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RESUMO

FERREIRA, R. M.A baixa fertilidade de vacas HolandesasB( taurus) repetidoras de
servico durante o estresse térmico esta relacionadasua baixa competéncia oocitaria
[The low fertility of repeat-breeder HolsteiB.(taurug cows during summer heat stress is
related to a low oocyte competence]. 2012. 14G§eT(Doutorado em Ciéncias) - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidadesdo Paulo, Sdo Paulo, 2012.

O objetivo desse estudo foi avaliar se a baixditlxtle de vacas Holandesas repetidoras de
servico [RS; comparativamente a novilhas (NOV) eaggoroximas ao pico de lactacao (PL)]
esta associada com comprometimento da qualidad&@ce se esta condicdo € agravada
pelo estresse térmico. FEmeas das trés categoras fratadas com o mesmo protocolo de
sincronizacdo da emergéncia de onda folicular. €dias apds o inicio do protocolopaum
pick-up (OPU) foi realizada e foram avaliados (Capitul@pC1) o nimero de foliculos
ovarianos, de o0citos totais e viaveis, temperatatal (TR), temperatura de superficie
cutdnea (TC) e frequéncia respiratéria (FR). Osito®cviaveis foram utilizados para a
producaoin vitro de embrides (Cap. 2) e avaliagdes biomolecula@ap.(3). No Cap. 2,
foram avaliados o desenvolvimento embriondtimxa de clivagem, de blastocisto e de
ecloséo) e a qualidade dos embrides produzidosgmide células e frequéncia de nucleos
fragmentados). No Cap. 3, realizou-se a extraca®RM@ e DNA de parte dos odcitos
coletados para a quantificacdo relativa e absall@aDNA mitocondrial (mtDNA) e a
avaliacdo da expressdo de genes relacionados dagda/transcricio do mtDNA
(PPARGC1A, NRF1, POLG, POLGPFAM e MT-CQOYJ), a apoptoseBAX, BCL2eITM2B) e

ao estresse termicelEP90AAle HSPA1AB. No Cap. 4, a taxa de concepcéao apos IATF foi
avaliada em ambas as estacdes do ano e nas e@srizd quando o0 mesmo protocolo de
sincronizagao para IATF e a mesma partida de séonam utilizados. No Cap. 1, vacas RS e
PL aumentaram sua FR e TR no verdo em relacdovamm P<0,0001), enquanto as NOV
mantiveram essas variaveis constantes em ambasta®es. Nas trés categorias houve
aumento P<0,0001) da TC no verao, mas esta sempre foi sup@x0,001) em vacas RS e
PL do que nas NOV, independente da estacdo. O pudeefoliculos e de odcitos totais e
viaveis declinou nas RS e PL durante o verdo, mdotse semelhante em NOV em ambas as
estacdes. No Cap. 2, a taxa de clivagem foi semigllentre categorias e estacdes. Ja a taxa
de blastocisto foi reduzida no verao nas trés cai@g) sendo essa queda mais acentuada nas
RS. A taxa de eclosdo e o numero de células dagtoblatos foram menores no veréo

(independente de categoria). Menor niumero de &faiabservado em embrides de RS e PL



(independente da estacao). Além disso, a porcentdgenucleos fragmentados foi maior nos
blastocistos das RS no verdo. No Cap. 3, a exweds&f M2B e BAX foi maior em RS
durante o verdo. Ainda, detectaram-se indiciostidagio de mecanismos pro-apoptoticos
nos oocitos de RS (maior relac@®AX/BCL-3 comparadas a PL e de mecanismos
compensatorios da deficiéncia da fungdo mitocoh@manor conteddo de mtDNA e maior
expressdo déPARGCC]1 NRF1 TFAM, POLG e POLG2 nas RS durante o verao em
relacdo as demais categorias. No Cap. 4, menordax@ncepcao foi observada em RS e
durante o verdo. Os resultados geram evidénciagiele® baixo desempenho reprodutivo de
vacas RS durante o verdo deva estar relacionadgoraprometimento da qualidade de seus
odcitos, demonstrado pelo seu reduzido conteudmt®NA e elevada expressdo de genes
relacionados a replicacao/transcricio do mtDNA, pagse e sintese de chaperonas,

culminado em baixa taxa de blastocisto e alta feagatdo nuclear destes.

Palavras-chave: Fertilidade. Estresse térmico. tRiEpas de servico. Qualidade oocitaria.

DNA mitocondrial.



ABSTRACT

FERREIRA, R. M.The low fertility of repeat-breeder Holstein B. taurus) cows during
summer heat stress is related to a low oocyte contpace.[A baixa fertilidade de vacas
Holandesas (Bos taurus) repetidoras de servicanthumestresse térmico esta relacionada a
sua baixa competéncia oocitaria]. 2012. 140 f. TBseitorado em Ciéncias) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade ée Baulo, Sdo Paulo, 2012.

The aims of the present study were to evaluatelvehébwer fertility of repeat-breeder (RB)
Holstein cows [compared to peak lactation cows (Bhdl heifers (H)] is associated with
oocyte quality and whether this condition is aggtad by summer heat stress. Females of the
three categories were treated with same protocolsymchronization of follicular wave
emergence during summer and winter. Five days #fteprotocol onset, thevum pick-up
(OPU) was performed. The following variables wexaleated in Chapter 1: number of
ovarian follicles before OPU, number of total aridble oocytes, rectal temperature (RT),
cutaneous temperature (CT) and respiration ratg.(RRble oocytes were sent for vitro
embryo production (Chapter 2) and bimolecular eatadm (Chapter 3). In Chapter 2, embryo
development (rates of cleavage, blastocyst anchimafcand quality (total number of nuclei
and frequency of nuclear fragmentation) were asseds Chapter 3, part of the oocytes were
subjected to DNA and RNA extraction to allow relatiand absolute quantification of
mitochondrial DNA (mtDNA), and the evaluation ofetltexpression of genes related to
MtDNA replication/transcriptionRPARGC1A, NRF1, POLG, POLGPFAM andMT-COJ),
apoptosis BAX, BCL2 andTM2B) and heat stres$iEP90AAle HSPA1AB. In Chapter 4,
RB, PL and H were subjected to same protocol fweditime Al using the same batch of
semen of a single sire in order to evaluate th&t Buring summer and winter. In Chapter 1,
RB and PL had increaseB<0.0001) RR and RT during summer compared to wintéile

H maintained similar RR and RT in both seasonsw@s$ greaterR<0.0001) during summer
than winter in all categories, but it was alwayghler £<0.001) in RB and PL than H,
regardless of season. The numbers of folliclestatad and viable oocytes were lower in RB
and PL during summer than winter, and maintainatlstin H in both seasons. In Chapter 2,
cleavage rate was similar among categories andeleetwweasons. However, blastocyst rate
was invariably reduced during summer, but more @uoed in RB. Hatching rate and the
total number of nuclei were decreased during summegardless of category. Lower number
of nuclei was observed in RB and PL embryos contpaoeH, regardless of the season.

Furthermore, the percentage of fragmented nuclsi gvaater in RB blastocysts during the



summer. In Chapter 3, expressiond¥12B andBAX were greater in RB oocytes collected
during summer. Also, the activation of pro-apomatechanisms (great&AX/BCL2ratio)
was suggested in RB heat stressed-oocytes compaitedPL. Activation of compensatory
mechanisms of deficient mitochondrial function (lowmber of copies of mtDNA and
increased expression BPARGCC1NRF], TFAM, POLG andPOLG2 were also observed
in RB heat stressed-oocytes compared with PL arnd Bharpter 4, lower P/Al was observed
in RB and under summer heat stress. These datadpravidences that the lower
reproduction performance observed in RB during k&ass may be due to impaired oocyte
quality, as shown by their reduced mtDNA conterd apregulation of several genes related
to mtDNA replication/transcription, apoptosis anfthperones synthesis, resulting in lower

blastocyst rate and higher nuclear fragmentaticenabryos.

Keywords: Fertility. Heat stress. Repeat breedecy@ quality. Mitochondrial DNA.
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1 INTRODUCAO

O acelerado crescimento populacional humano esténgde constantes preocupacdoes
referentes ao fornecimento de alimento em adegpantrcdo. Nesse contexto, a expansao
do agronegdcio se destaca como ponto chave naigésotlesse problema. Na pecuéria, a
maximizacdo da producdo de carne e leite estaantente ligada a eficiéncia reprodutiva
dos rebanhos, justificando o aumento de pesquisasiahadas a esta area. No entanto,
apesar da grande evolucdo das técnicas de repoodasitida, algumas variaveis de ordem
biolégica e ambiental ainda sdo barreiras impogtargue se interpdem ao desempenho
reprodutivo das fémeas bovinas. Particularmentgauho leiteiro de alta producéo, o estresse
térmico ambiental e a presenca de vacas repetiderasrvico (RS) sdo grandes desafios para
a fertilidade, ocasionando atrasos na concepc&oer@o do intervalo entre partos e reducéo
da lucratividade dessa atividade.

Fémeas RS orepeat breedersdo comumente definidas como animais subférens, s
quaisquer alteragdes anatdbmicas ou anormalidafleciosas, que ndo se tornam gestantes
mesmo apO0s numerosos servigos (trés ou mais). Meidémcia nos rebanhos comerciais €
bastante variavel, com média de 14%, representgndodes prejuizos econdmicos por
apresentarem baixas taxas de fertilidade (GRADEN. £1968; GUSTAFSSON; LARSSON,
1985) e/ou perda embrionaria precoce (LINARES, 1881STAFSSON; LARSSON, 1985).
Ainda néo esta totalmente esclarecido o motivo pakl estas vacas se tornam RS e se sua
fertilidade € ainda mais agravada em periodos tesss térmico. No entanto, h4 indicativos
que sua baixa taxa de concepcédo esteja relaci@atipum comprometimento oocitario ou
em fase inicial do desenvolvimento embrionario (GWBSSON; EMANUELSON, 2002).

Em todo o mundo a condicdo climatica € um dos é&is fatores determinantes do
sucesso na exploracdo pecuéria, sendo indicadoravestimentos e direcionadora da
producdo. Essa importancia estende-se ao Brasle grande parte do rebanho leiteiro é
composta por bovinos de origem européa (auru3, pouco adaptados as condicbes
climaticas do nosso pais, que possui em torno deteigos de seu territorio situado na faixa
tropical (TITO, 1998). A elevada temperatura esgoaiada a um decréscimo na fertilidade e
h& indicacdes de que pode ocasionar efeito deletébire a competéncia oocitaria e sintese
de substancias requeridas para o desenvolvimentaarario inicial (ROCHA et al., 1998;
AL-KATANANI; WEBB; HANSEN, 1999; RUTLEDGE et al., 999; AL-KATANANI;
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PAULA-LOPES; HANSEN, 2002). Assim, odécitos e embsdem estadio inicial de
desenvolvimento sdo mais susceptiveis a sofreriasjidecorrentes do estresse térmico
comparados a embrides com mais de trés dias dpoéaradacdo (EALY; DROST; HANSEN,
1993; HANSEN; ARECHIGA, 1999). Esse fato explicawomento da propor¢cao de embrides
anormais ou com desenvolvimento retardado em rawilHolandesas superovuladas e
expostas ao estresse térmico entre a inseminaificiar(lA) e a recuperacao dos embrides,
comparadas aquelas mantidas em termoneutralidadeNPY et al., 1989).

Como as RS possuem taxa de concepcdo reduzidatelwarerdo em relagcdo ao
inverno (RODRIGUES et al., 2007a), € razoavel supgr a baixa fertilidade das RS esta
associada a reducdo da competéncia oocitaria era¥a@lg em decorréncia ao estresse
térmico. Essa suposicado € fortalecida pelos retadtale um estudo prévio no qual foi
evidenciado comprometimento na qualidade dos a®c#ouperados de novilhas RS, com
base na sua morfologia ap6s a coleta e sua rednalibdade de reorganizar a distribuicéo
de mitocdndria e granulos corticais no citoplasmpésaa maturacdm vitro (BAGE et al.,
2003). Esses fatores podem diretamente explicanxa loualidade oocitaria e a subfertilidade
que determina a sindrome da repeticdo de servigsim, o presente estudo se baseia na
hipotese que a baixa fertilidade de vacas Holarsd&# estd associada com a qualidade

oocitéria e que essa condi¢do é agravada pelessti@Ermico.
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2 HIPOTESES

A hipotese geral do presente estudo € que a baikdbde de vacas Holandes#&s (
taurug RS esta associada com sua baixa qualidade oacitar qual € ainda mais
comprometida durante o estresse térmico. As hipétds cada capitulo séo:

Capitulo | (etapa de campo)

- A frequéncia respiratéria, a temperatura retaltemperatura de superficie cutanea
de vacas RS aumentam durante o estresse térmicelhsmtemente a vacas préximas ao pico
de lactacéo (PL) e diferentemente de novilhas;

- O numero de odQcitos totais e viaveis recupergoa técnica devum pick up
(OPU) néao sera alterado pelo estresse térmico erthunea das categorias (RS, PL ou
novilhas);

Capitulo Il (etapa de laboratdrio de producao debeides)

- A qualidade dos odcitos de vacas em lactacdoe(lRE) é mais comprometida do
qgue de novilhas durante o estresse térmico, sessl® efeito mais intenso em vacas RS
(menor taxa de blastocisto, menor nimero de célealsrionarias e maior fragmentacéo

nuclear nos embrides produzidosvitro).

Capitulo 11l (etapa de avaliag6es biomoleculares)

- A qualidade dos odcitos de vacas em lactacdog(RE) é mais comprometida do
que de novilhas durante o estresse térmico, sessl® efeito mais intenso em vacas RS
(menor quantidade de DNA mitocondrial - mtDNA -leeacédo da expressao de transcritos
alvo relacionados a funcédo mitocondrial, apoptossteesse térmico).

Capitulo IV (etapa de teste de concepcéao)
- Vacas RS possuem menor taxa de concepcao a mmesghoiartificial em tempo fixo

do que vacas PL e novilhas, principalmente duramstresse térmico.
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3 OBJETIVOS

Para testar as hipoteses, 0 objetivo geral folisavgde o0 comprometimento da
eficiéncia reprodutiva de vacas RS da raca Holan@saurug e em estresse térmico esta
relacionado com a reducao da qualidade dos odcitos.

Os objetivos especificos do presente estudo foram:

Capitulo I: Avaliar o efeito do estresse térmico em vacas R$ada Holandesd(
taurug, comparativamente a vacas PL e novilhas, sobse@sintes variaveis:
» frequéncia respiratoria;
e temperatura retal;
» temperatura de superficie cuténea;
* numero de foliculos no dia da OPU;

* numero de odcitos totais e viaveis;

Capitulo II: Avaliar a competéncia de desenvolvimeinteitro de odcitos aspiradas
vivo de vacas RS da raca HolandeBatéurug no verdo e no inverno, comparativamente a

vacas PL e novilhas, via:
» taxa de clivagem;
» taxa de blastocisto;
* taxa de eclosao;
» contagem do numero total de nucleos dos embri@shipidos;

» proporgéo de nucleos fragmentados dos embridesizics.
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Capitulo Ill: Avaliar a qualidade oocitaria de gametas obtidda @PUde vacas RS
da raca HolandesaB( tauru3 no verao e no inverno, comparativamente a vatase P
novilhas, via:
* quantificagao relativa e absoluta de mtDNA;
e expressao de transcritos alvo relacionados a:
- estresse térmicétiSP90AAlandHSPA1AB
- apoptoseBAX BCL2elTM2B
- replicacéo e transcricdo de mtDNMT-CO1, NRF1, POLG, POLG2,
PPARGC1Ae TFAM.

Capitulo 1V: Avaliar o desempenho reprodutivo de vacas RS da lHatandesaR. taurug
comparativamente a vacas PL e novilhas no ver@oimverno, via:

» taxa de concepcao apos inseminacéo artificial empaeixo (IATF).
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4 REVISAO DE LITERATURA

Uma das principais fontes de proteina animal maeatacdo humana € o leite. O
Brasil possui um potencial extraordinario para estgmento, embora subaproveitado. Em
2010, o Brasil produziu cerca de 30,5 bilhdes tedide leite, contando para isso com cerca
de 23 milhdes de fémeas leiteiras em producdo HmUABO 2011*), com producéo
nacional média nacional de 4,6 litros/dia. Comanstimo populacional nacional foi de 149
litros/per capta/ano e o Brasil exportou 58,2 mileladas de leite em 2010, ficou evidente a
necessidade de importacdo (113,1 mil toneladasaamdBO 2011*). O resultado foi uma
balanca comercial deficitaria de lacteos no ano gqmstdo (U$$ 330,3 milhdes em
importacdes contra US$ 155,5 milhdes em exportag@kicit de US$ 174,8 milhdes).

O rebanho leiteiro brasileiro € composto em suar@por animais das ragas Gir,
Girolanda e Holandesa. A raca Holandesa, partiogate, possui uma inegéavel
superioridade para a producdo de grandes volumeleitde especialmente em sistemas
intensivos. No entanto, por ser uma raca de origerap€ia, € pouco adaptada aos tropicos e
altamente susceptivel aos prejuizos (produtivoemodutivos) decorrentes do estresse
térmico do verdo brasileiro. Aléem disso, ndo é imem encontrar fémeas RS em rebanhos
holandeses de alta producédo leiteira, sendo refzontema incidéncia de cerca de 14%
(YUSUF et al., 2010).

Nos ultimos anos, as técnicas de sincronizacdo esenyolvimento folicular e da
ovulacdo, bem como de manipulacdo do ciclo estnab@vinos progrediram de forma rapida
e sOlida. Os novos conceitos em fisiologia repriwdutfacilitaram o emprego de
biotecnologias de reproducao assistida como a inse@o artificial (1A), transferéncia de
embrides (TE) e aspiragao folicular guiada poraskom ¢vum pick up OPU) seguida da
producaadn vitro de embrides (PIVE). No Brasil, a PIVE se destawaggtar em uma fase de
grande difuséo, tendo ultrapassado a marca de #5hnrides produzidos em 2009 (sendo
4.097 de taurinas leiteiras), o que equivale a maEs66% da producdo mundial de embrides
in vitro (VIANA et al., 2010). No entanto, a PIVE é aindsstaate ineficiente em vacas de
leite de alta producédo e influenciada por diverfsdsres de ordem técnica e bioldgica. Os
fatores técnicos foram mais explorados e hoje @xistiversas opcdes de sistemas de
aspiracao folicular e cultivo (BOLS et al., 2008 entanto, o sucesso dessas biotécnicas

ainda esta diretamente relacionado ao numero edgdel dos complexosumulusoocito



Revisdo de Literatura Pagina |30

(COCs) que sao destinados ao cultivo (VIANA; BOLZB05) e, consequentemente, nos
fatores que interferem na competéncia oocitaria palesenvolvimento embrionario. Dentre
esses fatores, as condicdes climaticas em queraiarsao mantidos e a categoria do animal
utilizado para a PIVE podem determinar os resufiatiotécnica.

A presente revisdo abordara tépicos relacionadgsiadidade oocitaria de fémeas
Holandesas, focando a repeticdo de servicos e @ctmpdo estresse térmico. Essas
informacfes servirdo de base para a compreensadipdieses e objetivos do presente

estudo, bem como para a discussao dos resultad@ec@es que se seguirdo.

4.1 COMPETENCIA OOCITARIA PARA A PRODUCAO DE EMBRESIN VITRO

O sucesso das técnicas de OPU-PIVE esta estritamadationado a competéncia dos
oocitos para a producdo de embridesvitro. Alguns eventos-chave estdo diretamente
relacionados com a competéncia desses gametarse @&y, o reinicio da meiose, a ativacao
das clivagens apés a fecundagéo, o desenvolvineengstadio de blastocisto, a indugdo da
prenhez, a capacidade de leva-la a termo e o dasenento saudavel a termo (SIRARD et
al., 2006). Apesar de numerosos, o critério maiguentemente empregado nos laboratorios
de PIVE é o desenvolvimento a blastocisto, uma gee odécitos incompetentes séo
blogueados na transicdo materno-zigética (estadimitb células em bovinos), devido a
incapacidade de ativagdo do genoma embrionaricA[SDRet al., 2006).

Acredita-se que existam caracteristicas que possartilizadas como preditoras do
potencial de desenvolvimento dos odcitos a blastiogi A fase de desenvolvimento folicular
(mais detalhada no tépico seguinte), o diametrofdidsulos dos quais sdo recuperados 0s
o0citos, as caracteristicas morfolégicas e o di@ds odcitos (que pode estar relacionada
com o conteudo de mtDNA) séo algumas dessas cdsdictes que estdo sendo amplamente
estudadas.

O diametro folicular no momento da recuperacéo @@tas tem sido o parametro
mais utilizado na tentativa de elevar os indicdg&lob em sistemas de producdo embrionaria
in vitro (VASSENA et al., 2003). Alguns autores demonstraigue odécitos contidos em
foliculos inferiores a 2 mm sdo menos competentesf@jiculos de diametro superior, ndo se
desenvolvendo além de oito células (TAN; LU, 199AVLOK; LUCAS-HAHN;
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NIEMANN, 1992). Embora existam relatos de que n&b diferencas nas taxas de
recuperacdo, clivagem ou blastocistos entre fag&uhenores ou maiores do que 4 mm
(SENEDA et al., 2001), ha indicios de que folicutnaiores do que seis mm apresentem
melhor competéncia para o desenvolvimento a blssto ONERGAN et al., 1994). Nesse
sentido, Chiaratti et al. (2010) observaram queato®@rovenientes de foliculos de menor
didametro, contém menos mtDNA do que aqueles orilgisae foliculos maiores.

A classificacdo morfolégica em graus leva em cant@vestimento por células do
cumuluse/ ou a homogeneidade do citoplasma dos odcitoand® ambos os métodos sao
utilizados, a classificagao varia em escala det{leEIBFRIED; FIRST, 1979; DE LOOS et
al., 1989), sendo que odcitos de grau 1 apresentaim de trés camadas compactas de
cumuluscom ooplasma homogéneo, os de grau 2 apresentaimalea duas camadas de
cumuluscom ooplasma homogéneo ou discretamente hetemgésale grau 3 apresentam
camadas decumulus discretamente expandidas e ooplasma irregular ng@deconter
granulacdes escurecidas e, por fim, os de grao 4sédcitos desnudos, expandidos ou com
ooplasma irregular. Os critérios dessa classifcagstdo mais detalhados no Manual de
Transferéncia de Embrides da Sociedade InterndcidaaTransferéncia de Embrides
(WRIGHT, 1998). Alguns autores indicam que odcites graus 1 a 3 apresentam igual
capacidade de desenvolvimento, havendo comprometnagenas nos de grau 4 (DE LOOS
et al., 1989), principalmente nos desnudos (YAN#®)0l WARD et al., 2000).

O diametro dos od0citos esta diretamente relaciodasiaa competéncia. Em bovinos,
0 o00cito adquire capacidade de realizar a ativagddear a partir de 11@m, o que
corresponde a um foliculo de aproximadamente dernmd de diametro. Assim, o odcito
gradualmente adquire a capacidade de sofrer a a&gamir meiose e manter o
desenvolvimento embrionario inicial (HYTTEL et d997). A capacidade de progressao da
meiosein vitro aumenta de 21,2% para 80,7% em od6citos conur?@m relacdo aos o4citos
com diametros inferiores a 1Q0n (FAIR; HYTTEL; GREVE, 1995). Adicionalmente, o
desenvolvimento aos estadios de mérula e blasbogishenta de 10 para 34%, a medida que
0 odcito aumenta em didmetro de 95 parald5ARLOTTO et al., 1996).

Todos esses critérios tém sua utilidade em auxiigpredicdo da qualidade oocitaria.
No entanto, trata-se de avaliagcdes superficiaisiee mpdem apresentar certa subjetividade.
Atualmente, o desenvolvimento de técnicas de ay@m biomoleculares, como a avaliagdo
da expressdo de genes e a quantificacdo do conteiddDNA, permite a associacdo dos



Revisdo de Literatura Pagina |32

critérios supracitados a esses métodos mais safists. Assim, abrem-se perspectivas para o
melhor entendimento dos fatores que afetam a c@mgiatgamética, em que nivel esta sendo
afetada e o estudo de estratégias para melhokdaia. adiante, algumas dessas avaliacdes

biomoleculares serdo abordadas.

4.2  INTERFERENCIA DO ESTRESSE TERMICO NA QUALIDADBOCITARIA

O estresse térmico pode ser definido como a sa@mfwrdas externas a um animal
homeotérmico, que atua deslocando a temperatun@orea de seu estado de repouso
(YOUSEF, 1984). As adaptacdes fisiologicas as quars organismo homeotérmico é
submetido durante o estresse térmico podem compeordéversos sistemas fisioldgicos
importantes, incluindo o reprodutivo. Em bovino$ipertermia pode afetar a funcao celular
de diversos tecidos do trato reprodutivo da femeé@I(FENSON; ROTH; MEIDAN, 2000;
HANSEN et al., 2001). Além disso, a redistribuighibaporte sanguineo das visceras para 0s
tecidos periféricos durante o estresse térmico puteeferir nas funcdes ovariana e uterina,
afetando o desempenho reprodutivo (COLLIER et &b82; ALEXANDER, 1987;
HANSEN; ARECHIGA, 1999).

