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Resumo




Existem evidéncias de que os efeitos deletérios do estresse térmico calérico
(ETC) sobre a fertilidade sdo menos pronunciados em racgas tolerantes ao calor
devido primariamente as diferencas na capacidade de termorregulacéo.
Experimentos in vitro tém demonstrado que embrides zebuinos (Bos indicus) sao
mais resistentes ao ETC quando comparados a taurinos (Bos taurus). A fim de
melhor compreender as diferengcas entre zebuinos e taurinos em relagdo a
resisténcia ao choque térmico, objetivou-se com o presente trabalho verificar se a
resisténcia ao ETC é resultado da contribuicdo genética do odcito, do
espermatozoide ou de ambos e se o intervalo de tempo entre o abate dos animais
e a aspiracao do odcito influencia o desenvolvimento do embrido. No experimento
1 odcitos de vacas das racas Nelore e mesticas com fendtipo predominante da
raca Holandesa preto e branco (mHPB) foram coletados em frigorifico, maturados
e fertilizados com espermatozoide de touros das ragas Nelore (N), Angus (An),
Brahman (Bra) e Gir (Gir). No experimento 2 odcitos de vacas das racas Nelore e
HPB puras foram coletados em frigorifico, aspirados 4 e 6:30 horas apos o abate
dos animais, maturados e fertilizados com espermatozoide de touros das racas N,
Gir e HPB. Em ambos os experimentos, noventa e seis horas pds-inseminacgéo
(hpi), os embriGes com mais de 16 células foram separados ao acaso em dois
grupos: controle e ETC. Os embrides do grupo controle foram cultivados a 39 °C
continuamente e do grupo ETC expostos a 41 °C por 12 horas, retornando a
seqguir para 39 °C. No experimento 1 néo foi observado efeito do ETC nas varias
racas estudadas, ndao havendo portanto, redugdo nas taxas de blastocisto e
blastocisto eclodido. As taxas de clivagem e morula dos embrides mHPB x Gir
foram inferiores (p<0,05) as das demais racas. As racas mHPB x N apresentaram
taxas de blastocisto superiores as racas mHPB x An e mHPB x Gir (p<0,05). No
experimento 2 as taxas de clivagem, moérula e blastocisto do grupo 4 horas foram
superiores (p<0,05) as do grupo 6:30 horas. O ETC reduziu as taxas de
blastocisto em todas as racas (N x N, HPB x HPB e HPB x Gir) e em ambos os
intervalos de tempo (4 e 6:30 horas). A raca N x N apresentou taxa de clivagem
superior (p<0,05) as racas HPB x HPB e HPB x Gir, em ambos os intervalos de
tempo. Além disso, a taxa de blastocisto na raca N x N foi superior (p<0,05) as
demais racas, tanto para o grupo controle (39 °C) quanto para o grupo ETC.
Concluiu-se que: a) embrides provenientes de odcitos de vacas HPB puras séo

mais sensiveis ao ETC do que aqueles provenientes de odécitos de vacas HPB



mesticas; b) a contribuicdo genética do odcito é mais importante do que a do
espermatozoide, uma vez que a ragca do touro ndo influenciou a resisténcia
embrionaria ao ETC; ¢) o aumento do intervalo de tempo (de 4 para 6:30 horas)
entre o abate e a aspiracdo dos odcitos influenciou negativamente o

desenvolvimento embrionério.

Palavras-chave : blastocisto, bovino, embrido, estresse térmico, fertilizagdo in

vitro.



Abstract




There are evidences that deleterious effects of heat stress (HS) on fertility are
less pronounced in breeds tolerant to high temperatures, due mainly to differences
on their thermoregulatory capacity. In vitro experiments have shown that Bos
indicus embryos are more resistant to HS when compared to Bos taurus. In order
to better understand the differences related to heat shock resistance between Bos
indicus and Bos taurus, the main objective of this study was to determine if
tolerance to HS is cause by genetic contribution from the oocyte, spermatozoa or
both. Additionaly, the influence of the time, between collection of ovaries in the
abattoir and oocyte aspiration in the laboratory, on early embryo development was
ascertained. In experiment 1, oocytes from Nellore and crossbreed Holstein cows
(cHST), were collected in a local abattoir, matured and fertilized using semen
from Nellore (N), Angus (An), Brahman (Bra) and Gir (Gir) bulls. In experiment 2,
oocytes from Nelore and Holstein (HST) cows were collected in an abattoir and
the oocytes were aspired in the laboratory 4 or 6:30 h afterwards, matured and
fertilized using semen from N, Gir and HST. In both experiments, 96 h post
insemination (hpi), embryos with = 16 cells were separated in two groups: control
and HS. In the control group the embryos were cultured at 39 °C, whereas in the
HS group the embryos were submitted to 41 °C during for 12 h, and then returned
to 39 °C. In experiment 1, there was no effect of HS on blastocyst and hatched
blastocyst rates in all breeds studied.. The percentage of oocytes that cleaved and
reached the morula stage was significantly lower (p<0.05) in cHST x Gir as
compared to the other breeds. Additionaly, blastocyst rate was higher in cHST x N
than in cHST x An and cHST x Gir (P<0.05). In experiment 2, cleavage, morula
and blastocyst rates of Group 4 h were higher (P<0.05) as compared to Group
6:30 h. Heat shock decreased blastocyst rates in all breeds (NxN; HSTxHST; and
HSTxGir), and in both time intervals (4 and 6:30 h). The breed N x N had higher
cleavage rate (P<0.05) in both time intervals when compared to HST x HST and
HST x Gir. In addition, Nellore oocytes fertilized with Nellore semen (NxN)
originated higher blastocyst rates (P<0.05), in the control and HS Group, than the
other breeds. It is concluded that: a) embryos from Holstein oocytes are more
susceptible to HS than embryos from crossbred Holstein oocytes; b) the oocyte is
more important than the spermatozoa for the development of thermotolerance,

since the breed of the bull did not influence embryo development after HS; c) in



vitro early embryonic development was impaired by increasing (from 4 to 6:30 h)

the time interval between ovaries collection and oocyte aspiration

Keywords: Blastocyst , Bovine, Embryo, Heat Stress, IVF.



Introducao e Objetivo




Acima de 50% do rebanho bovino mundial se encontra nos tropicos e sdo
submetidos a temperaturas mais altas do que animais que habitam climas
temperados. Dentro as racas de corte, a ragca Nelore (Bos indicus) € a que possui
maior contingente numérico (acima de 90 milhdes de cabecas; ACNB, 2006)
devido a sua maior resisténcia a altas temperaturas, umidade e parasitas, quando
comparada as racas derivadas do gado europeu (Bos taurus, Hansen, 2004,
Barros et al., 2006).

Nos mamiferos, os processos reprodutivos sao sensiveis as alteracdes por
hipertermia, resultando em reducdo da qualidade e quantidade de
espermatozoide nos machos e queda da fertilidade nas fémeas (Hansen et al.,
2001).

Existem diferencas genéticas na resisténcia ao estresse térmico calorico
(ETC), com as racas adaptadas apresentando menores temperaturas durante o
ETC do que racas ndo adaptadas (McDowell et al., 1953; Cartwright, 1955; Allen
et al., 1963; Finch, 1986; Carvalho et al., 1995; Hammond et al., 1996; Hammond
et al., 1998; Gaughan et al., 1999). Devido sua maior termotolerancia, as
consequéncias da exposicédo ao ETC, tanto na producédo de leite quanto de carne,
sdo menores para o gado Bos indicus do que para o gado Bos taurus (Hansen,
2004). Assim, comparado com o gado europeu, o gado zebuino sofre reducdo
menos severa na ingestao alimentar (Kibler & Brody, 1951; Johnston et al., 1958;
Allen et al., 1963; Seif et al., 1979), taxa de crescimento (O"'Bannon et al., 1955,
Cartwright, 1955), producdo de leite e carne (Johnson, 1965) e funcdes
reprodutivas (Skinner & Louw, 1966; Rocha et al., 1998) em resposta ao ETC.

A exposicdo de fémeas de mamiferos ao ETC aumenta a mortalidade
embrionaria (Thatcher & Hansen, 1993). A maior causa da reducdo na
sobrevivéncia embrionaria induzida pelo ETC pode ser decorrente dos efeitos
adversos das temperaturas elevadas no desenvolvimento dos zigotos e dos
embrides (Ealy et al., 1993).

Paula Lopes et al. (2003) observaram que embrides (= 9 células) de raca
resistente ao calor (Brahman) se desenvolveram melhor até o estagio de
blastocisto apds ETC (41 °C por 6 horas) do que embrides de racas sensiveis ao
calor (HPB e Angus). De forma similar, embrides da raca Nelore sao mais
resistentes ao ETC do que embrides mesticos (o0cito taurino x sémen zebuino;

Barros et al., 2002) e taurinos (HPB, Barros et al. 2006) desenvolvidos in vitro.



Além disso, embrides Brahman e Romosinuano (Bos indicus) sdo mais
resistentes ao ETC do que embrides da raca Angus (Bos taurus, Hernandez
Cerdn et al., 2004).

Embrides produzidos através da fertilizacdo de oo0citos provenientes de
vacas da raca Brahman com sémen de touro da raga Angus sdo mais resistentes
ao ETC que embrides produzidos pela fertilizagdo de odcitos provenientes de
vacas da raca Holandesa com sémen de touros Angus (Block et al., 2002).
Entretanto, ndo houve diferenca com relacéo a resisténcia ao ETC para embrides
Holandés x Brahman e Holandés x Angus (Block et al., 2002). Estes resultados
indicam que a contribuicAo do od6cito € mais importante do que a do
espermatozoide na capacidade dos embrides Brahman resistirem aos efeitos do
estresse calorico.

