocistos de 27,2% no grupo controle para 13,3% no
grupo estresse térmico durante 119 dias pds-estresse (periodo compreendido do dia 28
ao dia 147; TORRES-JUNIOR, 2006).

O estresse térmico sazonal também foi responsavel por promover
alteracdes nos componentes bioquimicos do complexo cumulus oocito (CCOs). Foi
relatado que o perfil de 4cidos graxos em odcitos bovinos coletados durante o verdo
apresentam um aumento de 2,2 vezes de acidos graxos saturados na membrana
celular, ocorrendo diminui¢do da porcentagem de &4cidos poli-insaturados, como o
acido linoleico (ZERON et al., 2001). O &cido linoleico tem papel fundamental como
fonte de energia para o organismo, atuando no crescimento e diferenciacdo do oocito
em mamiferos (NISHIZUKA, 1988), estimula a atividade da adenilato ciclase
(RACOWSKY, 1985) e da proteina quinase C (DELL e SEVERSON, 1989). Além
dessas fungdes metabolicas, o 4acido linoleico ¢ precursor de leucotrienos e
prostaglandinas, os quais atuam como hormoénios autdcrinos e paracrinos (SMITH,

1989).
2.5.1 EFEITOS DO CHOQUE TERMICO EM OOCITOS BOVINOS

Estudos in vitro demonstraram a susceptibilidade oocitaria aos efeitos
diretos da temperatura elevada. O choque térmico durante as primeiras 14 h de MIV
(0-12h MIV) reduziu a maturacdo nuclear (LIMA, 2012), a fecundagdo (ROTH e
HANSEN, 2005) e o desenvolvimento embriondrio até o estidgio de blastocisto
(EDWARDS e HANSEN, 1996; ROTH ¢ HANSEN, 2004; JU, 2005; LIMA, 2012).
A exposicao de odcitos bovinos a temperatura severa de 42-43 °C (EDWARDS e
HANSEN, 1996; ROTH ¢ HANSEN, 2004) ou a temperatura moderada de 40-41 °C
(EDWARDS e HANSEN, 1996; ROTH ¢ HANSEN, 2004) durante 0-12h MIV
bloqueou/reduziu o desenvolvimento embrionario, porém ndo alterou a taxa de
clivagem mesmo apo6s 14 h de exposicdo ao choque térmico. A exposi¢do de oocitos

VG ao estresse térmico de 41 °C reduziu a taxa de clivagem (LIMA, 2012),
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desenvolvimento embrionario (PAYTON et al., 2004; LIMA, 2012) e aumentou a
porcentagem de odcitos apoptoticos (LIMA, 2012). A susceptibilidade oocitaria a
temperatura elevada deve-se em parte a incapacidade do odcito em ativar mecanismos
termoprotetores, como o aumento da sintese de do complexo proteico de estresse
térmico — heat shock protein (HSPs) (EDWARDS e HANSEN, 1997).

Os mecanismos pelos quais o estresse térmico afeta a capacidade de
desenvolvimento oocitaria ainda ndo foram completamente esclarecidos. No entanto,
tendo em vista que a apoptose € o principal processo responsavel pela redugcdo do
numero de odcitos durante a vida reprodutiva de fémeas mamiferas (MORITA e
TILLY, 1999; TILLY, 2001) ¢ possivel que esta forma de morte celular seja induzida
em o06citos expostos as condigdes de estresse.

Recentemente, Roth e Hansen (2004, 2005) demonstraram o papel da
apoptose oocitaria induzida pelo choque térmico. A exposi¢cdo de oocitos ao choque
térmico durante as primeiras 12 h de MIV aumentou a propor¢do de odcitos positivos
para apoptose. Nesses estudos, o bloqueio da apoptose oocitaria com inibidor de
caspases (z-DEVD-fmk) (ROTH e HANSEN, 2004) ou com esfingolipidio
(esfingosina-1-fosfato) (ROTH e HANSEN, 2004) resgatou os indices de clivagem e
de desenvolvimento até o estdgio de blastocisto de oocitos expostos ao choque
térmico. Dessa forma, a caracterizacdo e a manipulagdo dos mecanismos envolvidos
na indug@o de apoptose oocitaria apos o estresse térmico representam alternativas para
minimizar os efeitos negativos da temperatura elevada sobre a capacidade reprodutiva

de fémeas bovinas.
2.6 FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA TIPO I

O sistema do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) inclui os
ligantes IGF-I1 e IGF-II, ambos polipeptidios estruturalmente relacionados a pro-
insulina e apresentam receptores especificos na superficie celular, os receptores (tipo
1 e 2 de IGF, IGF-IR e IGF-IIR, respectivamente), as proteinas lidadoras de IGF
(IGFBPI a 6) e as proteinas intracelulares sinalizadoras associadas ao IGF- IR, que
incluem os membros da familia do IRS (insulin-receptor substrate), AKT, TOR
(target of rapamicina) e a S6K (S6 kinase) (SPINOLA E CASTRO e GUERRA-
JUNIOR, 2005).

O figado ¢ o responsavel pela sintese da maior concentragao circulante de
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IGFs e IGFBPs, mas essas substancias também podem ser localmente secretadas em
outros 0rgaos por acdo autocrina ou paracrina (CLEMMONS et al., 1998), como no
oviduto (PUSHPAKUMARA et al., 2002) e endométrio (ROBINSON et al., 2000). A
regulacdo da sintese dos IGFs se d4 pelo eixo GH-IGF. O hipotidlamo secreta
hormonio liberador de GH (GHRH) que tem acdo na hipo6fise anterior estimulando a
secrecdo de hormonio de crescimento (GH) que age primariamente no figado
estimulando a producdo e a liberacdo de IGF-I. O GH ¢ o principal estimulador da
producao de IGF-I, mas ndo de IGF-II. A secre¢do do GH também ¢ estimulada pela
ghrelina, que ¢ secretada pelo estomago e hipotalamo (MARTINELLI JR et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2008). As IGFs sdo transportadas para as células-alvo em complexo
com as IGFBPs, diferentemente da insulina, o que prolonga sua meia vida e modula
sua interagdo com a superficie de membrana dos receptores. A IGFBP3, entre as
IGFBPs, ¢ a forma circulante mais abundante, responsavel pela maior parte da
capacidade de ligacdo as IGFs, em especial a IGF-1. As IGFBP1 e IGFBP6 possuem
uma capacidade de ligagdo 10 vezes maior a IGF-II em relacdo a IGF-I, enquanto as
demais IGFBPs tém igual afinidade as IGFs. Nenhuma das IGFBPs se liga
especificamente a insulina (SPINOLA E CASTRO e GUERRA-JUNIOR, 2005).

As acdes do IGF sdo geralmente anabdlicos, no metabolismo de
carboidratos e proteinas. Os principais efeitos sdo: na progressdo do ciclo celular,
estimulando a sintese de DNA e replicacdo celular; na proliferacao celular, devido ao
fato de diversos tipos celulares mostrarem respostas miogénica a estimulagdo com
IGF-I; na apoptose, por ter a capacidade de, em certas células, inibir a morte celular;
na funcdo celular, por regular a secre¢do hormonal e potencializar a funcdo em

diversos tipos celulares (JONES e CLEMMONS, 1995; ADASHI et al., 1985).
2.6.1 O PAPEL DO IGF-1 EM OOCITOS BOVINOS

O sistema IGF tem um papel importante durante a foliculogénese e
oogénese, participando desde o crescimento, domindncia, desvio e até a maturacao
folicular e oocitaria (FORTUNE et al., 2004; GUTIERREZ-ADAN et al., 2000;
ITOH et al., 2002; LOUHIO et al., 2000; ZHAO et al., 2001). A concentra¢do de
IGF-I total no soro depende de fatores como a fase do ciclo estral ¢ o manejo
nutricional. Os valores de IGF-I circulantes mais elevados foram encontrados

proximos ao periodo da ovulagdo. Em animais submetidos a dieta contendo alto e
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baixo valor energético a concentragdo de IGF-I foi 600 e 350 ng/mL, respectivamente
(ARMSTRONG et al., 2001). A concentragdo de IGF-I total no fluido folicular em
novilhas, foi de 160 ng/mL para foliculos pequenos, 179 ng/mL para foliculos médios
e 219 ng/mL para foliculos grandes (SPICER et al., 1991). A concentracdo de IGF-I
livre para o foliculo dominante e foliculo subordinado no momento do desvio (quando
foliculo dominante atinge 8,5 mm) foi de aproximadamente 12 ng/mL, e apods o
desvio a concentragdo de IGF-I livre sofreu um aumento para 17 ng/mL no foliculo
dominante e diminuiu para aproximadamente 5 ng/mL no foliculo subordinado
(GINTHER et al., 2002).

O 4cido ribonucleico mensageiro (RNAm) que codifica o receptor I do
IGF-I foi identificado em odcitos e células do cumulus de bovinos (YOSHIDA et al,
1998; NUTTINCK et al., 2004). A transcricdo de IGF-I ocorreu no periodo pré
fertilizagdo, somente em odcitos imaturos e posterior a fecundagdo em embrides de 2,
8, 16 células até o estagio de blastocistos. Porém a transcricdo do seu receptor esteve
presente durante todo o periodo pré e pds fecundacdo (YOSHIDA et al., 1998). Ja
Schultz e colaboradores (1992) relataram a presengca do RNAm para o IGF-I e IGF-11
e seus receptores em todas as fases do desenvolvimento, desde a fase de zigoto até
blastocisto. Nuttinck e colaboradores (2004) observaram que o RNAm para IGF-I e
IGFBP-4 esté presente em células do cumulus, porém ndo foi encontrado no odcito de
bovinos, entretanto o RNAm para o receptor de IGF-I e para o IGFBP-2 foram
expressos em células do cumulus, oo6citos e nos CCOs antes e apds a maturagao
(NUTTINCK et al., 2004).

Em estudo recentemente publicado (SATRAPA et al., 2013), os niveis de
RNAm da familia IGF foram investigados em odcitos de vacas Nelore (Bos indicus) e
Holandesas (Bos taurus) coletados por OPU. Apos remog¢ao de células do cumulus e
zona pelucida, os odcitos foram submetidos a extracdo de RNA total. Verificou-se
que a expressdo de RNAm de IGF-I, IGF-2, IGF-IR, IGF-2R, IGFBP2 ¢ IGFBP4 foi
significantemente maior maior em Holandesas, enquanto que a expressdo de PAPP-A
foi maior em odcitos de vacas Nelore. Esses autores indicam que vacas Nelore
apresentam degradagdo mais eficiente das IGFBPs quando comparadas as
representantes taurinas, resultando numa maior biodisponibilidade de IGF em odcitos
zebuinos do que em taurinos.

Experimentos in vitro demonstraram que a suplementacdo do meio de

MIV com 100 ng/mL de IGF-I acelerou a maturacdo nuclear (SAKAGUCHI et al.,



Revisio de Literatura 42

2002), reduziu a proporcao de células positivas para apoptose em CCOs (KOLLE et
al., 2003) e em blastocistos bovinos (BYRNE et al, 2002; MAKAREVICH e
MARKKULA, 2002). De maneira similar, a suplementagdo do meio de cultivo in
vitro (CIV) com 100 ng/mL de IGF-I estimulou o desenvolvimento embrionario até o
estagio de blastocisto (PALMA et al., 1997; MOREIRA et al., 2002) e reduziu os
indices de apoptose em blastocistos (MAKAREVICH e MARKKULA, 2002). Além
de reduzir a apoptose embrionaria espontanea, o IGF-I minimiza a apoptose induzida
por varios estresses. O IGF-I inibiu a apoptose induzida pela radiacao ultravioleta em
embrides de coelho (HERRLER et al, 1998), pelo estresse oxidativo (KURZAVA et
al., 2004), pelo TNF-a (BYRNE et al., 2002) e pela actinomicina (FABIAN et al,
2004) em embrides de camundongo. Em bovinos, a adi¢do do IGF-I durante o CIV
reduziu a apoptose embriondria induzida pelo estresse térmico (JOUSAN e HANSEN,
2004). Entretanto, o papel do IGF-I na competéncia de desenvolvimento de odcitos
coletados de vacas Bos indicus e Bos taurus expostas ao estresse térmico in vivo ainda
nio foi demonstrado. E possivel que o IGF-I em uma concentragdo adequada, exerca
um papel termoprotetor em oocitos quando as vacas sdo expostas a temperatura
elevada, reduzindo danos celulares e aumentando a competéncia de desenvolvimento
subsequente.

A exposicdo de vacas Holandesas produtoras de leite ao estresse térmico
diminuiu o consumo de matéria seca, reduzindo os niveis circulantes de glicose,
insulina e IGF-I. Essa redu¢do de IGF-I compromete o crescimento folicular e a
qualidade oocitaria (DE RENSIS e SCARAMUZZI, 2003; BUTLER et al., 2006).
Estudos in vitro demonstraram o papel benéfico do IGF-I em odcitos e embrides
expostos ao estresse térmico. Em bovinos, a adicdo de 100 ng/mL de IGF-I durante a
maturagdo de odcitos (ISPADA et al., 2010) ou o cultivo de embrides (JOUSAN e
HANSEN, 2004) expostos ao choque térmico reduziu a apoptose oocitaria (ISPADA
et al., 2010) e resgatou o desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto
(JOUSAN e HANSEN, 2004). Outro estudo demonstrou que o choque térmico
durante a MIV em odcitos bovinos afetou a organizagdo dos filamentos de actina
(RODRIGUES et al., 2012). Nesse estudo, o IGF-I foi capaz de reverter parte do
efeito da temperatura, demonstrando seu papel termoprotetor no odcito. Porém, a
organizagdo dos microtibulos e parte da maturagdo nuclear oocitaria, afetada pelo
choque térmico, ndoi foi resgatada pelo IGF-I. Assim, este trabalho mostrou que o

efeito positivo do IGF-I na progressdo meidtica possa ser devido a agdo do mesmo
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nos filamentos de actina.