Ao focar a funcado reprodutiva, estudos tém demadstique durante o periodo de
crescimento folicular, o estresse térmico tem @mpual de comprometer 0 odcito, tanto por
um efeito direto da temperatura elevada sobre astda, quanto por mudancas na funcéo
folicular as quais poderiam comprometer a qualidadeitaria [revisado por Hansen &
Arechiga (1999)]. Odcitos coletados de foliculosvdeas Holandesa8 (taurug durante o
verdo possuem capacidade reduzida de desenvoldnaénto estadio de blastocisto apds a
fecundacéan vitro (FIV), em comparacdo com odcitos coletados norimv¢ROCHA et al.,
1998; AL-KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002). En¢tanto, apesar de existirem
diversos estudos demonstrando um efeito evidenesttesse térmico sobre a capacidade de
desenvolvimento oocitario apos a FIV, 0os mecanisrexatos pelos quais o o00cito €
comprometido ainda permanecem desconhecidos.

Com relacdo as taxas de blastocistos, grandesg@asigparecem ser decorrentes da
sazonalidade (estacdes quentes: 20% de blastooigtodias apos a fecundacao vs. estacbes

frias: > 30%) e estresse térmico (verdo com estrEssico: 11,4%e inverno: 29,9 (AL-
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KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002). Estudos anteres tém demonstrado que a
exposicdo de CCOs de bovinos a temperatura elesdagmte as primeiras 12 horas de
maturacaadn vivo (MIV) danifica a arquitetura do citoesqueleto, redumaturacdo nuclear
oocitaria (ROTH; HANSEN, 2005) e induz a morte ¢@da por apoptose (ROTH;
HANSEN, 2004b; a). O efeito deletério do estregsmico sobre a qualidade do blastocisto
ou numero de células é consistente com estuidlogitro ou in vivo que demonstram
desenvolvimento reduzido de embrides durante esssrtérmico (EDWARDS et al., 1997,
AL-KATANANI; WEBB; HANSEN, 1999; HANSEN et al., 200, RIVERA; HANSEN,
2001; AL-KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002; ROTHHANSEN, 2004a).

A resisténcia ao estresse térmico € sabidamen¢endaada pelo gendtipo da vaca.
Rebanhos formados por rac®s indicus ou seus cruzamentos tém se mostrado mais
resistentes as condi¢cbes tropicais (como elevadpetura e umidade) do que aqueles
formados por racas que evoluiram em climas temper@d taurus como a ra¢ga Holandesa).
Essencialmente, a adaptacdo de certas racas a@emndle elevacdo térmica (zebuirs;
indicug é consequéncia da habilidade superior destaseguiar sua temperatura corporea
(ADEYEMO, 1979; BENNETT, 1985; HAMMOND et al., 1996AUGHAN et al., 1999).
Entretanto, foi observado que até mesmo vacas @s mais resistentes ao calor, como a
Nelore B. indicu3 apresentaram diminuicdo da qualidade oocitavideaciada pela taxa de
producdo de embridem vitro, quando seus odcitos foram coletados durante éover
(FERRAZ, 2005).

Em vacas da raca GiB( indicug, a exposicdo ao estresse térmico ndo teve efeito
imediato sobre a funcdo reprodutiva e as concdgsagéricas de cortisol, porém foi
observada reducédo da concentracdo de progestdediadépois de cessado o periodo de
estresse, maior periodo de anestro (P4 < 1 ng/oddpominancia folicular (aumento do
namero de foliculos maiores que nove milimetrogeducdo da duracdo do ciclo estral
(TORRES-JUNIOR et al., 2008). Apesar de néo terade efeito significativo sobre a taxa
de clivagem, o desenvolvimento até a fase de lliasbofoi reduzido apds o término do
estresse térmico, mostrando um efeito tardio diasse o qual se prolongou por até 105 dias.
Nesse contexto, em um estudo prévio ao supracftaiddemonstrado que, uma vez que o
pool ovariano de odcitos € afetado pelo estregsseid®, sdo necessarios dois a trés ciclos
estrais (apos o fim do estresse) para a recupemgdgualidade oocitaria (ROTH et al.,

2001b). Esses achados séo sugestivos que os dslieulodcitos devam sofrer injurias
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decorrentes do estresse térmico durante as fasessma foliculogénese, resultando em um
efeito deletério tardio sobre a func¢do ovariana.

Em embrides bovinos quatro dias ap6s a fecundagdas (que oito células)
submetidos a estresse térmico (6 h a 41°C) foiiyelssbservar diferenca racial (Brahman,
Senepol, Holandés e Angus) de resisténcia a etssss (PAULA-LOPES et al., 2003b).
Neste estudo, observou-se tendéncia de maior daivcagem (> 80%) e efeito negativo
menos pronunciado do estresse térmico sobre o\d#genento a blastocisto nos dias oito e
nove em embrides de vadasindicus(Brahman; aproximadamente 30 e 35% vs. 15 e 20%,
respectivamente) do que de va&staurus(Holandesas = aproximadamente 30 e 35% vs.
menos que 5% em ambos os dias de cultivo, respaatinte, e Angus = aproximadamente 50
e 60% vs. menos que 5 % em ambos os dias de guksjpectivamente). Da mesma maneira,
embrides Brahman foram menos afetados do que an#igdes ou Angus quanto ao estagio
de desenvolvimento nove dias ap0s a fecundac¢astdbisto expandido ou eclodido) e
guanto ao numero de ndcleos neste mesmo momentut@res concluiram que embrides de
bovinos da raca Brahman sdo mais adaptados assestégmico do que os da raca Holandesa
ou Angus.

Corroborando esses achados, quando odécitos provesige ovarios de matadouro de
fémeas Holandesas e Brahman foram coletados, tom&a que a porcentagem de
blastocistos produzidos foi maior em Brahman do eoeHolandesas (29,5% vs. 17,5%,
respectivamente), sugerindo melhor qualidade auitda raca, fato que pode estar
relacionado a melhor adaptacéo as condicOes t&yraimdientais (ESCALONA, 2008). Em
outro trabalho (BILBY et al., 2006), odcitos de Hindlesas e ndo Holandesas obtidos a partir
de ovarios provenientes de matadouro foram utidigadomo controle interno para um
experimento de OPU no qual foram avaliadas vaietagsobre os resultados da PIVE. Nao
se verificou efeito de raga para taxa de clivagé& 9% para Holandés e 68,0% para néo
Holandés), contudo, o estadio de desenvolvimentomfais avancado em embries nao
Holandeses, tanto para alcancar o estadio de éiwdas trés dias apdés a fecundacao
(aproximadamente 40% para ndo Holandés e aproximeatda 30% para Holandés), quanto
para o desenvolvimento a blastocisto oito dias aposFIV (35,1% vs. 21,2%,
respectivamente). Neste trabalho, as taxas ob¢isasatadouro foram superiores as obtidas
na OPU, mesmo em Holandesas. Sendo assim, ossjutyan que ndo somente ha efeito
de raca, mas também o efefiost-mortem(pré-maturacéo) incrementando os resultados na
PIVE, fato previamente relatado (BLONDIN et al.9T%.
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Diversos estudos mostram que o uso de protocolossdminacéo artificial em tempo
fixo (IATF) pode eliminar os problemas de detecdéaio causados pelo estresse térmico, no
entanto, essa estratégia néo é suficiente pamurasta taxa de prenhez do rebanho para os
mesmos niveis observados durante os periodos reato$ do ano [revisado por Baruselli et
al. (2011)]. Como descrito anteriormente, os o4&cite embrides em estdgio de
desenvolvimento inicial sdo altamente sensiveissa@sse térmico e isto se torna mais 6bvio
em racas nao-adaptadas. Contudo, embrides condit®€sou mais apds a concepcao Sao
menos sensiveis ao estresse térmico (EALY; DROSANSEN, 1993; HANSEN;
ARECHIGA, 1999). Assim, uma estratégia que vem esentllizada para melhorar a
fertilidade durante o ver&o € a transposicéo deisosfdo estresse térmico sobre os estadios
iniciais de desenvolvimento embrionario utilizarsoa transferéncia de embrides (TE), uma
vez que com essa técnica embrides de seis a satesd@th utilizados (RUTLEDGE, 2001,
BARUSELLI et al., 2011).

Em condi¢cbes climaticas brasileiras, a eficiénaauso dessa biotecnologia para
aumentar a taxa de concepcdo de vacas Holandesasdw pode ser evidenciada em um
estudo retrospectivo com dados referentes a 12/8¥® 4.822 TEs realizadas nos anos de
2001 até 2006 (RODRIGUES et al., 2007b; FERREIRAaIgt2010; BARUSELLI et al.,
2011). Nesse contexto, vacas inseminadas tiveram mexardia concepgcdo Nos meses mais
quentes do ano comparadas aguelas que receberamienoo seja, o uso da TE, além de
aumentar a taxa de concepcao geral, foi eficiemten@nter essa taxa mais constante durante
as diferentes estacfes do ano. Complementarmepéegda embrionaria entre 30 e 60 dias de
gestacao foi avaliada em vacas Holandesas submetita (n = 5.040) ou TE (n = 2.109),
durante a primavera-verdo e o0 outono-inverno det 202008 (FERREIRA et al., 2010;
FREITAS et al., 2010; BARUSELLI et al., 2011). Ipgedentemente da biotécnica utilizada
a perda embriondria foi maior na primavera-verdo gie no outono-inverno [20,3%
(593/2916) vs 16,8% (709/4234); P= 0,002]. No dataras vacas submetidas a TE
apresentaram maior (P= 0,001) perda embrionari®¥20432/2109) do que as submetidas a
IA (17,3%; 870/5040). Quando a taxa de concepc8sedemesmos animais foi avaliada nos
mesmos periodos observou-se queda de concepcéstaaSes mais quentes tanto utilizando
a TE quanto a IA, porém, a concepcdo a TE semprsufeerior a IA. Portanto, apesar da
maior perda gestacional em comparacédo a IA, o as®kl possibilitou um incremento no
desempenho reprodutivo durante os meses mais gudnteano, mostrando-se uma boa

estratégia para melhorar a eficiéncia reprodutivamnte periodos de estresse térmico.
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43 RELACAO ENTRE REPETICAO DE SERVICOS E QUALIDADBOCITARIA

Com relacéo aos problemas de fertilidade, é recntbgue vacas RS causam grande
prejuizo econdmico aos criadores (KAMWANJA et aB94). Estima-se que a repeti¢cdo de
servico deva variar entre rebanhos de 9% a 24% K[BAN; LAMMING, 1978;
BARTLETT; KIRK; MATHER, 1986; WALDMANN et al., 2001 YUSUF et al., 2010). De
acordo com um estudo mais recente (YUSUF et alQR@ incidéncia de RS foi de 14%
guando nove rebanhos comercias foram estudadoas\Rf8 sdo comumente referidas como
animais subférteis, sem quaisquer alteracdes araSrmu anormalidades infecciosas, que
passaram por mais de trés servicos sem se torrggastantes. Estas vacas sao caracterizadas
por baixas taxas de fertilidade (GRADEN et al.,898'FARRELL et al., 1983; MALAYER;
HANSEN, 1990) e/ou perda embrionaria precoce (LINSR 1981; GUSTAFSSON;
LARSSON, 1985). No entanto, ainda néo esta totaienesclarecido o motivo pelo qual estas
vacas se tornam RS, qual o pior periodo do anogsmamesmas e 0 que deveria ser feito para
evitar este problema.

Recentemente, a ocorréncia de distlrbios repramiitperiparto e o0 aumento da
paridade foram identificados como fatores que asanero risco de incidéncia da repeticao
de servicos em vacas de leite. (BONNEVILLE-HEBERT aé, 2011). A distocia, por
exemplo, aumentou o risco da vaca se tornar RS48m Ko entanto, o0 aumento da paridade
foi o fator de maior efeito, sendo que vacas detguactacao apresentaram risco de 67% de
se tornarem RS. Em outro estudo recente, sugergusealteracbes na concentragdo de
metabolitos sanguineos poderiam estar associadesdugdo da qualidade oocitaria e
contribuir para a ocorréncia da repeticdo de sesViKtURYKIN et al., 2011). Nesse estudo,
a porcentagem de odcitos morfologicamente anorfoaimaior em RS (52,5%) do que em
vacas em inicio de lactacdo (37,9%). As concengsaci® proteina total, glicose e aspartato
aminotransferase néo diferiram entre vacas RS oaraseo de o0citos anormais, RS com
o0citos normais e vacas em inicio de lactacdo. it@néo, vacas RS com excesso de odcitos
anormais apresentaram maior concentracdo plasmdacairéia e tendéncia de maior
concentracdo de colesterol e de lactato desidregera que pode estar prejudicando a
qualidade oocitaria desses animais (KURYKIN et2011).

Um estudo retrospectivo, similar ao descrito nmignterior, foi realizado para avaliar

a taxa de concepcdo e a perda gestacional de R&®ague passaram por IA ou TE nas
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diferentes épocas do ano (RODRIGUES et al.,, 206REITAS et al.,, 2010). A perda
gestacional (entre 30 e 60 dias de gestacao)rfulasientre vacas RS e ndao-RS que foram
inseminadas ou receberam embrido (FREITAS et @LQR No entanto, a taxa de concepc¢éao
de vacas RS foi maior apés a TE (41,7%; 1609/3868)ue apos a 1A (17,9%; 1019/5693),
indicando que a baixa taxa de concepcao de RS petmarelacionada a problemas relativos
a qualidade oocitaria ou ao desenvolvimento emériorprecoce.

De maneira semelhante, foi sugerido em outro esu@oos odcitos de RS possuem
qualidade comprometida (GUSTAFSSON; EMANUELSON, 20Além disso, um estudo
prévio proveu evidéncias de que haja comprometionéatqualidade de odcitos coletados de
novilhas RS, dada sua inadequada morfologia apéasleda e sua reduzida habilidade de
reorganizar a distribuicdo espacial citoplasmalas mitocondrias e granulos corticais apos a
maturacaoin vitro (BAGE et al., 2003). Esses fatores podem explindiretamente a
ocorréncia de baixa qualidade oocitaria e contripdara a subfertiidade que define a
sindrome de repeti¢cdo de servigos que acomete &ETNEEIS.

Como foi demonstrado que RS também tém taxa deepgéo mais baixa durante o
verdo em comparacao ao inverno (RODRIGUES et @07&), pode-se supor que a reduzida
eficiéncia reprodutiva registrada em RS durantsteesse térmico pode estar relacionada ao
comprometimento da qualidade de seus gametas.

4.4  USO DE AVALIACOES BIOMOLECULARES PARA O ESTUDDO EFEITO DO
ESTRESSE TERMICO NA QUALIDADE OOCITARIA

4.4.1 Estresse térmico e apoptose

A hipertermia ocasiona também efeito deletério sabrcompeténcia oocitaria e a
sintese de substancias requeridas para o deseneata embrionario inicial (HANSEN,
1997; ROCHA et al., 1998; RUTLEDGE et al., 1999;-KATANANI; PAULA-LOPES;
HANSEN, 2002). Recentes pesquisas demonstrararagyjeteitos do estresse térmico afetam
as propriedades fisico-quimicas das membranasacesdylalterando a morfologia de odcitos

no inverno e verdao, aumentando o teor de acidogograaturados no verdo e o de
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polinsaturados no inverno (ZERON et al., 2001).nAldisso, a exposi¢cdo ao choque térmico
ocasiona alteragBes ultra-estruturais em oocitosembrides, dentre as quais estdo a
redistribuicdo de organelas da membrana em diregg@onucleo celular e agregacao
citoplasmatica, vacuolizacdo e rompimento da menzbr&/ou matriz mitocondrial,
culminando num processo de morte celular prograncadapoptose (LIU; TRIMARCHI;
KEEFE, 2000; RIVERA et al., 2003b; RIVERA et al.0B8a) Outros autores também
demonstraram que o0 estresse térmico durante proeeths in vitro induz eventos
apoptoticos em oocitos bovinos (ROTH; HANSEN, 20B@TO; SMITH, 2009) e células
embrionarias (PAULA-LOPES; HANSEN, 2002; LOUREIRBRAD; HANSEN, 2007),
sendo que a via intrinseca mitocondrial parecear estvolvida nesse processo (SOTO;
SMITH, 2009). Assim, a disfuncdo mitocondrial pagl um dos fatores que determinam a
magnitude dos efeitos negativos do estresse témaic@mpeténcia oocitaria e apoptose.

Nesse contexto, sabe-se que a mitocondria passatp@cdes importantes durante a
ativacédo da apoptose, sendo a primeira a libersigiditanea de fatores apoptogénicos como
o citocromo ¢ (ADAMS; CORY, 1998; GREEN; REED, 199BSUJIMOTO, 1998). O
citocromo c se liga ao fator-1 ativador da apop{dgmf-1) no citosol, resultando na ativacao
da caspase-9 (LI et al., 1997), a qual tem suadatie regulada por proteinas da familia
BCL2 (ADAMS; CORY, 1998; CHAO; KORSMEYER, 1998; GEE; REED, 1998). As
proteinas da familia BCL2 sdo reguladores centtaigpoptose, uma vez que integram 0s
sinais de sobrevivéncia e morte que sdo geraddsoderfora da célula (ADAMS; CORY,
1998). Essa familia pode ser categorizada em daases de proteinas, de acordo com sua
funcao de inibir (BCL2, BCL-XL, BCL-W, Al, MCL-1) w promover apoptose (BAX, BAK,
BAD, BIM, BCL-XS, BOK, BIK, BLK, HRK, BNIP3, BIM egrupo BH). A razéo entre essas
duas classes € um grande determinante de sobrexvéun morte celular por estimulo
apoptético (MOTYL, 1999). Sabe-se ainda, que a #owruarta da proteina de membrana
integral 2B (ITM2B), a qual contém o dominio BH3 fdanilia BCL2, induz apoptose em
células estimuladas por interleucina-2 (FLEISCHERile 2002; FLEISCHER; AYLLON;
REBOLLO, 2002). Além disso, estudos bioquimicosoafacais tém demonstrado que a
associacdo entre ITM2B e mitocondria estad corretecla com a perda de potencial de
membrana mitocondrial, liberagdo de citocromo ca@mo consequéncia final, inducdo de
apoptose (FLEISCHER; AYLLON; REBOLLO, 2002).

Adicionalmente, em resposta a estimulos apoptotiooso o estresse térmico, a BAX
€ translocada para a membrana mitocondrial (BETBAIRAVERILL-BATES, 2005;
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STANKIEWICZ et al.,, 2005) levando a abertura dosrogo trans-membranicos de
permeabilizacdo (QIAN et al, 2004; BETTAIEB; AVHRIBATES, 2005;
STANKIEWICZ et al., 2005) e a liberacdo do citocmm (QIAN et al., 2004; BETTAIEB;
AVERILL-BATES, 2005; WADA et al., 2005). Seguindgsa premissa, um estudo mostrou
que a microinjecao de BAX recombinante em odcotados induziu a apoptose, indicando
que a elevacdo dos niveis citoplasméticos de BAXemsadeia a apoptose em células
germinativas femininas (MORITA et al., 2000). O elwmento direto de moléculas de
BCL2 na apoptose induzida por estresse térmico énitos bovinos ainda precisa ser

determinado.

4.4.2 Estresse térmico e mtDNA

Além de sua funcédo no desencadeamento da apoptos@iocondrias desempenham
papel essencial no metabolismo energético celuldmomeostase. Em mamiferos, estas
organelas sdo herdadas exclusivamente pelo odeitisq§do por Birky Jr (1994)] e sdo
responsaveis por gerar, pela via da fosforilacdidadixa (OXPHOS), a maioria do ATP
necessario para a realizacdo dos processos bioéodiependentes de energia. Durante o
desenvolvimento embrionario inicial, as mitoconglriestdo indiferenciadas e produzem
baixos niveis de ATP (THOMPSON et al.,, 1996; KHURSNNIEMANN, 2000). No
momento da ativacdo do genoma embriondrio, essanelay passa progressivamente por
modificacBes estruturais e funcionais, além dergékeis mais altos de energia para manter a
crescente demanda energética do embrido resuliansintese de RNA e proteinas e da
formacao dos blastomeros (THOMPSON et al., 1996JRANA; NIEMANN, 2000).

No entanto, apesar dessas fungbes, o numero debmitdgas parece permanecer
constante até o periodo pré-implantacional. Assinmimero de mitocéndrias nos odécitos
deve ser suficiente para popular cada blastomesopdar a necessidade de ATP requerida
para a formacao de blastocistos viaveis [revisaddpmollard, Dunchen & Carroll (2007)].

Segundo Wallace (2005), a mitocbndria é composta@aa de 1.500 polipeptidios,
sendo a maioria codificada pelo DNA nuclear (nDNAEm disso, o nDNA codifica fatores
de transcricdo que coordenam a expressao desdédeps®e de outros fatores que regulam a

replicacdo, transcricdo e traducdo do mtDNA. Ncamtat, dos cerca de 80 polipeptidios
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envolvidos na fosforilagdo oxidativa (OXPHOS), 18 scodificados na mitocondria pelo
MtDNA e compfem parte dos complexos enzimaticosoawitdriais I, Ill, IV e V
responsaveis pela OXPHOS. O mtDNA também abrigaR&s transportadores (tRNAs) e 2
RNAs ribossémicos (rRNAs) que estdo envolvidos mocgsso de traducdo dos RNAs
mensageiros (MRNAs) mitocondriais (LARSSON; CLAYTQON95). Devido a auséncia de
introns e de sequéncias nado traduzidas nas exadesds’ e 3’ do DNA, o mtDNA dos
mamiferos contém somente cerca de 16.500 pareasdgs LARSSON; CLAYTON, 1995).
Ainda, a molécula de mtDNA possui formato circuéaré organizada em um complexo
nacleo-protéico conhecido como nucledide (KUCEJTBW, 2007).

A fungao mitocondrial depende de uma comunicac@lerscaada entre o nDNA e as
varias copias do DNA de 16,5 kb contido na mitoc@n(nmtDNA). Por outro lado, apesar de
regulada por genes nucleares, a replicacdo do mtD&A € dependente do ciclo celular
(revisado por (SHADEL; CLAYTON, 1997). No entantbyeplicacdo do mtDNA ¢é afetada
pelos requerimentos energéticos da célula, umaquez a quantidade de mtDNA esta
fortemente associada com a funcdo mitocondrial (WAMS, 1986; JENG et al., 2008).
Entdo, o nimero de copias de mtDNA pode variarotsideravelmente entre diferentes tipos
celulares. Em contraste com o nDNA, existem cestanmilhares de copias de mtDNA em
cada célula e o numero de cépias varia dependemdwethbolismo e do tipo celular. Células
de elevada exigéncia energética (e.g. neuréniésuéas musculares) contém mais moléculas
de mtDNA do que outras células (e.g. leucdcitos anduitos) com menor necessidade
energética (WALLACE, 2005). O odcito, por exemmontém maior quantidade de mtDNA
do que qualquer outra célula do organismo (MICHABHBUSWIRTH; LAIPIS, 1982). Em
média um odcito de bovino contém 370.000 (TAMASS®tAal., 2004a; MAY-PANLOUP et
al., 2005a) copias de mtDNA, cada uma delas presedividualmente nas mitocéndrias.

Grande gquantidade de mitocdndrias é acumuladantdu@ oogénese enquanto o
foliculo cresce (CAO et al., 2007; ZENG et al., 2)@nfatizando a importancia potencial do
contetdo de mtDNA para o desenvolvimento embrionéricial [revisado por Smith,
Thundathil & Filion (2005) e May-Panloup et al. ()]. Apesar da grande quantidade de
MtDNA no momento da ovulacdo (MICHAELS; HAUSWIRTHAIPIS, 1982), o niumero de
copias de mtDNA varia consideravelmente entre osit@® de um mesmo animal
(STEUERWALD et al., 2000; REYNIER et al., 2001; TANSSIA et al., 2004a; MAY-
PANLOUP et al., 2005b; SANTOS; EL SHOURBAGY; ST.HRN, 2006). Assim sendo,

muito se tem especulado sobre uma possivel cofieldg nimero de copias com o potencial
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do odcito em se tornar um blastocisto competeitgpiantar-se no utero. Tal correlagdo tem
sido evidenciada em humanos (REYNIER et al., 200AY-PANLOUP et al., 2005a),
suinos (EL SHOURBAGY et al., 2006) e bovinos (HURak, 2007). No entanto, inimeras
questbes ainda existem a respeito do seu efeito &mbre o crescimento e maturacdo do
odcito, assim como sobre o desenvolvimento emhii@fAAMASSIA et al., 2004a; MAY-
PANLOUP et al., 2005b).