De forma similar, Saito et al. (2006) verificaram que o ETC (41 °C por 12h,
96 horas ap0s a inseminacdo - hpi) diminuiu significativamente as taxas de
blastocisto e de blastocisto eclodido, tanto para oocitos HPB fertilizados com
sémen Gir quanto sémen HPB. Por outro lado, Eberhardt et al. (2009) além de
observarem que embrides Nelore sdo mais resistentes ao ETC do que embrides
da raca HPB ou mesticos durante a fase inicial de desenvolvimento in vitro,
constataram que a resisténcia ao ETC resulta da contribuicdo genética do odcito e
do espermatozoéide, uma vez que odcitos de vacas HPB fertilizados com sémen
Nelore foram significativamente mais resistentes ao estresse calorico (12 h, 96
hpi) do que aqueles fertilizados com sémen Angus. Esta possibilidade é reforcada
pelos dados obtidos por Pegorer et al. (2007), os quais verificaram que o uso de
touros Gir aumentou a taxa de prenhez de vacas lactantes HPB durante os meses
de verdo, quando comparados a touros HPB.

A capacidade de um embrido responder a mudancas no seu ambiente é
limitada durante as primeiras divisbes de clivagem, quando grande parte do
genoma embrionario é ainda inativo. Esse periodo da baixa atividade
transcricional cria uma janela na qual os embrifes sdo particularmente sensiveis a
certas formas de estresse. Uma das alteracbes no ambiente materno que causam
efeitos profundos na sobrevivéncia embrionaria € um aumento na temperatura
corpOrea em decorréncia do calor ou da febre (Paula Lopes & Hansen, 2002).

Utilizando sistema de cultivo in vitro, Rocha et al. (1998) e Al-Katanani & Hansen



(2002), mostraram que a temperatura elevada reduziu a sobrevivéncia dos
embrides em estagios iniciais de desenvolvimento embrionario.

Os efeitos do ETC sobre a viabilidade do embrido diminuem de acordo com
o avanco da prenhez (Biggers et al.,, 1987; Ealy & Hansen, 1994; Edwards &
Hansen, 1997; Hansen, 1999; Edwards et al, 2001). Uma possivel explicacao
para esse fendmeno é que os embrides se tornam mais resistentes aos efeitos
negativos do ETC a medida que avancam no seu desenvolvimento (Edwards &
Hansen, 1997).

Considerando-se a predominancia do gado Nelore no Brasil devido, entre
outros fatores, a elevada resisténcia ao estresse caldrico, objetivou-se com o
presente trabalho testar as seguintes hipoteses: a) embrides de racas zebuinas e
mesticas sdo mais resistentes ao ETC do que embrides de racgas taurinas; b) a
resisténcia ao ETC é resultado da contribuicdo genética do odcito e do
espermatozoide; c) o intervalo de tempo entre o abate dos animais e a aspiracédo

dos odcitos influencia o desenvolvimento embrionario.
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Os bovinos, mamiferos pertencentes a familia Bovidae, sdo divididos em
dois géneros: Bos taurus, que abrange o gado europeu e Bos indicus, gado
originalmente encontrado na india, Asia e Africa, também conhecido como gado
zebu ou indiano. Esses géneros sao constituidos por varias racas com
caracteristicas para producdo de carne (gado de corte), leite (gado leiteiro) ou
para dupla aptidao (Albright & Arave, 1997; Getty, 1986; Santiago, 1985).

Acima de 50% do rebanho bovino mundial se encontra nos tropicos
(Wolfenson et al., 2000), onde fatores estressantes como as altas temperaturas e
umidades em certos periodos do ano, a sub-alimentacdo crénica, os riscos de
doencas e de parasitas, notavelmente sdo maiores do que em regides de clima
temperado (Hansen, 2004; Barros et al., 2006). Nestas condicbes ambientais, as
racas zebuinas sdo as que predominam, devido a sua maior adaptacdo em
relagéo as racas européias.

Nos mamiferos, 0s processos reprodutivos sdo sensiveis as alteragcbes por
hipertermia, resultando em reducdo da qualidade e quantidade de
espermatozoide nos machos e queda da fertilidade nas fémeas (Hansen et al.,
2001). A infertilidade dos machos ocasionada pelo ETC pode ser eliminada por
meio da inseminagdo artificial. Nas fémeas esta situagdo € mais complicada
(Hansen et al., 2001).

Esta bem documentado que a exposicao de fémeas de mamiferos ao ETC
aumenta a mortalidade embrionaria (Thatcher & Hansen, 1993). A maior causa da
reducdo da sobrevivéncia embrionaria induzida pelo ETC pode ser originada
pelos efeitos adversos das temperaturas elevadas no desenvolvimento dos
zigotos e dos embrides (Ealy et al., 1993). Putney et al. (1989) observaram que a
exposicao de novilhas HPB ao ETC entre o primeiro estro e a inseminacao
aumentou a proporcdo de embrides anormais e com desenvolvimento retardado
guando comparados a novilhas mantidas em termo-neutralidade.

Estudos in vitro demonstram que a exposi¢cado do odécito ou do embrido ao
ETC influencia no seu subsequente desenvolvimento. Odcitos de vacas HPB
aspirados durante o verao apresentaram menor capacidade de desenvolvimento a
blastocisto ap6s a fertilizacdo in vitro do que odcitos obtidos durante o inverno
(Rocha et al., 1998; Al-Katanani et al., 2002). Aléem disso, a exposi¢cdo do
complexo cumulus — od6cito (COCs) de bovinos a elevadas temperaturas nas

primeiras 12 horas de maturacdo in vitro, comprometem a arquitetura do



citoesqueleto, reduzem a maturacdo nuclear do oécito (Roth & Hansen, 2007),
alteram a sintese de novas proteinas (Edwards & Hansen,1996, 1997), promove o
aumento de radicais livres (Lawrence et al., 2004) e induzem o o0cito a apoptose
(Roth & Hansen, 2004). Estes efeitos deletérios diminuem a capacidade do odcito
se desenvolver a blastocisto apoés a fertilizacdo in vitro (Edwards et al., 1997).

Edwards & Hansen (1996) observaram que a exposi¢cao de oocitos ao ETC
de 41 °C por 12 horas reduziu seu desenvolvimento até a fase de blastocisto
(30% vs 10% para odcitos cultivados a 39 e 41 °C, respectivamente). Resultados
semelhantes foram relatados em outro experimento realizado por Edwards &
Hansen (1997, 35% vs 18% para od6citos cultivados a 39 e 41 °C,
respectivamente). Além disso, Rivera & Hansen (2001) verificaram que o ETC a
41 °C, aplicado durante a fertilizacdo e nos estagios de uma ou duas células
prejudica o desenvolvimento embrionario.

Experimentos realizados in vitro, nos quais embrides bovinos foram
expostos a um padrdo de temperatura ambiente semelhante aquele
experimentado por vacas leiteiras em fase de lactacdo na Florida, submetidas ao
ETC (EUA; temperatura variando de 38,5 a 40,5 °C, durante 8 dias de cultivo in
vitro; Rivera & Hansen, 2001) ou na regido sudeste de Queensland (Austrélia,
temperatura variando de 39,5 a 41,0 °C, durante as primeiras 48h de cultivo in
vitro; Sugyama et al. 2003), mostraram desenvolvimento reduzido até a fase de
blastocisto. Desta forma, estes estudos demonstram que as altas temperaturas
em determinadas épocas do ano podem influenciar negativamente na producgéo
embrionaria.

A fase de pré-implantacdo embrionaria corresponde a um periodo
extremamente dinamico da embriogénese onde o embrido se desenvolve de uma
Unica célula quiescente sobre o controle genético de transcricdo materna, para
um grupo de células altamente ativo tanto na fungdo metabdlica como na sintese
protéica, sobre o0 seu proprio controle genético. Durante esse periodo o embrido
deve passar por varias divisbes celulares, ativar o genoma embrionario, sofrer
compactacdo celular, formar um epitélio de transporte, diferenciar-se em dois
tipos celulares e desenvolver a cavidade chamada de blastocele. Essas func¢oes
requerem a regulacao precisa de varias funcdes celulares como a homeostasia, o

metabolismo e a expressdo génica (Lane, 2001).
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Na fase de pré-implantagéo a interrupcdo do desenvolvimento embrionario
pelo ETC se torna muito suscetivel. (Putney et al., 1989; Badinga et al., 1993;
Edwards & Hansen, 1997; Rocha et al., 1998; Riviera et al., 2000; Paula Lopes et
al., 2001; Zeron et al.,, 2001). Em rebanhos criados nos Estados Unidos da
Ameérica, 0 aumento na temperatura de 29,7 °C durante abril para 33,9 °C em
julho foi associado com um declinio nas taxas de concep¢ao no primeiro servico
de 25% para 7% (Cavestany et al., 1985).

Durante os periodos sazonais de ETC, a fertilidade declina resultando em
menores taxas de concepcéo (Thatcher & Collier, 1996; Her et al., 1988; Wilson et
al., 1998a). Na Florida, as taxas de concepcdo de vacas em lactacdo caem de
48% em marco para 18% em julho e ndo se recuperam até novembro (Badinga et
al., 1985). Ingraham et al. (1976) observaram que as taxas de concepc¢ao de
vacas leiteiras estdo inversamente relacionadas a temperatura ambiente durante
a fase folicular. Durante o outono, as taxas de concepcao de vacas leiteiras em
regides subtropicais e paises de clima guente sdo menores que no inverno,
embora a temperatura ambiente tenha diminuido e as vacas ndo estejam mais
expostas ao ETC de veréo, indicando a existéncia de um efeito retardado do ETC
na fertilidade (Roth et al., 1999, Roth et al., 2001). Além disso, a reducao nas
taxas de prenhez durante o verdo pode atingir valores de 20 a 30% quando
comparado ao inverno (Cavestany et al., 1985; Badinga et al., 1985; De Rensis et
al., 2002).