Em outro experimento a suplementacdo do meio CIV com IGF-I tornou
blastocistos mais resistentes a temperatura elevada, aumentando a taxa de prenhez
apos a transferéncia de embrides para vacas Holandesas expostas ao estresse térmico
in vivo (BLOCK et al., 2003). Quando observado a adi¢do de 100 ng/mL no meio de
maturagdo, houve uma redugdo do desenvolvimento a blastocisto em o6citos expostos
ao choque térmico (ZHANDI et al., 2009). Entretanto a adicdo de 12,5 ng/mL de IGF-
I durante a maturagdo de o6citos bovinos submetidos ao choque térmico nas primeiras
14 h da maturagdo resgatou os efeitos deletérios da temperatura elevada no

desenvolvimento a blastocisto (LIMA, 2012).
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PRE-EXPERIMENTO

EFEITO DOSE RESPOSTA DO IGF-I DURANTE A MATURA'CAO IN
VITRO NA COMPETENCIA DE DESENVOLVIMENTO DE OOCITOS

BOVINOS
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3 PRE-EXPERIMENTO

3.1 JUSTIFICATIVA

Os pré-experimentos visaram determinar as concentragdes de IGF-I que
estimulam a competéncia de desenvolvimento de odcitos bovinos durante a maturacao
in vitro (MIV). O primeiro pré-experimento foi conduzido com meio MIV padrao
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB). No entanto, ja foi demonstrado que o SFB
apresenta em sua composicdo diferentes hormonios e fatores de crescimento,
incluindo o IGF-I (PALMA et al., 1997; SINGH e ARMSTRONG, 1997). Além disso
a concentracdao destes fatores pode variar de acordo com o lote de SFB produzido
afetando a resposta experimental. Dessa forma, o pré-experimento 2 avaliou o efeito
dose resposta do IGF-I na competéncia de desenvolvimento de oodcitos bovinos em

meio MIV quimicamente semidefinido.
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3.2 HIPOTESES

L A concentracio de IGF-I durante a MIV modula a competéncia de
desenvolvimento de oocitos bovinos. Concentracdes mais baixas estimulam a
competéncia de desenvolvimento oocitaria.

II. O efeito do IGF-I durante a MIV na competéncia de desenvolvimento de
odcitos bovinos ¢ mais acentuado em o6citos maturados em meio semidefinido do

que em meio ndo definido.

3.3 OBJETIVOS

L. Avaliar o efeito dose resposta do IGF-I (0; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200
ng/mL de IGF-I) durante a MIV em meio quimicamente ndo definido (10% de soro
fetal bovino) na competéncia de desenvolvimento de o6citos bovinos.

II. Avaliar o efeito dose resposta do IGF-I (0; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 ng/mL de
IGF-I) durante a MIV em meio quimicamente semidefinido (6 mg/mL de albumina

sérica bovina) na competéncia de desenvolvimento de o6citos bovinos.
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3.4 MATERIAIS E METODOS

3.4.1 COLETA DE OVARIOS E COMPLEXOS CUMULUS-OOCITOS
(CCOS)

O projeto piloto foi desenvolvido no Laboratorio de Fecundagao in vitro,
Clonagem e Transgenia Animal da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (FMVZ- USP) e no Laboratorio de Biologia Celular do
Instituto de Ciéncias Ambientais, Quimicas e Farmacéuticas da Universidade Federal
de Sao Paulo (UNIFESP). Os ovarios oriundos de vacas mestigas Bos indicus foram
obtidos do abatedouro Angelelli (Piracicaba-SP), lavados imediatamente apos a coleta
em solucdo salina de transporte [0,9% (p/v) NaCl contendo 100 unidades/mL de
penicilina-G e 100 pg/mL de estreptomicina], transferidos para sacos plastico
contendo a mesma solucao e transportados para o laboratorio dentro de um recipiente
térmico a 37 °C. No laboratério os ovarios foram lavados em solugdo salina de
transporte para remo¢do de sangue e tecidos remanescentes, selecionados pela
quantidade de foliculos 2-8 mm de didmetro, transferidos para um béquer de 1000 mL
contendo solucdo salina de transporte, mantida em banho-maria a 37 °C até o
momento do fatiamento.

Os complexos cumulus o6citos (CCOs) foram coletados dos foliculos de
2-8 mm de didmetro pela técnica de fatiamento folicular (“slicing”) (PAULA-LOPES
e HANSEN, 2002). A coleta foi realizada em béqueres de 200 mL, contendo 50 mL
de Meio de Coleta de Oocitos (MCO): Tissue Culture Medium-199 (TCM-199)
suplementado com 2,2 mg/mL de bicarbonato de sodio, 100 unidades/mL de
penicilina-G, 100 pg/mL de estreptomicina, 1% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) e 1
unidade USP de heparina. O conteudo do béquer foi transferido para tubos de 50 mL
e incubados por 5-10 minutos em banhomaria a 37 °C para decantar o contetido
fatiado. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril o sedimento do tubo foi filtrado
em filtro de nylon de 100 um. O filtro foi lavado varias vezes com MCO para retirada
dos CCOs que permaneceram retidos no mesmo. O material filtrado foi transferido
para uma placa de Petri, e foi realizada a busca dos odcitos com auxilio de um
estereomicroscopio para avaliagdo e classificagdo dos mesmos. Os critérios
considerados para a selecdo dos CCOs foram baseados na presenca, no nimero de

camadas e no grau de compactagdo das células do cumulus, bem como no aspecto do



Pré-Experimento — Materiais e Métodos 48

citoplasma quanto a cor, homogeneidade e integridade (LEIBFRIED e FIRST, 1979).
Foram considerados vidveis e utilizados para os pré-experimentos somente os CCOs
classificados como grau I e II contendo trés ou mais camadas de células do cumulus
compactas e citoplasma homogéneo (AMORIM, et al. 2008). Os o6citos grau Il e IV
foram descartados. Os CCOs selecionados foram lavados em placa em Meio de Pré-
Maturagdo [TCM-199 HEPES contendo 3 mg/mL de BSA — Livre de acidos graxos,
50 pg/mL de gentamicina e 0,2 mM de piruvato de sodio].

3.4.2 DILUICAO DO IGF-I

A solugdo estoque de 250 pg/mL do fator de crescimento semelhante a
insulina-I recombinante humano (IGF-I, Up State 01-208) foi preparado em 0,1 M de
acido acético (veiculo) conforme recondagdo do fabricante. No momento do uso a
solugdo estoque foi diluida para 200 ng/mL IGF-I (0,8 uL de IGF-I estoque em 1 mL
de meio de maturacdo), seguida de diluigdes seriadas até atingir a concentragdo de

6,25 ng/mL de IGF-1.

3.4.3 MATURACAO IN VITRO

Grupos de 10 CCOs foram transferidos para gotas de 50 uL. de meio de
maturagdo [TCM-199 bicarbonato suplementado com macromoléculas (10% (v/v) de
SFB ou 6 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA) livre de &cidos graxos
dependendo do pré-experimento), 50 pg/mL de gentamicina, 0,2 mM de piruvato de
sodio, 1 pg/mL de estradiol, 10 pg/mL de hormoénio foliculo estimulante (FSH) e 10
pg/mL de hormoénio luteinizante (LH)] sob 6leo mineral em atmosfera de 5% de CO;

em ar por 22-24 h.
3.4.4 FECUNDACAO IN VITRO

Os meios de cultura TALP (Tyrode’s albumin-lactate-pyruvate) utilizados
para purificagdo do sémen e fecundagdo foram preparados segundo Parrish e
colaboradores (1988). Apods as 22-24 h de maturacdo, os CCOs foram lavados uma
vez em uma placa pequena contendo meio Pré FIV (solugdo TALP contendo 6
mg/mL de BSA livre de acido graxo, 50 pg/mL de gentamicina, 0,2 mM de piruvato
de so6dio). Em seguida, grupos de 10 CCOs foram transferidos para gotas de 90 pL de
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meio de fecundagdo in vitro (FIV) composto pela solugdo TALP com 6 mg/mL de
BSA livre de 4cidos graxos, 50 pg/mL de gentamicina e 0,2 mM de piruvato de sodio,
17.500 USP/mL de heparina e 0,044 uL/mL de PHE (penicilamina 2 pM, hipotaurina
1 uM, epinefrina 0,25 puM). Em cada réplica, duas palhetas de sémen foram
descongeladas durante 30 segundos a 37 °C e o sémen centrifugado em gradiente de
Percoll (Percoll 90% e Percoll 45%) a 9.000 g por 5 minutos, a fim de separar de
espermatozoides viaveis e invidveis. O sedimento foi centrifugado a 9.000 g por 2,5
minutos em meio FIV. Os espermatozoides viaveis obtidos do sedimento apods a
centrifugacdo foram submetidos a avaliagdo de motilidade (lamina e laminula
aquecidas) e a concentragdo foi estabelecida em cadmara de Neubauer. Os odcitos

foram fecundados com 1 X 10° espermatozoides/mL por 8 h.
3.4.5 CULTIVO IN VITRO

Passadas as oito horas destinadas a fecundagdo, grupos de 30 possiveis
zigotos foram transferidos para gotas de 50 puL de meio de cultura para embrido
(KSOM contendo 10% de SFB, 10 mg/mL de gentamicina e 5 pL/mL de aminoécidos
ndo essenciais 100x) sob 6leo mineral a 38,5 °C em 5% de CO;. A porcentagem de
clivagem foi determinada no dia 3 e a porcentagem de embrides que desenvolveram

até o estagio de blastocisto foi determinada nos dias 7, 8 e 9 apos a fecundacgao.
3.4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.4.6.1 PRE-EXPERIMENTO 1: EFEITO DOSE RESPOSTA DO IGF-I
DURANTE A MATURACAO IN VITRO EM MEIO NAO DEFINIDO
NA COMPETENCIA DE DESENVOLVIMENTO DE OOCITOS
BOVINOS

Este experimento avaliou o efeito dose resposta de diferentes
concentragoes de IGF-I no meio padrdo de maturagdo in vitro contendo 10% de SFB.
Grupo de 10 CCOs foram aleatoriamente distribuidos em gotas de 50 pL. de meio
MIV padrdo suplementado com 0 (controle veiculo: 0,1M de acido acético); 6,25;
12,5; 25; 50; 100 ou 200 ng/mL de IGF-I por 22-24 h (Figura 2). A concentragdo de 0

ng/mL de IGF-I representa o meio suplementado com 0,1 M de 4cido acético (veiculo
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do IGF-I). Foi realizado também o controle laboratorioal em meio MIV padrdo sem a
presenca do veiculo (Figura 2). Em seguida os odcitos foram fecundados in vitro
(FIV) por 8 h e cultivados in vitro (CIV) como previamente descrito. A porcentagem
de oocitos clivados e que se desenvolveram ao estagio de blastocisto foram avaliados
nos dias 3 e 7, 8 e 9 apds fecundagdo, respectivamente. Neste experimento foram

realizadas 5 replicatas, utilizando 140-163 odcitos por tratamento.

Figura 2: Delineamento esquematico do pré-experimento 1.

MIV — Controle Laboratorial FIV Clv
MIV — 0 ng/mL IGF-I (Controle Veiculo) FIV CIv
MIV — 6,25 ng/mL IGF-I FIV Clv
MIV — 12,5 ng/mL IGF-I FIV Clv
MIV — 25 ng/mL IGF-I FIV Clv
MIV — 50 ng/mL IGF-I FIV Clv
MIV — 100 ng/mL IGF-I FIV Clv
MIV — 200 ng/mL IGF-I FIV CIv
Fertilizagdo o
Maturacao in vitro in vitro Cultivo in vitro
0 hora 22-24 30-32 D3 \ b7 D8 D9 |
D -1 horas horas Clivagem Y
DO D1 (%) Taxa de

Blastocisto
(%)

3.4.6.2 PRE-EXPERIMENTO 2: EFEITO DOSE RESPOSTA DO IGF-I
DURANTE A MATURACAO IN VITRO EM MEIO MIV
QUIMICAMENTE SEMIDEFINIDO NA COMPETENCIA DE
DESENVOLVIMENTO DE OOCITOS BOVINOS

Este experimento avaliou o efeito dose resposta do IGF-I durante a MIV
em meio MIV quimicamente semidefinido (6 mg/mL de BSA — livre de &cidos
graxos) na competéncia de desenvolvimento de odcitos bovinos. Os CCOSs foram
maturados em meio MIV semidefinido contendo 0 (veiculo: 0,1M de acido acético);
6,25; 12,5; 25; 50; 100 ng/mL de IGF-I por 22-24 h (Figura 3). A concentracao de 0
ng/mL de IGF-I representa o controle veiculo cujo meio suplementado com 0,1 M de
acido acético (veiculo do IGF-I). Foram realizados dois controles adicionais: controle
laboratorial (Meio MIV padrao contendo 10% SFB) e controle BSA (meio MIV

contendo 6 mg/mL de BSA). Os o6citos foram fecundados e cultivados in vitro como
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previamente descrito. A porcentagem de oocitos clivados e que se desenvolveram ao
estagio de blastocisto foram avaliados nos dias 3 e 7, 8 e 9 apods fecundacio,
respectivamente. Neste experimento foram realizadas 3 replicatas, utilizando 78-94

odcitos por tratamento.

Figura 3: Delineamento experimental esquematico do pré-experimento 2.

MIV — Controle Laboratorial FIV Clv
MIV BSA — Controle BSA FIV Clv
MIV BSA — 0 ng/mL IGF-I (Controle Veiculo) FIV Clv
MIV BSA- 6,25 ng/mL IGF-I FIV Clv
MIV BSA- 12,5 ng/mL IGF-I FIV Clv
MIV BSA- 25 ng/mL IGF-I FIV Clv
MIV BSA- 50 ng/mL IGF-I FIV Clv
MIV BSA- 100 ng/mL IGF-I FIV Clv
Fertilizagdo
Maturagdo in vitro in vitro Cultivo in vitro
0 1ra 2!24 3(!32 ) D*‘Q’ DA*7 DA*S AD'E;
D-1 horas horas Clivagem \—Y—}
DO D1 (%) Taxa de

Blastocisto
(%)

3.4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram previamente avaliados quanto as premissas para andlise
de variancia (homogeneidade das varidveis e normalidade dos residuos) utilizando o
pacote estatistico SAS (SAS, 1989). Quando necessario os dados foram submetidos as
transformagdes estatisticas logaritmo e raiz quadrada. Em seguida, os dados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) pelo método dos quadrados minimos
utilizando os procedimentos PROC GLM e PROC MIXED do pacote estatistico SAS.
As varidveis dependentes foram porcentagem de odcitos clivados e porcentagem de
blastocisto calculada pela quantidade de odcitos totais e pela quantidade de embrides
clivados. As variaveis independentes foram replicata e IGF-I. O modelo estatistico
usado para cada experimento considerou os efeitos principais sendo utilizado o

procedimento pdiff para estabelecer as comparagdes significativas entre médias.
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3.5 RESULTADOS

3.5.1 PRE-EXPERIMENTO 1: EFEITO DOSE RESPOSTA DO IGF-I
DURANTE A MATURACAO IN VITRO EM MEIO NAO DEFINIDO
NA COMPETENCIA DE DESENVOLVIMENTO DE OOCITOS
BOVINOS

Este experimento avaliou o efeito dose resposta do IGF-I no meio padrao
de maturag@o in vitro na competéncia oocitaria. As concentragdes 12,5 e 25 ng/mL de
IGF-I aumentaram (p< 0,05) a taxa de clivagem em relagdo controle veiculo (0 ng/mL
de IGF-I; Figura 4). A adi¢do do veiculo (0,1 M de acido acético) no meio padrao
reduziu (p< 0,05) a taxa de clivagem em relacdo ao controle laboratorial (Figura 4).
De maneira similar a concentracdo de 25 ng/mL de IGF-I aumentou (p< 0,05) a
porcentagem de odcitos que atingiram o estagio de blastocisto nos dias 7 (Figura 5) e
8 (Figura 6) apds a fecundagdo em relacdo ao controle laboratorial e ao controle
veiculo. No entanto, ndo houve efeito do IGF-I na porcentagem de embrides clivados

que atingiram o estagio de blastocisto em relagdo ao controle veiculo (Figuras 7 e 8).