Embora se desconhecam as razfes para tal variagdanmero de copias de mtDNA
nos oocitos, ou seu efeito no desenvolvimento doriém numerosos autores associaram o
namero de copias de mtDNA a fertilidade em diverssigécies (REYNIER et al., 2001;
MAY-PANLOUP et al., 2005a; EL SHOURBAGY et al., 200 SANTOS; EL
SHOURBAGY; ST. JOHN, 2006; HUA et al., 2007). Emainecente sequéncia de estudos,
Chiaratti et al. (2010) observaram que oécitos @neentes de foliculos de menor diametro,
gue sabidamente sdo menos competentes para o degaewnto a blastocisto, contém menos
mtDNA do que aqueles originados de foliculos maoMo entanto, 0 nimero de cépias de
MtDNA néo variou em zigotos partenogenéticos coares e incompetentes, indicando que
o conteudo de ndo estaria relacionado a competé@eialesenvolvimento inicial dos
embrides. Em seguida, com o intuito de avaliar goom@ncia do mtDNA no
desenvolvimento, embrides de uma célula passaramepbecdo de 64% de seu contetdo de
mtDNA por meio de centrifugacdo seguida de remadd@dracdo citoplasmatica rica em
mitocondrias. Surpreendentemente, os embrides @ssam por tal deplecdo tiveram
desenvolvimento normal a blastocisto e apresentawamero de copias de mtDNA similar
aos controles. No entanto, o desenvolvimento ddsiées que passaram por deplegéo foi
acompanhado por aumento da expressdo dos genes T&ANRF1, que sabidamente
controlam a replicacdo e transcricdo de mtDNA, daddo a habilidade intrinseca desses
embrides em reestabelecer o conteudo de mtDNAs®da blastocisto. Assim, concluiu-se
gue embrides bovinos competentes sao capazesudarregu conteido de mtDNA na fase de
blastocisto, independentemente do nimero de cépiasuladas durante a oogénese.

Uma vez que a funcdo mitocondrial depende de paligies codificados tanto pelo
NDNA como pelo mtDNA (WALLACE, 2005), a expressé® subunidades codificadas por
ambos os genomas deve ser rigorosamente coordéGadeyTON, 1998; GARESSE;
VALLEJO, 2001). Diversos fatores regulam o metabob da célula, sendo o mais
conhecido o co-ativador PPAR gama 1 (PPARGC1A)&uoedificado pelo nDNA (KELLY,

D. P.; SCARPULLA, 2004; SCARPULLA, 2008b; a). Emveli nuclear, o PPARGC1A
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regula a expressao dos fatores de respiracdo ndcke@ (NRF1 e NRF2) que, por sua vez,
coordenam, também no nucleo, a expresséo de pitlpepda OXPHOS bem como fatores
gue controlam a replicagao, transcricao e traddgamtDNA (KELLY, D. P.; SCARPULLA,
2004; SMITH; THUNDATHIL; FILION, 2005; SCARPULLA, @08b; a). Em nivel
mitocondrial tanto a replicagdo como a transcriggomtDNA sdo regulados por fatores
importados pela mitocondria que interagem com wgéio especifica do mtDNA conhecida
por D-loop (LARSSON; CLAYTON, 1995; CLAYTON, 2000KELLY, D. P
SCARPULLA, 2004; SMITH; THUNDATHIL; FILION, 2005; SARPULLA, 2008b; a). O
fator de transcricdo mitocondrial A (TFAM) € umantgina codificada no nucleo que tem
funcdo de fator de empacotamento do mtDNA (FISHERI.e 1992) e fator de transcrigéo,
promovendo e regulando a replicacdo e transcricBtANG; CLAYTON, 1984). O TFAM,

os fatores de transcricdo mitocondrial B1 e B2RN& polimerase mitocondrial interagem
com a D-loop e sdo responséveis por iniciar a ¢rag& bidirecional do mtDNA. Estes
mesmos fatores também regulam a replicacdo do mi[pNi& a fita crescente de RNA serve
como iniciador da replicacdo da fita pesada do M{OINARSSON; CLAYTON, 1995;
CLAYTON, 2000; 2003). A fita leve, por sua vez, tesma replicacdo iniciada quando a
replicacdo da fita pesada atinge a sua origem pleagdo permitindo assim o acesso dos
fatores de replicacdo (LARSSON; CLAYTON, 1995; CLAYN, 2000; 2003). A replicacdo
do mtDNA é conduzida por uma DNA polimerase espi{POLG) que também é
codificada pelo nucleo. Com relacdo a transcrigathas as fitas do mtDNA sao transcritas
em duas fitas de RNA policistrénico que entdo da@aas em mRNAs, tRNAs e rRNAs
(LARSSON; CLAYTON, 1995; CLAYTON, 2000; GARESSE; YAEJO, 2001; SMITH;
THUNDATHIL; FILION, 2005). Os tRNAs e rRNAs sao liciados exclusivamente na
traducédo dos mRNAs codificados pelo mtDNA (LARSS@NLAYTON, 1995; CLAYTON,
2000). Apesar do controle nuclear da replicaca@mestricdo do mtDNA, estes eventos s&o
independentes do ciclo celular e ocorrem de fororaticua na célula, mesmo em células
recém-divididas (SHADEL; CLAYTON, 1997).

Recentemente, o estresse tem sido associado ceracaks na replicacdo do DNA
mitocondrial (MtDNA). Em células de neuroblasma hBooy por exemplo, a apoptose
induzida por meta-anfetamina induziu reducdo noaerdnde cépias de mtDNA (WU et al.,
2007).

Nesse contexto, torna-se de fundamental importawiaecer o impacto do estresse

térmico e outro tipos de estresse [como 0 possisteésse metabdlico relatado em RS por
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Kurykin et al (2011)] sobre o nimero de copias dBNMA e seu efeito na funcao reprodutiva
de vacas da raca Holandesa, a fim de se alcan¢hone® indices reprodutivos por meio da
adaptacdo de novas biotécnicas de reproducaoidasisis rebanhos leiteiros. O estudo da
expressdo génica e a quantificacdo de mtDNA podesitarecer se 0s problemas de
fertilidade relacionados a diferentes condicbemdiicas e as vacas RS tém como base a
qualidade oocitaria. Dessa forma, buscar-se-addueistas questdes, com vista a expansao da

aplicacdo comercial da OPU-PIVE para essa raca.

4.4.3 Estresse térmico keat shock proteins

De forma geral, todos organismos desenvolvem m&tes para sobreviver quando
expostos a uma variedade de condicdes estressdetdse elas elevagcbes na temperatura
ambiental, que causam danos importantes nas easutelulares e interferem em suas
funcdes essenciais (RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, @01Como as proteinas
possuem estreitas faixas de temperatura paralefdbie fungcdo 6tima, pequenas alteragbes
térmicas podem causar grandes alteracbes em suarmagdo como desnaturacao,
entrelacamento ou agregacao inespecifica. Muitgsefleitos morfolégicos e fenotipicos do
estresse térmico podem ser explicados pela agegacaroteinas e um desbalanceamento da
sua homeostase. Portanto, 0os autores previaméade<iconsideram razoavel assumir que o
acumulo deletério de proteinas desnaturadas (npaaadas) € o sinal para que as medidas
de contencdo sejam acionadas pelo organismo. Hessamte, no entanto, que essa
especulacao implica no fato de a célula ndo recamhateracées na temperatura por si s e
sim é sugestiva que a resposta ao estresse tésejalisparada pela presenca de proteinas
desnaturadas resultantes do proprio estresse adiy@rsos outros agentes estressores, Como
a oxidacdo, metais pesados e etanol (HEIKKILA et, a982; COURGEON;
MAISONHAUTE; BEST-BELPOMME, 1984; YURA et al., 198MICHEL; STARKA,
1986)

O estresse térmico é deletério para a organizag@ma das células, uma vez que
causa desnaturacdo de proteinas especificas (WERGHAN, 1985; SZALAY et al., 2007,
TOIVOLA et al.,, 2010). Em eurariontes, um dos pipags danos ocorre no citoesqueleto,

alterando a organizagcdo dos filamentos de actirtabalina (WELCH; SUHAN, 1985;
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TOIVOLA et al., 2010), com consequente perda deetarocalizacado de organelas e colapso
dos processos de transporte intracelular. Quandestnésse térmico, ocorre a fragmentacao
do sistema complexo de Golgi e reticulo endoplasmaalém de haver reducdo do numero
de mitocéndrias e lisossomos (WELCH; SUHAN, 19&besacoplamento da OXPHOS e a
perda de mitocondrias estdo relacionados a draangtieda dos niveis de ATP durante o
estresse térmico (LAMBOWITZ et al., 1983; PATRIARCNMARESCA, 1990). Processos
nucleares comsplicing de RNA, alteracdes ribossomais, formacédo de goandé estresse
(WELCH; SUHAN, 1985; NOVER; SCHARF; NEUMANN, 1989/OGEL; PARSELL,;
LINDQUIST, 1995; BUCHAN; PARKER, 2009) também s&etados pelo estresse térmico.
Adicionalmente, as membranas celulares podem serasaente afetadas pelo estresse
térmico. Nesse sentido, alteracdes na proporcorateinas e lipidios pode levar a maior
fluidez de membrana (KRUUV et al., 1983; VIGH et &007), resultando em aumento de
permeabilidade e, assim, alteracdo da homeost&3©TE; COLE; JONES, 1991; PIPER et
al., 2003). Todas essas alteragfes (citosol, niele@mbrana) causam paralisacdo do ciclo
celular e estagnacdo do crescimento e prolifer@BUTHEN, 1971; LINDQUIST, 1980;
YOST; LINDQUIST, 1986).

Em resposta ao estresse térmico (cuja principakempréncia é a desnaturacao
proteica), as células ativam uma via sinalizadoi@ifiva que leva a expressao transitéria de
genes para a producao de proteinas de estressma@uectérmicol{eat shoclou heat stress
proteins Hsps). As Hsps possuem sofisticados mecanismpsotiecdo, sendo as chaperonas
moleculares as Hsps mais conservadas. As chapepoe@isem a formacédo de agregados
proteicos ndo especificos e auxiliam na aquisicdocanformacdo nativa das proteinas
(RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 2010). Dependendo daratdo e gravidade do
estresse térmico, o acumulo de defeitos pode aeseih morte celular. No entanto, se o
estresse nao for letal, este pode levar a tolex&relular a outros e mais severos agentes
estressores. O aumento dos niveis de Hsps sinl@tera resposta a condicdes moderadas de
estresse sé@o a base para essa resisténcia (LINDQ1886).

A classe predominante de Hsps, as chaperonas raskesu compreende cinco
familias - Hsp100s, Hsp90s, Hsp70s, Hsp60s e sfigys pequenas). Interessantemente, ha
uma constante necessidade de chaperonas para cotampento de proteinas de novo e
reempacotamento de cadeias polipeptidicas quest@o em sua forma nativa (desnaturadas),
uma vez que a estabilidade de proteinas celulafesix@ e agregados competem com o

empacotamento produtivo mesmo em condi¢Oes fistd8g(GRAGEROV et al., 1991;
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KERNER et al., 2005; MAYER, 2010). Em termos deehide expressdo génica, parece
Obvio que os genes que codificam chaperonas estmjam os Hsps mais substancialmente
upregulated Como a maioria das chaperonas ja estao presamte#tos niveis em condi¢des
fisioldgicas, a necessidade massiva por chapeurasite o estresse térmico reflete o fato de
serem requeridas em grande quantidade em relacpmi@énas desnaturadas (revisado por
(RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 2010). Assim, em sigies de estresse, as
chaperonas se tornam o principal constituinte protéo citosol. A Hsp70 e 90 s&o expressas
constitutivamente (presentes em altas concentragdestosol) e também em presenca de
estresse térmico, quando passamypoegulation(WELCH; FERAMISCO, 1982). A Hsp70

€ a mais conservada das chaperonas.



CAPITULO I

Respostas clinicas e reprodutivas de vacas
repetidoras de servigo em estresse térmico
comparativamente a novilhas e vacas

Holandesas proximas ao pico de lactagdo

Dados publicados em Journal of Dairy Science 94(5):2383-92, 2011
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5 JUSTIFICATIVA

O experimento proposto para esta tese de doutéoadelineado para determinar se o
comprometimento da eficiéncia reprodutiva de vatalandesas RS esta relacionado com sua
baixa competéncia oocitaria e se 0 estresse téraf@ta mais severamente a reproducdo
destas vacas comparativamente a novilhas e vacaPdta tal, o estudo foi dividido em
quatro capitulos: avaliagbes de campo, produtéiro de embrides, analises biomoleculares
e teste de concepcéo, distribuidos nos capitulbslil, e 1V, respectivamente. As categorias
novilha e vaca PL foram utilizadas como controlsifio e negativo, respectivamente, para a
avaliacdo das RS. Sabe-se que novilhas tém alesrdggiologicas mais sutis ao estresse
térmico, enquanto as vacas PL, por possuirem tag@bdlica mais elevada devido a
producdo de grandes volumes de leite, sGo maigstiseis aos problemas relacionados ao
estresse térmico citados na revisdo de literaestadese.

No presente capitulo, a presenca ou auséncia dicéorde estresse térmico a que 0s
animais estavam expostos foi caracterizada com m@as€U. Variaveis diretamente ligadas
aos animais (temperatura retal e subcutanea, fineguéespiratéria e niumero de foliculos e
odcitos totais e viaveis) foram estudadas parar gedécios da acdo do estresse térmico nas
respostas clinicas, enddcrinas e reprodutivas dasvBelolandesa RS, comparativamente a
novilhas e vacas PL. Além disso, nesse capituioeslatados os procedimentos de OPU
para a coleta dos oocitos que foram utilizados @araavaliacbes de desenvolvimento
embriondrio in vitro e para as avaliagbes biomoleculares descritas do@s capitulos

subsequentes.
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6 MATERIAIS E METODOS

A conducdo do presente estudo estd de acordo comprinsipios éticos de
experimentacdo animal da Comissédo de Bioética daldede de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (aprovdio gwotocolo de nimero 1571/2008).

6.1 LOCAL E PERIODO DE EXECUCAO

O presente estudo foi realizado durante os mesesadg de 2009 a marco de 2010.
Os animais pertenciam e estavam alojados na Fa&anta Rita (Agrindus S/A), municipio
de Descalvado (21°54'14”S 47°37°'10”0), e na FadanS&o Jorge (antiga Campestre),
municipio de S&o Pedro (22°32'55”S 47°54’50”Ojnbas no estado de Sao Paulo. A OPU
foi realizada nas proprias fazendas, em parceria empresa Vida Reprodutiva

Consultoria.

6.2  ANIMAIS E INSTALACOES

Os rebanhos das fazendas utilizadas nesse estigondus e Sao Jorge,
respectivamente) eram compostos de 1.800 e 400s vidotandesas em lactacdo, com
producdo média de 30,1 e 34,2kg de leite por dizebtas e seis fémeas bovinas ciclicas da
raca HolandesaB( taurug foram utilizadas como doadoras de o6citos netsgmesendo 67
vacas RS, 69 vacas PL e 70 novilhas. Parte fazadih no verdo (36 RS, 37 PL e 36
novilhas) e parte no inverno (31 RS, 32 PL e 34lhas).

Para a inclusdo dos animais em ambas as etapagpdongento, foram respeitados
critérios de selecdo de acordo com sua categaridyindo escore de condi¢cdo corporal
(ECC), idade (novilhas), producéo leiteira, dias kwctacdo (DEL) e numero de eventos
reprodutivos. Assim, as novilhas utilizadas tinhdenl 3,5 a 21 meses, nenhuma inseminacao
prévia e ECC entre 2,75 e 3,5. As vacas PL aprasamt 46 a 153 DEL, producao diaria de
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leite minima de 30 kg, no méximo duas inseminagde€C entre 2,5 e 3,25. Ja as vacas RS
apresentavam mais do que quatro servi¢os, DEL ata220 e ECC entre 2,75 e 3,75.
Quanto ao alojamento e a alimentacdo dos animaisamejo ja estabelecido nas
propriedades em que foi realizado o experimentantantido, sendo que fémeas em lactacao
(PL e RS) foram mantidas eimeestalls(baias de estabulagéo livre) com acesso a um piquet
adjacente com pastagem e agdalibitum e novilhas foram alojadas em piquetes com areas
de sombreamento, pastagem e aaidibitum A racao total foi formulada para alcancar ou
exceder os requerimentos nutricionais minimos ma@a categoria: novilhas (14% PB,
26,7% FDA e 47% FDN) e vacas Holandesas em lactélg@d PB, 21,2% FDA e 34,4%
FDN) pesando 650 kg e produzindo 45 kg de leite gondura corrigida para 3,5% quando
consumindo 26 kg de MS/d (NRC, 2001). As vacasamstatao foram ordenhadas trés vezes

ao dia, com intervalo médio de oito horas entresadwdenhas consecutivas.

6.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente experimento foi delineado em fatoriAl 3 (categoria da fémea x estacéo
do ano). Fémeas das trés categorias foram submeti@PU em cada estacdo proposta, em
ambas as fazendas descritas acima. Para tal, fe@imadas trés réplicas consecutivas em
cada estacao, com diferentes animais em cada.dhasdas épocas do ano foi baseada em
uma analise retrospectiva do comportamento da texiypa e umidade diarias registradas nas
estacBes meteorologicas das fazendas durante esanog anteriores (2000 a 2009). Assim,
0S trés meses consecutivos de maior temperaturanidade (estresse térmico) e de
temperatura mais amena foram selecionados. As segd®PU foram realizadas no terceiro
més de cada periodo selecionado, visando retratarsomente o estresse térmico ou sua

auséncia de forma aguda, mas também seu efeitcarén

6.4  SINCRONIZACAO DA NOVA ONDA DE CRESCIMENTO FOLIGLAR

Somente fémeas ciclicas (duas avaliacdes dososvéoim intervalo de 15 dias antes

do inicio do protocolo de sincronizagdo) foramizdiflas. Para sincronizar a emergéncia da
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onda folicular, todas as fémeas receberam em d&daio do ciclo estral (D0), um implante
auricular de 3 mg de norgestomet (CréstadSD Saude Animal, Brasil) concomitante &
administracdo 2 mg de BE (SincrodiplOuroFino Salde Animal, Brasil), 50 mg de
progesterona injetavel (OuroFino Saude Animal, Bras 500 pug de cloprostenol sodico
(prostaglandina &; PGR,; Sincroci&, OuroFino Satde Animal, Brasil) i.m.. O implanté f
removido no D5, imediatamente antes da realizagdRIJ (Figura 1.1).

Figura 1.1 - Desenho esquemaético do delineamexperienental. Sincronizacdo da emergéncia de
onda folicular, monitoramento das variaveis fisgid@ds (temperatura retal — TR,
temperatura de superficie cutdnea — TC e frequéesiiratoria — FR), momento da
avaliac&o ultrassonogréafica dos ovarios (USyem pick ugfOPU). Aguas de S&o Pedro
e Descalvado, 2009 a 2010

BE (2mg) +
PGF,, +
P4 (50 ma) OPU
Norgestomet I
DO D5
TR. TC. FR l US. TR. TC. FR

BE = benzoato de estradiol; P& E prostaglandinaj; P4 = progesterona; OPU = ovum pick up; TR
= temperatura retal; TC = temperatura de superigignea; FR = frequéncia respiratéria.

6.5 MONITORAMENTO CLIMATICO E INDICE DE TEMPERATURAE UMIDADE

Diariamente, durante todo o periodo experimentabias as estacoes do ano, a
temperatura ambiental (temperatura do bulbo seB&) e a umidade relativa do ar (UR)
foram devidamente registradas em estacdes metgmadoinstaladas nas propriedades. O
indice de temperatura e umidade (ITU) foi calculagla cada periodo experimental,

utilizando-se a seguinte férmula, citada por Ké&lgond (1971):

ITU=TBS - 0,55 (1 — UR) (TBS - 58)
Onde: ITU = indice de temperatura e umidadenensional
TBS = temperatura do bulbo seco em graus Fahrefi28="F-32/9)

UR = umidade relativa do ar expressa em valor dacim
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Para esse calculo, foi utilizada a média da TB& &JB de cada periodo experimental. A
classificagdo do estresse térmico de acordo comareag@o do ITU foi proposta por

Armstrong (1994) e esta apresentada no anexo A tess.

6.6  AVALIACAO DAS VARIAVEIS CLINICAS

As variaveis clinicas como temperatura retal (tBnperatura de superficie cutanea
(TC) e frequéncia respiratéria (FR) foram monitasdo DO e no D5 do protocolo em todos
0S animais, previamente a realizacdo de qualqueejmaeprodutivo (Figura 1). Os exames
foram realizados com o0s animais na sombra e cormionm manejo e contencao possiveis.

A TR foi obtida com um termdmetro clinico digitalserido aproximadamente cinco
centimetros em contato direto com a mucosa retalFRA (nUmero de movimentos
respiratorios/minuto) foi mensurada pela contagemm@mero de movimentos respiratorios
no flanco do animal em um periodo cronometrado Mesegundos e sua multiplicagdo por
quatro. Esse procedimento foi realizado duas veegsidas para cada animal e a média das
duas contagens foi considerada. A TC (&hfoi medida com um termémetro infravermelho
digital portatil, marca Incoterfy modelo Mult Temp Portétil, com mira a laser. Asdidas
foram tomadas a aproximadamente cinco cm do arematjuatro pontos do corpo: fronte,
cernelha, virilha e jarrete (conforme descrito porres-Junior et al., 2008), obtendo-se ao

final a média dos quatro pontos por animal.

6.7 AVALIACOES ULTRASSONOGRAFICAS

Todos os animais passaram por exames ultrassoinogréfloka SSD — 500) no final
do protocolo de sincronizacdo da onda folicular)(p&ra a contagem e classificacdo dos
foliculos ovarianos (Figura 1). Os foliculos forafassificados em trés categorias: <5 mm, 5

al1l0 mme >10 mm.
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6.8 ASPIRACAO FOLICULAR GUIADA POR ULTRASSONOGRAFI{OPU)

Os animais foram contidos em um brete e submeéidogestesia epidural realizada no
espaco sacrococcigeo (entre a ultima vértebra lsacmimeira coccigea) utilizando 3,0
(novilhas) a 5,0 mL (vacas) de lidocaina a 2% sesoeonstritor (Anestésico’| Pearson).
Apos a perda dos reflexos da cauda, esta foi greggsacedeu-se a remocao manual das fezes
da ampola retal e higienizacdo mecéanica da regéogal com agua e secagem com papel
toalha. A vulva também foi cuidadosamente higiettazatomando-se o cuidado de né&o
permitir a entrada de agua dentro do canal vaginal.

Em seguida, a probe microconvexa com frequéncid/j@ (Aloka SSD — 500) foi
introduzida até o fundo de saco da vagina com dliawde uma guia de aspiragdo folicular
(Guia de aspiracéao folicular, WTA, Brasil). Previamte as aspiracdes, os foliculos de ambos
os ovarios foram contados e classificados confadeszrito no item anterior. As puncdes
foliculares foram realizadas com um sistema conthagdescartavel 40 x 10 mm (19 G, B-D)
acoplado a linha de aspiragéo de teflon de 1,7 randi@metro e 80 cm de comprimento
(WTA, Watanabe Tecnologia Aplicada) e inserido ngagde aspiracdo folicular. Todo o
sistema de aspiracao foi submetido a pressao wagattre 10 a 20 mL de agua/minuto (70 a
90 mmHg) produzida por uma bomba de vacuo com agoeade tubo de 50 mL (WTA,
Cravinhos, SP, Brasil).

O sistema de aspiracdo foi lavado com solucdo de (Ritricel®) adicionada de
heparina sddica (5.000 UI/L, Parir@x Hypolabor) e 1% de soro fetal bovino (SFB;
Nutricell). Esta solucdo (aquecida a ®7) foi também empregada na procura e selecdo dos
oocitos aspirados. Os foliculos visiveisZ mm) foram puncionados e o fluido contendo os
odcitos foi colhido em tubo conico de 50 mL (Cog)imantido a 37°C. O tubo de coleta foi
conduzido ao laboratério de campo e o conteudaaipifoi vertido em filtro de coleta de
embrides com malha de 8on (WTA, Cravinhos, SP, Brasil) e lavado com o mesneo
descrito anteriormente até obtencdo de um liqualtshicido, com o sedimento contendo os
o0citos recuperados. Em seguida, o contetdo do fit vertido em placas de cultivo celular
100 x 20 mm contendo DPBS acrescido de 1% de SFB°& para a realizacao da procura,
lavagem, classificacdo e selecdo dos CCOs com@uxillupa estéreo microscopica (Nikon)
com aumento de 50X.

Os CCOs foram morfologicamente classificados coreeis ou inviaveis de acordo
com as caracteristicas citoplasmaticas do odcitw imero de camadas de células do
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cumulus CCOs compactos com mais de trés camadas de célotaimuluse od6citos com
citoplasma homogéneo, CCOs compactos com trés esnvadmenos de células daemulus

e o0citos com citoplasma levemente heterogéned;@s(parcialmente desnudos e odécitos
com citoplasma heterogéneo foram considerados igsigy@a a PIVE e utilizados nesse
estudo. Odcitos desnudos ou degenerados, oocisodeos de células doumulusna
maior parte da superficie da zona pellcida ou dtoplasma retraido e vacuolizado, e CCOs
com células daumulusexpandidas foram considerados inviaveis para a RWRIGHT,
1998) e descartados desse estudo.