A falha de vacas, sob ETC, em estabelecer prenhez pode ser decorrente
de alteracbes nos processos fisioldgicos em varios niveis. As funcdes dos oocitos
(Lenz et al., 1983) e embrido inicial (Ealy et al., 1993, 1995) sdo alteradas por
temperaturas elevadas. Para Zeron et al., (2001) uma possivel explicacdo para os
efeitos da temperatura ambiente no desenvolvimento embrionario estad na
modificacdo das propriedades fisicas e bioquimicas das membranas celulares.
Esses autores ao avaliarem o efeito da estacdo do ano na dinamica folicular,
viabilidade do odcito e possiveis interagbes com as propriedades fisicas e
bioguimicas das suas membranas, encontraram diferencas na morfologia de
00citos no inverno e verdo, e uma maior porcentagem de acidos graxos saturados
presente nos oodcitos durante o verdo, enquanto que a porcentagem de acidos
graxos poli-insaturados era maior em od6citos e células da granulosa durante o

inverno. Essas alterac6es podem levar a mudancas nas propriedades bioquimicas
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das membranas e, consequentemente, influenciar na funcionalidade e fertilidade
dos odcitos. Contudo, Edwards & Hansen (1996) sugerem que as células do
cumulus podem fornecer termoprotetores extracelulares ou produzir moléculas
regulatérias que causem a ativacdo de mecanismos de protecdo térmica do
oocito.

Além disso, o ETC pode comprometer o desenvolvimento embrionario por
reduzir o fluxo de sangue uterino e aumentar a temperatura uterina
(Gwazdauskas et al., 1975; Roman-Ponce et al., 1978), reduzir as concentracdes
plasmaticas de estradiol (E;; Gwazdauskas et al., 1981; Wilson et al., 1998a;
Wilson et al., 1998b), e por alterar a secrecdo de proteinas uterinas (Malayer et
al., 1988; Malayer & Hansen, 1990). Estas alteracdes inibem o desenvolvimento
embrionario (Rivera & Hansen, 2001), aumentam a perda do embrido nos
estagios iniciais de desenvolvimento, reduzem o0 sucesso da inseminacdo e
producdo de embribes por superovulagédo (Gordon et al., 1987; Alfujairi et al.,
1993). O ETC pode promover o aumento da secrecdo de prostaglandina pelo
endométrio e promover lutedlise prematura em decorréncia da dificuldade do
embrido gerar sinais bioquimicos que sinalizam a gestacao (Putney et al., 1988;
Putney et al., 1989).

Adicionalmente, o ETC altera o padrdo de desenvolvimento folicular em
bovinos (Roth et al 2000), diminui o tamanho do foliculo dominante da primeira e
segunda ondas foliculares do ciclo estral (Badinga et al., 1993; Wilson et al.,
1998a; Wilson et al., 1998b) e deprime a dominancia folicular (Badinga et al.,
1993; Wilson et al., 1998b; Guzeloglu et al., 2001). Consequentemente mais de
um foliculo dominante poderia se desenvolver no periodo pré-ovulatorio,
resultando em dupla ovulacdo (Kornmatitsuk et al., 2008; Ryan & Boland 1991).
Em estudo realizado por Torres Junior et al. (2008), vacas da raca Gir (Bos
indicus) foram submetidas ao ETC, e apresentaram efeito retardado sobre a
funcdo reprodutiva, manifestando maior incidéncia de foliculos grandes e
codominéancia folicular, entretanto, reduzindo a duracdo do ciclo estral,
concentracéo de progesterona (P,) e capacidade de desenvolvimento do odcito.

Durante o verdo ocorre menor detecgdo do estro em vacas (Kornmatitsuk
et al., 2008) e maior ocorréncia de anestros e de ovulacdo silenciosa. Estas
alteracdes podem estar relacionadas com a reducéo na sintese de E; pelo foliculo

dominante (Badinga et al., 1993).
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As alteragbes no desenvolvimento folicular durante o ETC provavelmente
afetam outros eventos reprodutivos como a secre¢édo de gonadotrofinas (Gilad et
al.,, 1993), desenvolvimento do corpo luteo (Wolfenson et al., 1993) e
consequentemente secrecao de P, (Breuel et al., 1993).

As concentragdes circulantes de P, podem ser afetadas pelo ETC, embora
existam relatos de que os valores de P, aumentem (Roman Ponce et al., 1981),
diminuem (Younas et al., 1993; Howell et al., 1994) ou permanecem inalterados
(Gwazdauskas et al., 1981) como consequéncia do ETC. Por outro lado, os niveis
plasmaticos de P, sdo determinados pela diferenca entre a taxa de producao
luteal e a taxa de metabolismo hepatico, sendo que ambos sdo afetados pelas
mudancas na ingestdo de matéria seca (IMS; De Rensis & Scaramuzzi, 2003).
Consequentemente, animais com maior producdo leiteira tem intenso fluxo
sanguineo hepético e maiores taxas de metabolizagdo de P, (Vasconcelos et al.,
2003; Lucy, 2001). Menores niveis de P, podem conduzir a formagédo de grandes
foliculos persistentes, devido provavelmente a uma maior freqiéncia na
pulsatilidade de LH, resultando oocitos de baixa capacidade de fecundacédo
(Vasconcelos et al., 2001).

Os efeitos da alta temperatura ambiente nas funcdes reprodutivas sao
exacerbados pelo aumento na producao de calor metabdlico associado a lactacéo
(Sartori et al.,, 2002) e pelo aumento da umidade relativa (Bianca, 1965; West,
2003). Vacas em lactacdo sdo mais suscetiveis ao ETC do que novilhas
(Cavestany et al., 1985; Wilson et al., 1998b; Pires et al., 2001) e uma explicacdo
seria 0 fato de que o calor metabdlico produzido pelas vacas em lactacéo
promove hipertermia durante o verdo, enquanto que em novilhas a producéo de
calor metabolico é menor e, provavelmente, ndo apresentam hipertermia nas
mesmas temperaturas ambientais que as vacas (Wilson et al., 1998b).

Pires et al. (2001), trabalhando com animais puros de origem (PO) da raca
HPB no estado de Minas Gerais, relataram influéncia positiva do verdo (época
das chuvas) nas taxas de prenhez de novilhas (85,4% no verdo e 78,3% no
inverno). Por outro lado, as taxas de prenhez de vacas em lactacdo foram 45,7 e
71,2% no veréo e no inverno, respectivamente, demonstrando um efeito negativo
do aumento da temperatura (veréo) na fertilidade das vacas.

A resisténcia ao ETC esta possivelmente relacionada com caracteristicas

genéticas e raciais do animal. Desta forma, racas adaptadas apresentam menores
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temperaturas corpéreas durante o ETC do que racas ndo adaptadas (Hammond
et al.,, 1996, 1998; Gaughan et al., 1999). A habilidade de racas adaptadas em
regular a temperatura corpérea durante o ETC é o resultado de menores taxas
metabdlicas, bem como maior capacidade de perda de calor (Hansen, 2004),
contribuindo assim para a maior fertilidade desses animais (Hansen, 1999). Entre
as racas zebuinas e européias ha diferencas quanto a resisténcia ao ETC. O
gado zebuino possui maior capacidade de regular a temperatura corporal em
resposta ao ETC do que o gado de origem européia (Hansen, 2004).

Evidéncias comprovam que racas adaptadas a climas quentes adquirem
genes que protegem suas células contra os efeitos deletérios do ETC (Hansen,
2004). A influéncia do ETC sobre as células pode ser observada nas racas HPB e
Brahman, onde ocorre uma maior reducdo na sintese de DNA das células
endometriais de vacas HPB do que em vacas Brahman (Malayer & Hansen,
1990). Adicionalmente, a exposicdo a elevadas temperaturas exerce um efeito
menos deletério sobre os linfécitos de racas adaptadas ao calor (Brahman e
Senepol) do que sobre os linfocitos de racas ndo adaptadas (Angus; Kamwanja et
al, 1994; Paula Lopes et al., 2003).

Véarios estudos demonstram que embrides Bos indicus e Bos taurus
adaptados (Romosinuano) sdo menos afetados por elevadas temperaturas do que
embrides Bos taurus ndo adaptados (HPB e Angus, Block et al., 2002; Barros et
al., 2006). Paula Lopes et al. (2001) observaram que embrides de raca resistente
ao calor (Brahman) se desenvolveram melhor apés o ETC do que embrides de
racas sensiveis ao calor (HPB e Angus). De forma similar, Barros et al. (2002) e
Freitas (2002) observaram que embrides da raca Nelore foram mais resistentes
ao ETC que embribes mesticos (odcito taurino x sémen zebuino) desenvolvidos in
vitro. Hernandez Céron et al. (2004) mostraram que embrides Brahman e
Romosinuano séo mais resistentes ao ETC que embrides da raga Angus, onde 0s
embrides Angus, Brahman e Romosinuano cultivados a 38,5 e 41 °C tiveram taxa
de formacdo de blastocistos de 30,3%4,6%, 25,1+4,6% e 28,3%t4,1% contra
4,9+4,6%, 13,6+4,6% e 17,5+4,1%, respectivamente.

N&o estd claro se existem diferencas entre as racas na aquisicdo de
termotolerancia antes da ativacdo do genoma embrionario (8 a 16 células).
Krininger et al. (2003) determinaram que embrides das racas Brahman e HPB,

guando submetidos ao ETC de 41 °C no estadgio de 2 a 8 células, nédo
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apresentaram diferengcas nas taxas de blastocisto. Entretanto, observaram que
houve uma tendéncia dos embrides da raca Brahman se desenvolverem mais
rapidamente do que os embrides da raca HPB.

A aquisicdo de termotolerancia embrionaria pode ser conferida pelo odécito,
pelo espermatozéide ou por ambos, como demonstram alguns estudos. Block et
al. (2002) observaram que embrides oriundos de odcitos de vacas da raca
Brahman e espermatozoéide de touros da raca Angus sdo mais termotolerantes
dos que embrides oriundos de odcitos de vacas da raca HPB e espermatozoéide
de touro Angus. Porém, também foi observado que ndo h& diferencas na
termotolerancia entre embrides oriundos de o0citos de vacas HPB e
espermatozoides de touros Brahman ou Angus. De forma similar, Saito et al.
(2006) verificaram que ndo houve diferenca na termotolerancia entre embrides
oriundos de odcitos de vacas da raca HPB, fertilizados com sémen de touros das
racas HPB e Gir, submetidos ao ETC (41 °C, 12h, 96 hpi), demonstrando nao
haver influéncia da raca do touro na aquisicdo de termotolerancia. Tais
experimentos sugerem que o0 o0cito tem um papel crucial na termotolerancia
embrionaria.