Figura 4: Efeito dose resposta do IGF-I durante maturacdo in vitro em meio nio
definido na porcentagem de odcitos clivados no dia 3 apés a fecundacgio. Os resultados
sdo as médias dos quadrados minimos + EPM de 5 replicatas usando 144-163 od6citos
por tratamento. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenca
significativa (p< 0,05).
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Figura 5: Efeito dose resposta do IGF-I durante maturacdo in vitro em meio nio
definido na porcentagem de odcitos que atingiram o estagio de blastocisto no dia 7 apos
a fecundacdo. Os resultados sio as médias dos quadrados minimos + EPM de 5
replicatas usando 144-163 odcitos por tratamento. Letras diferentes sobrescritas em
cada barra representam diferenca significativa (p< 0,05).
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Figura 6: Efeito dose resposta do IGF-I durante maturagio in vitro em meio nio
definido na porcentagem de odcitos que atingiram o estagio de blastocisto no dia 8 apos
a fecundacdo. Os resultados sio as médias dos quadrados minimos + EPM de 5
replicatas usando 144-163 odécitos por tratamento. Letras diferentes sobrescritas em
cada barra representam diferenca significativa (p< 0,05).
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Figura 7: Efeito dose resposta do IGF-I durante maturacdo in vitro em meio nio
definido na porcentagem de embrides clivados que atingiram o estagio de blastocisto no
dia 7 apoés a fecundacdo. Os resultados sdo as médias dos quadrados minimos + EPM de
5 replicatas usando 144-163 o6citos por tratamento. Letras diferentes sobrescritas em
cada barra representam diferenca significativa (p< 0,05).
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Figura 8: Efeito dose resposta do IGF-I durante maturagdo in vitro em meio nio
definido na porcentagem de embriées clivados que atingiram o estagio de blastocisto no
dia 8 apods a fecundacao. Os resultados sdo as médias dos quadrados minimos + EPM de
5 replicatas usando 144-163 o6citos por tratamento. Letras diferentes sobrescritas em
cada barra representam diferenca significativa (p< 0,05).
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3.5.2 PRE-EXPERIMENTO 2: EFEITO DOSE RESPOSTA DO IGF-I
DURANTE A MATURACAO IN VITRO EM MEIO MIV
QUIMICAMENTE SEMIDEFINIDO NA COMPETENCIA DE
DESENVOLVIMENTO DE OOCITOS BOVINOS

Este experimento avaliou o efeito dose resposta do IGF-I no meio de
maturagdo in vitro semidefinido (6 mg/mL de BSA livre de acidos graxos) na
competéncia oocitaria. A concentragdo de 25 ng/mL de IGF-I aumentou (p< 0,05) a
taxa de clivagem em relacdo ao controle veiculo (0 ng/mL de IGF-I), controle
laboratorial e controle BSA (Figura 9). Nao houve diferenca na taxa de clivagem
entre os diferentes controles. A dose mais alta de 50 ng/mL de IGF-I exerceu efeito
negativo reduzindo (p< 0,05) a taxa de clivagem em relacdo a todos os controles. A
porcentagem de blastocisto no dia 7 ap6s a fecundagdo ndo foi afetada pelas
diferentes doses de IGF-I durante a MIV (Figura 10). No entanto, a concentracdo de
25 ng/mL de IGF-I aumentou (p< 0,05) a porcentagem de odcitos que atingiu o
estagio de blastocisto no dia 8 apds a fecundagdo quando comparado ao controle BSA
(Figura 11). Quando observado a porcentagem de embrides clivados que atingiu o

estagio de blastocisto nos dias 7 e 8 ndo houve efeito do IGF-I (Figuras 12 e 13).

Figura 9: Efeito dose resposta do IGF-I durante a maturacio in vitro em meio MIV
quimicamente semidefinido na porcentagem de odécitos clivados no dia 3 apdés a
fecundacio. Os resultados sdo as médias dos quadrados minimos + EPM de 3 replicatas
usando 78-94 oocitos por tratamento. Letras diferentes sobrescritas em cada barra
representam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 10: Efeito dose resposta do IGF-I durante a maturacfo in vitro em meio MIV
quimicamente semidefinido na porcentagem de odcitos que atingiram o estigio de
blastocisto no dia 7 apos a fecundacfdo. Os resultados sdo as médias dos quadrados
minimos + EPM 3 replicatas usando 78-94 odcitos por tratamento. Letras diferentes
sobrescritas em cada barra representam diferenca significativa (p< 0,05).
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Figura 11: Efeito dose resposta do IGF-I durante a maturacfo in vitro em meio MIV
quimicamente semidefinido na porcentagem de odcitos que atingiram o estigio de
blastocisto no dia 8 apés a fecundagdo. Os resultados sio as médias dos quadrados
minimos + EPM 3 replicatas usando 78-94 oocitos por tratamento. Letras diferentes
sobrescritas em cada barra representam diferenca significativa (p< 0,05).
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Figura 12: Efeito dose resposta do IGF-I durante a maturacfo in vitro em meio MIV
quimicamente semidefinido na porcentagem de embrides clivados que atingiram o
estagio de blastocisto no dia 7 apés a fecundacdo. Os resultados sdo as médias dos
quadrados minimos + EPM 3 replicatas usando 78-94 oécitos por tratamento. Nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 13: Efeito dose resposta do IGF-I durante a maturacfo in vitro em meio MIV
quimicamente semidefinido na porcentagem de embrides clivados que atingiram o
estagio de blastocisto no dia 8 apés a fecundacdo. Os resultados sdo as médias dos
quadrados minimos + EPM 3 replicatas usando 78-94 odcitos por tratamento. Letras
diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenca significativa (p< 0,05).
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3.6 DISCUSSAO

O papel do IGF-I na competéncia oocitaria foi investigado em estudos
dose resposta com diferentes concentragdes de IGF-1 em meio de maturagdo contendo
SFB ou BSA. Assim como outros fatores de crescimento, a resposta celular ao IGF-I
pode ser modulada pela concentracdo (YOSHIMURA et al, 1996; CUI e ALMAZAN,
2007) bem como pela composicdo do meio (ROSE ¢ BAVISTER, 1992; PAULA-LOPES
et al. 2007; MINGOTI, 2009). A presenga do IGF-I end6égeno no soro (BARNES e
SATO, 1980; LAMBERT e BIRCH, 1985; STEIN, 2007) levou a hipotese de que a
resposta oocitaria a suplementagdo com IGF-I seria mais acentuada em meio
semidefinido contendo apenas BSA. No entanto, a adicdo de 25 ng/mL de IGF-I
durante a maturagdo in vitro de odcitos bovinos aumentou as taxas de clivagem e
blastocisto independente do tipo de meio. A adi¢do do veiculo (0,1 M de acido
acético) no meio MIV padrdo reduziu a taxa de clivagem em relacdo ao controle
laboratorial. Estes resultados sugerem que o veiculo poderia ter causado efeito
negativo, porém como ndo foi observado este mesmo padrdo no experimento 2 (meio
MIV quimicamente semidefinido), supde-se que este efeito negativo seja devido a
intera¢do do veiculo com o SFB. O efeito estimulatorio da dose de 25 ng/mL de IGF-I
pode ser fisiologico visto que as doses de IGF-I livre no liquido folcular de bovinos
variam entre 12-17 ng/mL (GINTHER et al., 2002). J4 em éguas, o IGF-I livre no
fluido folicular de foliculos pequenos e médios variou em torno de 1,6-1,9 ng/mL,
respectivamente, na fase folicular, enquanto o foliculo dominante apresentou
concentragdo média 25,1 ng/mL (SPICER et al., 2005). Esta concentragdo de IGF-I ¢
uma concetragdo proxima daquela encontrada livre em foliculos pré ovulatério e
ovulatério variando de 10 a 13 ng/mL (BEG, et al. 2002).

A expressio de RNAm que codifica o receptor de IGF-I (IGF-IR)
(YOSHIDA et al., 1998; NUTTINCK et al., 2004) e a presenca deste e do IGF-IIR
(WANG et al, 2009) em oocitos e células do cumulus desde o foliculo antral,
maturagdo até¢ a implantacdo (YOSHIDA et al., 1998; NUTTINCK et al., 2004),
indicam a importancia deste fator nos processo de crescimento e maturagdo do odcito.
A ativagdo do IGF-IR no odcito desencadeia a cascata de sinalizagdo da proteina
quinase ativadora de mitose (MAPK) (LEROITH, 1995; FUKUDA et al., 2002;
JOUSAN e HANSEN, 2007) promovendo proliferacdo celular, transcricdo génica,
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inibicdo da cascata de apoptose (GALLAGHER e LEROITH, et al. 2011) e
maturacdo nuclear (SAKAGUCHLI, et al. 2002).

Fan e colaboradores (2002) demonstraram que o excesso de atividade da
MAPK nas primeiras 20 horas da maturagdo oocitdria em suinos resulta em uma
queda de atividade desta, culminando com a desorganiza¢do dos microtubulos. Desta
maneira ¢ possivel especular que uma concentracdo de IGF-I mais elevada do que a
encontrada fisiologicamente pode acelerar a maturagdo, promovendo o excesso da
atividade da MAPK, o que acarretaria na queda significativa de sua atividade antes da
fecundacdo, levando a desorganizagdo dos microtubulos. Estes relatos podem
justificar o efeito observado na dose de 50 ng/mL de IGF-I do experimento, onde a
adicdo deste ao meio MIV semidefinido provocou reducdo na taxa de clivagem,
embora este efeito negativo ndo tenha se mantido e a dose ndo apresentou efeito
negativo no desenvolvimento a blastocistos. Tais resultados poderiam ser melhor
compreendidos utilizando niimero maior de CCOs, aumentando a quantidade de
replicatas e, podendo assim, reduzir o erro amostral. O desbalango da quantidade de
IGF-I no meio pode aumentar ou diminuir o tempo de maturagio nuclear, a maturacao
inadequada do odcito, seja do nicleo ou do citoplasma, inviabiliza a fecundacdo e
aumentando a ocorréncia de polispermia, partenogénese e do bloqueio do
desenvolvimento embrionario (XU e BRACKET, 1988).

O desenvolvimento embrionédrio pré-implantacional até o estagio de
blastocisto foi estimulado pela concentragao de 25 ng/mL de IGF-I sendo 10% mais
elevada em oo6citos maturados em meio MIV padrdo contendo SFB quando
comparado ao meio semidefinido com BSA. Esta diferenca pode estar associada a
presenca de diferentes hormonios e fatores de crescimento no soro (PALMA et al.,
1997; SINGH e ARMSTRONG, 1997). ) Estima-se que sdo encontrados no SFB, em
média, 10 pU/mL de insulina, 39,0 ng/mL de hormdnio do crescimento, 95 pg/mL de
FSH, 400 pg/mL de testosterona, 80 pg/mL de progesterona, 176 pg/mL de hormdnio
luteotropico, 8 pg/mL de LH entre muitos outros componentes (LINDL, 2002). Todos
esses hormoénios podem interagir com o IGF-I e/ou potencializar o seu efeito
intracelular, promovendo assim uma melhora significativa no desenvolvimento
embrionario de odcitos maturados em meio contendo SFB o que estimula a
competéncia do odcito.

Na literatura recente, o uso do IGF-I ¢ mais difundido durante a CIV e na

concentragdo de 100 ng/mL, apresentando efeitos positivos sobre o desenvolvimento
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a blastocisto e sobrevivéncia a exposi¢ao ao estresse térmico in vitro (HANSEN et al.,
2008, 2011; BLOCK e HANSEN, 2007), porém ndo ha relatos do uso da contracao de
25 ng/mL de IGF-I no meio de maturagdo. J4 foi demonstrado que, em bovinos, esta
suplementacdo estimula o desenvolvimento embriondrio até o estadgio de blastocisto
(MOREIRA et al., 2002), tende a aumentar a sobrevivéncia de 26,1% para 43,2%
apos a transferéncia embriondria (BLOCK et al., 2007) e alteragdo de transcritos
relacionados a sobrevivéncia celular (BLOCK et al., 2008). Em od6citos, a dose de 100
ng/mL apresentou efeito negativo durante a MIV, reduzindo o desenvolvimento de
blastocisto em odcitos expostos ao estresse térmico (Zhandi, 2009; Risolia, 2011).
Nao ha relatos do uso da contracdo de 25 ng/mL de IGF-I no meio de
maturagdo na taxa de desenvolvimento embriondrio. Entretanto, ja foi demonstrado
que a adi¢do de 12,5 ng/mL de IGF-I reduziu os efeitos do estresse térmico no oocito
(Lima, 2012), corroborando a hipdtese de que, durante a MIV, o uso de menores
concentragdes de IGF-I (12,5 ou 25 ng/mL) apresentam efeitos positivos, enquanto
que para o cultivo embrionario doses mais elevadas (100 ng/nL) promovem aumento

no desenvolvimento de blastocistos.
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3.7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos e sob as condigdes impostas para estes

experimento pode-se concluir que:

I — A dose de 25 ng/mL de IGF-I estimulou a clivagem e desenvolvimento
embrionario até o estagio de blastocisto independente da presenca de SFB ou BSA no

meio MIV.

IT — O efeito estimulatorio do IGF-I na competéncia de desenvolvimento de
00citos bovinos ndo foi mais acentuado em odcitos maturados em meio semidefinido

em relacdo ao meio ndo definido.
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EXPERIMENTO

O EFEITO DO IGF-I1 EM OOCITOS COLETADOS DE VACAS BOS INDICUS
E BOS TAURUS EXPOSTAS AO ESTRESSE TERMICO IN VIVO
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4 EXPERIMENTO

4.1 HIPOTESES

L. A exposicao de vacas Bos taurus e Bos indicus a temperatura ambiente e
umidade relativa do ar elevada induz ao estresse térmico;

IL O aumento da temperatura ambiente e umidade relativa do ar afeta de forma
mais acentuada os parametros fisiologicos das vacas Bos taurus em relagcao as Bos
indicus;

I1I. O efeito deletério do estresse térmico sobre a func¢do oocitaria ¢ mais
acentuado em oocitos de vacas Bos taurus do que em odcitos de vacas Bos indicus;
Iv. O IGF-I exerce papel termoprotetor em oo6citos bovinos. O papel

termoprotetor do IGF-I ¢ mais acentuado em odcitos de vacas Bos taurus do que em

oocitos de vacas Bos indicus submetidos ao estress térmico.