Cerca de 80% dos CCOs selecionados como viave@mnfacondicionados em
criotubos plasticos de 1,5 mL (Corning) contendaomiéCM-199 (acrescido de 25 mM de
HEPES, 10% de SFB, 49ig/mL de Piruvato, 100 Ul/mL de penicilina e 0,1 mg/de
estreptomicina) e mantidos em uma transportadoraddtos a 3%C até a chegada ao
laboratorio de PIVE. Os o0citos destinados as semlide biologia molecular
(aproximadamente 20% dos viaveis) foram desnudddescélulas deumuluspor agitacao
(vortex) em 1 pL de PBS contendo 0,1% de poliyimitelidina (PVP) e colocados
individualmente em tubos de 0,2 mL em PBS contéhileo de PVP e 1 U/uL de inibidor de

RNase (RNase OUT; Invitrogen). As amostras foraimceslas a -80 °C até seu uso.

6.9 ANALISE ESTATISTICA

Os testes de normalidade dos residuos e homogdeeidas variancias foram
realizados utilizando dsuide Data Analysisdo SAS. Dados que ndo preencheram os
pressupostos para a analise de variancia (ANOVAaniotransformados. As variaveis
continuas ou discretas (TBS, UR, ITU, FR, TR, TGmero de odcitos totais, numero de
o0citos viaveis) foram analisadas por ANOVA, usandarocedimento GLIMMIX do SAS,
versao 9.2 (SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, NC)

Na avaliacdo dos dados ambientais (TBS, UR e IBUaaiaveis incluidas no modelo
inicial foram estacéo, fazenda e as suas interadfeavaliacdo dos dados relacionados aos
animais, as variaveis incluidas no modelo iniciahfn categoria, fazenda, estacdo, ECC e as
suas interacdes. Para o modelo final de regresgfstita, variaveis foram removidas com
base nos critérios estatisticos de Wald por eligiodbackward quando P > 0.20. As

variaveis incluidas no modelo final estdo apresigao quadro 1.1.
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Diferencas com probabilidades (P) menores que Of@f&am consideradas

significativas. Os valores foram expressos comoiangérro padrdo da média (E.P.M.).

Quadro 1.1 - Varidveis analisadas e incluidas inceatistico final utilizado

ltem avaliado

Variaveis incluidas no modelo final

Temperatura de bulbo seco (TBS) Estacao
Umidade relativa do ar (UR) Estacao
indice de temperatura e umidade (ITU) Estacao

NuUmero de lactacfes

Categoria e estacéo

Dias em lactacao (DEL)

Categoria e estagéo

Producao de leite

Categoria e estacéo

NUmero de servigos prévios

Categoria e estacao

Escore de condicao corporal (ECC)

Categoria e @stac

Frequéncia respiratoria (FR)

Categoria, estacat@ E

Temperatura retal (TR) na etapa 1

Categoria, es@€aCC

Temperatura de superficie cutanea (TC)

Categatac@&o e ECC

NUmero de odcitos totais

Categoria, estacdo e ECC

NUmero de odcitos viaveis

Categoria, estacédo e ECC
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha dos meses de verao e inverno que fordimadods no presente experimento
se baseou no estudo retrospectivo das variaveisatotias (umidade relativa do ar e
temperatura ambiental) diarias dos Ultimos noves antteriores ao experimento nas duas

fazendas. O perfil anual dessas variaveis estidtis na figura 1.2.

Figura 1.2 - Umidade relativa do ar mensal (areperatura ambiental média mensal (b) registradas
nas estacdes meteoroldgicas das duas fazendaadasdi As médias sdo referentes aos
anos de 2000 a 2009. As setas indicam os mesdblidssacomo verédo (alta temperatura
e umidade cronica) e inverno (baixa temperaturanelade cronica). Aguas de S&o
Pedro e Descalvado, 2009 a 2010
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Os meses de maior temperatura e umidade (estéssied) e de temperatura mais
amena foram detectados e optou-se por realizatudee€m momentos em que as fémeas
houvessem passado por pelo menos dois meses srgede estresse térmico (estresse
cronico) e pelo menos dois meses ap0s a quedargeeratura ter iniciado. As secbes de
OPU foram realizadas nos meses de marco e agosande retratar ndo somente o estresse
térmico ou sua auséncia de forma aguda, mas tarabeérafeito cronico ou de longo prazo.
As temperaturas ambientais e a umidade relativardoaxima, minima e média durante o
verao e o inverno estdo apresentadas na tabel® 1TL) para cada uma dessas situacdes foi

calculado e também esta apresentado nesta tabela.
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Tabela 1.1 - Temperatura de bulbo seco (TBS), adeidrelativa do ar (UR) e indice de temperaturanglade (ITU) a que foram submetidas vacas

repetidoras de servico (RS), vacas proximas aodedactacao (PL) e novilhas da raca Holandesattumarco (verdo) e o agosto (inverno).
Aguas de S&o Pedro e Descalvado, 2009 a 2010

Média Minima Maxima
Variavel
Verao Inverno Valor P Verao Inverno Valor P Verao Inverno Valor P
TBS (°C) 28,8+0,9 21,7+0,2 <0,001 18,5 +0,3 144+0,4 <0,001 39,1+0,1 28,9+0,1 <0,001

UR (%) 61,0%0,02 53920,03 0,04 - - - - . ]

TU 784+05 678+04  <0,001 639+05 581+06 <0001 929+04 775%05 <0,001

ITU=TBS - 0,55 (1 - UR) (TBS - 58), sendo TBS@nawus Fahrenheit. O ITU foi calculado utilizandoR média de cada estacéo.
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A afericdo das condigbes ambientais foi indicatjuee a temperatura e a umidade
foram aumentadas durante o verdo, atingindo valkacesa dos limites estabelecidos como
padrdo de conforto térmico em bovinos taurinosvé@leres de ITU calculados corroboram
essa premissa. Quando o ITU foi calculado com basevalores médios de temperatura e
umidade, demonstrou-se que 0s animais estavamosalicéo de estresse térmico ambiental
durante o verdo. No entanto, situacdo ainda méisacé observada quando a temperatura
maxima atingida no verdo é considerada, evidenociaitdacdo de estresse térmico severo,
segundo o ITU (anexo 1) estabelecido por Armst{a8§4).

N&o houve interacdo entre fazendas e categoriagre eplicas e categorias para
nenhuma varidvel analisada. Na tabela 1.2 estdesamtadas as variaveis produtivas e

reprodutivas de vacas (PL e RS) e novilhas Holawlagaliadas em cada fazenda.

Tabela 1.2 - Variaveis produtivas e reprodutivas das vacas {idgpas de servico — RS e proximas
ao pico de lactacdo — PL) e novilhas Holandesdigadas em cada fazenda (Fazenda
Agrindus = Faz. Ag; Fazenda S&o Jorge = Faz. $j)a®nde Séo Pedro e Descalvado,

2009 a 2010
Novilhas PL RS
Faz. Ag Faz. SJ Faz. Ag Faz. S] Faz. Ag Faz. SJ
DEL 0 0 119,1+3,6 855+7,3 446,5+194 36835,6
Producéao de leite (kg) 0 0 34,1+09 349+L[,4 ,1221,1 26,2+1,2
Servicos prévios (n) 0 0 0,8+0,1 04+02 7R3 6,2+0,5
Lactacdes prévias (n) 0 0 2,4+0,2 2,3+(,2 2012+ 1,9+0,3
ECC 31+0,1 3,2+0,. 2,701 29201 30 3,3x0,1

Valores apresentados como médias + E.P.M. parafaadada

As novilhas utilizadas nesse estudo estavam cickcéinham de 13,5 a 21 meses,
nenhuma inseminacéo prévia e ECC entre 2,75 eA3,vacas PL apresentavam 46 a 153
DEL, producéo diaria de leite minima de 30 Kg, naximo duas inseminac¢des e ECC entre
2,5 e 3,25. J4 as vacas RS apresentavam mais dgugtre servigcos, DEL acima de 220 e
ECC entre 2,75 e 3,75.

Novilhas e vacas apresentaram semelhante FR e fidtduw inverno. No entanto,
somente as novilhas foram capazes de manter sarteelR® e TR no verdo e inverno
(interacdo categoria-estac&bx 0,0001). As vacas de ambas as categorias (F) éieram

a FR e a TR aumentadas durante o verdo comparadassinas categorias no inverno (P <
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0,0001) e comparadas a novilhas no verédo (P < 0,d@ura 1.3). Esses dados evidenciam
resposta fisiolégica mais exacerbada ao estresse&te(ITU médio de78,4+ 0,4) em vacas

em lactacdo em comparacao a novilhas.

Figura 1.3 - (A) Frequéncia respiratoria (movinoshAtin) e (B) temperatura retal (°C) de novilhas
(Nov), vacas em pico de lactacdo (PL) e repetiddeaservico (RS) da raca Holandesa,
durante o verdo e o inverno. Diferenca de médidsH\V.) na mesma estacadocA(h) e
na mesma categoria (*). Aguas de S&o Pedro e Desal2009 a 2010

Categoria P < 0,0001 Categoria P < 0,0001
Estagéo: P < 0,0001 Estagao: P < 0,0001
(A) Categoria X Estagao; P < 0,0001 (B) Caegoriax Estagao, P < 0,0001
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Segundo Baccari Jr. et al. (2001) os bovinos reatdfn sinais de hipertermia quando
apresentam acima de 60 movimentos respiratoriogrpouto, confirmando a situacdo de
estresse térmico das vacas do presente estuddeloraerdo (> 70 movimentos respiratorios
por minuto). Complementarmente, as vacas dessdoesfiresentaram aumento de 0,55°C
(PL) e 0,7°C (RB) na TR entre 0 inverno e o verdojue ja pode ser suficiente para
comprometer a qualidade oocitaria (GWAZDAUSKAS; THAHER; WILCOX, 1973; AL-
KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002). Esses autorebservaram que a elevacao
de 0,5°C na TR foi suficiente para comprometer rap&iéncia oocitarién vitro e in vivo,
respectivamente. E importante ressaltar que a dRvdcas foi mensurada no periodo da
manha, previamente a OPU, momento no qual sua tatape corporal esta mais baixa em
relagédo ao periodo da tarde. O aumento médio d2,3°&@ na TR foi observado no turno da
tarde em relacdo ao da manh& em anifBaisdicussubmetidos a estresse térmico continuo
durante esses periodos (BEATTY et al., 2006; TORBHESIOR et al., 2008).

Vacas em lactacdo de alta producdo séo particutemsensiveis a elevacdo da

temperatura ambiental, uma vez que a alta taxabdieta resultante da sintese de leite é
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proporcional ao nivel de producéo leiteira. De ,fajoando a producéo diaria de leite é
aumentada de 35 para 45 litros, a sensibilidadestesse térmico aumenta e a temperatura
de termoneutralidade é reduzida em 5°C (BERMANS5208sse aumento de sensibilidade
parece estar associado a producdo extra de calorrelete da producéo adicional de leite.
Por exemplo, vacas que produzem 18,5 e 31,6 kgitdédia geram 27,3% e 48,5% a mais de
calor a mais, respectivamente, do que vacas néantas (PURWANTO et al., 1990). Além
disso, uma vaca que pesa 700 kg e produz 60 kejtéédla produz cerca de 44.171 kcal de
calor/dia; a mesma vaca reduz essa producdo de pata 25.782 kcal/dia no final da
lactacdo, quando produz 20 kg de leite/dia (NARDGHEI., 2006).

Com base nesses dados, esperar-se ia que vacpsoBucgo média proxima a 34,5
kg de leite/dia) fossem menos termotolerantes @cagwacas RS (producdo média proxima a
24,0 kg de leite/dia) desse estudo, sofrendo naiagdes na TR, TC e FR, uma vez que a
producado de leite das primeiras era superior asdgandas. No entanto, ndo foi observada
diferenca entre essas variaveis clinicas das daggarias de vacas estudadas, as quais
diferiram apenas das novilhas, confirmando a hgmtaicial do presente estudo. Assim,
parece evidente que vacas RS tenham algum fat@ guxé determine que sua sensibilidade
ao estresse térmico seja a mesma de vacas de pnadlucao de leite (PL). Esse fator pode
estar relacionado a problemas no periparto (BONNEF{HEBERT et al., 2011), alteracdes
na concentracdo de metabdlitos sanguineos (KURY&Nl., 2011) ou a sua condicao
corporal e nutricional (SALES, 2011). E importantssaltar que nesse estudo, as RS
ingeriram mesma dieta que as vacas PL, o que speranecessidade de energia para
mantenca, tornando-as mais gordas e, provavelmeaisando alteracfes metabdlicas como
0 quadro de resisténcia a insulina que pode cauearizos reprodutivos, dentre 0s quais a
reducao da qualidade oocitaria (SALES, 2011).

Quando a TC foi analisada, houve interacdo entiegoda e estacdo do anB €
0,05; Figura 1.4). As trés categorias apresentaramento P < 0,0001) na TC durante o
verdo, mas este sempre foi inferid? € 0,001) nas novilhas em relacdo as vacas,
independentemente da estacdo. Como a temperatlbbeeraah maxima durante o veréo
atingiu 35°C, era esperado que houvesse aumenterdperatura cutdnea em todas as
categorias, uma vez que essa passa a ser a priocifgade perda de calor. Essa afirmativa se
baseia em estudo (MAIA; DASILVA; BATTISTON LOUREIRO2005) com vacas
Holandesas no qual foi demonstrado que a perdaatty por evaporacdo cutanea é

responsavel por 20 a 30% da perda total de calmdpa temperatura ambiental varia de 10
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a 20°C, subindo para aproximadamente 85% quandmpetratura do ar esta acima de 30°C.
O restante das perdas ocorre basicamente por @¢dpatrespiratoria.

Figura 1.4 - Temperatura cutanea (°C) de novilfldev), vacas em pico de lactacdo (PL) e
repetidoras de servico (RS) da raca Holandesantduocaverao e o inverno. Diferenca de
médias (+ E.P.M.) na mesma estacie (@ e na mesma categoria (¥). Aguas de S&o
Pedro e Descalvado, 2009 a 2010
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Em concordancia com o aumento de FR e TR, tantsaeas RS quanto PL do
presente estudo apresentaram aumento da TC duamtgdo. As novilhas, apesar da
capacidade de manter sua FR e TR semelhantes @ arabis as estacfes, ndo foram capazes
de manter a TC constante, apresentando aumente dasametro clinico durante o veréao
(como as vacas). E sabido que a resposta fisi@ldgiEssica ao aumento da temperatura
corporal é a redistribuicdo do sangue, aumentandfluxo sanguineo para a pele
(CHOSHNIAK et al., 1982), 6rgdo responsavel porcaede 85% da perda de calor total
(forma evaporativa) quando a temperatura ambiehtapassa 30°C (MAIA; DASILVA,
BATTISTON LOUREIRO, 2005). Essa alteragédo do fllsemguineo em resposta ao estresse
térmico ocorre em poucos minutos (KAMIJO; LEE; MACRO005) e tem como objetivo
aumentar a perda de calor pela pele. No entantynoento do fluxo sanguineo para a
periferia visando a termorregulacédo promove corsagueducao do fluxo sanguineo para os
orgaos internos, incluindo aqueles que compdenato teprodutivo (como Utero, ovarios,
cérvix e oviduto; (ROMAN-PONCE et al.,, 1978; LUBLINWOLFENSON, 1996). Em
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coelhas em estresse térmico, por exemplo, houugdiedde 20 a 30% do fluxo sanguineo
para o ovario, oviduto e cérvix enquanto o fluxoapa vagina aumentou em 40% (LUBLIN;
WOLFENSON, 1996). Portanto, o aumento da TC pofletirum estado de estresse térmico
(inclusive nas novilhas) e €, provavelmente, com8ega da redistribuicdo do fluxo
sanguineo para a pele visando a termorregulagéo.

Outros estudos sé&o indicativos que vacas de I€ite apazes de manter sua
temperatura corporal normal até que a TC exced& IBOLLARD et al., 2005). Acima
dessa temperatura, as vacas comegam a reter cecaltemperatura retal aumenta. Quando
iSso ocorre, 0 sistema de resposta ao estressigdétnativado, havendo rapido aumento da
ativacdo de mecanismos evaporativos para a perdaloie(BERMAN, 2005; COLLIER et
al., 2008). No presente estudo, no entanto, vagas TC entre 33 e 34°C ja apresentaram
elevacdo da TR e a ativacdo de outros mecanisnagorativos de perda de calor, como a
elevacédo da FR. Nas novilhas, apesar do aumeni&dao verédo (ativagdo de mecanismos
evaporativos de perda de calor pela pele), essasugderou 32°C, o que nao deve ter sido
suficiente para aumentar a TR e a FR desses anifssa hipotese € fortalecida pela anélise
de correlacéao entre as trés variaveis clinicas @est§o. Em novilhas, ndo houve correlacéo
entre TC e TR (r = 3,7; P = 0,76) e a correlacdceenC e FR foi muito baixa (r = 36,2; P =
0,002). Ao contréario, em vacas RS e PL houve ateetacdo entre TC e TR (r = 77,3; P <
0,0001); TC e FR (59,6; P< 0,0001) e TR e FR (10:3;7P< 0,0001), apoiando a premissa
que o aumento da TC dessas categorias seja stdigara desencadear o aumento da TR e
da FR. Essas correlagdes, no entanto, foram samgioFes nas vacas PL em relacdo as RS
(TCeTR:r=80,4e P <0,0006r=725eP <0,0001; TCeFR:r=62,9e P 9@O0vs r
= 55,7 e P < 0,0001), o que pode estar relaciorsadma mais alta producdo de calor
metabolico proporcional a producéo leiteira, com@rdiscutido anteriormente (BERMAN et
al., 1985; BERMAN, 2005).

Em suma, durante o verdo as variaveis fisioldginassuradas de vacas RS e PL
foram mais afetadas do que as de novilhas. Sentelnamportamento foi observado em um
estudo prévio (SARTORI; ROSA; WILTBANK, 2002) noajwovilhas e vacas em lactacéo
tiveram sua temperatura retal monitorada duransedsgs consecutivos no verao (entre a 1A e
a coleta de embrides). Nesse estudo, equacdegre@es@&o para a comparacéo da temperatura
corporal a temperatura ambiental (entre 20 e 3&tCmomento da afericdo da TR) foram
estimadas utilizando-se dados de temperatura doketde novilhas (n = 654 observacoes) e
vacas (n = 575 observacdes). As vacas em lactagiarh aumento da temperatura corporal

mais intenso do que as novilhas em resposta ao ocnaamento da temperatura ambiental.
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Essa diferenca de respostas a elevacdo de temperdtu verdo provavelmente esta
relacionada com a reduzida capacidade termorrégidatas vacas lactantes, que por sua vez
deve estar relacionada a alta taxa metabdlica getiducdo de calor metabdlico) associada a
producao de leite.

O numero de foliculos visualizados no presentades{Figura 1.5) foi inferior ao
relatado em dois estudos prévios conduzidos ndlB@s novilhas [22,% 1,3; (GIMENES,
2010)] e vacas Holandesas nao-lactantes [24,2;SALES, 2011)]. No entanto, no estudo
de Sales (2011), como havia necessidade de sarcgletntidade suficiente de odécitos para as
analises propostas, vacas com maior numero dellimdieisualizados foram selecionadas por
avaliacdo ultrassonografica para compor os grup@erenentais. Essa selecdo pode ter
influenciado o numero de foliculos visualizados, émmcdo da alta repetitividade e
previsibilidade na populacéo folicular (BONI et, d1997), o que pode justificar parcialmente
a diferenca entre os resultados desse experimeatdres dados da literatura, incluindo o

presente estudo.

Figura 1.5 - Numero de foliculos visualizados megrios de novilhas (Nov), vacas em pico de
lactagdo (PL) e repetidoras de servico (RS) da Halandesa, durante o verdo e o
inverno. Diferenca de médias (+ E.P.M.) na mesnacés (a b) e na mesma categoria
(*). Aguas de S&o Pedro e Descalvado, 2009 a 2010
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Diferentemente do que foi previamente observadopresente estudo o estresse
térmico reduziu a quantidade de foliculos visudkzanos ovarios de vacas. No entanto,
novilhas apresentaram semelhante populacdo fali@iia ambas as estacdes (Figura 7).
Autores relataram que o numero de foliculos > 3 (M®RRES-JUNIOR et al., 2008) ou de 3
a5 mm (ROTH et al., 2000; ROTH et al., 2001a) fudi@afetado pelo estresse calérico agudo
em curto ou longo prazo. Putney et al. (1989) tamb&o observaram diminuigdo no nimero
de foliculos ovulatérios (9,0+1,4) em animais sepemulados submetidos a estresse calorico
agudo (42°C/ 75%UR). No entanto, nesses estudasoprés animais foram expostos a
estresse térmico agudo, diferentemente da condie&estresse cronico a que as fémeas do
presente estudo estavam submetidas, o que podeagxptliferenca entre os resultados.

A aclimatac&do € um processo pelo qual os animagglaptam a diferentes condicdes
ambientais atraveés de alteracbes comportamentai®ohnais e metabodlicas que caracterizam
0S mecanismos homeoréticos utilizados por essesaanipara sobreviverem em um novo
“estado fisiolégico”. A alteragdo no perfil hormdmarmalmente ocorre devido ao declinio e
aumento dos horménios anabdlicos e catabdlicogectigsamente. Vacas de leite em balanco
energeético positivo possuem o eixo somatotréfiamfdado” coupled, o que € definido pela
eficiente sintese e secrecdo de IGF-I (fator dscorento semelhante a insulina tipo 1)
dependente de GH (horménio de crescimento) petmlfigem resposta ao GH pituitario ou
exdgeno (BAUMAN; VERNON, 1993). No entanto, duramwe periodos de balancgo
energético negativo (BEN), a concentracédo circelald GH aumenta e a concentracdo de
IGF-I plasmatica cai, tornando a producéo de IGfepatico em resposta ao GH exdgeno
insignificante (BAUMAN; VERNON, 1993). Esses dadsfio indicativos que o0 eixo
somatotréfico se torna “desacopladain¢oupledl durante o BEN (BAUMAN; VERNON,
1993), situacdo normalmente encontrada nas vacas@me pico de lactacao.

Sabe-se que a IGF-1 pode influenciar o numero dieulos recrutados, o que é
bastante evidente quando se administra bST tantaeas de corte (BURATINI et al., 2000)
guanto de leite (GONG et al.,, 1997; KIRBY et al99T; CARRIQUIRY et al., 2009b).
Portanto, no presente estudo, o maior niumero deufos ovarianos observados durante o
inverno nas vacas RS em relacdo as PL pode esaciado a sua condicdo de balanco
energético positivo e a producado de IGF-I. Nas ¥&la a reducdo dos niveis circulantes de
IGF-1 frente ao BEN possivelmente levou a reducéopdpulacdo folicular. E importante
destacar que ambas as categorias de vacas estseipendo bST rotineiramente a cada 12
dias, o que pode ter gerado um fator de confundmnebu seja, o elevado numero de

foliculos ovarianos observado em vacas RS duraniaverno deve ter influéncia da
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administracdo de bST, as quais encontram-se emdoaénergético positivo e sdo, portanto,
mais responsivas a esse horménio. Em vacas eno itciactacdo foi detectado potencial
papel homeorético do FGF-21 via desacoplamentaxaosematotrofina-IGF, o qual nao foi
alterado pela bST (CARRIQUIRY et al., 2009a). Comséd nessa informacéo, pode-se
assumir que vacas em BEN devam possuir respostadenou nula (dependendo do grau de
BEN) em termos de elevagdo da concentracdo de Igiieshdo bST é administrada, o que
pode apoiar a menor populacdo folicular observagtsan categoria em relacdo as RS no
inverno. Em novilhas, a populacéo folicular ndorfaior provavelmente devido as reduzidas
dimensdes de seus ovarios em relacdo a vacasaatefndo estarem recebendo bST.