Por outro lado, Eberhardt et al. (2009) observaram que odcitos de vacas
HPB, fertilizados com sémen Nelore, sdo mais resistentes ao ETC do que odécitos
HPB fertilizados com sémen Angus, indicando que a raca do touro também pode
influenciar a resisténcia do embrido ao ETC. Além disso, Pegorer et al. (2007)
observaram que durante o verdo a inseminagao artificial de vacas HPB com
touros da raca Gir resultou em taxas de prenhez mais elevadas do que a IA com
touros HPB. Estes dados indicam que além do o0cito o espermatozoide também
pode contribuir para o desenvolvimento de tolerdncia ao ETC em embribes
bovinos.

Dikmen et al. (2009) demonstraram que a regulacdo da temperatura
corpOrea em vacas em lactacdo pode ser influenciada pela heterose. Neste
estudo foi avaliado o efeito do genoétipo na capacidade de termorregulacdo em
vacas das racas HPB, Jersey, mesticas (Sueca Vermelha x HPB) e mesticas
(Jersey x HPB). Os resultados apontaram que vacas mesticas (Jersey x HPB)
apresentaram maior capacidade de termorregulacdo em relacdo as outras racas,
evidenciando assim, o efeito da heterose sobre a termorregulacdo. Estes

resultados estdo de acordo com os obtidos por Prayaga et al. (2003), os quais



demonstraram que o cruzamento entre ragas zebuinas e taurinas apresenta
melhor adaptabilidade as condigcbes ambientais do que o cruzamento apenas
entre racas taurinas. Desta forma, € provavel que a capacidade de
termorregulacdo possa ser melhorada através de cruzamentos adequados e pela

exploragéo da heterose.
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Resumo

Existem evidéncias de que os efeitos deletérios do estresse térmico
calérico (ETC) sobre a fertilidade sdo menos pronunciados em racas tolerantes ao
calor devido primariamente as diferencas na capacidade de termorregulacgéo.
Experimentos in vitro tém demonstrado que embrides zebuinos (Bos indicus) sao
mais resistentes ao ETC quando comparados a taurinos (Bos taurus). A fim de
melhor compreender as diferencas entre zebuinos e taurinos em relacdo a
resisténcia ao choque térmico, objetivou-se com o presente trabalho verificar se a
resisténcia ao ETC é resultado da contribuicdo genética do od0cito, do
espermatozoide ou de ambos e se o intervalo de tempo entre 0 abate dos animais
e a aspiracao do odcito influencia o desenvolvimento do embrido. No experimento
1 odcitos de vacas das racas Nelore e mesticas com fendtipo predominante da
raca Holandesa preto e branco (mHPB) foram coletados em frigorifico, maturados
e fertilizados com espermatozoide de touros das ragas Nelore (N), Angus (An),
Brahman (Bra) e Gir (Gir). No experimento 2 odcitos de vacas das racas Nelore e
HPB puras foram coletados em frigorifico, aspirados 4 e 6:30 horas apds o abate
dos animais, maturados e fertilizados com espermatozdéide de touros das ragas N,
Gir e HPB. Em ambos os experimentos, noventa e seis horas pos-inseminacao
(hpi), os embrides com mais de 16 células foram separados ao acaso em dois
grupos: controle e ETC. Os embrides do grupo controle foram cultivados a 39 °C
continuamente e do grupo ETC expostos a 41 °C por 12 horas, retornando a
sequir para 39 °C. No experimento 1 ndo foi observado efeito do ETC nas varias
racas estudadas, ndo havendo portanto, reducdo nas taxas de blastocisto e
blastocisto eclodido. As taxas de clivagem e morula dos embrides mHPB x Gir

foram inferiores (p<0,05) as das demais racas. As racas mHPB x N apresentaram
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taxas de blastocisto superiores as racas mHPB x An e mHPB x Gir (p<0,05). No
experimento 2 as taxas de clivagem, morula e blastocisto do grupo 4 horas foram
superiores (p<0,05) as do grupo 6:30 horas. O ETC reduziu as taxas de
blastocisto em todas as racas (N x N, HPB x HPB e HPB x Gir) e em ambos os
intervalos de tempo (4 e 6:30 horas). A raca N x N apresentou taxa de clivagem
superior (p<0,05) as racas HPB x HPB e HPB x Gir, em ambos os intervalos de
tempo. Além disso, a taxa de blastocisto na raca N x N foi superior (p<0,05) as
demais racas, tanto para o grupo controle (39 °C) quanto para o grupo ETC.
Concluiu-se que: a) embrides provenientes de odcitos de vacas HPB puras séo
mais sensiveis ao ETC do que aqueles provenientes de odécitos de vacas HPB
mesticas; b) a contribuicdo genética do oocito € mais importante do que a do
espermatozoide, uma vez que a raca do touro nao influenciou a resisténcia
embrionaria ao ETC; ¢) o aumento do intervalo de tempo (de 4 para 6:30 horas)
entre o abate e a aspiracdo dos odcitos influenciou negativamente o

desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave : blastocisto, bovino, embrido, estresse térmico, fertilizagdo in

vitro.

1.Introducéo

Acima de 50% do rebanho bovino mundial se encontra nos tropicos e sdo
submetidos a temperaturas mais altas do que animais que habitam climas
temperados. Dentro as racas de corte, a raca Nelore (Bos indicus) é a que possui

maior contingente numérico (acima de 90 milhdes de cabecgas, [1]) devido a sua
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maior resisténcia a altas temperaturas, umidade e parasitas, quando comparada
as racas derivadas do gado europeu (Bos taurus) [2,3]

Nos mamiferos, os processos reprodutivos sao sensiveis as alteracdes por
hipertermia, resultando em reducdo da qualidade e quantidade de
espermatozoide nos machos e queda da fertilidade nas fémeas [4].

Existem diferencas genéticas na resisténcia ao estresse térmico calorico
(ETC), com as racas adaptadas apresentando menores temperaturas durante o
ETC do que racas ndo adaptadas [5-12]. Devido sua maior termotolerancia, as
consequéncias da exposicédo ao ETC, tanto na producédo de leite quanto de carne,
sdo menores para o gado Bos indicus do que para o gado Bos taurus [3]. Assim,
comparado com o gado europeu, 0 gado zebuino sofre redugcdo menos severa na
ingestado alimentar [5,13-15], taxa de crescimento [6,16], producdo de leite e
carne [17] e funcdes reprodutivas [18,19] em resposta ao ETC.

A exposicdo de fémeas de mamiferos ao ETC aumenta a mortalidade
embrionaria [20]. A maior causa da reducdo na sobrevivéncia embrionaria
induzida pelo ETC pode ser decorrente dos efeitos adversos das temperaturas
elevadas no desenvolvimento dos zigotos e dos embrides [21].

Paula Lopes et al. [22] observaram que embrides (= 9 células) de raca
resistente ao calor (Brahman) se desenvolveram melhor até o estagio de
blastocisto apds ETC (41 °C por 6 horas) do que embrides de racas sensiveis ao
calor (HPB e Angus). De forma similar, embrides da raca Nelore sdo mais
resistentes ao ETC do que embrides mesticos (o0cito taurino x sémen zebuino)
[23] e taurinos (HPB) [2] desenvolvidos in vitro. Além disso, embrides Brahman e
Romosinuano (Bos indicus) sdao mais resistentes ao ETC do que embrides da

raca Angus (Bos taurus) [24].
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77 Embrides produzidos através da fertilizacdo de od0citos provenientes de
78 vacas da raca Brahman com sémen de touro da raca Angus sao mais resistentes
79 ao ETC que embrides produzidos pela fertilizacdo de odcitos provenientes de
80 vacas da raca Holandesa com sémen de touros Angus [25]. Entretanto, n&o
81 houve diferenca com relacdo a resisténcia ao ETC para embrides Holandés x
82 Brahman e Holandés x Angus [25]. Estes resultados indicam que a contribuicéo
83 do odcito é mais importante do que a do espermatozoide na capacidade dos
84 embribes Brahman resistirem aos efeitos do estresse caldrico.

85 De forma similar, Saito et al. [26] verificaram que o ETC (41 °C por 12h, 96
86 horas apds a inseminacdo - hpi) diminuiu significativamente as taxas de
87 Dblastocisto e de blastocisto eclodido, tanto para odécitos HPB fertilizados com
88 sémen Gir quanto sémen HPB. Por outro lado, Eberhardt et al. [27] além de
89 observarem que embrides Nelore sdo mais resistentes ao ETC do que embrides
90 da raca HPB ou mesticos durante a fase inicial de desenvolvimento in vitro,
91 constataram que a resisténcia ao ETC resulta da contribuicdo genética do odécito e
92 do espermatozoéide, uma vez que oocitos de vacas HPB fertilizados com sémen
93 Nelore foram significativamente mais resistentes ao estresse calorico (12 h, 96
94  hpi) do que aqueles fertilizados com sémen Angus. Esta possibilidade é reforcada
95 pelos dados obtidos por Pegorer et al. [28], os quais verificaram que o0 uso de
96 touros Gir aumentou a taxa de prenhez de vacas lactantes HPB durante os meses
97 de verao, quando comparados a touros HPB.