4.2 OBJETIVOS

L. Caracterizar o estresse térmico induzido em vacas Bos taurus e Bos indicus
submetidas a temperatura ambiente e umidade relativa do ar elevada;
IL Avaliar o efeito do estresse térmico na frequéncia respiratoria, frequéncia
cardiaca, temperaturas retal e cutanea;
I11. Avaliar as diferengas de termotolerancia em oocitos de vacas Bos indicus e
Bos taurus expostas ao estresse térmico;
IV. Determinar o papel do IGF-I na competéncia de odcitos de vacas Bos indicus e

Bos taurus expostas ao estresse térmico.
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4.3 MATERIAIS E METODOS

4.3.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizando no Campus da Universidade de Sdo Paulo
(USP), no Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (VRA — FMVZ), localizado no municipio de Pirassununga. A
localizagdo geografica do campus ¢ 21°59" de latitude sul e 47°26" de longitude oeste

(W.Gr) e altitude média de 635 metros.

4.3.2 ANIMAIS —- DOADORAS DE OOCITOS

Para este experimento, foram inicialmente utilizadas 6 vacas Holandesas
PO (puras de origem) de alta producdo leiteira e 9 vacas Nelores. As vacas
Holandesas foram selecionadas na Fazenda Santa Maria localizada em Pouso Alegre-
MG. As vacas desta fazenda sdo classificadas oficialmente para tipo leiteiro
produzindo 7.800 litros de leite por dia. As vacas Holandesas e Nelores foram
temporariamente doadas pela Prefeitura do Campus da USP de Pirassununga. As
vacas Nelores foram selecionadas com base nos seguintes critérios: escore de
condigdo corporal (ECC), peso, presenca de copo luteo (CL), nimero de partos, idade
e docilidade (Tabela 1).

Durante todo periodo experimental os animais tiveram acesso a cama de
bagaco de cana no chdo a fim de garantir o conforto e menor desgastes de

articulagdes. O bagacgo de cana foi doado pela Baldin Bioenergia S/A.

Tabela 1 — Critérios de selecdo das vacas Holandesas e Nelore.

ECC Producio na Peso # Partos Média de
Raca Médio lactacdo Anterior Médio Média Idade
Holandesa 4 7.250 Kg/305d 615 Kg 1,6 5A2M
Nelore 6,1 - 525 Kg 4.5 7TASM

ECC = Escore corporal Holandesa (1-5), Nelore (1-9) # Partos = Numero de partos
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4.3.3 ALIMENTACAO

Durante o periodo pré-experimental (Fase I) ou periodo de adaptacdo dos
animais ao manejo, todas as vacas receberam coletivamente concentrado (Sal
proteinado) e volumoso (Silagem) a pasto, sendo a alimentagdo uma média por vaca
de acordo com o Nutrient Requirements of Cattle (NRC), que estabelece as
necessidades nutricionais de gados em diferentes condigdes fisiologicas (720 Kg/dia -
40 Kg de silagem/animal e 36 Kg/dia - 2 Kg de concentrado/animal este fornecido
uma vezes ao dia) (Tabelas 2 e 3) e agua ad libitum. Durante o periodo experimental
(Fase 2), os animais mantidos em sistema de tie stall, receberam alimentagdo de
maneira individual, balanceada de acordo com os requerimentos do NRC (40 Kg de
silagem/animal e 2 Kg de concentrado/animal este fornecido uma vezes ao dia) e dgua
ad libitum.

Tabela 2 — Alimentacio balanceada de acordo com NRC apresentada em % total na
matéria seca.

Silagem de milho 80,00
Milho moido 11,00
Farelo de soja 6,00
Uréia 1,00
Minerthal 80 S 1,60
Sal comum 0,40
Total 100,00

Tabela 3 — Formula¢io do concentrado com porcentagens em relacio a dieta total e ao
concetrado.

Ingredientes Dieta % Concentrado
Y%

Milho moido 11,00 55,00
Farelo de soja 6,00 30,00
Uréia 1,00 5,00
Minerthal 80S 1,60 8,00

Sal comum 0,40 2,00
Total 20,00 100,00

4.3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente experimento teve delineamento fatorial 2 x 2 x 2, visando

avaliar os efeitos de 2 sub-espécies (Bos taurus e Bos indicus), 2 temperaturas
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(termoneutralidade e estresse térmico) e 2 tratamentos de IGF-I (0 e 25 ng/mL de
IGF-I) por 28 dias.

O experimento foi dividido em 2 fases. A fase I ou periodo pré-
experimental teve duracdo de 90 dias e consistiu na adaptacdo e condicionamento dos
animais ao curral de manejo (D -90 ao D 0), sincronizagdo da ovulacio e definicdo da
temperatura a ser utilizada na camara climatica durante a fase II. Durante a fase I os
animais foram mantidos a pasto com acesso a sombra. Na fase II ou periodo
experimental (D 0 ao D 28) os animais das racas Holandesa (N= 6) e Nelore (N=6)
previamente sincronizados foram aleatoriamente distribuidos nos tratamentos
Termoneutralidade (TN: 3 Holandesas ¢ 3 Nelores) e Estresse Térmico (ET: 3
Holandesas e 3 Nelores) no dia 4 do ciclo estral por um periodo de 28 dias. Durante
este periodo as f€émeas foram submetidas a 9 sessdes de aspiragdo folicular (OPU)
com intervalos de 3 e 4 dias (Figura 14), resultando em 9 réplicas de producgdo de

embrides in vitro (PIV).

Figura 14 — Diagrama esquematico das sessdes de aspiragdo folicular nas fases I e II do
experimento.
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4.3.5 TRATAMENTOS DA FASE 11

Os animais das diferentes sub espécies Bos taurus e Bos indicus foram
divididos de maneira aleatéria nos grupos Termoneutralidade (TN: controle) e
Estresse Térmico (ET) em cadmara climatica. Os animais foram mantidos em regime
de tie stall sob as mesmas condi¢cdes de manejo alimentar, agua ad libitum tendo
somente como variagdo o tratamento de temperatura e UR.

O grupo TN permaneceu em normotermia, sob sombra, em ambiente

aberto e arejado durante todo o periodo experimental. O grupo ET permaneceu
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durante os primeiros 14 dias do periodo experimental (Fase II) a 37 °C e 70% de
umidade relativa (UR) durante o dia e 30 °C e 90% UR durante a noite. Nos ultimos
14 dias, visando proporcionar um incremento no estresse térmico diurno, as condi¢des
de temperatura e UR aplicadas durante o dia foram 38 °C e 75%. O controle de luz da

camara climatica foi realizado em um regime de 12 h de luz incandescente (7:00 as

19:00) e 12 h de escuro (19:00 as 7:00).

4.3.6 CONDICIONAMENTO DOS ANIMAIS

O condicionamento dos animais consistiu em 3 etapas:

1- Passagem livre pelo curral de manejo 2 vezes ao dia associada ao
oferecimento de silagem, sendo soltos ao pasto no final do procedimento. Esta
etapa teve duracao de 4 semanas.

2- Nesta etapa as vacas foram presas no tronco de contengdo, molhadas e
palpadas para acostumarem com contato. Este procedimento durou 4 semanas.
Além disso, os animais foram mantidos com cabrestos por 2 semana para se
adaptarem ao mesmo.

3- Os animais foram amarrados com cordas no curral por periodos crescentes,

variando de 15 minutos até 3 h por 3 semanas.
4.3.7 SINCRONIZACAO DAS ONDAS FOLICULARES

Os ciclos estrais foram sincronizados utilizando implantes auriculares de
progesterona (P4: 3 mg de norgestomet - Crestar®, Intervet, Holanda) aplicados no
dia D -13 concomitantemente com aplica¢do de 2,0 mg de benzoato de estradiol (BE -
Estrogin®). O implante foi retirado no dia D -5 concomitantemente a aplicacdo de 25
mg de prostaglandina F2a (PGF,,) (Crestar®, Intervet, Holanda). No dia D -4 foi
administrado 1,0 mg de BE e foi observado o cio 2 vezes ao dia (7:00 e 18:00 h) por
30 minutos nos dias D -3, D -2 e D -1. No D 0 foi realizada o primeiro procedimento

de aspiracdo folicular, a fim de sincronizar as ondas foliculares.
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4.3.8 PARAMETROS CLIMATICOS

Na fase I do experimento os pardmetros climaticos [temperatura de bulbo
seco (TBS) e UR] dos tultimos quatro anos (2008 a 2012 — Anexo 3) da estacdo
meteoroldgica do campus da USP em Pirassununga foram analisados por ano, més e
estacdo do ano. A estacdo localiza-se a aproximadamente 1 Km das instalagcdes
experimentais. Foram inicialmente calculadas as médias das temperaturas e UR, estes
valores foram aplicados para o célculo do indice de temperatura e umidade (ITU). O
ITU foi utilizado como base na definicdo das condi¢des de temperatura e UR
caracteristicas de estresse térmico severo (MCDOWELL et al.,, 1976) a serem
mimetizados na camara climatica.

Os parametros climaticos TBS e UR foram também coletados da estacdo
meteorologica do campus da USP durante toda fase II do experimento. Além disso
foram instalados no interior da camara climatica e no curral de manejo, psicometros
(Datalogger Digital modelo HT-500 - Instrutherm) visando obter parametros
climaticos referentes ao microclima nestes ambientes. Os psicOmetros foram
programados para mensurar a TBS e UR a cada 30 minutos e gerar automaticamente

os ITU para cada momento.

4.3.9 PARAMETROS FISIOLOGICOS

Durante as fases I e II do experimento os pardmetros fisiolégicos foram
avaliados em todos os animais. Na fase I foram aferidas temperaturas retal (TR) e
cutanea (TC) em 14 dias aleatérios, sendo sete no periodo da manha e sete no periodo
da tarde, aproximadamente as 7:00 e 15:00 h respectivamente, a fim de evitar o
estresse excessivo dos animais. A TR foi mesurada com auxilio de termometro digital
clinico inserido via retal e mantendo contado com a mucosa do animal e a TC com
auxilio de um termémetro infravermelho digital portatil, da marca Incoterm®, modelo
Mult Temp Portétil, com mira a laser.

Na fase II a frequéncia cardiaca (FC) e TR foram mensurados diariamente
as 15:00 h. A FC foi aferida com auxilio de Estetoscopio Veterinario Littmann®
Master Classic da 3M® por 15 segundos e o resultado multiplicado por 4. A TR foi
aferida com auxilio de termometro digital clinico inserido via retal e mantendo

contado com a mucosa do animal. Estes pardmetros foram aferidos no tronco de
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manejo do CBRA, pois devido as limitagdes de espaco ndo foi possivel realizar a
afericdo dentro da camara climatica. A frequéncia respiratdria (FR) e TC foram
mensurados duas vezes ao dia aproximadamente as 7:00 e 15:00 h. A FR foi aferida
pela contagem de movimentos respiratorios no flanco por 15 segundos e o resultado
multiplicado por 4. A TC foi mensurada com auxilio de um termometro
infravermelho digital portatil, da marca Incoterm®, modelo Mult Temp Portatil, com
mira a laser. A TC final foi resultado da média das medidas aferidas de cada animal
em pontos distintos como cabega, cernelha, virilha e jarretes (TORRES-JUNIOR et
al., 2008).

4.3.10 COLETA DE COMPLEX0OS CUMULUS-OOCITO POR ASPIRACAO
FOLICULAR TRANSVAGINAL GUIADA POR ULTRASSOM

As aspiragoes foliculares (OPU) foram realizadas pelo médico veterinario

e mestre Marcio Ledo Ferraz.

4.3.10.1 MONTAGEM DOS EQUIPAMENTOS E PREPARO DOS MEIOS DE
ASPIRACAO

As sessdes de OPU foram realizadas com aparelho portatil de ultrassom
(Aloka® SSD 500 — Aloka Co., LTD, Téquio, Japao)[lequipado com transdutor
endocavitdrio microconvexo de 5,0 mHz. Este aparelho foi adaptado a uma guia de
bidpsia para aspiracdo folicular conectado a agulha descartavel de 18G e linha de
aspiragdo de teflon de 1,7 mm de didmetro interno e 80 cm de comprimento (WTA
Ltda, Cravinhos, Sao Paulo, Brasil) conectadas a um tubo cdnicos de 50 mL para
coleta dos od6citos. O sistema de aspiragdo foi acoplado a bomba de vacuo (V-MAR
5000 — Cook Australia, Queensland, Australia) portatil, calibrada e regulada com
pressdo negativa de 68 mmHg (12 a 15 mL de 4gua/minuto; KRUIP et al., 1994).

A montagem do transdutor foi realizada segundo instru¢des do fabricante
e a agulha inserida no mandril de forma asséptica para evitar contaminacdo. Na
montagem dos equipamentos envolvidos na OPU, manteve-se rigorosa assepsia,
principalmente com as partes que entravam em contato direto com o material aspirado
ou com as mucosas das doadoras.