Durante a hipertermia, o processo de aclimatachtdaceenvolve a coordenacao da
responsividade celular a sinais endocrinos assogiadalteracdes intrinsecas, conceito este
bem ilustrado em recentes estudos com o eixo stnoito (RHOADS et al.,, 2009;
RHOADS et al., 2010). Em estudos prévios ha aimtdérassenso com relacdo a concentracao
de GH durante periodos de estresse térmico. Neagdedhumérica (P=0,08) ou estatistica
(MITRA; CHRISTISON; JOHNSON, 1972; MCGUIRE et all991) nem alteracdo na
concentracdo de GH (RHOADS et al., 2009) foi relatem vacas leiteiras em estresse
térmico comparadas a vacas em ambiente termonéldr@ntanto, nesse ultimo estudo, a
concentragdo de IGF-I plasmético estava reduzidavaeas em estresse térmico. Segundo os
autores, essa reducao provavelmente se deve areap@nsividade hepatica ao GH, ja que
baixo namero de receptores GH foi encontrado redbige a sinalizacdo desse hormonio via
STAT-5 estava diminuida e consistente com a baland@éncia de mRNA para IGF-I
observada em vacas em estresse térmico (RHOADS, €040). E possivel que a maior
sensibilidade das vacas em lactacdo frente aossstrigrmico e a reduzida ingestdo de
matéria seca durante esse periodo tenham intefio BEN. Essa condicdo metabdlica
pode comprometer a responsividade hepatica ao €id|tando em menores concentracdes
de IGF-1, horménio diretamente relacionado a quiacie e qualidade de foliculos recrutados.

Com relacdo a OPU, foram coletados 2.176 odcitasst¢l.320 no inverno e 856 no
verao), sendo que destes 1.685 (77,4%) foram cenagids viaveis (1.030 no inverno e 655
no verdo). Semelhantemente, Sales (2011) obsedd%67(1.343/1.813) de odcitos viaveis
provenientes de aspiragOes intrafoliculares de sv&t@landesas alimentadas com dieta de
mantenca ou alta energia. Gimenes (2010) relatoa d@ odcitos viaveis um pouco mais
baixas quando novilhas Holandesas foram submetid2B8U em diferentes dias apds o inicio
de um protocolo de sincronizagéo da emergéncianda de crescimento folicular: 60,626

4,2 (um dia), 62,0% 3,0 (trés dias) e 68,0%2,5 (cinco dias). Da mesma forma, o nimero
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de odcitos totais (154 1,2 e 22,8 1,5) e viaveis (9,2 0,9 e 19,3 1,2) também foi maior
nos estudos supracitados (Gimenes, 2008; Saled, 26%pectivamente) em relagdo ao
corrente. No entanto, em trabalhos de outros psadoies, também com gado Holandés,
menor numero de odcitos totais foi obtido (enti@ &,7,0) comparado ao presente estudo
(RIZOS et al., 2005; BILBY et al., 2006; LOPES kf 2006; MERTON et al., 2009).

No presente estudo, novilhas e vacas tiveram nusenelhanteR = 0,07) de odcitos
totais e vidveis recuperados durante o invernoehtanto, durante o verdo esses numeros
foram reduzidos H < 0,0001) nas vacas (Figura 1.6 e Tabela 1.3)u® deve estar
diretamente relacionado com a reducao da popufaiéolar desses animais durante o verao.
Essa reducdo pode estar relacionada com a quedsaiveis circulantes de IGF-I durante o

estresse térmico, conforme descrito previamenteQRBIS et al., 2010).

Figura 1.6 - Numero de odcitos totais (A) e viavéB) obtidos por aspiracdo intrafolicular de
novilhas (Nov), vacas em pico de lactacdo (PL)petidoras de servico (RS) da raca
Holandesa, durante o verdo e o inverno. Diferereganddias (+x E.P.M.) na mesma
estacio (& b) e na mesma categoria (*). Aguas de S&o PeDesealvado, 2009 a 2010

(A) categoria P < 0,0001 . (B) Caegoria P <0,0001
Estagao: P < 0,0001 Estaco: P < 0,0001 *
i y Categoria X Estagio: P < 0,0001 e~ CategoriaX Estagéo: P <0,0001 [
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Tabela 1.3 - Numero total de odcitos e numerodd#tas viaveis recuperados de novilhas, vacasteepabducdo em pico de lactagéo (PL) e repetiddeas
servi¢cos (RS) pela técnica de OPU durante o ver@imeerno. Aguas de Séo Pedro e Descalvado, 2209@&

Categoria

P

Novilhas PL

RS

Total Viaveis Total Viaveis

Categoria Estacdo Cat.*Est.
Total Viaveis

1251+1,17 8,43+0,93 10,86 + 0,75 8,00 +0,63

Inverno
(n=34) (n=34) (n=32) (n=32)
11,82 +0,9% 9,36 +0,8% 6,30+ 0,51 4,32+041
Verao
(n = 36) (n = 36) (n=37) (n=37)

15,14+1,29 12,87+1,22
(n=31) (n=31)

. y <0,0001 <0,0001 <0,0001
6,51 + 0,56 5,15 + 0,50

(n =36) (n = 36)

Valores apresentados como média + E.P.M.

A B Diferentes denota diferenca na mesma liftha 0,0001)
2 b Diferentes denota diferenca na mesma colBna@,0001)
.Y Diferentes denota diferenca na mesma liftha 0,0001)
*Y Diferentes denota diferenga na mesma colBna@,0001)
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8 CONCLUSOES

As hipoteses do presente estudo foram parcialnmeamtrmadas. O estresse térmico
afetou mais intensamente as variaveis clinicam@mero de foliculos e odcitos coletados de
vacas em relacdo a novilhas, porém essa altera¢&®erhelhante em vacas RS e PL. Os
periodos escolhidos para a realizagdo do presetteloe caracterizaram adequadamente
situacdes de estresse térmico cronico e auséncestdesse, segundo os calculos do ITU.
Quando expostas a condi¢cdes de estresse térmicearyacas RS e PL apresentam maior
elevacdo da TC do que novilhas. No entanto, apleshaver aumento da TC durante o veréao
em todas as categorias, somente as vacas apraeseaiamento da TR e FR nessa estagéo. As
novilhas foram capazes de manter a TR e FR senteth@m ambas as estagfes. A alta
correlacéo entre a TC, TR e FR encontrada nas \RSae PL apdia essa conclusdo. De
maneira semelhante, o numero de foliculos visuddgao dia da OPU e o niumero de odcitos
totais e vidveis foram menores durante o verdovaeas RS e PL e relacdo as novilhas.

Em suma, demonstrou-se no presente capitulo ques e lactacdo RS e PL sdo
mais susceptiveis ao estresse térmico do que msyilumentando sua TC, TR e FR e

reduzindo o nimero de foliculos e odcitos coletadsssessdes de OPU durante o verao.



CAPITULO IT

O estresse térmico in vivo afeta a produgdo in
vitro de embrides de vacas repetidoras de
servigo comparativamente a novilhas e vacas

Holandesas proximas ao pico de lactagdo

Dados publicados em Journal of Dairy Science 94(5):2383-92, 2011
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9 JUSTIFICATIVA

O sucesso das técnicas de OPU-PIVE esta diretametatéonado a competéncia dos
odcitos para a producdo de embridgesitro. Sabe-se que o estresse térmico tem o potencial
de comprometer a qualidade oocitaria tanteitro quantoin vivo, reduzindo sua capacidade
de desenvolvimento até o estadio de blastocists apBlV. E reconhecido que vacas RS
causam grande prejuizo econdmico devido a sua nfertdidade. Ha evidéncias que RS
tenham comprometimento da qualidade de seus o&eitpge durante o verdo também haja
reducdo da sua fertilidade. No entanto, ndo sesabe efeitos deletérios do estresse térmico
sobre o0 o6cito sdo mais intensos nessa categoria.

No presente capitulo, os 80% dos odcitos coletaldoyacas RS, PL e novilhas
durante o verdo e o inverno (Capitulo ) foramaoeados para a PIVE para gerar evidéncias
da acdo do estresse térmico sobre a qualidade alost@gs de RS comparativamente as
demais categorias. Para auxiliar essa avaliacaenimides produzidos foram fixados e
corados para a realizacdo da contagem do numearélulas totais e calculo da frequéncia de

nacleos fragmentados dos embrides produzidos.
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10 MATERIAIS E METODOS

10.1 LOCAL E PERIODO DE EXECUGAO

Toda a PIVE foi realizada em parceria com a empMidROGEN Pesquisa e
Desenvolvimento em Biotecnologia da Reproducdo &td@a, na unidade Cravinhos
(21°20'25" S / 47°43'46" O), sob supervisado da Peala Fumie Watanabe, durante o periodo
de marco de 2009 a marco de 2010. A contagem ddasébmbrionarias e nucleos
fragmentados foi realizada de maio a setembro d@,2@ Laboratério de Morfofisiologia
Molecular e Desenvolvimento (LMMD) da Universidadke S&o Paulo, Campus de
Pirassununga, sob supervisdo do Prof. Dr. Flavieir&iMeirelles e do pds-doutorando
Marcos Roberto Chiaratti. Todas as técnicas pragoptira esta fase sdo rotineiramente

realizadas no laborat6rio em questéo.

10.2 PRODUCAQN VITRODE EMBRIOES (PIVE)

10.2.1 Maturacéoin vitro

No laboratério de PIVE, os COCs foram lavados enbmde maturagdo TCM 199
(Gibco Life Technologies) suplementado com bicaatonl10% de soro fetal bovino (SFB),
22 pg/mL piruvato, 50 pg/mL gentamicina, 0.5 pg/hdrménio foliculo estimulante (FSH;
Folltropin, Vetrepharm, Belleville, ON, Canada), f@/mL de hormonio luteinizante (LH;
Ayerst, Rouses Point, NY), 1 pg/mL estradiol (Esimh173; Sigma-Aldrich Chemical Co.),
50 uM de cisteamina e 0,3 mM de cistina] e colosaelm uma placa de Petri contendo
microgotas de 70 pl desse meio e coberto com OGleerat estéril (D’Altomare, Sao Paulo,
SP, Brazil), respeitando-se a relacdo de aproximeadte 20 COCs por gota. Cada gota
apresentava oocitos de apenas um animal (unidgoierental). As placas foram mantidas
em estufa durante 22 horas a 38,6om 5% de C®em ar e umidade saturada.
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10.2.2 Fecundacaan vitro

Uma hora antes do término do periodo de maturag&Emen (mesma partida de
touro da raca Holandés Preto e Branco de fertdéidemhhecida) comecou a ser preparado
para seu uso na fecundagaovitro. As palhetas de sémen de 0,25 mL foram descoragelad
em banho-maria a 35°C por 30 segundos e centriisggad1200 rpm por 30 minutos em
gradiente de Percoll (45 e 90%), para obtencdoedpsrmatozoides méveis e remocao do
diluidor e do plasma seminal. @llet formado foi pipetado, tomando-se o cuidado deareti
0 maximo possivel do Percoll, e seu volume foi Walto. Cinco ul destgellet foram
colocados em um microtubo com 250 pL de agua peaiéagdo da concentracdo espermética
em Camara de Neubauer; outros cinco pL foram digalms em um microtubo com 250 pL
de meio FIV (TALP acrescido de heparina, piruvgentamicina, BSA-FAF, LH e solucéo
de PHE), para observacao da motilidade espermgxicenicroscopio Optico. A partir destes
dados (motilidade final, concentracéo de espermateg e do volume do pellet) foi realizado
o calculo para a diluicdo do sémen em meio FIVindelo que a dose inseminante fosse de
dois milhdes de espermatozoides/ mL.

Durante a centrifugacdo do sémen, a placa de ngatur@i retirada da estufa para
lavagem dos COCs em gotas de 200 pL de meio FI\bd#os foram transferidos para a
placa de FIV em gotas de iQ de meio FIV cobertas com 6leo mineral. A depasiga dose
inseminante (oL de sémen) foi realizada em cada gota e as pla@® mantidas em estufa
por 20 horas, sob as mesmas condi¢cdes de atmasfgdgde e temperatura empregadas para
a MIV.

10.2.3 Cultivoin vitro

Apoés o periodo de fecundacéo, as estruturas foramsferidas para placa contendo
gotas de 100 pL de hialuronidase 2%, onde foramutleglas com auxilio de pipeta para
retirada total das células doamulus Apds o total desnudamento dos presumiveis zigotos
estes foram lavados em meio CR4 acrescido de 10% &Bco-cultivados em uma

monocamada de células da granulosa em gotas de &6ntendo o mesmo meio e cobertas
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com 6leo mineral. As placas de cultivo foram maagic 38,% com 5% de C®em ar e

umidade saturada.

10.2.4 Feeding e avaliacdo da taxa de desenvolvimento embrionario

As renovaclfes de 50% do meifegding foram realizadas 72 e 144 horas pos-
fecundacéo. Trés (D3), sete (D7) e oito (D8) didgs-flecundacado foram avaliadas as taxas de
clivagem (numero de estruturas clivadas/ nimeroddéos viaveis), de blastocistos (nUmero
de blastocistos no D7/ niumero de od0citos viaveisleeeclosdo (numero de blastocistos
eclodidos no D8/ numero de blastocistos no D7)paetivamente. Os embrides foram
avaliados morfologicamente e classificados de acombm os padroes da IETS
(STRINGFELLOW; SEIDEL, 1998).

10.2.5 Controle de qualidade

Simultaneamente a PIVE com o0s odcitos aspiradodétasas Holandesas, odcitos
provenientes de ovario de abatedouro foram matsra@dtlizados e cultivados, servindo
como controle de qualidade dos meios e sémenaddgz Todos os procedimentos foram
idénticos aos descritos acima, exceto a obtencdodittos, que nesse caso foi realizada pela
puncao direta dos foliculos visualizados nos ogarfitilizando-se seringa e agulha.

10.3 CONTAGEM DE NUCLEOS TOTAIS E FRAGMENTADOS

No oitavo dia apds a FIV, os embrides foram fixadossolucdo de paraformaldeido
2%, e permaneceram refrigerados (4°C) até a mantaiges laminas para a contagem de
ndcleos. A analise do numero de nucleos fragmestdgiofeita utilizando a técnica de
TUNEL como sugerido pelo fabricante #it In Situ Cell Death Detection (Roche Applied

Science). O numero total de nucleos foi obtido petacacdo com 10 pg/mL de Hoechst
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33342 (Invitrogen, Carlsbad, Ca, USA) diluido emSP@:10, 10 minutos no escuro). Apos
passar pelas duas marcacdes (TUNEL e Hoechst) lm$oes foram colocados entre lamina e
laminula contendo uma gota de 5 pL de VectasBidMector Labs, EUA) e avaliados em

microscoépio de epifluorescéncia com dois filtrosxigplan; Carl Zeiss, Zeppelinstrasse,
Germany). Osoftware AxioVs40 (V4.6.1.0; Carl Zeiss) foi utilizado pagerar e salvar as

imagens. A porcentagem de fragmentacdo nucleaddt@rminada como a razdo entre as
células TUNEL-positivas e o total de nucleos coosadCada embrido de cada animal foi

avaliado individualmente em cada estacéo.

10.4 ANALISE ESTATISTICA

Os testes de normalidade dos residuos e homogdeeidas variancias foram
realizados utilizando dsuide Data Analysisdo SAS. Dados que nao preencheram os
pressupostos para a analise de variancia (ANOVAaniotransformados. As variaveis
continuas ou discretas como taxa de clivagem, daxalastocisto no D7, taxa de eclosdo no
D8, niumero de nucleos totais e taxa de fragmentagélear foram analisadas por ANOVA,
usando o procedimento GLIMMIX do SAS, versao 9 233INSTITUTE, 2002-2003).

As variaveis incluidas no modelo inicial foram cmiea, fazenda, estacdo (verdo vs
inverno), DEL, numero de servigos prévios, tempegatetal, ECC e as suas interacdes. Para
o modelo final de regressdo logistica, variaveimrfo removidas com base nos critérios
estatisticos de Wald por eliminacBackwardquando P > 0.20. As variaveis incluidas no

modelo final estdo apresentadas no Quadro 2.1.

Quadro 2.1 - Variaveis analisadas e incluidas hocgiatistico final utilizado

Item avaliado Variaveis incluidas no modelo final

Taxa de clivagem Categoria e estacao

Taxa de blastocisto no D7 Categoria, estacéo mg#e categoria-estacao
Taxa de eclosdo no D8 Categoria e estacéo

Numero de nucleos totais Categoria e estacéo

Taxa de fragmentacédo nuclear Categoria, estagiera¢ao categoria-estacao
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11 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dado que a repeticdo de servicos é um probleméifatotial e envolve diversos
fatores extrinsecos e intrinsecos ao préprio anioral experimento baseado em aspiracao
intrafolicular para a recuperacdo de odcitos permitestudo de efeitos exercidos sobre o
olcito até o momento da aspiracdo da doadora. Nessexto, esse estudo foca a avaliacédo
de odcitos coletados por OPU de fémeas RS da ralgamdtesa, comparativamente a novilhas
e vacas PL, durante o verdo e inverno, com a @iadé de avaliar sua competéncia de
desenvolvimento a blastocisto.

E importante salientar que houve contaminacio glevads gotas na PIVE, sendo que
em alguns casos, a contaminacdo foi observadarmintédo periodo de maturacéo e, em
outros, na avaliacdo de clivagem. Nesses casodadss foram excluidos da anadlise final.
Adicionalmente, alguns odcitos foram utilizadosgpanalises de biologia molecular e, por
esta razdo, os célculos referentes a PIVE foratizadas com base no niumero de estruturas
viaveis enviadas ao laborat6rio de PIVE e nédo ta te odcitos viaveis aspirados.

O controle de qualidade com odcitos derivados @eios provenientes de abatedouro
foi eficiente tanto no verdo quanto no inverno, trasglo néo ter havido problemas de ordem
técnica relacionados aos meios e ao sémen empeegad®IVE (Tabela 2.1). Como os
ovarios eram provenientes de bovinos de corte,pfmssivel notar melhores taxas de
desenvolvimento embrionario no verdo, ao contrdoi@mbservado para as fémeas leiteiras da
raca Holandesa utilizadas nesse estudo. Isso gelddato de o verdo ser a estacdo chuvosa
da regido em questdo e, portanto, 0 momento deomeslipastagens e condicdo corporal e
reprodutiva dos animais de corte criados extensvden Taxas um pouco mais baixas foram
obtidas em trabalho recente (SALES, 2011) no carab&m foram realizadas manipulagdes
controle a partir de odcitos obtidos de ovariogtamlos em abatedouro (taxa de clivagem de
63,9 % e taxa de blastocisto de 30,8 %).

No presente estudo, a taxa de clivagem foi sineitdre as categorias [RS = 41,9% =+
4,5 (n = 666); PL =37,9% = 5,1 (n = 390) e nowlla51,7% + 4,5 (n = 375); P =0,20] e as
estacoes [inverno = 42,3% + 3,4 (n = 979), verdb8% + 4,4 (n = 452 = 0,50]. Essas
taxas foram inferiores ao esperado, uma vez qaefoeportadas para a raca Holandesa taxas
entre 63 e 75% (SENEDA et al., 2001; PAULA-LOPESalet 2003b; ESCALONA, 2008;
PONTES et al., 2010). Contudo, taxas de clivagei@riores as previamente relatadas, e,



Resultados e Discussao Pagina |75

portanto, mais proximas as do presente estudo, &@amforam descritas na literatura
disponivel para essa mesma raca [entre 38,8 e §BBBY et al., 2006; GIMENES, 2010;
SALES, 2011)]. Alguns autores (ESCALONA, 2008; GINIES, 2010) justificam a baixa
taxa de clivagem apoOs a fecundacdo de odcitos ddodas da raca Holandesa a menor
resisténcia dos odcitos de ragas taurinas ao sstténico. Dados da literatura apoiam essa
afirmacdo, no qual odécitos de vacas zebuinas sudomeedo estresse térmico apresentam
menor comprometimento da produdéaovitro de embrides (PAULA-LOPES et al., 2003b).
No entanto, no presente estudo, taxa de clivagenelkante foi observada no verdo e no
inverno, o que é sugestivo da existéncia de odiétoses que devam estar comprometendo a

divisdo celular desses embrides.

Tabela 2.1 - Taxas de desenvolvimento embrionégo odcitos provenientes de abatedouro e
fertilizados in vitro com sémen de touro Holandésagcontrole de qualidade dos meios
e sémen utilizados do experimento. Cravinhos, 200910

Epoca
Inverno Veréo P
(n = 453) (n =582)
Taxa de clivagem (D3) 73, 7% + 1,7 80,7% + 1,5 0,003
Taxa de blastocisto (D7) 39,0% £ 2,9 45,4% £ 1,9 ,060
Taxa de eclosao (D8) 44,7% £ 6,4 36,4% £ 4,0 0,3

Nesse mesmo contexto, apesar de alguns trabaltens teostrado que o efeito sazonal
também se expressa na taxa de fecundacao ou chvid®ONTY JR; RACOWSKY, 1987;
ZERON et al., 2001; SARTORI; ROSA; WILTBANK, 2002Putney et al. (1989)
observaram que a taxa de fecundagaavo foi similar para novilhas em estresse térmico ou
em ambiente termoneutro. Esses autores concluitamoqcitos bovinos sédo capazes de
responder a fecundacao, iniciando o processo dagelm apesar da elevacdo da temperatura
corporea, tal qual possa ter ocorrido no presesttele e em prévios (ROCHA et al., 1998;
RUTLEDGE et al., 1999; RIVERA et al., 2000; TORRHESNIOR et al., 2008). Ha também
trabalhos nos quais foi mencionado que apés chiggoecoin vitro, ndo houve alteracao no
desenvolvimento embrionario até a fase de oito &élBlas, porém houve diminuicdo na
producdo de blastocistos e na sua taxa de ecl&daWARDS; HANSEN, 1996; 1997;
KRININGER et al., 2003; PAULA-LOPES et al., 200BARROS et al., 2006).

Seguindo essa linha, apesar de taxas de clivagewmlisntes terem sido observadas

no presente estudo, quando a taxa de blastocis@avétiada encontrou-se interacdo entre
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categoria e estacao (P < 0,0001; Figura 2.1 e @a&h2), indicando que o efeito de estacéo foi
dependente da categoria. A taxa de blastocist&r&a®i inferior (P < 0,0001) a de novilhas,
independentemente da estacao. Além disso, durar@gio, a taxa de blastocisto das RS caiu
consideravelmente (P < 0,002) comparada ao invéonaendo-se inferior & encontrada para
as PL (P <0,001).

Figura 2.1 - Taxa de blastocisto sete dias agésumdacaadn vitro de oocitos de vacas repetidoras
de servico (RS), em pico de lactagéo (PL) e nosilftNov) da raga Holandesa, durante
0 verdo e o inverno. Diferenca de médias (+ E.Pd.Jmesma estacdo £ab) e na
mesma categoria (*). Cravinhos, 2009 a 2010
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Tabela 2.2 - Taxa de blastocisto sete dias apésumdacaaon vitro de oocitos de vacas repetidoras
de servico (RS), em pico de lactagéo (PL) e nosilftNov) da ragca Holandesa, durante
0 verdo e o inverno. Cravinhos, 2009 a 2010

Categoria P
Vaca Vaca , . Categoria
Nov Categoria Epoca ,
PL RS X Epoca

30,3%" 22,096" 22,596°
Inverno

(74/244) (42/191) (93/413) 0.0001 0.0001 0.0001

<0, <0, <0,
N 23,39%6" 14,696° 7,99%¢

Verao

(35/150) (15/103) (14/177)

Na mesma coluna -7ab, P < 0,0002; na mesma linha #4, P < 0,0001
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Particularmente no veréo, a taxa de blastocist@$l¢oi praticamente metade da taxa
observada para vacas PL e um terco da taxa okdidanpvilhas. Esse resultado € sugestivo
que os odcitos recuperados de vacas RS tinhamdgdaliseveramente comprometida.
Conforme exposto abaixo, essa perda de competéacit@ria foi confirmada pela alta taxa
de fragmentacdo nuclear (taxa de células TUNELtpas) observada nos blastocistos de
RS, o que esta diretamente ligado a baixa caparidadembrido passar pelo processo de
implantacdo com sucesso e se desenvolver a teriABIAN; KOPPEL; MADDOX-
HYTTEL, 2005; EL-SAYED et al., 2006). Por outro taddurante o inverno néo foi
observado grande comprometimento na qualidadeédviacdas RS. Nessa estacdo, apesar da
taxa de blastocisto ter sido mais baixa quanda@®de RS foram utilizados em comparacéo
aos odcitos de novilha, ndo foi detectada diferelestes em relacéo aos odécitos de vacas PL

Em estudos prévios mais recentes com PIVE a mhatodcitos de fémeas bovinas da
raca Holandesas foram relatadas taxas de blastdeith7,5% [06citos de abatedouro de
vacas; (ESCALONA, 2008)], 14,1% [(OPU de novilh@G|MENES, 2010)], 12,1% [(OPU
de vacas nao lactantes; (SALES, 2011)] e 28,9%c§wariadas em regime de pastagem;
(RATTO et al., 2011)]. As taxas obtidas por Escalenal. (2008) se encontram ao redor das
taxas obtidas para vacas PL (ver&do e inverno) @riR€rno) no presente estudo. No entanto,
tanto a taxa de blastocisto observada no estudsirdenes (2010) com novilhas quanto no
estudo de Sales (2011) com vacas ndo lactantesfediores a alcancada no presente estudo.