98 A capacidade de um embrido responder a mudancas no seu ambiente é
99 limitada durante as primeiras divisbes de clivagem, quando grande parte do
100 genoma embrionario € ainda inativo. Esse periodo da baixa atividade

101 transcricional cria uma janela na qual os embrides sao particularmente sensiveis a
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certas formas de estresse. Uma das alteracfes no ambiente materno que causam
efeitos profundos na sobrevivéncia embrionaria € um aumento na temperatura
corpGrea em decorréncia do calor ou da febre [29]. Utilizando sistema de cultivo in
vitro, Rocha et al. [18] e Al-Katanani & Hansen [30], mostraram que a temperatura
elevada reduziu a sobrevivéncia dos embribes em estagios iniciais de
desenvolvimento embrionario.

Os efeitos do ETC sobre a viabilidade do embrido diminuem de acordo com
0 avanco da prenhez [31-35]. Uma possivel explicacao para esse fendbmeno € que
os embrides se tornam mais resistentes aos efeitos negativos do ETC a medida
gue avancam no seu desenvolvimento [33].

Considerando-se a predominancia do gado Nelore no Brasil devido, entre
outros fatores, a elevada resisténcia ao estresse calodrico, objetivou-se com o
presente trabalho testar as seguintes hipoteses: a) embrides de racas zebuinas e
mesticas sdo mais resistentes ao ETC do que embrides de racas taurinas; b) a
resisténcia ao ETC é resultado da contribuicAo genética do odcito e do
espermatozoide; c) o intervalo de tempo entre 0 abate dos animais e a aspiracao

dos odcitos influencia o desenvolvimento embrionario.

2. Materiais e Métodos

Os reagentes e meios foram adquiridos do Laboratério Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA; TCM199; Percoll; acido latico, gentamicina, albumina sérica
bovina livre de acidos graxos (BSA), estradiol, penicilamina, epinefrina, éleo
mineral, hepes, fosfato de sddio, heparina, vermelho fenol, hipotaurina e bissulfeto

de sdbdio), Merck (Darmstadt, Alemanha; bicarbonato de sdédio, cloreto de
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127 potéassio, sulfato de magnésio, cloreto de magnésio), Gibco (Langley, OK, USA;
128 soro fetal bovino), Vivimed (Ribeirdo Preto, SP, Brasil; Choriomon®) e Hertape
129  Calier (Juatuba, MG, Brasil; Pluset®).
130
131 2.1 Testes preliminares — Selecdo de touros
132
133 Para a realizacdo dos experimentos 1 e 2, testes preliminares foram
134 realizados com o objetivo de selecionar seis touros de cada uma das cinco racas
135 (Nelore, Angus, Gir, Holandés e Brahman) com resultados satisfatérios na
136 producdo in vitro (taxa superior a 25% de blastocisto), tendo o propoésito de

137 minimizar o efeito individual dos touros a serem utilizados nos experimentos.

138 Em cada ensaio foram testadas as cinco racas de touros e como controle foi
139 utilizado o sémen de um touro Nelore com producéo de blastocisto previamente
140 conhecida. Ao todo foram testados oito touros da raca Nelore, nove Angus, oito
141 Gir, sete Brahman e sete touros Holandés Preto e Branco (HPB).

142 Para a realizacdo destes testes preliminares foram coletados ovarios de
143 vacas da raca Nelore no frigorifico “Frigol”, a 47 Km do laboratorio. O tempo
144  decorrido entre a coleta dos ovarios no frigorifico “Frigol” e a chegada ao

145 laboratério foi de 1 hora.
146

147 2.2 Experimentos 1 e 2

148

149 Apbés a selecdo dos touros (testes preliminares) foram realizados os
150 experimentos 1 e 2. No experimento 1 foram utilizados ovéarios de vacas mesticas

151 (Bos taurus x Bos indicus) com fenotipo predominante de HPB (mHPB) coletados
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no frigorifico “Vale do prata”, na cidade de Sao Jodo da Boa Vista (SP), localizado
a 300 km do laboratorio, sendo estas vacas provenientes de varios criadores. Ja
os ovarios de vacas Nelore utilizados neste experimento foram coletados no
frigorifico “Frigol”, na cidade de Lencdis Paulista (SP), localizado a 47 km do
laboratorio. No experimento 2 foram utilizados ovarios de vacas HPB puras e
Nelore coletados no frigorifico “Mondelli”, na cidade de Bauru (SP), localizado a
90 km do laboratorio. As vacas HPB utilizadas neste experimento eram
provenientes de um unico criador (fazenda Bela Vista, Tapiratiba, SP). O tempo
decorrido entre a coleta dos ovarios nos frigorificos “Frigol”, “Vale do prata”’ e

“Mondelli” e sua chegada ao laboratorio foi de 1, 4 e 2 horas respectivamente.

2.2.1. Experimento 1 - Influéncia do espermatozoide e do o0cito na producdo in

vitro (P1V) de embribes submetidos ao ETC

Os od6citos de vacas mesticas com fenotipo predominante de HPB (mHPB)
foram divididos em dois grupos experimentais. No grupo controle (grupo 1) a
maturacao, fertilizacéo e cultivo foram realizadas em temperatura constante de 39
°C. No grupo ETC (grupo 2), 96 horas apés a inseminacéo (hpi), os embrides
foram submetidos ao estresse térmico cal6rico de 41 °C, durante 12 horas
consecutivas e, a seguir, retornaram a temperatura de 39 °C. Os odcitos dos
grupos 1 e 2 foram distribuidos ao acaso em 4 sub-grupos de acordo com o tipo
sémen utilizado para a fertilizacdo: Angus (An), Nelore (N), Gir (Gir) e Brahman
(Bra). Foram utilizados 6 touros diferentes para cada uma das 4 ragas, a fim de
minimizar o efeito do touro. Para cada ensaio foram utilizadas duas palhetas de

sémen para cada raga de touro, totalizando trés ensaios. Foram determinadas as
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taxas de clivagem, morula, blastocisto e blastocisto eclodido, 48, 96, 168 e 240

horas pos—inseminacao (hpi), respectivamente.

2.2.2. Experimento 2 - Comparacédo entre as taxas de producao in vitro de
embrides oriundos de odcitos aspirados 4 horas e 6:30 horas apés a coleta dos

ovarios

Os oocitos de vacas Nelore e HPB foram divididos em dois grupos
experimentais. No grupo 1 os oocitos de ambas as racas foram aspirados apos 4
horas da coleta dos ovarios no frigorifico. No grupo 2 os odécitos de ambas as
racas foram aspirados 6:30 horas apds a coleta dos ovarios no frigorifico. Os
oocitos de vacas Nelore foram fertilizados com sémen de touros Nelore e os de
vacas HPB com sémen de touros da raca Gir e HPB. Para cada uma das 3 racas
de touro foram utilizados 6 touros diferentes, a fim de minimizar o efeito do touro.
Cada grupo foi subdividido em grupo controle, onde a maturacéao, fertilizacdo e
cultivo foram realizados em temperatura constante de 39 °C e em grupo ETC,
onde 96 horas apds a inseminagdo os embrides foram submetidos a estresse
térmico caldrico de 41 °C, durante 12 horas consecutivas e, a seguir, retornaram a
temperatura de 39 °C. Foram determinadas as taxas de clivagem, morula,

blastocisto e blastocisto eclodido, 48, 96, 168 e 240 hpi, respectivamente.

2.3. Producdo in vitro de embrides

A PIV foi realizada de acordo com técnica descrita por Eberhardt et al. [27],

ligeiramente modificada:
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2.3.1. Recuperacéo e classificacdo dos oocitos

O processo de producéo in vitro de embrides foi realizado no Laboratoério de
Fertilizacdo in vitro do Departamento de Farmacologia, no Instituto de Biociéncias
da Unesp, Campus de Botucatu.

Os ovarios coletados nos frigorificos foram transportados em recipientes
térmicos contendo solucéo salina (NaCl 0,9%) mantida em uma temperatura entre
30 e 37 °C. A solucéo salina contida no recipiente térmico dos ovarios coletados
em Sao Jodo da Boa Vista (SP) foi substituida por outra aquecida (37 °C) apos 2
horas da coleta, com o objetivo de manter a temperatura, ja que o tempo de
transporte destes ovarios até o laboratorio foi de 4 horas. Entretanto, para os
ovarios coletados em Lencois Paulista (SP) e Bauru (SP) a solugéo salina néo foi
substituida, pois o tempo de transporte até o laboratério foi 1 e 2 horas,
respectivamente.

As aspiracdes foliculares foram realizadas em dias aleatdrios do ciclo estral,
utilizando-se uma seringa de 10 mL e agulha 19 G. Os foliculos de tamanho entre
3-8 mm foram puncionados e os complexos cumulus-o6citos (COCs) imaturos
depositados em tubos conicos (Corning®) estéreis imersos em Banho Maria & 37
°C. ApoOs a sedimentagdo, os odcitos foram classificados de acordo com as suas
caracteristicas celulares em quatro categorias: 1) o0citos com citoplasma
homogéneo, circundados por trés ou mais camadas compactas de células do
cumulus; II) oécitos com menos de trés camadas de células do cumulus ou
parcialmente desnudos, porém com granulagdo homogénea no citoplasma; III)
olcitos circundados apenas por células da corona radiata; 1V) od6citos desnudos

[36].
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2.3.2. Maturagéo in vitro

Os COCs classificados como categoria |, 1l e 11l foram lavados trés vezes em
meio TCM 199 com HEPES contendo 10% de soro fetal bovino, 2 pg/mL de
piruvato e 75 pg/mL de gentamicina. Posteriormente, os odcitos foram lavados
duas a trés vezes no meio de maturacao e distribuidos em 4 gotas contendo 90
puL de meio de maturacdo, com uma média de 25 odcitos por gota, cobertas com
3,5 mL de 6leo mineral em placas de Petri (Corning ®) de 35 x 10 mm. O meio de
maturacado utilizado foi o TCM 199 com bicarbonato contendo 10% de soro fetal
bovino, 2 pg/mL de piruvato, 75 pg/mL de gentamicina, 20 pg/mL de FSH (Pluset
®) e 10 Ul/mL de LH (Choriomon ®). Os meios, preparados com 2 horas de
antecedéncia, foram mantidos a 39 °C em incubadora. A maturacdo do COCs foi

realizada em incubadora a 39 °C (5 % de CO, em ar), durante 22 - 24 horas.