O meio de aspiracdo utilizado para lubrifica¢do e lavagem do sistema de

OPU e para o recebimento dos odcitos no tubo de coleta foi preparado com 1,0 L de
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solugdo salina 0,9%, acrescido de 5000 UI de heparina sodica (5,0 Ul/mL), 100
unidades/mL de penicilina-G, 100 pg/mL de estreptomicina e 1% de soro fetal bovino

(SFB), mantidos a aproximadamente 37 °C.
4.3.11 PREPARO DOS ANIMAIS
4.3.11.1 CONTENCAO FiSICA

Os animais dos grupos experimentais foram soltos um a um, formando
grupos de 3 animais separados segundo o tratamento e a subespécie. As vacas foram
levadas pelo cabresto até a seringa do brete, onde foram tocadas calmamente,
respeitando o manejo racional para evitar estresses adicionais. Para a aspiracdo foi
realizado o revezamento entre os grupos de 3 animais evitando que o mesmo grupo

sempre comegasse a sessao de aspiragao.
4.3.11.2 ANESTESIA

Ap0s a contencdo fisica do animal no tronco de manejo do CBRA, foi
realizada anestesia epidural baixa entre a Ultima vértebra coccigea e a primeira
vértebra caudal, com 2,0 a 5,0 mL de cloridrato de lidocaina 2%, sem vasoconstritor
(KRUIP et al., 1994). Esta dosagem variou conforme a subespécie, o tamanho, a

sensibilidade individual e estado geral de cada vaca.
4.3.11.3 HIGIENIZACAO DA DOADORA

Durante a contengdo fisica dos animais, uma mangueira de agua foi
passada por cima do tronco, facilitando o acesso a dgua e evitando que esta entrasse
em contato com o chdo e com fezes. Apds a perda dos reflexos caudais, a cauda da
vaca foi amarrada e procedeu-se a remocdo manual de fezes da ampola retal e
higienizacdo mecanica da regido perineal, com agua. A vulva e o vestibulo vaginal
também foram cuidadosamente higienizados, tomando-se o cuidado de ndo jogar 4gua

dentro da vagina.
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4.3.11.4 ASPIRACAO FOLICULAR

Apbs anestesia e higienizacdo da doadora, o braco esquerdo do operador
foi mantido posicionado no reto do animal evitando assim a entrada de ar na ampola
retal, o que dificultaria a realizacdo da OPU. Pela técnica de manipulagdo transretal, o
ovario foi escaneado pelo transdutor na face abdominal da parede da vagina, de forma
que os foliculos a serem aspirados ficassem no percurso da agulha, indicado na tela do
ultrassom pela linha de bidpsia ou linha de pungao (punction line).

Antes do inicio da OPU, foi realizado o mapeamento do ovario evitando
perfuragdes desnecessarias, otimizando o procedimento e preservando os ovarios da
doadora. Seguiu-se a aspiragdo transpassando-se a agulha através da parede do fundo
de saco vaginal ao mesmo tempo em que foi acionada a pressao negativa de vacuo por
um pedal e o foliculo foi aspirado (NIBART et al., 1995). Desta forma, foram
aspirados todos os foliculos visiveis (com didmetro > 1,0 mm) e acessiveis de cada
ovario.

Ao término da OPU de cada animal o tubo contendo o liquido aspirado foi
trocado, identificado com a ordem da aspiracdo e o nimero da doadora. Em seguida o
material coletado foi levado até o Laboratdrio de Tecnologia de Embrides do VRA -
USP, onde foi realizado a lavagem do conteudo aspirado, seguido da selecdo e
lavagem dos complexos cumulus-o6cito (CCOs). Em seguida os CCOs foram
transferidos para microtubos contendo 250 pL. de meio MIV modificado submerso em

50 puL de 6leo mineral estéril.
4.3.12 MANIPULACAO E CLASSIFICACAO DOS OOCITOS ASPIRADOS

O tubo com o contetido aspirado foi transferido para filtro de coleta de
embrides (WTA — Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda, Cravinhos, Sao Paulo, Brasil)
e lavado com meio de aspiragdo (solu¢do salina 0,9%, acrescido de 5,0 Ul/mL de
heparina s6dica, 100 unidades/mL de penicilina-G, 100 pg/mL de estreptomicina e
1% de SFB) até se obter um liquido translicido com cerca de 1,0 cm de altura e com
um sedimento contendo os CCOs recuperados. Em seguida, o contetido do filtro foi
vertido em placas de Petri e lavado com meio de aspira¢do aquecido a 38,5 °C para

recuperagdo dos CCOs que foram classificados sob esteriomicroscopio.
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4.3.121 AVALIACAO DOS CCOS

Os critérios considerados para a avaliagdo morfologica dos CCOs foram a
presenca, o niimero de camadas e o grau de expansdo das células do cumulus, bem
como o aspecto do citoplasma quanto a cor, homogeneidade e integridade como
descrito por De Loos e colaboradores (1991), sendo assim CCOs grau I: trés camadas
ou mais de células do cumulus compactas e o citoplasma do odcito escuro e
homogéneo; CCOs grau II: trés camadas ou mais de células do cumulus compactas e
o citoplasma do oocito podendo ter pequenas irregularidade, porém na sua maioria
permanecendo escuro € homogéneo; CCOs grau III: menos de trés camadas de células
do cumulus compactas, e o citoplasma do odcito podendo ter irregularidades, porém
mais da metade permanecendo escuro e homogéneo; CCOs grau IV: auséncia parcial
ou total da camada de células do cumulus, zona pelucida rompida ou nio, os odcitos
apresentando na maior parte citoplasma ou em sua totalidade vacuolos ou sua
desintegragdo, apresentando sinais evidentes de degeneracao.

Os CCOs grau I a IV foram utilizados e aproveitados para FIV. Os CCOs
grau III e IV ndo foram descartados a fim de ndo mascarar o efeito experimental de

temperatura aplicado nos animais.

4.3.12.2 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

Os CCOs aspirados em cada sessdo de OPU foram agrupados de acordo
com os tratamentos especificos, lavado 3 vezes em gotas de 70 pL de Meio Pré-MIV
(TCM-199 HEPES contendo 3 mg/mL de BSA — livre de acidos graxos, 50 pg/mL de
gentamicina e 0,2 mM de piruvato de s6dio), lavados 2 vezes em gota de 70 pL de
Meio MIV (TCM-199 bicarbonato suplementado com 6 mg/mL de BSA livre de
acidos graxos, 50 pg/mL de gentamicina, 0,2 mM de piruvato de sédio, 1 pg/mL de
estradiol, 10 pg/mL de FSH e 10 pg/mL de LH) e transferidos para microtubos
contendo 250 pL. de meio MIV na presenga (25 ng/mL IGF-I) ou auséncia (0 ng/mL
IGF-I) de IGF-I (Figura 15) coberto com 6leo mineral estéril.

A produgdo in vitro (PIV) de embrides foi realizada no Laboratério de
Biologia Celular do Instituto de Ciéncias Ambientais, Quimicas e Farmacéuticas da
UNIFESP no municipio de Diadema, localizada a aproximadamente 3 h de

Pirassununga. Desta maneira foi utilizada uma estufa de transporte de embrides da
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Minitube®, na qual os CCOs foram transportados nos microtubos contendo meio
MIV coberto com 6leo mineral a 38,5 °C. Foram realizadas nove sessoes de PIV,
entretanto as réplicas 1, 2 e 7 foram descartadas do experimento devido a problemas

relacionados ao baixo desenvolvimento a blastocisto ou contaminacdo experimental.

Figura 15 — Figura esquematica dos diferentes grupos experimentais durante a MIV.

Estresse Térmico Termoneutralidade

0ng/mL 25 ng/mL 0 ng/mL 25 ng/mL 0 ng/mL 25 ng/mL 0ng/mL 25 ng/mL
IGF-I IGF-1 IGF-1 IGF-l IGF-l IGF-I IGF-I IGF-I

4.3.12.3 MATURACAO IN VITRO

O tempo de maturagdo in vitro teve inicio durante o transporte dos CCOs
de Pirassununga para Diadema (231 Km, aproximadamente 2 a 3 horas) . No
Laboratério de Biologia eular da UNIFESP grupos de 3 a 5 CCOs foram transferidos
para gotas de 25 puL de Meio MIV quimicamente semidefinido (TCM-199
bicarbonato suplementado com 6 mg/mL de BSA livre de acidos graxos, 50 pg/mL de
gentamicina, 0,2 mM de piruvato de sodio, 1 pg/mL de estradiol, 10 pg/mL de FSH e
10 pg/mL de LH) contendo 0 ou 25 ng/ml IGF-I sob 6leo mineral em atmosfera de
alta umidade, com 5% de CO; e 38,5 °C por 22-24 h.

4.3.12.4 FECUNDACAO IN VITRO

Os meios de cultura TALP (Tyrode’s albumin-lactate-pyruvate) utilizados
para purificagdo do sémen e fecundacdo foram preparados segundo PARRISH e
colaboradores (1988). Apods as 22-24 h de maturacdo, os CCOs foram lavados uma
vez em meio Pré FIV (solugdo TALP contendo 6 mg/mL de BSA livre de acidos
graxos, 50 pg/mL de gentamicina, 0,2 mM de piruvato de sddio). Em seguida, grupos
de 5 CCOs foram transferidos para gotas de 90 puL de meio de fecundagdo FIV
(solugdo TALP com 6 mg/mL de BSA livre de 4cidos graxos, 50 pug/mL de
gentamicina, 0,2 mM de piruvato de sédio, 17.500 USP/mL de heparina e 0,044
uL/mL de PHE (penicilamina 2 pM, hipotaurina 1 uM, epinefrina 0,25 pM). Uma

palheta de s€émen de cada sub espécie (Bos taurus e Bos indicus) foi descongelada
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durante 30 segundos a 37 °C e purificados em gradiente de Percoll (Percoll 90% e
Percoll 45%) pela centrifugagdo a 9.000 g por 5 minutos. Em seguida, o pellet
contendo os espermatozoides viaveis foi lavado por centrifugacdo em meio FIV a
9.000 g por 2,5 minutos. Os espermatozodides vidveis obtidos do sedimento apds a
centrifugacdo foram submetidos a avaliagdo de motilidade (lamina e laminula
aquecidas) e a concentragdo foi estabelecida em camara de Neubauer. Os odcitos
foram fecundados com 1 X 10° espermatozoides/mL de maneira espécie especifica

por 18 h.
4.3.2.5 CULTIVO IN VITRO

Passadas as oito horas destinadas a fecundagdo, grupos de 5 possiveis
zigotos foram transferidos para gotas de 15 pL de meio de cultura para embrido
(KSOM contendo 10% de SFB, 10 mg/mL de gentamicina e 5 pL/mL de aminoécidos
ndo essenciais 100x) sob 6leo mineral, a 38,5 °C em 5% de CO,. A porcentagem de
clivagem foi determinada no dia 3 e a porcentagem de embrides que desenvolveram

até o estagio de blastocisto foi determinada nos dias 7, 8 e 9 apos a fecundacgao.

4.3.2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram previamente avaliados quanto as premissas para andlise
de variancia (homogeneidade das variaveis e normalidade dos residuos) utilizando o
aplicativo GUIDED DATA ANALISYS do pacote estatistico SAS® (SAS, 1989). As
varidveis que ndo atenderam as premissas da analise de varidncia foram inicialmente
submetidas as transformacdes estatisticas (logaritmo na base 10 — Log;o X; Raiz
quadrada — RQ X; e arco-seno). Os dados ndo paramétricos (odcito grau III) foram
avaliados pelos testes Kruskal-Wallis e Wilcoxon. As medianas foram obtidas
utilizando o procedimento PROC MEANS do pacote estatistico SAS. Os dados
paramétricos foram submetidos a andlise de variancia pelo método dos quadrados
minimos para medidas repetidas no tempo utilizando o procedimento PROC GLM e
PROC MIXED do pacote estatistico SAS. O efeito de vaca incluso dentro de raca
(nested) foi considerado como fator aleatério e os demais efeitos principais foram
considerados fixos. As variaveis dependentes foram TR, TC, FR e FC, nlimero total
de odcitos, porcentagem de oocitos aspirados grau I a IV, porcentagem de clivagem,

porcentagem de blastocisto total. Para os parametros climaticos, pardmetros
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fisiologicos e dados de odcitos as varidveis independentes foram tratamento (TN e
ET), vaca, e raga (Nelore e Holandesa). Para os dados de clivagem e blastocisto as
varidveis independentes foram tratamento (TN e ET), raca (Nelore e Holandesa), e
IGF-I (0 e 25 ng/mL) ndo sendo possivel avaliar como medidas repetidas no tempo. O
modelo estatistico considerou os efeitos pricipais e todas as interagdes. Foi utilizado o
procedimento pdiff para estabelecer as comparagdes significativas entre médias. O
nivel de significancia de 5% ou menor que 0,05 foi indicativo de diferencas
estatisticas entre as varidveis independente para uma determinada variavel resposta.
Para nivel de significancia entre 0,05 e 0,1 considerou-se tendéncia estatistica entre as

varidveis comparadas.
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 FASE 1

Durante a Fase I ou periodo pré-experimental todos os animais foram
mantidos em termoneutralidade. Os parametros climaticos e fisiologicos foram

aferidos para caracterizagdo desta condicdo ambiental.

4.4.1.1 PARAMETROS CLIMATICOS — FASE I

Durante a fase I a TBS variou entre 15 + 0,43 °C a 25 + 0,43 °C, sendo 22
+ 0,30 °C a média do periodo (Figura 16). A UR manteve-se entre 55 + 1,43% a 90 +
1,00%, sendo 69 + 0,30% a média do periodo (Figura 17). A partir dos dados obtidos
de TBS e UR, calculou-se o ITU que variou de 57 + 0,50 a 76 + 0,50, sendo 68 + 0,44
a média do periodo (Figura 18). Segundo a classificagdo de ARMSTRONG (1994)
estes ITUs indicam que os animais permaneceram na de auséncia de estresse térmico

ao longo da fase I, alterando esta condicdo para estresse ameno somente dos dias 70 a

79.