Dados de fecundacao vivo e qualidade embrionéria de vacas em lactacao ithasv
Holandesas durante o verdao apoiam os presentedoac(BARTORI; ROSA; WILTBANK,
2002). Nesse estudo, os autores relataram maiardeXecundacgéo (106 55,3%), maior
porcentagem de embrides viaveis (Als33,3%) e melhor qualidade dos embrides (2,2 £ 0,3
vs 3.8 £ 0.4, em escala de 1 = 6timo a 5 = degeongraietados de novilhas em comparacéo
a vacas. Assim, evidenciou-se a superioridade daghas em termos de desenvolvimento
embrionério durante o veréo.

Em estudo com vacas Gir (TORRES-JUNIOR et al., pGbmetidas ou nao a
estresse térmico em camara climatica e posteridd @d#fa a PIVE, observou-se reducdo da
taxa de blastocisto no grupo que passou pelo ssfrassemelhanca dos dados do presente
estudo. Além disso, os autores verificaram ten@édeiaumento na diferenca entre os grupos
controle e estresse térmico com o passar das sedsd®PU, evidenciando efeito tardio e
duradouro mesmo apds cessado o periodo de expeasigsiresse.

Com relacao a taxa de ecloséo e o numero de célosablastocistos produzidos, ndo

houve interacdo entre categoria e estacao (P =@h83ibilitando o agrupamento dos dados.
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A taxa de eclosao foi semelhante entre as categrég3%, n = 288; P = 0,20), mas reduziu
durante o verdo (23,0%, n = 218 vs. 6,5%, n = 70;: B,03). O numero de células
embrionarias foi menor em vacas RS (207,0 £ 8,B1.€4202,5 + 9,9) do que em novilhas
(253,0 = 12,2; P = 0,001), independentemente dec@&st Além disso, durante o verao, o
namero de células dos blastocistos produzidoseftiizido em relagdo ao inverno (230,6 +
6,8 vs. 175,0 + 9,0; P = 0,0005), independentemeateategoria. Resultado semelhante foi
relatado por Sartori et al. (2002), que encontrang@imero de células embrionarias superior
em embrides coletados de novilhas em comparacamearacas em lactacdo durante o verao.

Assim como a taxa de blastocisto, a qualidade destdristos das RS foi
comprometida, em relagcdo aqueles de novilhas esvBta durante o verdao (P = 0,01),
conforme evidenciado pela porcentagem de célulaNHElJpositivas desses embrides. No
entanto, durante o inverno, a porcentagem de nsidfagmentados foi semelhante entre as
trés categoriad(= 0,3; Figura 2.2).

Medidas como taxa de eclosdo e contagem de nus@wsbons indicadores de
qualidade embrionaria na PIVE. No entanto, em Hi#aas ha poucos trabalhos nos quais
foram avaliadas as taxas de eclosdo ou numero aeosu Bilby et al. (2006) encontraram
porcentagens de blastocistos eclodindo e eclodaitts dias apdés a FIV variando de
aproximadamente 3 a 12%, muito inferiores as obsk&y no presente estudo durante o
inverno, provavelmente devido a precocidade naiap&d realizada por este autor.
Entretanto, taxas de ecloséo oito dias apos a Eivelhantes as do presente estudo foram
descritas recentemente (GIMENES, 2010) para navithalandesas (240 7,1). Quanto ao
namero de ndcleos, resultados bastante divergeftiesn encontrados, relacionados
possivelmente a diferencas na qualidade dos ogp#s a producam vitro ou do tipo de
sistema utilizado em comparagao ao presente edtoditadi-Nashta et al. (2007) realizaram
contagem diferencial em embrides com oito diasuliévo e obtiveram entre 132,5 e 150,5
nacleos totais (sendo entre 98,6 e 114,0 célulasadectoderma e 33,8 e 36,4 células da
massa celular interna), valor inferior ao observad@resente estudo em ambas as estacOes
(inverno: 231+ 7 vs verdo: 253t 12) e nas trés categorias (novilhas: 258” vs PL: 203+
10° e RS: 207% 8% p<0,01). O nimero de nlcleos totais registrada pavilhas do estudo

corrente também foi superior ao relatado por Girm¢Rel11; 168,2 13,7).
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Figura 2.2 - Porcentagem de células TUNEL-posstiemn blastocistos oito dias apos a fecundagéo
in vitro de odcitos de novilhas (Nov), vacas em pico d&ad@o (PL) e repetidoras de
servico (RS) da raca Holandesa, no verao e inv@ifierenca de médias (+ E.P.M.) na
mesma estacao fab) e na mesma categoria (*). Pirassununga, 2010
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Em suma, pronunciado efeito de estresse térmicmbservado na competéncia
oocitaria de desenvolvimento a blastocisto dassyB& Os resultados obtidos séo sugestivos
de que a baixa producdo de embrides das RS dwamt€io possa estar relacionada com um
severo comprometimento da qualidade desses ganbsstaca-se, no entanto, que nas trés
categorias a taxa de blastocisto foi reduzida mdovzeComo tanto novilhas quanto vacas
tiveram mecanismos de termorregulacdo (aumentoGQJaalivado de forma mais ou menos
eficiente (refletido pela TR e FR) é provavel qodas tenham passado pelas alteragbes de
fluxo sanguineo discutidas no capitulo anteriosiis pode-se especular que o resultado da
redistribuicdo do fluxo sanguineo durante o estréssmico tenha levado a reducdo da
perfusdo vascular dos ovarios e, consequentemelot, foliculos aspirados na OPU,
acarretando em comprometimento da funcdo oocigrsbsequente reducdo da taxa de

desenvolvimento embrionario apés a FIV.
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12 CONCLUSOES

As hipoteses do presente estudo foram confirmatesas RS que passaram por OPU
durante o verao para a coleta de odcitos apresemtaenores taxas de blastocisto (PIVE) do
que vacas PL e novilhas cujos foliculos foram asjois nessa estacdo. Apesar das taxas de
blastocisto serem reduzidas durante o veréo ens taslaategorias, vacas RS apresentaram
gueda mais intensa dessa taxa, que comparativgnh@nterca de metade da taxa observada
para vacas PL e um terco da observada para noWlbar disso, independentemente da
estacao, a taxa de blastocisto de vacas RS seaipméfior a de novilhas.

Durante o estresse térmico menor numero de nudetss nos blastocistos
produzidosin vitro foi obtido, independentemente da categoria, 0 Gti& jarcialmente de
acordo com nossas hipéteses. Além disso, duramezém foi registrada maior porcentagem
de ndcleos fragmentados nas RS em relacdo as awvitm conjunto, os dados geram
evidéncias que os efeitos deletérios do estressdct® na qualidade oocitaria, apesar de
presentes em todas as categorias, sdo mais inteemsegacas RS.



CAPITULO II1

O estresse térmico in vivo afeta o conteiido de
mtDNA e a expressdo de alguns genes de
odcitos de vacas repetidoras de servico
comparativamente a novilhas e vacas

Holandesas proximas ao pico de lactagdo
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13 JUSTIFICATIVA

Informacgdes que relacionem a baixa fertilidade ateag RS a problemas na qualidade
de seu odcitos e 0s mecanismos possivelmente édeslem sua reduzida competéncia
oocitaria sdo extremamente escassos. Ainda, apesaruitos estudos terem demonstrado
efeito evidente do estresse térmico sobre a capdeide desenvolvimento oocitario apds a
FIV, os mecanismos exatos pelos quais o0 oocito poametido também permanecem
obscuros.

Neste capitulo, 20% dos odcitos coletados de rawjlhiacas PL e RS durante o verdo
e o inverno foram direcionados para analises biecubhres para gerar evidéncias sobre a
existéncia de alguma relacdo entre a qualidadetaniacie o seu conteudo de mtDNA, a
expressdo de genes envolvidos em sua replicagaoseticdo, na apoptose e na resposta ao

estresse térmico.
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14 MATERIAIS E METODOS

14.1 LOCAL E PERIODO DE EXCECUCAO

Todas as analises biomoleculares referentes aificegdo de mtDNA e a expressao
de genes relacionados ao estresse térmico, apaptomescricao/replicacdo de mtDNA foram
realizadas no Laboratério de Morfofisiologia Molegtue Desenvolvimento (LMMD) da
Universidade de Sao Paulo, Campus de Pirassunsnbasupervisdo do Prof. Dr. Flavio
Vieira Meirelles e do pds-doutorando Marcos Rob@tdaratti, durante os meses de maio de
2009 a novembro de 2011. As técnicas propostasgséaafase sao rotineiramente realizadas

no laborat6rio em questéo.

14.2 ANALISE RELATIVA DA QUANTIDADE DE mtDNA E DE TRANSCRITOS
DOS OOCITOS

14.2.1 Construcao do controle externo

As perdas de DNA oriundas da extragao foram coremi@s por uso de um controle
externo. Para tanto, um fragmento de DNA de exteigpdal a 345 pb e sem similaridade
com o genoma bovino foi obtido a partir Gaenia saginata&aomo ja descrito (Benitez et al.
1996; Lightowlers et al. 1996; Gauci et al. 20(B3te fragmento foi purificado (Kit GFX,
Amersham Biosciences) e inserido num vetor bacter{&it pET-29A, Novagen, Madison,
WI, USA). Em seguida, o vetor contendo o insertd Utlizado para transformacéo de
bactérias Escherichia coli DH50 (Invitrogen) tratadas para competéncia com gacCl
(Sambrook e Russel, 2001). As bactérias transfaamaresceram por uma hora em 1 mL de
meio LB Broth (USB, Cleveland, Ohaio, EUA) a°B7 e entdo foram plagueadas em agar
com LB Broth mais IPTG, x-Gal e ampicilina, de atmcom as recomendacdes do fabricante
(PGEM-T Vector System). Apdés 12 a 24 horas de amesmtto, uma colonia branca foi
selecionada e cultivada em 10 mL de meio LB comiailima por mais 12 a 24 horas e em
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seguida foi realizada a mini-preparacao (kit Fleeqqp Amersham Pharmacia Biotech). O
plasmideo foi aliquotado num volume de cinco ploacentragdo de 0,25 ng/pL e estocado a
-20°C.

14.2.2 Extracao de DNA e RNA

O DNA genbmico e o RNA foram extraidos a partiradgla odcito isoladamente,
utilizando-se okit TRIzol (Invitrogen) segundo as recomendacdes dwicante com
pequenas modificacdes. Brevemente, foi adicionad@mostra unmix contendo 100 pL do
reagente TRIzol, 1 ng do controle externo, 5 p@gle ultrapura (tratada com pirocarbonato
dietileno) e 5 ug de acrilamida linear (Ambion |n&ustin, TX) como carreador de RNA
(Sambrook e Russel, 2001).

Para a extracdo do RNA, a fase inorgéanica do réeaddrizol foi isolada e dissolvida
em 10 pL de solucdo de DNase (Invitrogen) e 1 wafed de RNase OUT, conforme
sugerido pelo fabricante, para a degradacdo do [@Néonservacdo do RNA amostral.
Finalmente, o RNA foi imediatamente transcrito eMcomplementar (cDNA) utilizando o
kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (AppliBibsystems), de acordo com o
protocolo sugerido pelo fabricante. E&ie utiliza primers randémicos para a conversao do
RNA total em cDNA. O cDNA produzido foi armazenaae20°C até o momento da analise
dos transcritos alvo.

Para a extracado do DNA, ambas, interfase e fagmmaydo TRIzol, foram utilizadas.
Novamente, 5 ug de acrilamida linear foram adidilmsaa estas fases para carrear o DNA. O
DNA extraido foi dissolvido em 20 pL de hidroxide dédio 8 mM. Para o ajuste do pH,
1,72uL de HEPES 0,1M foi adicionado, seguido dg&uide 3,3uL de agua ultrapura para
atingir o volume final de 25uL. As amostras foratiiazadas imediatamente para a anélise
quantitativa PCR (qPCR), para evitar a degradagdoNiA.
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14.2.3 Determinacgédo da quantidade relativa de cDNA

Os transcritos alvo de interesse pertenciam a chtagorias: codificados pelo nucleo
(gendmicos) e codificados pela mitocondria (gengsaondriais). Os genes nucleares foram
HSPA1AB(Heat shock 70kDa protein 1ABHSP90AA1[Heat shock protein 90kDa alpha
(cytosolic)],BAX (BCL-2-associated X proteingCL2 (B-cell lymphoma 2)ITM2B (Integral
membrane protein 2B)NRF1 (nuclear respiratory factor 1ROLG [polymerase (DNA
directed), gamma],POLG2 [polymerase (DNA directed), gamma 2RPPARGCI1A
(peroxisome proliferator-activated receptor gamraa)FAM (mitochondrial transcription
factor A). Para avaliar a razdo BAX/BCL2, o BAX ®xpresso em relacédo ao BCL2. O gene
mitocondrial analisado foi BIT-CO1(mitochondrially encoded cytochrome c oxidase I).

Como referéncia enddgena foram inicialmente pragosis geneHIST1H2AG
(histona), oGAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenas&L&B (beta-actina), os
quais foram analisados utilizando o gBase Plus.¥.(Biogazelle, 2008), como sugerido
previamente (VANDESOMPELE et al., 2002).

Antes da amplificacdo por gPCR, o cDNA dos tratsgrpara oS genes de interesse
foi pré-amplificado utilizando-se kit Tagman PreAmp Master Mix (Applied Biosystems),
segundo recomendacdes do fabricante. Brevememntecpda amostra, uma reacao de 10pL
foi preparada contendo 45 nM de cada primer (HSHALASP90AALl, BAX, BCLZ2,
ITM2B, NRF1, POLG, POLG2, PPARGC1A, TFAM, MT-CO1,|$T1H2AG, GAPDH e
ACTB), 1 X TagMan PreAmp Master Mix (Applied Biosgms) e 4uL do cDNA (amostra).
Esse mix foi submetido a 20 ciclos térmicos e agnado a -20°C até o uso. A linearidade da
pré-amplificacdo de todos os transcritos estudddosconfirmada como sugerido pelo
fabricante do kit.

A guantificacdo do cDNA foi feita utilizando-se a&toadologia de PCR em tempo real
e 0 equipamento ABI-7500 (Applied Biosystems). Pasm okit Gene Expression Master
Mix (Applied Biosystems) foi empregado. As reacdesam feitas utilizando-se ensaios
TagMan (Applied Biosystems) baseados na amplifcasg@m primers porém com uso de
sondas para deteccdo da quantidade de DNA amgbfic@s primers selecionados para
avaliar a expressdo dos genes alvos foram desenlpmlo servico dé\ssays-by-Design
(Applied Biosystem) a partir de sequéncias obtidas banco de dados do GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias doimerse asprobesutilizadas estdo apresentadas

no quadro 3.1.
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Quadro 3.1 - Primerse probespara ensaios TagMan usados para a PCR guantitairassununga, 2010 a 2011 (continua)
Ensaio alvo (Genebank) Primer ou probe Sequénel)(5 Produto (pb)
ACTR ACTB-f GGCACCCAGCACAATGAAGA 67
ACTB-r GCCAATCCACACGGAGTACTT
(NM_173979.3)
ACTB-FAM FAM-TCAAGATCATCGCGCCCCC-NFQ
GAPDH GAPDH-f CCACTCCCAACGTGTCTGTT 84
GAPDH-r GCTTCACCACCTTCTTGATCTCATC
(NM_001034034.1)
GAPDH-FAM FAM-CTTGGCAGGTTTCTCC-NFQ
HIST1IH2AG-f CGGTGCTGGAATACCTGACA 120
HIST1H2AG
HIST1H2AG-r GATGATGCGGGTCTTCTTGTTG
(NM_001098720.1)
HIST1H2AG-FAM FAM-CCAGCTCTAAGATCTC-NFQ
PPARGC1A-f ACCATGCAAACCATAATCACAGGAT 82
PPARGC1A
PPARGC1A-r CTCTTCGCTTTATTGCTCCATGAAT
(NM_177945.3)
PPARGC1A-FAM FAM-CTCGGTCTTAACAACTGC-NFQ
NRFL NRF1-f CTGTCGCCCAAGTGAATTATTCG 67
NRF1-r TGTAACGTGGCCCAGTTTTGT
(NM_001098002.1)
NRF1-FAM FAM-TCCACCTCTCCATCAGCC-NFQ
POLG POLG-f CAGCCATCGAGTCCCTGTAC 103
POLG-r CTGTCGGACAGCAGGAACTC
(XR_028572.2)
POLG-FAM FAM-ACAGGCAGACCTTTCC-NFQ
POLG2 POLG2-f CTTCTGGGAAACTACGGGAGAAC 84
POLG2-r GTAGCCTCTTGTTTACCAGATCCA
(NM_001075191.1)
POLG2-FAM FAM-CAAGGCACCGTGAAGAA-NFQ
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AN TFAM-f TTGGAAAAAGAAATCATGCAGAAACGT 96
TFAM-r TGAGCGAGGTCTTTTCGGTTT]
(NM_001034016.2)
TFAM-FAM FAM-CCAAGCATTGTTAACTCTCTCT-NFQ
coL MTCO1-f GATCCGTAATAATTACCGCCGTACT 85
MTCOL-r TTCCGGTCTGTTAATAGCATTGTGA
(NC_006853.1)
MTCO1-FAM FAM-CCGGCTGCTAATACAG-NFQ
Sl BCL2-f GCACCTGCACACCTGGAT 72
BCL2-r CGCATGCTAGGGCCATACAG
(XM_586976.4)
BCL2-FAM FAM-AAGGCGTCCCAGCCTC-NFQ
o BAX- GTTGTCGCCCTTTTCTACTTTGC 89
BAX-T CAGCCCATGATGGTCCTGATC
(NM_173894.1)
BAX-FAM FAM-CTGGTGCTCAAGGCCCTGT-NFQ
T ITM2B-f GTCCCAGAGTTTGCAGATAGTGA 104
ITM2B-r GGAATCACATAGCACTTATCCAGGTT
(NM_001035093.1)
ITM2B-FAM FAM-CATGACTTCAACAAGAAACT-NFQ
HSPY0AAL-f GACACATGCCAACAGGATCTACA 86
HSPY0AA1L
HSPY0AAL-T CGGCGCTGCTGTCATC
(NM_001012670.1)
HSP90AAL-FAM FAM-CTTGGTCTCGGTATTGAC-NFQ
HSPALAHSPA1B* HSPALAB-f CGCGAAGCGGCTGATC 83
(NM_174550.1) HSPALAB-r CGTTGATGACGCGGAAAGG

(NM_203322.2)

HSPA1AB-FAM

FAM-CCGGGTCTCCGAACTT-NFQ

*DenominadoHSPA1ABn0 presente estudo
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Todos os genes de cada amostra especifica foramreseamplificados na mesma
placa de PCR. As condi¢des aplicadas para a aocgglio foram as seguintes: desnaturacao
inicial a 95°C por 15 minutos seguida de 40 cide5 °C por 20 segundos e 60° C por um
minuto. As condicbes de amplificacdo de cada trdnsgroposto foram ajustadas
previamente as andlises. A analise da quantidadmdte transcrito alvo foi realizada como
sugerido pelo fabricante do equipamento de PCReerpd real (Applied Biosystems).

14.2.4 Determinacgdo da quantidade relativa de mtDNA

A guantidade de mtDNA foi determinada relativamesmtem controle externo. Para
tanto, a mesma metodologia e reagentes descritog grara quantificagdo dos transcritos
foram utilizados. A amplificacdo do mtDNA foi resdida com 0 seguinte ensamimer
senso (5'-3") GCC CTA GAA CAG GGC TTA GT e anti-sen(5’-3') GGA GAG GAT
TTG AAT CTC TGG em presenca da sonda (5’-3") AAGGGCA GAG CCC GGT AAT
TGC portadora do fluorocronreporter FAM (6-carboxi-fluoresceina), ligado a extremidade
5, e doquencherBHQ1 ligado a extremidade 3'. Estpsimers foram desenhados para
amplificar uma sequéncia de 87 pb do RNA riboss6ni6S (MT-RNR2) completamente
conservada no mtDNA dB. taurus e B. indicus com base em sequéncias disponiveis no
GenBank (codigos de acesso: AY526085 e AY126693peadivamente). A reacdo de
amplificacdo do mtDNA de volume final igual a 20 fdi composta por 0,9 uM de cada
primer, 0,25 pM de sonda, 10 pL de 1x Master Mix (kit &&xpression Master Mix) e 0
equivalente a 20% do total de DNA recuperado dea cGauostra. Para amplificacdo do
controle externo, foram utilizados os mesrpasners descritos acima (iter@onstrucao do
controle externp A reagdo de amplificagdo deste foi realizadabtsnm num volume final de
20 pL composto por 0,2 uM de capgiamer, 10 uL de 1 x SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) e o equivalente a 6% do td&lDNA recuperado de cada amostra.
Ambos, mtDNA e controle externo, foram amplificade® paralelo numa mesma placa
utilizando os seguintes ciclos térmicos’@®or 15 minutos seguido por 40 ciclos 4®@%or
20 segundos e B83C por 1 minuto. Ao final de cada ciclo foi realizad leitura de
fluorescéncia. A andlise da quantidade de mtDNAtin&l ao controle externo foi realizada

como sugerido pelo fabricante do equipamento (&ppBiosystems).
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14.3 QUANTIFICACAO ABSOLUTA DE mtDNA

14.3.1 Preparo das amostras e da curva padrao

Para a quantificacdo do mtDNA os odcitos foramvitdialmente lisadas utilizando a
metodologia descrita por Wai et al. (2008). Brevetaeas amostras foram submetidas a trés
ciclos de aquecimento (95 °C por 5 min) e resfriaméem nitrogénio liquido por 3 minutos)
e, posteriormente, centrifugadas para a mensudi&olume final do lisado.

A curva padrao utilizada para a quantificacdo altaotle mtDNA foi preparada
usando um fragmento de 703 pb compreendendo pastgahes MTRNR2, MT-TL1 e MT-
ND1. Esse fragmento foi obtido por amplificacdo PQR em uma reacdo de 50uL contendo
0,5 uM de cadarimer, 0,2 mM de dinucleotideo trifosfato (Invitroged)s mM de MgCI2
(Invitrogen), tampdo de PCR 1X (Invitrogen), 0,0YulU de Tag DNA polimerase
(Invitrogen), e 1 ng/uL do DNA gendmico extraido délulas sanguineas brancas
(CHIARATTI; MEIRELLES, 2006). As condi¢bes utilizad nos ciclos de amplificacao
foram as seguintes: (1) desnaturacgéo inicial a 8HCLO minutos, (2) 40 ciclos de 95 °C por
20 segundos, 54°C por 30 segundos e 72°C por umtongn(3) extensao final a 72°C por 10
minutos. O produto do PCR foi purificado utilizanolgelWizard S\e o sistem&CR Clean-
up (Promega, Madison, WI) e, posteriormente, clonail@zando okit de clonagenTOPO
TA (Invitrogen). O plasmideo contendo o fragmentond®NA foi purificado usando a mini-
preparacadizard Plus S(Promega). A concentracdo de cépias de DNA do ptesofoi
determinada usando o espectrofotometro Nanodro@ ZOBermo Scientific, Wilmington,
DE) e uma solucdo estoque preparada com 0,2 °Xcdpias/IL. Essa solucdo estoque foi

armazenada a -20°C em aliquotas Unicas até aagéitiz

14.3.2 Determinacao da quantidade absoluta de mtDNA

A quantificacdo absoluta do mtDNA foi feita segana metodologia de PCR em
tempo real e o equipamento ABI-7500 (Applied Bitsyss), conforme descrito por Chiaratti

et al. (2010), com pequenas modificacdes. Brevaesemh ensaio TagMan foi desenvolvido
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para amplificar um fragmento de 87 pb do RNA rildosi€o 16S do mtDNA (MTRNR2),
gue é completamente conservado eBtriauruse B. indicus

A reacdo de amplificacdo do mtDNA de volume firalal a 20 pL foi composta por
0,9 uM de cadarimer, 0,25 uM de sonda, 10 pL de 1x Master Mix (kit &&txpression
Master Mix) e o equivalente a 20% do total de DAuperado de cada amostra. A reacao de
amplificacdo do mtDNA de volume final igual a 20 ffdi composta por 0,9 uM de cada
primer, 0,25 uM de sonda TagMan, 10 puL de 1x Master Mik Gene Expression Master
Mix) e 1uL do DNA recuperado de cada amostra. Aesdras foram sempre analisadas em
duplicata e a média da duplicata foi usada pamaaatdicacdo. Curvas padrdo foram sempre
amplificadas paralelamente as amostras utilizamtmdiluicées seriadas de 1:10 {2010
copias) do padréo. Esse ensaio TagMan possui 1@0éfiadéncia de amplificacdo. Baseado
nos valores da curva padrao, foi possivel quaatificnimero inicial de copias de mtDNA de
cada amostra, utilizando software SDS (V2.3; Applied Biosystems). O valor final de
namero de copias de mtDNA foi corrigido pelo voludtelisado.