2.3.3. Preparo do sémen e fertilizagao in vitro

O descongelamento do sémen foi realizado em agua a 37 °C por 30
segundos. Em seguida, o sémen foi depositado sobre a superficie do gradiente de
Percoll com densidade descontinua (2 mL a 45% sobre 2 mL a 90%) em tubo
conico de 15 ml e centrifugado a 900 X g por 30 minutos.

Durante a centrifugacdo do sémen, os odcitos ja& maturados foram lavados
trés vezes no meio TCM 199 com HEPES e uma vez no meio de fertilizac&o,
antes de serem transferidos para gotas do mesmo meio (fertilizagdo) cobertas

com 3,5 mL de 6leo mineral em placas de Petri de 35 mm x 10 mm.
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ApoOs a centrifugacdo, os espermatozoides viaveis obtidos do sedimento
foram submetidos a avaliacdo de motilidade (lamina e laminula) e concentracao
(camara de Neubauer) e diluidos em volume apropriado do meio de fertilizacao
para se obter uma concentracdo de 1 x 10° espermatozéides/mL.

Apos a diluicdo do sémen, foi realizada a fertilizacdo dos odcitos utilizando 9
puL de sémen diluido por gota. O processo de fertilizacdo foi realizado por um
periodo de 10 a 12 horas a 39 °C em 5% de CO, em ar. O meio de fertilizacdo era
composto por TALP-FIV suplementados com 6 mg/mL BSA livre de &cidos

graxos, 2 pL/mL de piruvato, 75 pg/mL de gentamicina, 11ug/mL de heparina e

44 uL/mL de solugéo de Penicilamina, Hipotaurina e Epinefrina (PHE).

2.3.4 Desnudamento e cultivo dos embrides

De 10 a 12 horas ap0s a fertilizacéo, os provaveis zigotos foram transferidos
do meio de fertilizacdo para o meio TCM 199 com HEPES ja descrito
anteriormente em tubos conicos, os quais foram submetidos a agitacdo no vortex
(Phoenix®, AP-56) a 3040 rpm durante 3 a 5 minutos para remover as células do
cumulus circundante e também os espermatozéides associados. Em seguida, os
provaveis zigotos foram lavados duas vezes em meio TCM 199 com HEPES e por
altimo, uma vez em meio de cultivo, sendo entdo transferidos para gotas de
cultivo de 90 uL (20 a 25 odcitos por gota), cobertas com 6leo mineral, em placas
de Petri de 35 mm. Utilizou-se o meio de cultivo SOFaaci (“synthetic oviduct fluid”;

Holm, 1999) acrescido de soro fetal bovino (5%) e piruvato de sédio (0,2%).
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Durante todo o cultivo, as placas contendo os embrides foram colocadas em
sacos plasticos contendo uma mistura gasosa de 5 % de O,, 5 % de CO, e 90 %
de N, (White Matrtins, Sao Paulo, SP, Brasil).

As trocas parciais do meio de cultivo foram realizadas 48, 96, 144 e 192
horas apoés a fertilizacdo. Nestas trocas parciais, foram retirados 50 pL de meio ja
presente juntamente com estruturas degeneradas, e acrescentados 50 pL de
meio de cultivo fresco em cada gota (“feeding”). Antes de cada “feeding” foram
avaliadas as taxas de clivagem, morula, blastocisto e blastocisto eclodido.

Durante todo o processo de PIV as temperaturas e a concentracdo de CO,
das incubadoras foram aferidos rotineiramente com o uso de termdémetros de

mercurio e medidor de CO,.

2.4. Andlise estatistica

No teste preliminar dos touros, as taxas de clivagem, morula, blastocisto e
blastocisto eclodido de cada uma das cinco racas foram analisados por Anélise de
Variancia (ANOVA) e o teste a posteriori de Tukey-Kramer utilizando o programa
inStat® (1998). Nos experimentos 1 e 2 as taxas de clivagem, mérula, blastocisto
e blastocisto eclodido foram analisadas por Analise de Variancia (ANOVA),
utiizando o Proc MIXED de SAS [37]. Os dados de propor¢cao foram
transformados em arcoseno (VP) para o estudo dos efeitos das racas, tratamentos

e interacdes, considerando efeito de rodada como aleatério.
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3. Resultados

3.1. Teste preliminar dos touros

As taxas de clivagem, morula, blastocisto e blastocisto eclodido de cada
touro testado estdo sumariados no anexo 1. A média das taxas de blastocistos
dos touros selecionados para o experimento (taxa = 25%) encontram-se na figura
1.

N&o houve diferengas significativas nas taxas de clivagem entre os touros
Nelore, Angus, Brahman e Gir selecionados (taxa = 25%; figura 1). As taxas de
clivagem dos touros HPB foram inferiores a dos touros Nelore (p<0,05; figura 1).

Os touros Nelore apresentaram taxas de morula superiores a dos touros
Angus, HPB e Gir (p<0,05), ndo havendo diferencas entre as taxas de morula dos
touros Nelore e Brahman (p>0,05; figura 1).

N&o houve diferengas significativas nas taxas de blastocisto entre as racas
de touros testadas (p>0,05; figura 1). Contudo as taxas de blastocisto eclodido
dos touros Nelore foram superiores a dos touros Angus e HPB(p<0,05; figura 1),

nao apresentando diferencas entre os touros Brahman e Gir (p>0,05; figural).
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321 Figura 1. Média (+ EPM) das taxas de clivagem (Cl), mérula (Mo), blastocisto (Bl) e blastocisto
322 eclodido (Be) de odcitos de vacas Nelore (N) fertilizados com sémen de 6 touros selecionados
323 para cada uma das seguintes racas: Nelore, Angus, Brahman, Holandés Preto e Branco (HPB) e
324  Gir. Foi utilizado um minimo de 292 o6citos por raca de touro. Letras diferentes (a’b) representam
325 diferencas significativas (p<0,05).

326
327

328

329 3.2. Experimento 1 - Estresse térmico calérico (ETC) 96 horas pds-inseminacao
330

331 O ETC nao alterou significativamente (p>0,05) as taxas de blastocisto e
332 blastocisto eclodido dos respectivos cruzamentos quando comparados ao grupo
333 controle (39 °C; tabela 1).

334 N&o houve diferenca significativa (p>0,05; tabela 1) quando comparadas as
335 taxas de clivagem dos embrides N x N vs mHPB x N ou quando comparadas as
336 taxas de clivagem dos embrides mHPB x N vs mHPB x Na vs mHPB x Bra.
337 Entretanto, as taxas de clivagem dos embrides N x N foram superiores (p<0,05,

338 tabela 1) as dos mHPB x An, mHPB x Bra e mHPB x Gir. Além disso, as taxas de
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clivagem dos embribes mHPB x Gir foram inferiores, quando comparadas as
taxas das demais racas (p<0,05; tabela 1).

As taxas de morula nao diferiram (p>0,05) entre os embrides N X N, mHPB x
N, mHPB x An e mHPB x Bra. Porém, estas taxas foram superiores as dos
embrides mHPB x Gir (p<0,05; tabela 1).

N&do houve diferencas significativas entre as taxas de blastocisto de
embrides N x N vs mHPB x N e mHPB x N vs mHPB x Bra, tanto para o grupo
controle quanto para o grupo ETC (p>0,05; tabelal). As taxas de blastocisto dos
embrides mHPB x N foram superiores as dos embrides mHPB x An e mHPB x Gir
(tabela 1). Além disso, ndo houve diferencas entre as taxas de blastocisto dos
embribes mHPB x Bra vs mHPB x An vs mHPB x Gir em ambos 0s grupos
(p>0,05; tabela 1).

Os embrides N x N (grupo controle e ETC) apresentaram taxa de blastocisto
eclodido superior a dos demais cruzamentos (p<0,05), ndo havendo diferenca

significativa entre as taxas dos embrides cruzados (p>0,05; tabela 1).
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Tabela 1. Taxas de clivagem, morula, blastocisto e blastocisto eclodido (Média + EPM) de odcitos de vacas Nelore (N) e mesticas com fenotipo
predominante de HPB (mHPB), fertilizados com sémen de Nelore (N), Angus (An), Brahman (Bra) e Gir (Gir) e mantidos a 39 °C ou submetidos
ao estresse térmico calorico (ETC) de 41°C por 12h, 96hpi.

Temperatura (°C)

39 41 + 39 41 + 39 41 + 39 41+ 39 41+
Raca do touro N N N N An An Bra Bra Gir Gir
Raca da vaca N N mHPB HPB mHPB mHPB mHPB mHPB mHPB mHPB
Odcito (n) 191 186 140 157 152 144 155 151 166 167
Clivagem (%) 79,0 +2,89" 82,8 +2,6” 74,3+4,6% 72,0+ 3,9 71,7+5,5% 71,545,4" 74,8+ 3,4% 68,9+2,9" 57,8+ 6,4° 54,5+5,7"
216 Células (%) 66,0+4,0% 67,2+4,3" 57,1+3,4% 54,8+4,9" 54,6+6,6% 59,7+5,9" 60,6+6,3% 55,6+2,1" 39,1+7,45" 40,1+7,17
BL (%) 35,6+1,8" 34,4+3,17 25,0+4,22"  23,6+4,3" 15,8+2,0° 17,4+3,5" 22,643,1%* 15,9+2,5™" 9,6+2,25% 12,0+3,7”
BE (%) 27,2+4,0° 19,3+3,3" 9,3+3,62° 7,63,4" 7,9+3,1°% 8,3+3,2" 9,7+3,1% 7,9+2,2" 2,41+1,5% 6,0+3,3"

+ O ETC (41 °C vs 39 °C) ndo alterou significativamente (p>0,05) as taxas de clivagem, morula, blastocisto e blastocisto eclodido.

a,b,c

Letras diferentes nas linhas representam diferencas significativas (p<0,05) entre ragas (39 °C)

¥2W | etras diferentes nas linhas representam diferencas significativas (p<0,05) entre racgas (41 °C)
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3.3. Experimento 2 - Comparacdo entre as taxas de PIV oriundas de odcitos

aspirados 4 e 6:30 horas ap0s a coleta dos ovarios

As taxas de clivagem, morula, blastocisto e blastocisto eclodido foram
avaliadas nos grupos controle (39 °C) e ETC (12h, 96hpi, 41 °C) de ambos os
intervalos de tempo (4 e 6:30 horas) e estdo sumariadas na tabelas 2 a 4 e nas
figuras 2 e 3.