Figura 16: Temperatura do bulbo seco das condicdes ambientais de Termoneutralidade
no decorrer da fase 1. Os resultados sio médias dos quadrados minimos + EPM.
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Figura 17: Umidade relativa do ar das condi¢coes ambientais de Termoneutralidade no
decorrer da fase 1. Os resultados sio médias dos quadrados minimos + EPM.
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Figura 18: Indice de tempertatura e umidade das condicdes ambientais de
Termoneutralidade no decorrer da fase I. Os resultados sdo médias dos quadrados
minimos + EPM.
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4.4.1.2 TEMPERATURA RETAL - FASE I

A TR (38,72 + 0,043 e 38,81 + 0,042 °C para as vacas Holandesas e
Nelores, respectivamente) ndo diferiu entre ragas durante a fase I. No entanto a TR
das vacas Nelores foi mais elevada nas mensuragdes 2 e¢ 5 e das vacas Holandesas
somente na mensuracdo 1 como demonstrado na Figura 19. A TR foi mais elevada
(p< 0,05) no periodo da tarde, idependente da raga (38,59 + 0,036 ¢ 38,94 + 0,035 °C

para manha e tarde respectivamente - Figura 20).
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Figura 19: Temperatura retal em vacas Holandesas e Nelores expostas a condi¢io
ambiental de Termoneutralidade no decorrer da fase I. Os resultados sio médias dos
quadrados minimos + EPM. *p<0,05.
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Figura 20: Temperatura retal em vacas Holandesas e Nelores expostas a condi¢io
ambiental de Termoneutralidade no decorrer da fase I. Os resultados sio médias dos
quadrados minimos + EPM. *p<0,05.
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4.4.1.3 TEMPERATURA CUTANEA - FASE I

A TC aumentou (p< 0,05) de 31,20 + 0,12 °C nas vacas Nelores para 31,93
+ 0,12 °C nas vacas Holandesas (Figura 21). Foi também observado efeito de periodo
na TC, sendo esta mais elevada no periodo da tarde (29,81 + 0,11 e 33,32 + 0,10 °C

para os periodos da manha e da tarde respectivamente; Figura 22).
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Figura 21: Temperatura cutinea em vacas Holandesas e Nelores expostas a condi¢do
ambiental de Termoneutralidade no decorrer da fase I. Os resultados sio médias dos
quadrados minimos + EPM. *p<0,05.
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Figura 22: Temperatura cutinea em vacas Holandesas e Nelores expostas a condi¢do
ambiental de Termoneutralidade nos periodos da manha e da tarde na fase I. Os
resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM. *p<0,05.
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4.4.2 FASE 11

4.4.2.1 PARAMETROS CLIMATICOS

Os parametros climaticos TBS (Figura 23) e UR (Figura 24) foram
mensurados com psicometros digitais durante a Fase II do experimento e utilizados
para o calculo do ITU (Figura 25) no ambiente TN e ET da camara climatica. A TBS
no grupo TN manteve-se entre 21,87 + 1,19 °C e 29,21 + 0,72 °C, sendo 25,68 + 0,39
°C a média do periodo (Figura 23); no grupo ET a TBS variou de 26,05 + 0,29 °C a
31,11 + 0,29 °C, sendo 28,50 + 0,24 °C a média do periodo (Figura 23). A UR no
grupo TN manteve-se entre 54,52 + 2,25% e 82,79 + 2,25%, sendo 69,36 + 1,44% a
média do periodo (Figura 24); no grupo ET a UR manteve-se entre 84,43 + 0,84% e
96,97 + 0,84%, sendo 93,96 + 0,49% a média do periodo (Figura 24). O ITU no grupo
TN variou de 69,09 + 0,8 a 79,29 + 0,8, sendo 74,00 + 0,53 a média do periodo
(Figura 25); no grupo ET o ITU manteve-se entre 78,27 + 0,46 e 87,05 + 0,46, sendo
82,39 + 0,42 a média do periodo (Figura 25). Segundo a classificacdo de
ARMSTRONG (1994) os animais do grupo TN permaneceram a maior parte do
periodo experimental sob uma condi¢do que variou de auséncia de estresse a estresse
ameno, enquanto que os animais do grupo ET permaneceram em condigdes de

estresse térmico durante todo o periodo.
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Figura 23: Temperatura do bulbo seco das condicdes ambientais de Termoneutralidade
e de Estresse Térmico no decorrer dos dias da fase II. Os resultados sio médias dos
quadrados minimos + EPM.
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Figura 24: Umidade Relativa das condicdes ambientais de Termoneutralidade e de
Estresse Térmico no decorrer dos dias da fase II. Os resultados sio médias dos
quadrados minimos + EPM.
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Figura 25: Indice de temperatura e umidade das condicdes ambientais de

Termoneutralidade e de Estresse Térmico no decorrer dos dias da fase II. Os resultados

sao médias dos quadrados minimos + EPM.
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4.4.2.2 PARAMETROS FISIOLOGICOS

A Tabela 4 apresenta o nivel de significancia referente aos parametros

fisiologicos temperatura cutanea (TC) e frequéncia respiratoria (FR) mesurados nos

periodos da manha (M) e tarde (T), temperatura retal (TR) e frequéncia cardiaca (FC)

mesurados no periodo da tarde (T) nos animais das ragas Holandesa e Nelore expostos

ao tratamentos TN e ET durante o Fase II do experimento.

Tabela 4 — Nivel de significincia para os parimetros fisiologicos (valores de p).

TR FRM FRT TCM

Raca 0,0413  <0,0001  <0,0001  0,4949
Tratamento (Trat)  0,0018  <0,0001  <0,0001 <0,0001
Vaca (raga) 0,0261 >1 >1 0,1761
Dia <0,0001  <0,0001  <0,0001 <0,0001
Racga x Trat 0,0287  <0,0001  0,0064  0,0027
Raga x Dia <0,0001  <0,0001  <0,0001 <0,0001
Trat x Dia <0,0001  <0,0001  <0,0001 <0,0001

Raca x Trat x Dia 0,0012  <0,0001 0,062  <0,0001

TCT
0,1887
<0,0001
0,0291
0,0116
0,5338
0,4426
0,0018
0,317

FC
0,0327
0,0007

>1

<0,0001
0,7992
0,0006

<0,0001
0,201

4.4.2.2.1 TEMPERATURA RETAL

O estresse térmico animal pode ser caracterizado pelo aumento da TR,

sendo este parametro o principal indicador de que o animal esta em hipertermia.



Experimento — Resultados 83

A exposicdo de vacas Holandesas ao estresse térmico controlado em
camara climatica por 28 dias aumentou (p< 0,05; Tabela 4) a TR de 39,05 + 0,10 °C
no grupo TN para 39,52 + 0,10 °C no grupo ET. O aumento de TR em vacas
Holandesas submetidas ao tratamento de ET foi primeiramente observado no dia 10
(p< 0,05) apds o inicio do tratamento e permaneceu de forma consistende do dia 14
até o dia 27 do periodo experimental (p< 0,05; Figura 26 e 28). Em contraste, nao
houve diferenga de TR (Tabela 4) em vacas da raca Nelore submetidas as mesmas
condigdes de tratamento (39,04 + 0,14 e 39,18 + 39,18 °C para os tratamentos TN e

ET, respectivamente) (Figura 27). A TR das Nelores ndo foi afetada pela variavel dia.

Figura 26: Temperatura retal em vacas Holandesas expostas as condicdées ambientais de
Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os resultados sio médias dos quadrados
minimos + EPM. *p<0,05.
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Figura 27: Temperatura retal em vacas Nelores expostas as condicdes ambientais de
Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os resultados sio médias dos quadrados
minimos + EPM. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 28: Temperatura retal em vacas Holandesas e Nelores expostas as condicdes
ambientais de Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os resultados sdo médias dos
quadrados minimos + EPM. *p< 0,05.
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4.4.2.2.2 FREQUENCIA RESPIRATORIA

O aumento da FR representa um importante mecanismo de termoregul¢do
ativado pelo animal a fim de manter a temperatura corporal constante. O padrao de
aumento da FR nos diferentes tratamentos foi similar entre os periodos da manha e

tarde, sendo apresentado apenas os dados referentes ao periodo da manha.
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A exposicdo de vacas Holandesas ao ET controlado em camara
climatica por 28 dias aumentou (p< 0,0001; Tabela 4) a FR de 27,66 + 1,04 mpm no
grupo TN para 62,24 + 1,04 mpm no grupo ET. O aumento da FR em vacas
Holandesas submetidas ao tratamento de ET foi observado do dia 1 até o dia 28 do
periodo experimental (p< 0,0001; Figura 29), sendo a FR das vacas Holandesas ET
mais elevada do que a FR de todos os demais tratamentos (Figura 32). De maneira
similar, a FR das vacas Nelores aumentou (p< 0,05; Tabela 4) de 21,23 + 1,47 mpm
no grupo TN para 37,38 + 1,47 mpm no grupo ET. O aumento de FR em vacas
Nelores submetidas ao tratamento de ET foi observado desde o dia 12 até o dia 28 do
periodo experimental (p< 0,05; Figura 30). O grupo Nelore TN teve a FR
consistentemente inferior (p< 0,05) aos demais tratamentos a partir do dia 14 do
periodo experimental (Figura 31). Apesar do aumento da FR ter sido observado tanto
nas vacas Holandesa e Nelores submetidas ao ET em cdmara climatica, a magnitude
deste aumento 62,24 + 1,47 e 37,38 + 1,47 mpm) foi mais acentuado para vacas

Holandesas do que Nelores respectivamente.

Figura 29: Frequéncia respiratéoria mensurada no periodo da manhd em vacas
Holandesas expostas as condi¢ées ambientais de Termoneutralidade e Estresse Térmico.
Os resultados sao médias dos quadrados minimos + EPM. *p< 0,05.
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Figura 30: Frequéncia respiratéria mensurada no periodo da manha em vacas Nelore
expostas as condicbes ambientais de Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os
resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM. *p< 0,05.
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Figura 31: Frequéncia respiratéoria mensurada no periodo da manhid em vacas
Holandesas e Nelores expostas as condicdes ambientais de Termoneutralidade e Estresse
Térmico. Os resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM. *p< 0,05.
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4.4.2.2.3 TEMPERATURA CUTANEA

A pele em bovinos tem papel importante na termorregulacdo corporal
quando o animal é exposto a altas temperaturas.

A exposicao de vacas Holandesas ao ET controlado em camara climatica
por 28 dias aumentou (p< 0,05; Tabela 4) a TC M de 29,20 + 0,53 °C no grupo TN
para 32,67 + 0,53 °C no grupo ET. O aumento da TC M em vacas Holandesas
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submetidas ao tratamento de ET foi observado desde o dia 1 até o dia 28 do periodo
experimental (p< 0,05; Figura 32), sendo a TC das vacas de ambas ragas submetidas
ET mais elevada do que a TC do tratamento TN (Figura 32). Ja no periodo da tarde a

TC dos animais do grupo TN foi semelhante aos animais do grupo ET.

Figura 32: Temperatura cutinea mensuda no periodo da manha em vacas Holandesas e
Nelores expostas as condicdes ambientais de Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os
resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM. *p< 0,05.
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4.4.2.2.4 FREQUENCIA CARDIACA

A FC aumentou (p< 0,05; Tabela 4) de 62,74 + 2,38 bpm no grupo TN
para 74,36 + 2,38 bpm no grupo ET. De maneira similar, a FC aumentou (p< 0,05;
Tabela 4) de 64,20 + 2,38 bpm nas vacas Holandesas para 72,90 + 2,38 bpm nas
vacas Nelores. O aumento de FC em vacas Holandesas submetidas ao tratamento de
ET foi observado desde o dia 11 até o dia 20 do periodo experimental (p< 0,05;
Figura 33). O aumento de FC em vacas Nelores submetidas ao tratamento de ET foi

observado desde o dia 11 até o dia 16 do periodo experimental (p< 0,05; Figura 34).
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Figura 33: Frequéncia cardiaca em vacas Holandesas expostas as condi¢cdes ambientais
de Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os resultados sio médias dos quadrados
minimos + EPM. *p< 0,05.
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Figura 34: Frequéncia cardiaca em vacas Nelores expostas as condicdes ambientais de
Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os resultados sio médias dos quadrados
minimos + EPM. *p< 0,05.
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4.4.2.2.5 PESO

Foram avaliados os pesos dos animais uma vez por semana durante o
periodo experimental (Fase II). Nao houve interacdo de raga x tratamento (p =
0,1792), porém pode-se notar uma perda de aproximadamente 100 Kg das Holandesas

ET e uma perda menos acentuada das Nelores expostas ao ET (Figura 35).
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Figura 35: Peso das vacas Holandesas e Nelores expostas as condicdes ambientais de
Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os resultados sio médias dos quadrados
minimos + EPM.
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4.4.2.2.6 COMPLEXO0S CUMULUS OOCITOS

A exposicdo das vacas Nelore ao ET reduziu (Tabela 5; p< 0,05) o
numero total de CCOs aspirados por vaca em relagdo ao grupo Nelore TN. De
maneira similar houve uma tendéncia do ET reduzir (p= 0,07) o numero toral de
CCOs aspirados por vaca Holandesa em relacdo as vacas Holandesas sob TN (Figura
36).

A porcentagem de CCOs grau I ndo foi afetada pela interacdo tratamento
X raca, portanto os dados foram agrupados (Tabela 5). A exposi¢cdo de vacas
Holandesas e Nelores ao ET em camara climatica reduziu (Tabela 5; p< 0,05) a
porcentagem de CCOs grau I independente de raga (Figura 37). O ET reduziu (p<
0,05) a porcentagem de CCOs grau II aspirados das vacas Holandesas em relacdo as
Nelores (Figura 38). Nao houve diferenca entre Nelore TN e ET na porcentagem de
CCOs grau 11, entretanto, houve uma tendéncia (p= 0,07) da taxa de CCOs Grau II ser
reduzida no grupo Holandesa ET em relacdo a Holandesa TN (Figura 38). O ET
aumentou (p< 0,05) a porcentagem de CCOs grau III em vacas Nelore em relagcdo ao
grupo TN. Nao houve diferenga na taxa de CCOs grau III entre os grupos Holandesa
ET e TN (Figura 39). A porcentagem de CCOs grau IV nao foi afetada por nenhuma
das varidveis avaliadas (Figura 40). Nesta etapa do estudo foram realizadas 9 réplicas

utilizando 143-312 od6citos por tratamento.
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Tabela 5 - Nivel de significincia referente ao nimero total de CCOs aspirados e a

porcentagem de CCOs grau I a IV (valores de p).
Grau I Graull Graulll GraulV Total

Tratamento (Trat) 0,0497 0,6152 - 0,2929 0,0455
Raca 0,6292 0,3918 - 0,2946 <0,0001
Trat x Raca 0,7447 0,0453 - 0,7652 0,0455

Figura 36: Numero total de CCOs aspirados de vacas Holandesas e Nelores expostas as
condicoes ambientais de Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os resultados sio
médias dos quadrados minimos + EPM. Letras diferentes sobrescritas em cada barra
representam diferenca significativa (p< 0,05). + Indica tendéncia (p<0,07).
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Figura 37: Porcentagem de CCOs grau I aspirados de vacas (Holandesas + Nelores)
expostas as condicoes ambientais de Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os
resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM. *p< 0,05.
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Figura 38: Porcentagem de CCOs grau II aspirados de vacas Holandesas e Nelores
expostas as condicbes ambientais de Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os
resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM. Letras diferentes sobrescritas em
cada barra representam diferenca significativa (p< 0,05). + Indica tendéncia (p<0,07).
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Figura 39: Porcentagem de CCOs grau III aspirados de vacas Holandesas e Nelores
expostas as condicoes ambientais de Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os
resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM. Letras diferentes sobrescritas em
cada barra representam diferenca significativa (p< 0,05).
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Figura 40: Porcentagem de CCOs grau IV aspirados de vacas Holandesas e Nelores
expostas as condicoes ambientais de Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os
resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM.
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4.4.2.2.7 BLASTOCISTOS

A Tabela 6 apresenta o nivel de significancia referente a porcentagem de
odcitos clivados e a porcentagem de blastocisto quando os dados foram analisados
utilizando o modelo estatistico completo incluindo todas as varidveis. A porcentagem
de oocitos clivados foi reduzida (p< 0,05) de 70,91 + 3,55% naqueles odcitos
aspirados de vacas Holandesas para 51,34 + 3,45% naqueles aspirados de Nelores
(Figura 41). A exposi¢do de vacas Nelores e Holandesas ao ET em camara climatica
também provocou redugdo (p< 0,05) na porcentagem de clivagem (67,79 + 3,35% e
54,46 + 3,64% para os grupos TN e ET, respectivamente; Figura 42), no entanto, esta
reducdo foi independente da raca. A producdo de blastocisto no dia 8 apods a
fecundacdo foi superior (p< 0,05) para os odcitos aspirados das vacas Holandesas
quando comparada aqueles aspirados de Nelores (11,09 +2,01% e 4,57 + 1,82% para
HPB e NEL, respectivamente; Figura 43).