14.4 ANALISE ESTATISTICA

Os testes de normalidade dos residuos e homogdeeidas variancias foram
realizados utilizando dsuide Data Analysisdo SAS. Dados que nao preencheram os
pressupostos para a andlise de variancia (ANOVAaniotransformados. As variaveis
continuas como a expressao de cada gene, 0 nuetaiva de copias de mtDNA e a relagédo
BAX/BCL2 foram analisados por ANOVA, usando o priceento GLIMMIX do SAS,
versao 9.2 (SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, NC)

As covariaveis incluidas no modelo inicial foramnaal, TR, TC, FR, categoria,
estacdo, fazenda e as suas interacdes. As var@dassdficatorias foram categoria e estacdo
(verdo vs inverno). Para o modelo final de regreésgistica, variaveis foram removidas com
base nos critérios estatisticos de Wald por eligiodbackward quando P > 0.20. As
variaveis incluidas no modelo final foram: categ@iestacdo (verdo vs inverno).

O numero absoluto de copias de mtDNA foi analisago ANOVA, usando o
procedimento GLIMMIX do SAS, versao 9.2. Quandoveefeito significativo da variavel,
as médias foram comparadas pelo teste de Tukegidewando-se significancia quando P<
0,05.
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15 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dado que o numero de copias de mtDNA foi reportamoo um possivel marcador de
viabilidade oocitaria, a avaliagcdo desta varideahou-se um dos focos do presente estudo.
Nesse contexto, visou-se determinar se a baixa e@mga dos oocitos coletados de vacas
RS da raca Holandesa estaria relacionada ao sewrzided contelido de mMtDNA,
comparativamente a novilhas e vacas PL. Assimgepaos odécitos imaturos que foram
coletados dos ovarios de fémeas dessas trés dageglurante o verdo e o inverno (Capitulo |
dessa tese) foram avaliados quanto ao conteudd@dAn Todas as avaliacbes foram feitas
com o0citos unicos. Os resultados obtidos estamghamente de acordo com as hipéteses pré-
estabelecidas, uma vez que a reducdo do numercddmlascde mtDNA foi observada
exclusivamente nos odcitos coletados de vacas Ritduo verdao. Assim, pode-se dizer que
durante o verdo, oocitos de vacas RS continham meamdeddo de mtDNA do que odcitos
de novilhas (P = 0,01) ou de vacas PL (P = 0,08@fra 3.1). Além disso, considerando-se
apenas a categoria RS, houve uma reducdo de 17&3 VB = 0,0004) no contetudo de
MtDNA dos odcitos quando estes foram coletadosntieira verdo em relacdo ao inverno
(Figura 1). Esse resultado € sugestivo de querhajar comprometimento na qualidade dos
gametas de RS durante o verdo do que nas demeg®ias.

Sabe-se que o0 mtDNA codifica 13 dos 80 polipepsidiovolvidos na OXPHOS, além
de 22 tRNAs e 2 rRNAs envolvidos no processo dduggao dos mRNAs mitocondriais
(LARSSON; CLAYTON, 1995). Em outras palavras, adam mitocondrial depende de uma
comunicacao cadenciada entre o nDNA e as copiastdBlA. Em bovinos, como o numero
de mitocondrias parece permanecer constante adéiadp de desenvolvimento embrionario
inicial (MAY-PANLOUP et al., 2005b; CHIARATTI et gl 2010), a quantidade de
mitocondrias presentes nos odcitos deve ser soifecfgara popular cada blastdmero e suprir a
ATP requerida para a formacéo de blastocistos &dwevisado por Dumollard, Dunchen &
Carroll (2007)]. Em camundongos isso é ainda madig@, pois o0 niumero de mitocdndrias
parece ficar constante até o periodo pré-implamati(CHIARATTI; MEIRELLES, 2010;
WAI et al., 2010). Em ambas as espécies, um mimamoero de copias de mtDNA deve ser
necessario para garantir o desenvolvimento normglianto a replicacdo de mtDNA néo é
reativada (CHIARATTI; MEIRELLES, 2010). Assim, paee logico que quantidades
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insuficientes de MtDNA nos odécitos podem comprometeproducdo de energia e,

consequentemente, o desenvolvimento embrionarsesuiente.

Figura 3.1 - Conteudo relativo de mtDNA em odcitlesvacas repetidoras de servigo (RS), vacas
préximas ao pico em lactacdo (PL) e novilhas (NJaHdesas durante o verdo e o
inverno. Pirassununga, 2010 a 2011
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De fato, grande quantidade de mitocondrias € aadaudurante a oogénese enquanto
o foliculo cresce (CAO et al., 2007; ZENG et a0092), enfatizando a importancia potencial
do conteudo de mtDNA para o desenvolvimento emério inicial [revisado por Smith,
Thundathil & Filion (2005) e May-Panloup et al. ()]. Muito se tem especulado sobre uma
possivel correlacdo do numero de copias de mtDNA a@otencial do odcito em se tornar
um blastocisto competente a implantar-se no Utentbora ainda haja caréncia de estudos
que demonstrem o que determina a variacdo no nudeecdpias de mtDNA nos odcitos e
seu efeito no desenvolvimento embrionario, numer@dores ja associaram o namero de
copias de mtDNA a fertiidade em diversas espé¢REYNIER et al.,, 2001; MAY-
PANLOUP et al., 2005a; EL SHOURBAGY et al., 200N OS; EL SHOURBAGY; ST.
JOHN, 2006), inclusive em bovinos (TAMASSIA et &004b; HUA et al., 2007; IWATA et
al., 2011). Nesse contexto, foi previamente demmadstque a transferéncia de citoplasma

pode ser um meio para resgatar completamente edcdmn comprometimento em seu
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desenvolvimento, seja por transferir mitocOndreasdaveis ou outros fatores citoplasmaticos
(CHIARATTI et al., 2011).

Os achados supracitados corroboram os resultadpgedente estudo, no qual oocitos
coletados de vacas RS durante o verdo contiveranomeontetdo de mtDNA e foram
associados a menores taxas de producdo de bl&sfomisvitro e maiores taxas de
fragmentacao nuclear. Ou seja, o0 comprometido dgetencia de desenvolvimento desses
gametas pode estar relacionado ao seu reduzidooameopias de mtDNA.

A avaliacdo absoluta da quantidade de mtDNA reddizao presente estudo visou a
confirmacdo dos resultados obtidos na quantificagétiva ora reportada e, portanto, foi
realizada apenas durante o verdo (Figura 3.2). dNessliacdo, encontrou-se reducéo
numeérica do conteudo de mtDNA nos odécitos de v&&em relacdo as demais categorias
(PL e novilhas). No entanto, devido a escassezade @ realizacdo desta analise, nao foi
possivel detectar diferenca estatistica nessa cagfma De qualquer maneira, com base na
quantificacao relativa, pode-se inferir que o campetimento da qualidade oocitaria desses

animais pode estar relacionada a seu reduzido wieeropias de mtDNA.

Figura 3.2 - Conteudo absoluto de mtDNA em odaditessacas repetidoras de servigo (RS), vacas
préximas ao pico em lactacdo (PL) e novilhas (N)laHdesas durante o veréo.
Pirassununga, 2010 a 2011
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Com o intuito de melhor investigar a relagdo entrgimero de cépias de mtDNA e a
competéncia oocitaria de vacas RS, a expressdoedesgenvolvidos na replicacdo e
transcricdo do mtDNA foi realizada (Figura 3.3). @dgitos usados para esse proposito foram
0s mesmos utilizados nas analises de quantificeglativa de mtDNA. Mais uma vez, a
hipétese do presente estudo foi parcialmente aqmiia apenas odcitos coletados de vacas
RS durante o verdo apresentaram alteracbes do geréxpresséo desses genes, 0 que se
assemelha ao resultado obtido na quantificacdo taNm Assim, foi evidenciado que
oocitos de vacas RS em estresse térmico possueor exgressao dos genes nucleares
PPARGC1A(Figura 3.3a)NRFL1 (Figura 3.3b),TFAM (Figura 3.3c)POLG (Figura 3.3d) e
POLG2 (Figura 3.3e) em relacdo aos oocitos de vacas Rhvihas coletados em mesma
estacdo. Por outro lado, a expressdo do gene midnabMT-CO1 (comumente conhecido
como COX1) sofreuupregulation nos odcitos de vacas RS comparada aos de PL,

independente de estacao (Figura 3f).
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Figura 3.3 - Expressdo ®RPARGC1A@a), NRF1(b), TFAM (c), POLG (d), POLG2(e) eMT-CO1
em odcitos coletados de vacas Holandesgsetidoras de servico (RS), vacas

proximas ao pico em lactacdo (PL) e novilhas @jante o verdo e o inverno.
Pirassununga, 2010 a 2011
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Esses resultados fornecem indicios da ativacdo efmmsmos compensatorios em
resposta a reduzida quantidade de mtDNA encontradaodcitos de vacas RS em estresse
térmico. Essa concluséo é apoiada pela correlaggatina e altamente significante observada
entre o conteido de mtDNA e a expressad”®#ARGC1Ar = -0,39; P = 0,0005NRF1(r =
-0,37; P = 0,001)TFAM (r = -0,46; P = 0.0001ROLG (r = -0,51; P = 0,0001) BOLG2(r =
-0,48; P = 0,0001). Assim, o aumento da expressageties que controlam a replicacao e
transcricdo de mtDNA nos odcitos coletados de v&&slurante o verdo pode ter levado a
um aumento da taxa de transcricdo do mtDNA, cordandicado pelaipregulationde MT-
CO1, para compensar o baixo niumero de copias de mtbdlAs presente. Essa resposta
pode ilustrar uma tentativa do od4cito em aumentaparato necessario para garantir uma
eficiente OXPHOS e, assim, suficiente geracdo dergém para suprir as necessidades
metabdlicas durante a fase de desenvolvimento endésio inicial.

Recentemente, foi relatado que o desenvolvimentenderibes que passaram por
deplecéo parcial de seu conteudo de mtDNA foi a@mingdo por aumento da expressao dos
genesTFAM e NRF1, que sabidamente controlam a replicacdo e tradscrie mtDNA,
reestabelecendo seu contetdo de mtDNA. Assim,-pedspecular que os odcitos de vacas
RS do presente estudo estejam respondendo de feemalhante ao baixo conteddo de
MtDNA, ou seja, estédo ativando a via de replicagfanscricdo compensatoriamente.

Sabe-se que em nivel nuclear,PEARGC1Aregula a expressdao dos fatores de
respiracdo nuclear 1 e RIRF1e NRF2 que, por sua vez, coordenam, também no nucleo, a
expressdo de polipeptidios da OXPHOS bem comoeltque controlam a replicacéo,
transcricdo e tradugcdo do mtDNA (KELLY, D. P.; SCAR.LA, 2004; SMITH,;
THUNDATHIL; FILION, 2005; SCARPULLA, 2008b; a). O HAM, por sua vez, é uma
proteina codificada no nucleo que tem funcdo der fde empacotamento do mtDNA
(FISHER et al.,, 1992) e fator de transcricdo, preamolo e regulando a replicacdo e
transcricdo do mtDNA (CHANG; CLAYTON, 1984). A réghcdo do mtDNA é conduzida
por uma DNA polimerase especifica (POLG) que tamigmrnodificada pelo nudcleo. No
presente estudo, todos 0s genes nucleares analiapdesentaram consistente aumento de
expressdo em oo6citos de RS em estresse térmias §shes estdo envolvidos em diversos
pontos da via de replicacdo e transcricdo do mtDalguns inclusive com relagdo causa-
efeito bastante evidente (aumento NBRF1 em resposta ao aumento 8ARGCI1A
Portanto, essa resposta coordenada em termos ass&p génica fortalece a possibilidade de
ocorréncia da ativacdo de mecanismos para compansaeda do conteudo de mtDNA

presente nestes odcitos.
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Outra informacao interessante é que nos oocitosgadas PL e novilhas a expresséo
desses genes nucleares (com excecdoP@.G em od0citos de vacas PL) sofreu
downregulationdurante o inverno comparativamente ao verdo. Naném em odcitos de RS
esse fendbmeno nao foi observado. A deficiéncia enazenar mRNA suficiente devido ao
estresse térmico pode ser uma possivel explicag&@ogsse achado. Sabe-se que durante o
desenvolvimento oocitéario e follicular, o oécitouamilla mMRNA materno e proteinas. O
MRNA armazenado tem papel critico durante o peréedmaturacéo, fecundacao e clivagens
iniciais do embrido até que o genoma embrionarj@ agvado (HYTTEL et al., 2001). Em
outras palavras, o acimulo de mRNA materno dumamtescimento folicular possibilita que
oocito adquira competéncia de desenvolvimento emério (TROUNSON; ANDERIESZ;
JONES, 2001). A ocorréncia de perturbacdes a digial do odcito durante o periodo de
desenvolvimento folicular, como é o caso do estréésmico (ROTH et al., 2000) pode
potencialmente acarretar em reducdo da competéncitéria de fecundacdo e subsequente
desenvolvimento. Portanto, o estresse térmico mydmmprometido o adequado acumulo de
MRNA (inclusive dos genes mitocondriais) nos od&ittke vacas PL e novilhas, o que
determinou a baixa expressao desses genes duraeit&oo

Em estudo recente (GENDELMAN; ROTH, 2012) n&o forabservadas alteracdes
dos genedOS GDF9, POU5SF1e GAPDHem odcitos em vesicula germinativa quando estes
foram coletados no verao e no inverno. No entardoa (P < 0,05) expressao desses genes
foi detectada nos odcitos coletados no verdo quaadestavam em fase de maturacgao,
evidenciando que o efeito deletério do estressmidérpode ser mais tardio. Reducdo do
MRNA de alguns desses transcritos foi também ohdarem estadios subsequentes de duas,
quatro e oito células e até mesmo na fase de bisstoAssim, foi demonstrado que a
exposicao de urpool ovariano de odécitos ao estresse térmico ambipataice prejudicar o
armazenamento de mRNA materno e/ou 0 mecanismend&acao por transcricdo, afetando
a expressdo génica antes e depois da ativagdo domge embrionario. Esse
comprometimento pode explicar parcialmente o efeidual do estresse térmico do verdo
(apos término do estresse) na taxa de concepoZaces leiteiras.

No presente estudo, alteracdes na expressao derttas podem ser observadas ja na
fase de odécito em vesicula germinativa, o que pelssente deva ter se refletido nas fases
subsequentes como no estudo citado anteriormentifefenca entre estes estudos pode
residir na intensidade e duracdo do estresse atabi®p estudo anterior a temperatura
maxima no verao foi referida como 33°C, enquantresente estudo esta foi superior a

39°C e com maior umidade. Além disso, no presestade os odécitos foram coletados
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quando as vacas e novilhas ja estavam ha trés reesendicdo de estresse (crdnico),
enquanto no anterior ndo houve controle do tempexgesicao (ovarios de abatedouro). De
qualquer maneira, em ambos os estudos, a taxadgearh ndo sofreu alteracédo pelo estresse
térmico, mas foi observada reducdo da taxa dedglatts quando os odcitos foram coletados
no verdo. Assim, pode-se especular que a exposigéstresse térmico pode atrapalhar o
acumulo de mRNA necessario para o desenvolvimentbrienario ou atrapalhar os
mecanismos de renovacao do mRNA e que esses afeligrios podem ser observados em
fases iniciais (vesicula germinativa) ou mais &sdle acordo com a intensidade e duracdo do
estresse. Em ambos 0s casos o0 desenvolvimentoosr@tioi € prejudicado.

Visando investigar se a baixa competéncia oocitvidenciada em odcitos de RS
durante o verdo (capitulos anteriores) poderiar éatabém relacionada a alteracées na
expressdo de genes relacionados a cadeia apoptigiggenedTM2B (Figura 3.4a) BAX
(Figura 3.4b) eBCL-2 (Figura 3.4c) foram avaliados. Semelhante ao ghder nos genes
nucleares relacionados ao mtDNA, a expressatlr 2B e BAX foi aumentada durante o
verdo em oocitos de vacas RS comparadas a vacan®lilhas. Além disso, diferentemente
dos odcitos de RS, os oocitos de PL e novilhasseptaramdownregulationde ITM2B e
BAXdurante o verdo em comparagao ao inverno, o daemne®rsamente correlacionado com
0 conteudo relativo de mtDNA (r = -0.42 e r = -Q.A4&spectivamente; P < 0,0002). Portanto,
de forma semelhante aos genes nucleares mitocmndrigpadrdo de expressdo dos genes
apoptaticos é diferente entre odcitos de RS e dasa categorias no verdao, o que pode
explicar em parte a diferente qualidade oocitantaeeelas durante o estresse térmico.

Com relacdo a expressdo BEL-2 transcritos deste gene foram encontrados em
apenas um dos 15 odcitos de novilhas analisad@nt#uo verdo. Por essa razdo, nao foi
possivel incluir os odcitos de novilhas coletadosadte o verdo nas analises subsequentes
relacionadas a razdo enB&X e BCL-2 (BAX/BCL-3. Quando odcitos de RB, PL e novilhas
foram comparados exclusivamente durante o inveneamhum efeito foi observado na
expressdo d8CL-2 (P = 0,61). Além disso, nenhum efeito foi obseovad expressao de
BCL-2 quando odcitos coletados durante o verdo e invesram coletados de RS e PL
(figura 4c). Como parte dos odcitos coletados derarverdo (PL = 12/18 e RS = 9/17) e 0
inverno (novilhas = 5/17, PL = 5/16 e RB = 9/1#hkem falharam em expres®€L-2 a
andlise acurada desse gene ndo pode ser realiegasia @studo. No entanto, a avaliagcdo da
razao BAXBCL-2 evidenciou aumento (P = 0,0038) em odcitos cotetade RS do que
naqueles coletados de PL (Figura 3.4d), indepeadinéestacao.
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Figura 3.4 - Expresséo deM2B (a), BAX (b), BCL-2(c) e razdo de expressao er@#X e BCL-2
(d) em odcitos de vacas Holandesas repetidoragrdies (RS), proximas ao pico de
lactacdo (PL) e novilhas (N) durante o verao everimo. Pirassununga, 2010 a 2011
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As proteinas da familia BCL2, dentre elas a BAXo{g@poptotica) e a BCL2 (anti-
apoptatica), regulam a apoptose por integraremin@sssde sobrevivéncia e morte gerados
dentro e fora da célula (ADAMS; CORY, 1998). Empeesta a estimulos apoptéticos, a BAX
€ translocada para a membrana mitocondrial (BETBAIRVERILL-BATES, 2005;
STANKIEWICZ et al., 2005), levando a abertura doergs transmembranicos de
permeabilizacdo (QIAN et al., 2004; BETTAIEB; AVHRIBATES, 2005;
STANKIEWICZ et al., 2005) e a liberagédo do citocmm (QIAN et al., 2004; BETTAIEB,;
AVERILL-BATES, 2005; WADA et al., 2005).

Ja foi discutido anteriormente que a razdo entsasesluas classes (pré6 e anti-
apoptdtica) € um grande determinante de sobrevie’éog morte celular por estimulo
apoptético (MOTYL, 1999). Portanto, a maior raZX/BCl-2 encontrada nos odcitos de

vacas RS no presente estudo pode ser um indicgtigca via pro-apoptotica esteja sendo
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ativada. A maior expressao @eM2B também observada nos odcitos de RS coletadostduran
0 verdo da suporte a essa suposicdo, uma vez tuso®Prévios demonstraram que a

associacdo entre ITM2B e mitocondria estad corretecla com a perda de potencial de

membrana mitocondrial, liberacdo de citocromo comsequentemente, inducdo de apoptose
(FLEISCHER; AYLLON; REBOLLO, 2002).

Em suma, aipregulationdeITM2B e BAX e 0 aumento da raz8AXBCL2fornecem
evidéncias da ocorréncia de apoptose em oocitopeeados vacas RS durante o verdo. Essa
upregulationpode ser uma consequéncia da queda do conterdtbdA no odcito de vacas
RS durante o verao, ja que tanttf2B (r = -0,42; P < 0,0001) quantoBAX (r =-0,45; P =
0,0002) foram negativamente correlacionados aocetdot de mtDNA. Alternativamente, a
correlacéao positivo d&M2B e BAXcomPPARGC1ANRFL TFAM, POLG POLG2e MT-
CO1 sugere que apregulationde genes apoptéticos pode ser consequéncia dmewohee
expressao de genes relacionados ao mtDNA.

As HSP sao chaperonas que promovem a protecaarcetntra o dano pelo calor,
prevenindo a desnaturacdo proteica (KIANG; TSOKQS898; KREGEL, 2002). Foi
mostrado previamente que sua transcricdo € aunzeptd choque térmico, bem como por
outros agentes estressores (KIANG; TSOKOS, 1998yue pode ser usada como um
indicador de estresse em embrides bovinos (WRENZY&LHl., 2001). No presente estudo,
foi observadadownregulationdos genetHSPA1ABe HSP90AAlnos odcitos coletados de
vacas PL e novilhas durante o verdo (em relacdovaono) e maior expressao desses genes
em o0citos de vacas RS em estresse térmico, segoipddréo observado para a maioria dos
genes analisados previamente (Figura 3.5).

Figura 3.5 - Expressao ddSPA1ABe HSP90AAlem od6citos de vacas Holandesas repetidoras de
servigo (RS), proximas ao pico de lactagdo (PLywlimas (N) no verdo e no inverno.
Pirassununga, 2010 a 2011

a b
Categoria: P = 0.31 Il inverno Categoria: P = 0.057 Il Inverno
2,00  Estagdo: P = 0.0005 V/7) Verao 1 EStagdo: P = 0.0001 ) veréo
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Na maioria dos estudos com estresse térmico, sejadeitos, embrides ou células
somaticasin vivo ouin vitro, relata-se aumento da expressao das HSP fresseastimulo.
Essa resposta parece bastante l0gica, ja que @egadaracdes térmicas ja sdo suficientes
para causar grandes alteracdes na conformacdo deinas como desnaturacao,
entrelacamento ou agregacédo inespecifica (WELCH4AN 1985; SZALAY et al., 2007;
TOIVOLA et al.,, 2010). A producdo de chaperonasvipee a formacgédo destes agregados
proteicos ndo especificos e auxiliam na aquisicAocanformacédo nativa das proteinas
(RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 2010), sendo a pringipinha de defesa da célula ao
estresse térmico.

Em estudos prévios foi relatado que o aumento gaessdo génica deSP em
resposta ao estresse térmico € rapido e transiiRIOHTER; HASLBECK; BUCHNER,
2010). Por exemplo, quando as condicdes de crestniisiologico (25°C) de células de
levedura é alterado para condi¢des de choque ®I(37CC), a expressao da maioria HEP
€ aumentada rapidamente, atingindo niveis maximos 40 a 15 minutos (EISEN et al.,
1998). De forma semelhante, a maioria dos trabadno$ovinos que mostram aumento da
expressao delSP esta relacionada a condi¢des de estresse térgucimaComo no presente
estudo optou-se por trabalhar com animais quetgva® em estresse térmico crénico (ha
cerca de trés meses), pode-se especular que tenh@do huma elevacdo imediata da
transcricdo dos gendd4SPA1ABe HSP90AALno inicio da exposicdo ao estresse térmico
conforme descrito acima e, portanto, que o picéralescricdo ja tenha ocorrido. Isso pode
explicar a reduzida expressaod8PA1ABe HSP90AAlobservada nos oocitos coletados de
vacas PL e novilhas.

Essa baixa expressdo HEPA1ABe HSP90AAltambém pode ser reflexo dos efeitos
do estresse térmico cronico sobre a capacidadeinteses e armazenamento de mRNA
materno durante o crescimento dos oodcitos (GENDENVMIROTH, 2012), que pode estar
sendo afetado desde a fase de foliculo secundZosino o acumulo de mRNA é fundamental
na aquisicdo de competéncia oocitaria (TROUNSONPDERIESZ; JONES, 2001), essas
alteracbes podem estar potencialmente reduzindogsakdade (GENDELMAN; ROTH,
2012). Assim, a baixa expressdo HSPA1ABe HSP90AAlem o0citos cronicamente
expostos ao estresse térmico pode ser em partikargdsuda incapacidade de acumulo de
MRNA por este gameta, o que reduz sua qualidaderebora a baixa producdo embrionéria
observada no presente estudo.

Adicionalmente, em outro estudo, a distribuicdoH&P70 no ooplasma de odcitos

imaturos e maturos néo foi afetada pela exposigaotro destes a elevadas temperaturas
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(KAWARSKY; KING, 2001). Quando embrides foram exfms as mesmas condi¢cdes de
estresse, houve aumento da transcricdo desse igdioando sua competéncia de resposta
frente ao agente agressor, 0 que nao ocorreu erRAduntos, este estudo e os resultados
apresentados nesta tese, sdo sugestivos de queotatelidade oocitaria pode ocorrer devido
a auséncia de capacidade de inducdo da transaligddSP frente ao estesse térmico,
reduzindo assim a ativacdo de mecanismos protemrevnsequentemente, reduzindo a
competéncia do odcito. Isso pode explicar a re@dutaga de blastocistos produzidosvitro
relatadas previamente tanto quando a exposicao@u®s ao estresse termico foi feita antes
(presente estudo) quanto depois (EDWARDS; HANSEI96) da OPU.