Dentro de cada raga, o grupo 4 horas apresentou taxas de clivagem e morula
superiores ao grupo 6:30 horas (p<0,05; tabela 2). Os embribes N x N
apresentaram taxa de clivagem superior (p<0,05) aos embribes HPB x HPB e
HPB x Gir, tanto no grupo 4 horas quanto no grupo 6:30h (tabelas 3 e 4). A taxa
de mérula dos embrides HPB x Gir foi inferior a dos embrides N x N em ambos os
intervalos de tempo (p<0,05). Contudo, entre embribes N x N e HPB x HPB,
houve diferencas nas taxas de morula apenas no grupo 6:30 horas (p<0,05;
tabelas 3 e 4). Entre os embrides HPB x HPB e HPB x Gir ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) nas taxas de clivagem e morula, tanto para o grupo 4 horas
quanto para o grupo 6:30 horas (tabelas 3 e 4).

O ETC reduziu (p<0,05) as taxas de blastocisto em todas as racas (N x N,
HPB x HPB e HPB x Gir) e em ambos os intervalos de tempo (4 e 6:30 horas;
tabela 2; figura 2). Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os intervalos de
tempo, onde o grupo 4 horas apresentou taxa de blastocisto superior ao grupo
6:30 horas em todas as racas (tabela 2; figura 3). A raca N x N apresentou taxa
de blastocisto superior as demais racas (p<0,05), tanto no grupo controle quanto
no grupo ETC e em ambos os intervalos de tempo (tabelas 2, 3 e 4; figura 2).

Independentemente do intervalo de tempo, as taxas de blastocisto entre as ragas
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HPB x HPB e HPB x Gir ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05;
tabelas 3 e 4; figura 3).

Somente na raca N x N do grupo 4 horas foi evidenciado o efeito do ETC nas
taxas de blastocisto eclodido (p<0,05; tabela 2). No grupo 6:30 horas, nenhuma
das racas apresentaram efeito do ETC nas taxas de blastocisto eclodido (p>0,05;
tabela 2).

No grupo controle, 4 horas, a raca N x N apresentou taxa de blastocisto
eclodido superior (p<0,05) a das racas HPB x HPB e HPB x Gir (tabela 3).
Quando comparados os grupos 4 e 6:30 horas, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) nas taxas de blastocisto eclodido entre as racas HPB x HPB e HPB x Gir

(tabela 2).
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Tabela 2. Taxas de clivagem, morula, blastocisto e blastocisto eclodido (Média £ EPM) de odcitos de vacas das racas Nelore (N) ou Holandesa
Preto e Branco (HPB) aspirados 4 e 6:30 horas apo0s o abate, fertilizados com sémen de touro N, HPB e Gir (Gir), mantidos a 39 °C ou

submetidos ao estresse térmico caldrico (ETC) de 41°C por 12h, 96 horas ap0s a inseminacao.

Temperatura (°C)

39 41+ 39 41+ 39 41+

Horas apés
abate 4* 6:30 4* 6:30 4* 6:30 4* 6:30 4* 6:30 4* 6:30
Touro N N N N GIR GIR GIR GIR HPB HPB HPB HPB
Vaca N N N N HPB HPB HPB HPB HPB HPB HPB HPB
Odcito (n) 144 163 144 161 125 123 134 113 134 126 131 109
Clivagem (%) 93,75 70,55 90,97 70,19 75,2 43,9 67,16 39,82 76,12 49,21 80,92 42,2

+1,5 5,3 +1,1 5,3 9,7 7,8 7,2 18,3 +2.,3 +4.9 2,7 9,3
2 16 células 86,11 53,99 81,25 50,93 56,8 21,95 51,49 15,93 64,93 18,25 66,41 21,1
(%) +0,8 5,5 +1,5 5,9 +16,8 5,1 +12,7 +2,8 18,1 +4,3 +7,0 +6,0
Blastocisto 34,72 19,02 29,86 13,04 10,4 6,5 6,72 0 9,7 4,76 6,11 1,83
(%) +3,6 +1,2 +4,0 +1,1 10,2 10,2 1,5 0,0 1,3 +2,0 10,7 +1,8
Blastocisto 17,36 3,68 6,94 0 4,8 0,81 0 0 2,24 0 0 0
eclodido (%) $3,5 +1,6 3,4 +0,0 +1,8 +0,6 +0,0 +0,0 +0,9 +0,0 +0,0 +0,0

* Taxas de clivagem, morula e blastocisto foram superiores para os o0citos aspirados 4 horas apos o abate quando comparado com 6:30 horas
(p<0,05), em todas as racas estudadas.
+ Taxas de blastocisto significativamente diferentes (p<0,05) entre os grupos controle (39 °C) e ETC (41 °C)
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Tabela 3. Taxas de clivagem, morula, blastocisto e blastocisto eclodido (Média = EPM) de odcitos de vacas das racas Nelore (N) ou Holandesa
Preto e Branco (HPB) aspirados 4 horas apés o abate, fertilizados com sémen de touro N, HPB e Gir (Gir), mantidos a 39 °C ou submetidos ao
estresse térmico calorico (ETC) de 41°C por 12h, 96 horas apds a inseminacao.

Temperatura (°C)

39 41 39 41 39 41
Horas apés

abate 4 4 4 4 4 4
Touro N N GIR GIR HPB HPB
Vaca N N HPB HPB HPB HPB
Odcito (n) 144 144 125 134 134 131
Clivagem (%) 93,75+1,5 90,97+1,1 Y 75,20 +9,7 ° 67,1617,2 76,12 +2,3° 80,92+2,7
> 16 células (%) 86,11%0,8 2 81,25+1,5 Y 56,80+16,8 51,49+12,7 64,93 +8,1%° 66,41+7,0 V2
Blastocisto (%) 34,72436 2 29,86+4,0 ¥ 10,400,2 ° 6,72+1,5* 9,7+41,3° 6,11+0,7 %
Blastocisto 17,36+3,52 6,94+3,4Y 4,80+1.8 " 0+0,0 * 2,24+0,9 ° 010,07

eclodido (%)

a.b Letras diferentes nas linhas representam diferencas significativas (p<0,05) entre racas (39 °C)
Y2 etras diferentes nas linhas representam diferencas significativas (p<0,05) entre racas (41 °C)
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Tabela 4. Taxas de clivagem, moérula, blastocisto e blastocisto eclodido (Média £+ EPM) de odcitos de vacas das racas Nelore (N) ou
Holandesa Preto e Branco (HPB) aspirados 6:30 horas apés o abate, fertilizados com sémen de touro N, HPB e Gir (Gir), mantidos a 39 °C
ou submetidos ao estresse térmico caldrico (ETC) de 41°C por 12h, 96 horas ap0s a inseminacao.

Temperatura (°C)

39 41 39 41 39 41
Horas apés

abate 6:30 6:30 6:30 6:30 6:30 6:30
Touro N N GIR GIR HPB HPB
Vaca N N HPB HPB HPB HPB
O6cito (n) 163 161 123 113 126 109
Clivagem (%) 70,5545,3 2 70,1945,3 7 43,90+7,8" 39,82+8,3 ° 49,21+4,9 ° 42,2049,3 7
> 16 células (%) 53,9955 2 50,935,9 ¥ 21,9545,1 ° 15,93+2,8 ° 18,25+4,3 ° 21,1046,0
Blastocisto (%) 19,02 +1,2 2 13,04+1,1Y 6,50 +0,2 0£0,0 4,76+2,0 ° 1,83+1,8
Blastocisto 3,68+1,6 ° 0:0,0” 0,81+0,6 ° 00,0 Y 00,0 ° 00,0 ¥

eclodido (%)

a.b Letras diferentes nas linhas representam diferencas significativas (p<0,05) entre racas (39 °C)
Y2 etras diferentes nas linhas representam diferencas significativas (p<0,05) entre racas (41 °C)
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Figura 2 . Média (+x EPM) das taxas de blastocisto dos odécitos de vacas das racas Nelore (N) e
Holandesa Preto e Branco (HPB) obtidos 4 horas (A) e 6:30 horas (B) apds a coleta dos ovarios
em abatedouro e fertilizados com sémen de touros N, Gir (Gir) e HPB, mantidos a 39 °C (em
branco) ou submetidos ao ETC (12h, 96hpi, 41 °C) (em preto).
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423 Figura 3. Média (+ EPM) das taxas de blastocisto dos odcitos de vacas das racas Nelore (N) e
424 Holandesa Preto e Branco (HPB) obtidos 4 (em branco) e 6:30 (em preto) horas apos a coleta
425 dos ovarios em abatedouro e fertilizados com sémen de touros N, Gir (Gir) e HPB, mantidos a 39
426 °C (A) ou submetidos ao ETC (B, 12h, 96hpi, 41 °C).
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4. Discusséao

Os resultados obtidos no primeiro experimento indicaram que ndo houve
influéncia do ETC no desenvolvimento embrionario dentre todos os cruzamentos
testados, entretanto, no segundo experimento os efeitos deletérios do ETC
puderam ser evidenciados com a reducdo nas taxas de blastocisto em todas as
racas testadas. Além disso, a influéncia da raca do touro na resisténcia
embrionaria ao ETC ndo foi evidenciada em ambos os experimentos.