Como a porcentagem de blastocisto ndo foi afetada por nehuma outra
variavel principal do modelo estatistico ou pela interag¢@o entre estas variaveis, optou-
se por realizar a andlise estatistica separadamente por raca. As Tabelas 7 e 8
demonstram os niveis de significancia referente a porcentagem de blastocisto quando

os dados foram analisados separadamente para cada raga.
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A exposi¢ao de vacas Nelores ao ET e a suplementacdo do meio MIV com
IGF-I ndo alterou a competéncia de desenvolvimento oocitaria (Tabela 7; Figuras 44 e
45), visto que a porcentagem de blastocisto nos dias 8 e 9 apds a fecundacao foi
similar entre os grupos. De mesma maneira a competéncia de desenvolvimento dos
odcitos aspirados das vacas Holandesas submetidas ao ET nao foi afetada pela
temperatura, visto que a porcentagem de blastocisto nos dias 8 e 9 apds a fecundagao
foi similar entre os grupos TN e ET. (Tabela 8; Figuras 44 e 45). No entanto, a
resposta do od6cito HPB ao aumento de temperatura foi modulada pelo IGF-I
(interagdo tratamento x IGF, p= 0,07). A adicdo de 25 ng/mL de IGF-I durante a MIV
ndo afetou o desenvolvimento a blastocisto dos oocitos do grupo TN (Tabela §;
Figuras 44 e 45). No entanto, esta dose de IGF-I aumentou (p< 0,05) a porcentagem
de odcitos do grupo ET que se desenvolveu ao estagio de blastocisto (Figura 44) e a
porcentagem de embrides clivados que atingiu o estagio de blastocisto no dia 9 apos a
fecundacao (Figura 45). Neste estudo foram realizadas 4 réplicas utilizando 74-123

odcitos por tratamento.

Tabela 6 - Nivel de significincia referente a porcentagem de odcitos clivados e a
porcentagem de blastocisto calculada a partir do niimero total de odcitos no dia 8 apés a
fecundacio. Modelo estatistico incluindo todas as variaveis.

Clivagem Blastocisto Dia 8
Raca 0,0003 0,0266
Tratatamento (Trat) 0,0102 0,3718
IGF 0,7399 0,1932
Dia 0,004 0,2422
Raga x Trat 0,8795 0,4307
Rac¢a x IGF 0,6372 0,4125
Trat x IGF 0,3752 0,5224
Raga x Trat x Dia 0,7965 0,9476

Tabela 7 - Nivel de significincia referente a porcentagem de blastocisto Nelore calculada
a partir do nimero total de oocitos (Pb8 e Pb9) e a partir do nimero de embrides
clivados (PbCliv 8 e 9) nos dias 8 e 9 ap6s a fecundacio. (valores de p).

Nelore Pb8 Pb9 PbCliv8 PbCliv9
Tratamento (Trat) 0,9195 0,5732 0,7470 0,5836
IGF 0,6478 0,9078 0,6801 0,6470
Dia 0,1986 0,3072 0,1716 0,1581
Dia x IGF 0,1863 0,4516 0,1255 0,2298
Trat x IGF 0,5285 0,9692 0,4699 0,9102

Dia x Trat 0,9203 0,8970 0,6218 0,8058
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Tabela 8 - Nivel de significincia referente a porcentagem blastocisto Holandes calculada
a partir do nimero total de oocitos (Pb8 e Pb9) e a partir do nimero de embrides
clivados (PbCliv 8 e 9) nos dias 8 e 9 ap6s a fecundacio. (valores de p).

Holandesa Pb8 Pb9 PbCliv8 PbCliv9
Tratamento (Trat) 0,7199 0,471 0,9078 0,7708
IGF 0,15 0,0159 0,1666 0,0192
Dia 0,0759 0,0247 0,1044 0,017
Dia x IGF 0,3836 0,0334 0,5686 0,0689
Trat x IGF 0,5021 0,1333 0,3647 0,0738

Figura 41: Porcentagem de clivagem de odcitos aspirados de vacas das racas Holandesa
e Nelore. Os resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM. *p<0,05.
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Figura 42: Porcentagem de clivagem de odcitos aspirados de vacas expostas as condi¢des
ambientais de Termoneutralidade e Estresse Térmico. Os resultados sdo médias dos
quadrados minimos + EPM. *p<0,05.
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Figura 43: Porcentagem de odcitos aspirados de vacas das racas Holandesa e Nelore que
atingiu o estigio de blastocisto no dia 8 apo6s a fecundagdo. Os resultados sdo as médias
dos quadrados minimos + EPM. *p< 0,05.
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Figura 44: Efeito do estresse térmico e do IGF-I na porcentagem de o6citos aspirados de
vacas Nelores e Holandesas que atingiu o estigio de blastocisto no dia 9 apés a
fecundacio. Os resultados sio as médias dos quadrados minimos + EPM. Letras
diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenca significativa (p< 0,05).
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Figura 45: Efeito do estresse térmico e do IGF-I na porcentagem de embrides Nelore e
Holandés que atingiu o estagio de blastocisto no dia 9 apés a fecundacfo. Os resultados
sdo as médias dos quadrados minimos + EPM. Letras diferentes sobrescritas em cada
barra representam diferenca significativa (p< 0,05).
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4.3 DISCUSSAO

Dentre todos os parametros fisiologicos que podem ser observados para
avaliagdo de estresse térmico em bovinos, a temperatura retal ¢ o mais importante e
indicativa de estresse (HANSEN, 2005), pois seu acréscimo indica falha ou
esgotamento dos mecanismos de termoregulacdo (MOTA, 1997). No decorrer da fase
I a temperatura retal variou entre o periodo da manha e da tarde, variacdo esta que,
segundo Feitosa (2008), esta adequada aos padrdes de normalidade da temperatura
retal de bovinos, entre 37,8 € 39,2 °C.

O ITU ¢ o indice mais comumente usado para estimar a magnitude do
estresse térmico em gado Bos taurus leiteiro (BIANCA, 1962; FUQUAY, 1981;
ARMSTRONG, 1994; GARCIA-ISPIERTO, et al., 2007). O valores criticos ITU para
considerar que uma fémea Bos taurus em lactagdo estd em estresse térmico ¢ 72
(ARMSTRONG, 1994), Porém, ¢ importante enfatizar que as fémeass utilizadas neste
experimento, Nelores ou Holandesas, ndo estavam em lactacdo, o que diminui a
producao de calor endogeno por diminuicdo do metabolismo, favorecendo a
termoregulacdo e por consequéncia a manutengdo do conforto térmico (LOPEZ et al.,
2004, SARTORI et al. 2004; WILTBANK et al., 2006). Quando calculado o ITU da
fase I nota-se que o mesmo variou de 57 a 76 durante todo o periodo, indicando que
0s animais estavam na maior parte do tempo em uma condi¢do ambiental de conforto
térmico com periodos limitrofes de estresse moderado.

Durante a fase Il do experimento foram mensurados a TBS e UR, e
calculado o ITU da camara climatica e do ambiente no qual estavam os animais do
grupo TN. A média calculada do ITU no grupo TN permaneceu limitrofe na tabela
utilizada por Armstrong (1994), entre auséncia de estresse e estresse ameno. Ja no
interior da camara climatica o ITU oscilou dentro da classificagao de estresse térmico
moderado, tendo alguns picos proximos a classificacdo de estresse térmico severo. A
TBS e UR propostas para este experimento, segundo a tabela de Armstrong (1994),
classificaria o ITU como estresse térmico severo. No entanto, no presente estudo,
devido ao deslocamento diario dos animais dentro camara, o psicometro foi instalado
em um local fora de alcance das vacas, proximo ao local onde estavam os
umidificadores. Tal posi¢do pode ter provocado uma reducdo na temperatura e
aumento da UR local, causando resfriamento direto do psicometro. A cémara

climatica possuia também um psicOometro proprio, porém sem a capacidade de
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armazenamento de dados. Este aparelho fazia o controle da temperatura e UR num
ponto central da camara climatica, demonstrando em tempo real que os pardmetros
foram mantidos como estipulado.

A permanéncia dos animais por 28 dias na camara climatica em condigdes
de estresse térmico aumentou a temperatura retal das vacas Holandesas no decorrer da
fase 11, enquanto que no grupo TN a temperatura retal de ambas racas nio sofreu
alteracdo. Este aumento ndo foi observado nas vacas Nelores, como descrito
anteriormente (ADEYEMO et al.,1979; HAMMOND et al, 1996,1998). Em
experimento sazonal na Florida, EUA, Hammond e colaboradores (1996, 1998)
demonstraram diferenca entre a temperatura retal de animais Brahman e Angus (40,9
e 40,0° C, respectivamente) durante o verdo. Neste experimento, a temperatura retal
das vacas Brahman ndo foi superior a 40 °C em nenhuma das esta¢des. Al-Katanani e
colaboradores (2002) realizaram outro experimento sazonal na Florida, EUA, com
vacas Holandesas ndo lactantes e observaram aumento de 1,1 °C na temperatura retal
das vacas durante o verdo em relacdo ao inverno, proximo ao encontrado no presente
estudo, durante a fase II de 1,3 °C na temperatura retal das vacas Holandesas ET em
relagdo as TN. Durante o verdo Srikandakumar e Johnson (2004) realizaram
experimento em Oma (ITU de 93 + 3,1; TBS 35,6 a 43,98 °C; UR 35 a 95%) no qual
demonstraram que vacas Bos indicus lactantes apresentaram aumento da temperatura
retal inferior aquele apresentado por vacas Bos taurus lactantes (0,38 °C e 0,7 °C
respectivamente). Esses estudos demonstram que vacas Bos taurus sdo mais sensiveis
ao incremento de temperatura ambiental do que vacas Bos indicus, corroborando com
os resulados aqui apresentados.

Segundo Lemerle e Goddard (1986), a temperatura retal de vacas Bos
taurus em lactagdo comega a aumentar de forma significativa quando o ITU
ultrapassa 80. No decorrer da fase II observou-se que o valor minimo do ITU
correspondente a um aumento da temperatura retal foi acima de 81. Porém como as
vacas Holandesas estavam vazias e ndo lactantes, pode-se supor que estas vacas
conseguiram manter a termorregulacao a temperaturas mais elevadas.

No presente experimento houve aumento da frequéncia respiratdria nos
animais termicamente estressados quando comparado ao controle TN. As Holandesas
do grupo estresse térmico foram as que apresentaram maior incremento em relagdo a
todos os outros grupos. O animal exposto a condi¢do ambiental de estresse térmico

sofre alteracdes fisiologicas visando aumentar a dissipacdo de calor para o ambiente e
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manter a temperatura corporal constante. Ocorre primeiramente a vasodilatagdo
periférica, seguida por sudagdo e aumento da freqiiéncia respiratdria, que € o primeiro
sinal visual do estresse térmico (MARTELLO, 2004).

O aumento da frequéncia respiratéria nas Holandesas foi observado no
primeiro dia, quando o ITU estava 10 pontos acima no grupo ET em relacdo ao grupo
TN, confirmando o que foi obervado com Lemerle e Goddard, 1986. O aumento da
FR pelo estresse térmico ja foi relatado por outros pesquisadores (WEST, 2002,
COPPOCK et al., 1982) e ocorre juntamente com a queda da porcentagem do didxido
de carbono e do bicarbonato no sangue venoso (BEATTY et al. 2006). No animal
exposto a temperaturas acima de 30 °C a troca de calor pela respiragdo ¢ de
aproximadamente 15% da perda total (MAIA et al, 2005). Normalmente, em
termoneutralidade, bovinos apresentam uma frequéncia respiratéria de 12 a 36
movimentos por minuto (SMITH, 1993), sendo uma média de 15 e 35 movimentos
por minuto em Bos indicus e Bos taurus respectivamente (CARVALHO et al., 1995)
e em estresse térmico de 80 (TORRES-JUNIOR et al., 2008) a 126 movimentos por
minuto (BEATTY et al., 2006). As FR mensuradas no presente estudo aproximaram-
se do relatado na literatura. Foi observado também uma queda da média da FR ao
final do experimento, observado na interagdo Tratamento x Raga x Dia, corroborando
com outros autores (BEATTY et al., 2006; TORRES-JUNIOR et al., 2008), no qual
eles especulam uma possivel adaptacdo das fémeas ao estresse térmico.

A pele em bovinos tem papel importante também na termorregulacdo
corporal quando o animal ¢ exposto a altas temperaturas, uma vez que a perda de
calor por evaporagdo cutanea ¢ responsavel por 20 a 30% da perda total de calor,
podendo chegar a 85% (MAIA et al., 2005). Porém a perda através da pele depende
ndo s6 de outras varidveis como a temperatura, mas também de umidade e vento
ambiente (CUNNINGHAM e KLEIN, 2008). Para que ocorra a troca de temperatura
corporal com o ambiente de maneira efetiva, deve ocorrer uma rapida redistribui¢ao
do sangue (KAMIJO et al., 2005), aumentando o fluxo sanguineo periférico, ou seja,
na pele (CHOSHNIAK et al., 1982). Os resultados obtidos no presente experimento
corroboram com os supracitados, visto que as temperaturas cutaneas foram superiores
nas fémeas expostas ao estresse térmico, independente da raca, no periodo da manha.
Quando comparamos as ragas € os tratamentos no periodo da tarde, ndo foram
encontradas diferengas significativas ao longo do periodo do experimento. Este fato

pode indicar que os animais em termoneutralidade, apesar de ndo apresentarem sinais
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de hipertermia, ativaram mecanismos termoregulatorios durante a tarde. Assim, como
observado nas frequéncias respiratorias, o aumento do ITU nos primeiros dias ja
aumentou a temperatura cutanea.