E conhecido que as chaperonas ja estdo presentest@snniveis em condigdes
fisioldgicas por serem necessarias a organizacdesttatura tridimensional das proteinas
(RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 2010). Assim, o aumentla necessidade por
chaperonas durante algum tipo de estresse refldt&doode serem requeridas em grande
quantidade em relacdo as proteinas desnaturadd&KKHE et al., 1982; COURGEON;
MAISONHAUTE; BEST-BELPOMME, 1984; YURA et al., 198MICHEL; STARKA,
1986; RICHTER; HASLBECK; BUCHNER, 2010). Pode-sepaxsilar que, no presente
estudo, o aumento da expressado das HSP estudddps arrendo exclusivamente nos
oocitos de vacas RS coletados no verdao pela somatds efeitos do estresse térmico na
desnaturacao proteica e a presenca de algum @itnodstressante exclusivo das RS. Foi
relatado, por exemplo, que distarbios metabdlicespprto como distocia e retencdo de
placenta aumentam o risco da ocorréncia de repetie&ervicos (BONNEVILLE-HEBERT
et al., 2011); e que o excesso de odcitos anoraimsrvado em RS estava associado com
elevadas concentragfes plasméticas de uréia (KURY&lal., 2011). Nesse sentido, os
oocitos de vacas RS coletados no verdo podem egpastos a uma somatoria de agentes
estressores que estejam estimulangwegulation desses genes. No entanto, apesar da
ativacdo de mecanismos protetores, a qualidadéadadiessas vacas € comprometida.

Finalmente, observou-se que os geA€ES B GAPDH e HIST1H2AGnao tiveram o
comportamento de genes enddgenos esperado, ol &§pressao desses genes foi alterada
pelas condicdes testadas no estudo (categoriagiet O padrédo de expressao desses genes
foi muito semelhante ao padrdo encontrado paraeossgnucleares relacionados a funcéo
mitocondrial, apoptose e estresse térmico (Figueh 8u seja, a expressaoAE€TB GAPDH
e HIST1H2AGfoi aumentada durante o verdo nos odcitos de \R8asm relacdo aos 00citos
de vacas PL e novilhas. Além disso, reducéo daesgfp desses genes também foi observada

no verdo em relagédo ao inverno nos odcitos de vatas novilhas, o que néo foi visto nas
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RS. A expressao daCTB GAPDH e HIST1H2AGapresentou correlacdo negativa com a
guantidade de mtDNA e positiva com todos os gerssridos acima, apoiando potente efeito
do estresse térmico na qualidade oocitaria de \R8as

O fato de terem sido usados oocitos individuaisos denesACTB GAPDH e
HIST1H2AGterem comportamento consistente com 0s demaismzmia importancia do uso
desses genes como enddgenos. Seu usO seria ideesemente para corrigir para uma
possivel degradacdo de RNA enquanto as amostras festocadas a -80C. De qualquer
maneira, a expressdo de sete outros genes receteersegeridos como endoégenos
(GOOSSENS et al, 2005; BETTEGOWDA et al., 2006; M@ et al., 2011;
GENDELMAN; ROTH, 2012) sera avaliada para tornamabalho ainda mais confiavel

Figura 3.6 - Expressdo @&CTB(a), GAPDH (b) eHIST1H2AG(c) em odcitos de vacas Holandesas
repetidoras de servico (RS), proximas ao pico daddo (PL) e novilhas (N) no veréo e
no inverno. Pirassununga, 2010 a 2011

a b
Categoria: P = 0.22 Bl nverno gat‘egf’”a: T)%ng Il nverno
Estac&o: P = 0.0001 7 = _ Estagao: = 0.000 7 Verdo

149 Categoria X Estagao: P = 0.002 722 Verdo 169 Categoria X Estagao: P = 0.0078 2%
*
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Expressao relativa da ACTB
Expressao relativa do GAPDH

Categoria: P =0.16 Il nverno
Estagéo: P =0.04 7 5
164 Categoria X Estaggo: P = 0.02 ZZ A

a

Expressao relativa da HISTTH2AG

E importante ressaltar que devido a essa forteaglie na expressédo dos genes que
seriam utilizados como controle interr®3TB GAPDH e HIST1H2AG, este uso foi evitado
e esses genes foram considerados apenas como@ergssalvo em nosso estudo.
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16 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente eséugossivel concluir que durante o
verdo ha indicios da ativacdo de mecanismos comafigits da deficiéncia da funcao
mitocondrial (menor nimero de copias de mtDNA eamaxpressdo de genes nucleares
relacionados a sua replicacao/transcrigidARGC1ANRF], TFAM, POLG e POLG2 nos
odcitos de vacas RS em comparacdo as demais date@®L e novilhas). Aipregulation
desses genes pode ser uma estratégia compengati@igarantir a geracdo de energia para
suprir as necessidades metabolicas durante a éadeseénvolvimento embrionario inicial. Ha
também indicios da ativacdo da via pro-apoptétinanécitos de vacas RS coletados durante
0 veréo (maior relagdo BAX/BCL-2 e maior express@dTM2B e BAX). Essaipregulation
pode ser uma consequéncia do reduzido conteudd@iAne do aumento da expresséo de
genes relacionados ao mtDNA nos o0citos de vacatuRite o verdo, ja que tantdTd12B
guanto oBAX foram negativamente correlacionados ao conteldatB&A e positivamente
correlacionados conmPPARGC1A NRF1 TFAM, POLG POLG2 e MT-COl1 Maior
expressao dos geneksSPA1ABe HSP90AAltambém foi detectada nos odcitos coletados de
vacas RS durante o verdo em relacdo as demaiodatgeguindo o padréo observado para
a maioria dos genes analisados previamente, selacdonando positivamente a todos eles e
negativamente ao conteudo de mtDNA. Nesse casomergo de transcricdo de chaperonas
pode ser uma resposta protetora a exposicdo deéséss a uma somatoéria de fatores
estressores (estresse térmico e outros que podempessentes nas RS). A expressao de
ACTB GAPDH e HIST1H2AGtambém foi aumentada durante o verdo nos oocéosdas
RS em relacdo aos odcitos de vacas PL e novillmtarfo, para todos os genes avaliados
houve padrdo semelhante de expressdo nas distategorias e estagOes, sendo que a
upregulation desses transcritos foi evidenciada em odcitos 8eeR estresse térmico,

podendo estar relacionada a baixa competénciasgmdavimento desses gametas.



CAPITULO IV

Taxa de concep¢do de vacas repetidoras de
servigo, em pico de lactacdo e novilhas
submetidas ao mesmo protocolo de IATF
utilizando mesma partida de sémen

no verdo e no inverno
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17 JUSTIFICATIVA

A sazonalidade da taxa de concepcdo de vacas RSi jgelatada em estudos
retrospectivos. No entanto, esses estudos nao afimeatios para avaliar precisamente
determinadas respostas. Em outras palavras, vaedsm@m inseminadas apos observacao de
cio ou sincronizadas para IATF com diferentes muitzss foram avaliadas, ndo havendo
distribuicdo homogénea do sémen ou contemporaresigiatle os grupos. Assim, 0 presente
estudo foi conduzido prospectivamente visando angdio de uma resposta mais confiavel
acerca do comportamento da taxa de concepcéo ds & durante o verdo e o inverno,

comparando-as a vacas PL e novilhas.
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18 MATERIAIS E METODOS

18.1 LOCAL E PERIODO DE EXECUCAO

O presente estudo, que inclui um teste de concefdoécaealizado de agosto a
setembro de 2010 e 2011 (periodo denominado inyerde marco a abril de 2011 (periodo
denominado verdo). Os animais utilizados eram pdade da Fazenda Santa Rita do Iguacu,
municipio de Céu Azul (25°89'S 53°5M4"0) e das Fazendas Frisia e Sao Cristévao,

municipio de Carambei (24°58"S 50°635"0), ambas no estado do Parana.

18.2 ANIMAIS E INSTALACOES

Os rebanhos das fazendas utilizadas nesse e§adta (Rita do Iguacu, Sao Cristovao
e Frisia, respectivamente) eram compostos por B0 g 205 vacas Holandesas em lactagéo,
com producdo média de 32,2, 31,3 e 32,1 kg depeitalia. Para a inclusdo dos animais no
estudo foram obedecidos critérios de selecdo delaamm sua categoria, incluindo idade
(novilhas), producéo leiteira, DEL e niamero de ¢évemreprodutivos (vacas). Inicialmente,
600 fémeas foram incluidas no trabalho, no entgrade delas foi excluida das andlises por
motivos diversos, como falha em um ou mais tratdosenalteracdo do horério de
inseminacao, perda do dispositivo de progestenorulemas de saude, descarte ou morte.
Assim, o numero final de animais contemplado ndi@g&o da taxa de concepcéao a IATF foi
de 580, sendo 233 vacas RS, 198 vacas PL e 14hamviParte dessas fémeas foi avaliada
durante o verdo (119 RS, 88 PL e 78 novilhas) &pav inverno (114 RS, 110 PL e 71
novilhas).

Quanto ao alojamento e a alimentacdo dos animaisamejo ja estabelecido nas
propriedades em que foi realizado o experimentaniantido, sendo que fémeas em lactacéo
(PL e RS) foram mantidas eineestalls(baias de estabulagéo livre) com acesso a um piquet
adjacente com pastagem e agudaibitume novilhas foram alojadas em piquetes com areas
de sombreamento aguad libitum e regime de semi-confinamento. A racdo total foi

formulada para alcancar ou exceder 0s requerimentb§cionais minimos para cada
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categoria: novilhas (14% PB, 26,7% FDA e 47% FDNgaeas Holandesas em lactagéo (18%
PB, 21,2% FDA e 34,4% FDN) pesando 650 kg e prodlezei5 kg de leite com gordura

corrigida para 3,5% quando consumindo 26 kg de MSRIC, 2001). As vacas em lactacao
foram ordenhadas trés vezes ao dia, com intervéldiarde oito horas entre duas ordenhas

consecutivas.

18.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente experimento foi delineado em fatoriAl 3 (categoria da fémea x estacéo
do ano). Fémeas das trés categorias foram submetidarotocolos de sincronizacdo da
emergéncia de onda folicular e ovulagdo para IAGE duas estacdes propostas, nas trés
fazendas descritas acima. Em cada réplica, nunsémikares de vacas RS, PL e novilhas

passaram pelos mesmos procedimentos e foram irsgasisem a observacao de estro.

18.4 SINCRONIZACAO DA ONDA DE CRESCIMENTO FOLICULAE OVULACAO

Todas as fémeas receberam em dia aleatério do estral (DO), um dispositivo
intravaginal de progesterona (SincrofesburoFino Satde Animal, Brasil) e 2 mg de BE
(Sincrodiof, OuroFino Satde Animal, Brasil) i.m.. No D7, 500 ge cloprostenol sédico
(Sincroci®, OuroFino Satide Animal, Brasil) foram administsaéen. e no D8, o dispositivo
de progesterona foi removido juntamente a admagéty de 1 mg de cipionato de estradiol
(produto cedido pela OuroFino Saude Animal, Brasi). Passadas 48 horas da retirada do
dispositivo de progesterona, 100 pg de acetataiderélina (GnRH; Sincroforfte OuroFino
Saude Animal, Brasil) i.m. foram administrados I&&F foi realizada (Figura 4.1). O sémen
utilizado em todas as IATF foi proveniente de umia partida do mesmo touro da raca
Holandés Preto e Branco (Kane 014HO04368, Acceléi@enetics, Baraboo, WI, EUA).
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Figura 4.1 - Desenho esquemético do delineametgerienental. Sincronizacdo da emergéncia de
onda folicular e ovulacdo para inseminacdo arifiegm tempo fixo (IATF). BE =
benzoato de estradiol; P& prostaglandina £ CE = cipionato de estradiol. Céu
Azul e Carambei, 2010 a 2011

BE (2mg) PGFa  CE (1mg) GnRH (100pg)
l l l +IATF
Sincrogest ] l
48 horas R
DO D7 D8 D10

BE = benzoato de estradiol; P&E prostaglandinak; CE = cipionato de estradiol.

18.5 AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA

O diagnéstico de gestacéo foi realizado por ultrasgrafia de 35 a 40 dias apés a

IATF em todas as fémeas.

18.6 ANALISE ESTATISTICA

Os testes de normalidade dos residuos e homogdeeidas variancias foram
realizados utilizando @&uide Data Analysiddlo SAS. A TR foi analisada por ANOVA,
usando o procedimento GLIMMIX do SAS, versao 9.8 TAT, SAS Institute Inc., Cary,
NC). A variavel binomial, taxa de concepcéo, foalesada por regressao logistica, usando o
procedimento GLIMMIX do SAS.

Diferencas com probabilidades (P) menores que Of@&m consideradas

significativas. Os valores foram expressos comoianed.P.M..
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19 RESULTADOS E DISCUSSAO

A repeticdo de servicos e o estresse térmico s@ortantes fatores que afetam
negativamente a fertilidade de vacas leiteiraseManto, nenhum estudo prospectivo prévio
comparou as taxas de concepcao de vacas RS, Rlillmassubmetidas ao mesmo protocolo
de sincronizacao da ovulagcéo para IATF e insemmadan a mesma partida de sémen do
mesmo touro. Buscou-se com essa proposta, exohted de variagdo comuns em trabalhos
retrospectivos e obter, assim, resultados maisaa@i$ acerca do impacto desses fatores na
fertilidade. As caracteristicas das vacas e nawillnige foram utilizadas no presente estudo

estdo apresentadas na tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Variaveis produtivas e reprodutivas das vacas fidipas de servico — RS e préximas
ao pico de lactacdo — PL) e novilhas Holandesdizadas na avaliacdo da taxa de
concepcao nas diferentes estacdes. Céu Azul e Beira?010 a 2011

Novilhas PL RS
Inverno Verao Inverno Verao Inverno Verao
(n=71) (n=178) (n =110) (n=188) (n =114) (n =119)
DEL - - 115,2+52 899+2,7 3245+145 364851
Producéao de leite (kg) - - 426+0,7 345+1,0 ,031,0 21,8+0,8

Servigos prévios (n) 0,52+0,08 0,33+0,06,97+0,09 061+00" 55+0,3 6,2+0,3

Lactacdes prévias (n) 0 0 2,0+0,1 2,1+xC1 2001+ 2,1+0,1

N&o foi detectada interacdo entre categoria e &stpgra as variaveis analisadas. No
entanto, houve evidente efeito de categoria na tExaoncepc¢do, sendo esta superior em
novilhas, seguida por PL e depois por RS, indeperdda estacdo do ano (Tabela 4.2 e
Figura 4.2). Resultado semelhante foi observadadmae comparou a taxa de concepc¢éao de
vacas RS e ndo-RS que foram inseminadas ou recelmrdorido no verdo e no inverno,
conforme revisado por Baruselli et al. (2011). Assh baixa taxa de concepcao de vacas RS
em relacdo as demais categoria € consistenteesseee outros previamente realizados, o que
confirma a baixa fertilidade que caracteriza essagoria.

Efeito sazonal da taxa de concepcao foi tambémnadide, ou seja, maior taxa de

concepcao foi obtida no inverno e menor taxa ndweindependente da categoria estudada



Resultados e Discussao Pagina |111

(Tabela 4.2 e Figura 4.2). Esses dados corroboramadas de estudos retrospectivos
realizados no Brasil, nos quais foram analisaddaxas de concepc¢ao resultantes de 12.875
IAs e 4.822 TEs em vacas em lactacdo (todos osces)ve de 5.693 IAs e 3.858 TE em

vacas repetidoras de servico nas diferentes estagdbano entre 2001 e 2006 (RODRIGUES
et al., 2007b; a).

Tabela 4.2 - Taxa de concepcao (%) de vagapetidoras de servico (RS), proximas ao pico de
lactagcéo (PL) e novilhas Holandesas sincronizades ipseminacéo artificial em tempo
fixo utilizando mesmo protocolo e mesma partidaséenen, durante o verdo e o
inverno. Céu Azul e Carambei, 2010 a 2011

Novilha PL RS Valores de P
Categorias 43,0%" 25, 404" 16,7%°
270 70 170 < 0,0001
Verao Inverno
Estacbes 0 0
30,8% 21,8% 0.05

Figura 4.2 - Taxa de concepgéo de vacas Holandepasdoras de servi¢o (RS), proximas ao pico
de lactacdo (PL) e novilhas (Nov) no verdo e neling. Céu Azul e Carambei, 2010 a

2011

60 Estagéo: P=0,047 (inverno>verdo)
Categoria: P<0,0001 (Nov>PL>RS)
Estacédo*Categoria: P=0,79

50 - 49,3

40 1 37,2

30 + 28,2

21,8 21,9

201 '/7118

n=71]| n=78 [n=110]||[ n=s8] n=114f]fn=110
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Taxa de concepgéao (%)
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Ja estd bem estabelecido que o desempenho repmdetifémeas bovinas pode ser
severamente comprometido pelo estresse térmico GEMWNet al.,, 2001). e que vacas em
lactacdo possuem elevada taxa metabodlica devidoodugho de leite, o que reduz sua
habilidade de dissipar o calor (KADZERE et al., 20Q@umentando sua temperatura corporal
(DEMETRIO et al., 2007). De fato, os efeitos negadi da alta producéo leiteira sobre a
qualidade oocitaria, a fecundacédo e o desenvoltonembrionério inicial estdo exacerbados
durante o estresse térmico (HANSEN; ARECHIGA, 1998p Capitulo 1 dessa tese
observou-se que vacas em lactacédo (tanto RS g@dntaumentaram sua TC, TR e FR e
reduziram a producdo de blastocistos quando expastaestresse térmico crénico. As
novilhas, apesar de somente terem aumentado sutmBém apresentaram reduzidas taxas
de blastocisto no verdo. Esses dados corroborassoltados do atual capitulo, uma vez que
queda de concepcéo foi detectada em todas as Gatedorante o verdo. Sartori et al. (2002)
também demonstraram aumento da TR muito mais imtemsvacas Holandesas em lactacéo
do que em novilhas, em resposta a mesma elevacéamgeratura ambiental. No entanto,
reducdo da qualidade embrionéria (avaliada peloome@amero de células embrionarias) foi
reportada apenas em vacas, diferentemente dos diedescontrados.

Ha tempos refere-se que reducdo da fertilidadentin@eriodos de estresse térmico
deva estar relacionada com a alta sensibilidadeddi#os e de embrides em fase inicial de
desenvolvimento (EALY; DROST; HANSEN, 1993; AMBRO®Eal., 1999; ROTH, 2008).
Nos capitulos anteriores, evidéncias de comproneetionoocitario foram reforcadas pela
baixa taxa de producdo embrionaria obtida quanditazdforam coletado durante o veréao,
independente da categoria. Recentemente, o pad#ma observado na PIVE apoia a
ocorréncia de distUrbios oocitarios pelo calor, wemque o efeito do estresse térmitgivo
no odcito se reflete na reducdo da produgbeitro de embrides (VIEIRA et al., 2011;
PONTES et al., 2012).
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20 CONCLUSAO

No presente estudo, observou-se baixa taxa de ppieale vacas RS em relacéo a
vacas PL e novilhas tratadas com mesmo protocal I#aF e inseminadas com mesma
partida de sémen do mesmo touro, reforcando dadesamente reportados. Além disso, 0
impacto negativo do verdo sobre a taxa de concefp¢@dservado em todas as categorias,
reforgcando seu efeito deletério sobre a fertiliddeléémeas bovinas da raca Holandesa.
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21 CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

Quando expostas a condicfes de estresse térmigcieardacas RS e PL apresentam
maior elevacédo da TC do que novilhas, ultrapassasdonites que determinam o inicio da
retencdo de calor, 0 que levou ao aumento da TBaslestegorias e, consequentemente, ao
aumento da FR (mecanismo evaporativo para a perdaldr). A alta correlacdo entre a FR,
TR e TC encontrada nas vacas RS e PL apoia essls@®@m As novilhas, por sua vez, foram
capazes de manter a TR e FR semelhantes no vardmeerno, apesar de haver aumento da
TC durante o verdo. A maior sensibilidade de valmgantes ao estresse térmico
possivelmente esté relacionada a sua alta taxdatiets a qual € diretamente proporcional a
sua producdao leiteira. De maneira semelhante, ceralohe foliculos visualizados no dia da
OPU e o numero de odcitos totais e viaveis foramares durante o verao nas vacas RS e PL
e relacdo as novilhas. E possivel que a maior lstdatle das vacas frente ao estresse
térmico e a reduzida ingestdo de matéria seca ®@uemse periodo tenham intensificado o
BEN. Essa condicdo metabdlica pode comprometersponsividade hepatica ao GH,
resultando em reduzidas concentracdes de IGF-Indmup este que esta diretamente
relacionado a quantidade e qualidade de folicdositados.

Apesar de nao alterar a taxa de clivagem, o estrEsmicoin vivo (doadora de
o0cito) reduziu a taxa de blastocistos produzidosvitro a partir de odcitos das trés
categorias. No entanto, em vacas RS essa redugdaifacentuada, representando cerca de
metade das taxas obtidas em PL e um terco dasast#id novilhas. Além disso, durante o
verdo, maior porcentagem de nucleos fragmentadoedstrada nos embrides de RS em
relagdo as novilhas, indicando que os efeitos @#bst do estresse térmico sobre os odcitos
devam ser mais intensos nessas vacas.

Nos odocitos de RS coletados durante o verédo foramongrados indicios da ativacao
de mecanismos compensatorios da deficiéncia daaéungtocondrial (menor nimero de
copias de mtDNA e maior expressdo de genes nusleastacionados a sua
replicacao/transcricAd®PARGC1ANRF1 TFAM, POLGePOLG2 em comparacao as PL e
novilhas. Aupregulationdesses genes pode ser uma estratégia para garagemacado de
energia para suprir as necessidades metabdlicaantdura fase de desenvolvimento
embriondrio inicial. Indicios da ativagdo da via-apoptotica também foram observados nos

oocitos dessas vacas RS durante o verdo (mai@aceBAX/BCL-2 e maior expressao de
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ITM2B e BAX). Essaupregulationpode ser consequéncia do reduzido contetdo de AN

do aumento da expressédo de genes relacionadoédAnmmos odcitos de vacas RS durante o
verao, ja que tanto ld M2B quanto dBAX foram negativamente correlacionados ao contetudo
de mtDNA e positivamente correlacionados d®RARGC1ANRF1, TFAM, POLG, POLG2

e MT-CO1 Além disso, maior expressao dos gehi&PA1ABe HSPO0AAlfoi detectada
nesses mesmos 00citos, correlacionando-se poséitanaos demais e negativamente ao
conteudo de mtDNA. Nesse caso, 0 aumento de tieAscde chaperonas pode ser uma
resposta protetora a exposicao desses oécitos aametoria de fatores estressores (estresse
térmico e outros que podem estar presentes nasHRBImente, a expressdo &&ECTRH
GAPDH e HIST1H2AGtambém foi aumentada durante o verdo nos o6cégosmdas RS em
relacdo aos de vacas PL e novilhas, seguindo padréelhante dos demais genes avaliados.
Esses dados séo indicativos que a baixa competéecdesenvolvimento desses gametas
esteja relacionada apregulation dos transcritos estudados, uma vez que o aumento d
expressao ocorreu exclusivamente em odcitos derR&tesse térmico. Os efeitos deletérios
do estresse térmico na qualidade oocitaria, apbsgresentes em todas as categorias, sdo
mais intensos em vacas RS, afetando consideravidrsea producéo de embrides.

O uso de mesmo protocolo de sincronizacdo da ciwillpara IATF e mesma partida
de sémen de um unico touro Holandés, permitiu apeoagdo das taxas de concepcao de
vacas RS, PL e novilhas inseminadas no verdo enverno. Assim, uma avaliacdo mais
precisa pode ser realizada com relacao a fertéidk$ses animais frente ao estresse térmico.
Independente da estacdo avaliada, reduzidas taxesndepcéo foram observadas em vacas
RS em relacdo as demais categorias. Além dissdaquansideravel dessa taxa foi detectada
durante o verdo em todas as categorias, a semalkdangue foi observado com as taxas de
blastocisto relatadas previamente.

Estudos complementares sdo necessarios para qupossa determinar mais
precisamente os mecanismos envolvidos na baixaddade de RS e na queda de fertilidade
durante o verdo. A avaliacdo da expresséo de gem#arios relacionados com a maturacao
do odcito, bem como a aplicacéo da transferénc@tdglasma para o estudo da influéncia de
fatores citoplasméticos na recuperacdo da compatélecdesenvolvimento desses gametas
sdo alguns topicos que devem ser abordados emiggsduturas. A elucidagdo desses
mecanismos pode possibilitar o0 desenvolvimentostiatégias para contornar o problema da
baixa fertilidade de RS e minimizar o impacto diresse térmico na qualidade oocitéria,

subsequente desenvolvimento embrionario e prenhez.
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Anexo A - indice de temperatura e umidade (ITU) para bovinos (Adaptado de
Armstrong, 1994).
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Legenda:
sencla de estiesse
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