No presente estudo o aumento da frequéncia cardiaca observado nas vacas
Holandesas expostas ao estresse térmico vai contra alguns relatos na literatura. Neste
estudos o estresse térmico causou reducdo da FC devido a vasodilatacdo periférica
associada a troca de calor para o ambiente (KIBLER e BRODY, 1951, SINGH e
NEWTON, 1978, BEATTY et al., 2005). No entanto, Terui e colaboradores (1979) e
KABUGA (1992) demonstraram um aumento da frequéncia cardiaca em animais
submetidos ao estresse térmico. Segundo estes autores, o aumento na FC foi
consequéncia de ndo haver um periodo de adaptacdo ao calor que os animais em
experimento foram expostos subtamente a temperatura elevada de estresse. Assim
pode-se concluir que o tempo de exposi¢do a altas temperaturas ¢ essencial para a
adaptacdo dos animais ao calor, e que a mudanca brusca de temperatura ndo permite
ao animal se adaptar, levando ao aumento da frequéncia cardiaca.

Ao final deste experimento foram aspirados um total de 823 CCOs, sendo
312 CCOs do grupo Nelore TN, 143 CCOs de Holandesa TN, 225 CCOs de Nelore
ET e 143 CCOs de Holandesas ET. O estresse térmico reduziu o nimero total de
odcitos aspirados das vacas Nelores (11,56 + 1,23 para 8,33 + 1,23 odcitos/sessdao de
OPU) e tendeu a reduzir nas vacas Holandesas (8,66 + 1,23 para 5,41 + 1,23
odcitos/sessdo de OPU). Estes dados também foram observados por outros autores.
Ferreira e colaboradores (2011) relataram em experimento sazonal, a queda do
numero total de odcitos aspirados e total de odcitos vidveis de vacas Holandesas no
pico da lactagdo durante verdo. Surpreendentemente, vacas Nelore e Holandesas
apresentaram o mesmo nimero de oocitos recuperados, resultado este que vai contra a
relatos na literatura (BURATINI et al., 2000; ALVARES et al., 2000; BO et al., 2003;
CARVALHO et al., 2008).

O estresse térmico reduziu a porcentagem de CCOs grau I independente
de raga. Rocha e colaboradores (1997) observaram efeito proximo do estresse térmico
sazonal na qualidade de odcitos de vacas Bos taurus reduzindo a porcentagem de
odcitos graus I e II. A auséncia de efeito de raga na porcentagem de CCOs grau I pode
indicar que o estresse térmico provoca efeito deleterio na foliculogenese independente
da raca. Fato este ainda ndo encotrado na literatura referente a avaliagdo morfologica.

Os relatos encontrados apontam efeito deletério do estresse térmico na recuperagao de
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odcitos pds OPU e na competéncia oocitaria (ROTH et al., 2001; ROTH e HANSEN,
2005; ROTH, 2008; GENDELMAN et al., 2010).

Quando observado a porcentagem de CCOs grau II nota-se efeito do
estresse térmico em CCOs do grupo de vacas Holandesas quando comparadas ao
mesmo tratamento em vacas Nelores, ndo observado a mesma diferenca no grupo TN.

Houve novamente efeito do estresse térmico, aumentando a porcentagem
de CCOs grau III do grupo Nelore quando comparado aos grupos TN. Nao houve
efeito de raga ou do estresse térmico na porcentagem de CCOs grau IV.

Ja foi demonstrado que o estresse térmico prejudica a competéncia do
odcito desde os estagios iniciais da foliculogénese, promovendo a ovulagdo de odcitos
com baixa qualidade (ROTH et al., 2001). Quando odcitos de vacas Holandesas foram
colhidos durante o verdo, mesmo depois de selecionados em vidveis e ndo viaveis,
houve redug¢do no desenvolvimento a blastocisto (FERREIRA et al, 2011) e
consequentemente reduzindo o a taxa de implantacdo e desenvolvimento embrionario
(FABIAN et al, 2005). Al-Katanani e colaboradores (2002) demonstraram o efeito do
estresse térmico sazonal em oocitos de vacas Holandesas, reduzindo a competéncia
oocitaria.

No presente experimento quando analisado a porcentagem de odcitos
aspirados que clivaram no dia 3 pds fecundagdo, pode-se notar efeito de raca, tendo as
vacas da raca HPB uma porcentagem de oocitos clivados maior do que as vacas da
raca NEL; este efeito pode ser associado ao fato das vacas HPB serem de alto padrdo
genético; fato este que serd discutido com os resultados de blastocisto. O efeito
negativo do estresse térmico na porcentagem de odcitos clivados esta de acordo com
alguns autores (ROCHA et al., 1997; AL-KATANANI et al, 2002; Gendelman et al.,
2010; Gendelman; Roth, 2011). Nestes estudo o estresse térmico reduziu a taxa de
clivagem de 2 para 4 células e reduziu a propor¢cdo de embrides clivados que se
desenvolveram até o estdgio de blastocisto. Com estes resultados, os autores
demonstraram que a exposi¢do de odcitos em estagio de vesicula germinativa ao
estresse térmico interfere na expressdo de RNAm materno antes e depois da ativagao
do genoma embrionario.

No entanto, os efeitos do estresse térmico na clivagem ¢ contraditério.
Nos experimentos conduzidos por Rivera e colaboradores (1999) ao longo do ano
com FIV de odcitos oriundos de vacas de abatedouro ndo foi observado efeito do

estresse térmico nos meses de verdo. Ferreira e colaboradores (2011) em experimento
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com vacas Holandesas ndo obsevou efeito do estresse térmico sazonal na
porcentagem de odcitos clivados. Rivera e colaboradores (2000) também relataram
que ndo houve efeito do estresse térmico sazonal na clivagem de odcitos oriundos de
abatedouro. Porém ha relatos (Rocha, 1998; Roth, 2004; Roth, 2005; LIMA, 2012) de
que efeito de temperaturas elevadas, seja no decorrer do periodo do verdo ou dutante a
maturacdo in vitro, reduzem a porcentagem clivagem de odcitos.

As porcentagens de clivagem deste experimento estdo proximas daqueles
encontrados em experimentos com OPU. Em experimento realizado em vacas
japonesas Wagyu (Bos taurus) a taxa de clivagem de odcitos aspirados pela técnica de
OPU foi 56,5 + 3,8% (TAKUMA et al., 2010). em experimento com vacas B0S
indicus, Su (2012) demonstrou uma taxa de clivagem de odcitos aspirados de 63,3 +
2,6%, Ramos e colaboradores (2007) obtiveram taxas de 46,11% de clivagem de
odcitos aspirados de vacas da raca Gir, Torres-Junior (2006) nesta mesma raga
conseguiu taxas de 71,3% em vacas termoneutras e 61,2% em vacas estressadas
térmicamente. Roth e colaboradores (2001) submeteram vacas Holandesas a
aspiracdo folicular ao longo do ano e durante o verdo a taxa de clivagem foi
aproximadamente 40% e 75% durante os meses de outono e inverno. A adi¢cao de 25
ng/mL de IGF-I durante a maturag@o in vitro de odcitos bovinos nio alterou a taxa de
clivagem. De maneira similar Lima (2012) demonstrou que a adi¢do de 12,5 e 100
ng/mL de IGF durante a maturacdo de odcitos em vesicula germinativa ndo afetou a
taxa de clivagem. Porém quando expostos ao choque térmico, houve reducdo da
clivagem assim como achados no presente estudo. Zhandi e colaboradores (2009)
também suplementaram o meio de maturacdo com 100 ng/mL de IGF-I e nao
obsevaram efeito na taxa de clivagem.

A producdo de blastocisto foi marcada por diferencas entre ragas, sendo
maior para os oocito de Holandesas do que de Nelores. Estes dados ndo corroboram
com relatos na literatura que reportam menor producdo de blastocistos em racas
taurinas quando comparadas, temporalmente, as representantes zebuinas (GIMENES,
2010). Ireland e colaboradores (2008) relataram que a populagdo de foliculos antrais
no ovario de vacas esta associado com uma variedade de medidas de fertilidade, entre
elas a taxa de recuperacdo oocitaria apés OPU e consequente produgdo de embrides in
vitro, independente da raga ou idade da fémea bovina. Além disso, apesar da
populacdo antral ser altalmente varidvel entre individuos bovinos, ela ¢ altamente

hereditaria (IRELAND et al., 2007), o que torna essa caracteristica um fator de
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selecdo desejavel. Como discutido anteriormente, a superioridade genética das vacas
HPB podem ter superavaliado os resultados quando comparados aos resultados da
raca NEL. Por essa razdo, a fim de remover o efeito selecdo genética do modelo,
foram realizadas duas andlises estatisticas, uma para cada raga.

A exposi¢do das vacas Nelores ao estresse térmico ambiental ndo resultou
em hipertermia destes animais e também ndo afetou a competéncia de
desenvolvimento oocitaria. Sabe-se que as vacas Bos indicus possuem maior
termotolerancia do que vacas Bos taurus e que os embrides sdo mais resistentes ao
choque térmico em vacas Bos indicus do que aqueles de Bos taurus (PAULA-LOPES
et al., 2003; SATRAPA, 2011). Nao houve efeito do IGF-I na taxa de clivagem ou de
blastocisto de oocitos aspirados da vacas NEL em ambos os tratamentos com
temperatura. Considerando que oocitos de vacas da raca NEL apresentam maior
expressdao génica de enzimas proteoliticas para IGFBPs e menor expressao génica de
receptores para IGF-I quando comparados a odcitos de vacas HPB (SATRAPA et al,
2013), pode-se aludir que a concentra¢ao de IGF-I no meio de maturagdo dos oocitos
das vacas estaria aumentando muito a concentragdo 6tima de IGF-I para estes odcitos.
Além disso, a maior concetragdo de IGF-I disponivel ao oocito de Bos indicus que
pode lhe conferir a maior termotolernacia quando comparadas a vacas Bos taurus.

A exposicdo de vacas Holandesas a condi¢do de estresse térmico resultou
em hipertermia destes animais, porém ndo afetou a competéncia de desenvolvimento
oocitaria. Este resultado vai contra dados encontrados na literatura, nos quais
demonstram que odcitos de vacas Holandesas tendem a ter um decréscimo no
desenvolvimento a blastocisto durante o verdo (AL-KARANANI et al, 2002;
FERREIRA et al., 2011). Os resultados aqui expostos podem ser explanados devido a
baixa quantidade de replicatas utilizadas, ndo sendo sufiente para gerar uma diferencga
estatistica.

A concetracdo de 25 ng/mL de IGF-I na maturagdo dos CCOs aspirados
das vacas HPB conseguiu reverter de maneira significativa os efeitos do ET no dia 9
p6s fecundacdo. J&4 foi demonstrado que odcitos imaturos de vacas Holandesas
possuem maior expressao génica para receptores do IGF-I e IGF-II e menor expressao
génica das enzimas proteoliticas para IGFBPs quando comparados aos odcitos de
vacas Nelore (SATRAPA, 2011). A concentragdo plasmatica de IGF-1 estd
intimamente ligada ao consumo alimentar, assim vacas produtoras de leite quando

expostas ao ET reduzem o consumo de matéria seca, reduzindo os niveis circulantes
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de glicose, insulina e consequentemente de IGF-I (DE RENSIS e SCARAMUZZI,
2003). Assim pode-se explicar o efeito do ET em vacas de alta produgdo, pois o
aumento da temperatura e deslocamento de nutrientes como glicose para o leite
reduzem a concetra¢ao de IGF-I disponivel.

E sabido que taxas de blastocistos de odcitos oriundos de abatedouro sdo
maiores que aqueleas obtidos a partir de OPU (MERTON et al, 2003). Em
experimentos com OPU de Bos taurus a taxa de blastocisto por odcitos aspirado em
vacas japonesas Wagyu foi de 56,5 + 3,8%, Roth e colaboradores (2001) durante o
verdo obtiveram taxas de aproximadamente 3% de blastocistos de vacas HPB, Satrapa
(2011) obteve taxas de 20,1% em oocitos TN e 15,5% em odcitos em ET. No presente
estudo, as taxas de blastocistos foram proximas de 5%, este resultado deve-se
provavelmente ao fato do uso de todos os CCOs para a PIV, sem sele¢do, uma vez
que o tratamento temperatura era in Vivo e a selegdo poderia mascarar resultados de

oocitos danificados.
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4.4 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos e sob as condi¢cdes impostas para este

experimento pode-se concluir que:

I — Vacas Bos taurus foram mais susceptiveis ao ET induzido em camara climatica
quando comparadas as vacas Bos indicus;

IT — O ET induzido em camara climatica provocou alteragdes fisiologicas em ambas
as ragas, porém de forma mais acentuada em animais Bos taurus;

III — A temperatura cutdnea assim como a frequéncia respiratoria podem indicar a
tentativa do animal de termorregular antes de entrar em estresse térmico;

IV — O ET induzido comprometeu o nimero de CCOs aspirados e reduziu a
porcentagem de CCOs grau I em ambas as ragas, também reduziu a porcentagem de
CCOs grau Il nas HPB e aumentou a porcentagem de CCOs grau I1I nas NEL;

V — O ET induzido em camara climatica reduziu a clivagem no dia 3 p6s fecundagao
independente da raga;

VI — A dose de 25 ng/mL de IGF-I adicionado no meio MIV semidefinido apresentou
melhor a¢do na maturacdo de odcitos de HPB termicamente estressados do que em

aos oocitos de NEL sob as mesmas condigoes.
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Figura 46 — Categorias de ITU. Figura baseada na classificacio de Armstrong, 1994
Umidade Relativa (%)
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Figura 47 — Indice de temperatura e umidade (ITU) calculado com base nos dados da estacio meteorolégica do campus da USP em Pirassununga (

jan-08 até Dez-11).
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Figura 48 — Umidade relativa do ar coletada da estacio meteorologica do campus da USP em Pirassununga ( jan-08 até Dez-11).
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Figura 49 —Temperatura do bulbo seco (TBS) coletada da estacio meteorologica do
campus da USP em Pirassununga ( jan-08 até Dez-11).

Analise Temperatura Pirassununga (Janeiro 2008 até
Dezembro 2011)
Verdo  Outono Inverno  Primavera

Figura 50 — Temperatura do bulbo seco mixima e minima mensal em Pirassununga
(2008 a 2011).
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Figura 51 — Temperatura do bulbo seco diaria durante o periodo experimental em
Pirassununga nas condi¢cdées ambientais de Termoneutralidade. Os resultados sdo
médias dos quadrados minimos + EPM.
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Figura 52 — Umidade relativa do ar didria durante o periodo experimental em
Pirassununga nas condi¢cées ambientais de Termoneutralidade. Os resultados sdo
médias dos quadrados minimos + EPM.
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Figura 53 — Temperatura do bulbo seco por hora durante o periodo experimental em
Pirassununga nas condi¢cdées ambientais de Termoneutralidade. Os resultados sdo
médias dos quadrados minimos + EPM.
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Figura 54 — Umidade relativa do ar por hora durante o periodo experimental em
Pirassununga nas condi¢cdées ambientais de Termoneutralidade. Os resultados sdo
médias dos quadrados minimos + EPM.
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