Diferentemente do primeiro, os dados do segundo experimento estdo de
acordo com a literatura sobre os efeitos deletérios do ETC em racgas zebuinas,
taurinas e mesticas. Paula Lopes et al. [38] comparando a resisténcia ao ETC (41
°C, 6h, 96hpi) entre Bos indicus (Brahman) e Bos taurus (HPB e Angus)
observaram que a porcentagem de blastocisto de embrides Brahman submetidos
ao ETC foi significativamente maior do que embrides HPB e Angus. De forma
similar, Barros, et al. [2] e Eberhardt et al. [27] demonstraram que embrides Bos
taurus (HPB x An) e mesticos (HPB x N) apresentaram maior sensibilidade ao
ETC (41 °C,12 h, 96hpi) quando comparados aos embrides Bos indicus (N x N) e
mesticos (N x An), resultando na reducédo das taxas de blastocisto apds o ETC.
Além disso, Sartorelli et al. [39] verificaram que a taxa de prenhez em receptoras
inovuladas com embrides da raga Nelore submetidos ao ETC (41 °C, 12h, 96hpi)
foi maior do que em receptoras inovuladas com embrides da raca Angus
submetidos ao ETC. Estes resultados indicam que embrides da raca Nelore (Bos
indicus) tem maior capacidade de sobreviver ao ETC nos estagios iniciais de
desenvolvimento e estabelecerem prenhez do que embrides da raca Angus (Bos

taurus).
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Uma das explicacbes para os resultados conflitantes observados nos
experimentos 1 e 2 é o fato dos odcitos do experimento 1 terem sido obtidos de
vacas mesticas (Bos taurus x Bos indicus) com fenoétipo predominante HPB,
enguanto que no experimento 2 0s ovarios eram provenientes de vacas taurinas
(HPB puras), ou seja, de animais mais sensiveis aos efeitos do ETC. Nas racas
taurinas, a maior sensibilidade ao ETC esta relacionada a menor adaptacao
destas racas as condi¢cbes climaticas onde a temperatura é mais elevada [3].
Prayaga et al. [40] demonstraram que o0 cruzamento entre racas zebuinas e
taurinas apresenta melhor adaptabilidade as condicbes ambientais do que o
cruzamento entre racas taurinas apenas. Além disso, animais cruzados que
possuam pelo menos 25% de genotipo zebu apresentam menor temperatura retal.
Desta forma, € provavel que animais cruzados (Bos taurus x Bos indicus)
apresentem melhor capacidade de termorregulacdo do que animais Bos taurus,
resultando em uma menor influéncia do ETC no desenvolvimento embrionario.

Em muitos mamiferos, os efeitos do ETC sdo mais pronunciados na fase de
estro até a inseminacao [41,42], e durante os primeiros estagios de clivagem do
desenvolvimento embrionario [21]. Os efeitos do ETC na mortalidade embrionaria
diminuem com o avanco da prenhez, se tornando minimos a partir do terceiro dia
do estro em vacas [21]. Varios estudos in vitro demonstram que os embrides
bovinos se tornam mais resistentes ao ETC com o0 avango no seu
desenvolvimento [21,23,27,33]. De acordo com Edwards & Hansen [33], existem
pelo menos duas possibilidades para explicar o porqué os embrides se tornam
mais termotolerantes a medida que se desenvolvem. A primeira é que embrides
mais desenvolvidos (com maior nimero de células) possuem maior capacidade

de sobreviver a perda de uma fragdo de suas células do que embriées com menor
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namero de células. Se assumirmos hipoteticamente que o efeito do ETC altera a
funcdo de 50% dos blastdbmeros, um embrido no estagio de duas células ficaria
apenas com um blastémero para formar um embrido viavel, enquanto no estagio
de morula ou blastocisto restariam 30-50 blastdbmeros para continuar o seu
desenvolvimento. A segunda possibilidade é que o embrido adquire mecanismos
de termoprotecdo durante seu desenvolvimento, como por exemplo, as HSPs e
Glutationa.

Além disso, como ja foi dito anteriormente a capacidade de termotolerancia é
uma caracteristica influenciada pela raca do animal, sendo que a aquisicdo de
termotolerancia embrionaria pode ser conferida pelo odcito, pelo espermatozdide
ou por ambos como demonstram alguns estudos [2,25-28, 38].

No presente experimento foram utilizados seis touros diferentes para cada
raca com o objetivo de minimizar o efeito touro e caracterizar a influéncia da raca
no desenvolvimento de termotolerancia ao ETC. No experimento 1 o efeito da
raca do touro ndo foi evidenciada, pois as taxas de blastocisto e blastocisto
eclodido nao diferiram entre os grupos controle (39 °C) e ETC (41 °C, 96hpi, 12h),
além disso o0s oocitos utilizados eram de vacas mesticas com fendtipo
predominante HPB, o que prejudicou a determinacéo do efeito da raca do touro
na sensibilidade embrionaria ao ETC. Embora no experimento 2 o0s o6citos
utilizados fossem provenientes de vacas HPB puras, ndo foi evidenciado o efeito
da raca do touro, j& que as taxas de blastocisto e blastocisto eclodido dos odcitos
fertilizados com sémen de touros zebuino (raca Gir) e taurino (ragca HPB) néo
apresentaram diferengas significativas apds o ETC. Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos por Saito et al. [26] que também utilizaram seis touros das

racas Gir e HPB para fertilizar o6citos de vacas HPB e ndo observaram diferencas
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significativas nas taxas de blastocisto e blastocisto eclodido entre os touros Gir e
HPB. O efeito da raca do touro na sensibilidade embrionaria ao ETC também nao
foi evidenciado por Block et al. [25] que utilizaram sete touros das racas Angus e
Brahman na fertilizacdo de odcito HPB submetendo-os ao ETC (96hpi, 41 °C, 6
horas). Por outro lado, Eberhardt et al. [27] observaram maior resisténcia ao ETC
em oocitos de vacas HPB fertilizados com sémen de touro Nelore quando
comparados com sémen de touro Angus. O fato de Eberhardt et al. [27] ter
utilizado apenas dois touros para cada raca, pode ter influenciado os resultados,
ou seja, o efeito do touro em si pode ter sido preponderante em relacdo a
influéncia da raga (indicus vs taurus) na resisténcia ao ETC. De fato, varios
estudos mostram que a producéo in vitro de embrides pode variar de 0 a 36% de
acordo com o touro utilizado [43-45]. Palma & Sinowatz [46] testaram 63 touros na
producdo de embrides in vitro e observaram que houve variagcdes de touro para
touro nas taxas de clivagem (36,3 a 93,4%) e de blastocisto (6,9 a 51,2%). Estes
dados sé&o indicativos de que ha diferencas entre touros quanto a sua capacidade
de fertilizacao [47,48].

Adicionalmente, existem outros fatores que podem influenciar na viabilidade
dos odcitos para produgdo de embrides in vitro, como por exemplo, o intervalo de
tempo que os odcitos permanecem dentro dos foliculos ovarianos no post mortem
bem como a temperatura do meio de armazenamento dos ovarios nesse periodo
[49]. Os resultados obtidos no experimento 2 demonstraram que 0S o00citos
aspirados 4 horas ap6s o abate dos animais originaram taxas de blastocisto mais
elevadas quando comparado ao grupo 6:30 horas. Estes resultados corroboram
com os apresentados por Bondin et al. [49], que ao analisarem os intervalos de

tempo de 2, 3, 4, 5, 6 e 7 horas ap06s 0 abate dos animais e a aspiracdo dos
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oocitos, verificaram que o intervalo de tempo de 4 horas apresentava taxas de
producdo embrionaria superiores as obtidas com 2, 6 e 7 horas. Estes autores
sugeriram que quando 0s oo0citos sdo aspirados em intervalos superiores a 4
horas apds o abate, pode ocorrer modificacbes no micro ambiente folicular,
resultando em uma menor capacidade de desenvolvimento do odcito.

Embora a PIV tenha sido realizada no mesmo laboratorio e nas mesmas
condi¢cbes de maturacéo e cultivo, as taxas de blastocisto obtidas no experimento
2 (4 a 6 %) foram inferiores aos descritos por Eberhartd et al. [27] (28 a 30%) e
Saito et al. [26] (37 a 40%), em o0citos aspirados 6:30 horas ap0s o abate de
vacas HPB. Uma possivel explicacdo para estes resultados seria a temperatura
de armazenamento dos ovarios até sua chegada ao laboratorio. Os ovarios
coletados tanto no experimento 1 como no 2 foram acondicionados em
recipientes térmicos contendo solucao salina mantida em temperatura de 30 a 37
°C por meio da substituicdo desta solucdo por outra aquecida durante o transporte
dos ovarios. Nos experimentos de Saito et al. [26] e Eberhardt et al. [27] ndo
houve substituicdo da solucdo salina, ocorrendo assim, acentuada reducéao da
temperatura dos ovarios (<30°C) durante o transporte até o laboratério.

Estudos em bovinos demonstraram que o acondicionamento dos ovarios a
20 [50] ou 25 °C [52] por um periodo de 8 horas apds o abate ndo reduziu as
taxas de maturacdo oocitaria e a consequente producdo de blastocisto quando
comparada a temperatura de 37 a 39 °C. Desta forma, é possivel que as melhores
taxas de blastocisto obtidas por Saito et al. [26] e Eberhardt et al. [27] sejam
resultado da manutencdo da qualidade oocitaria em decorréncia da reducdo na

temperatura dos ovarios.
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Conclui-se que o ETC (41 °C, 12h, 96hpi) influenciou o desenvolvimento de
embrides provenientes de odcitos de vacas HPB puras. Entretanto, 0 mesmo nao
foi observado em embribes provenientes de odcitos de vacas HPB mesticas. A
resisténcia ao ETC dos embrides produzidos in vitro, ndo foi influenciada pela
raca do touro (Gir vs HPB), indicando que o od0cito tem maior importancia na
termotolerancia embrionaria do que o espermatozoide. Além disso, o intervalo de
tempo de 6:30 horas entre o abate dos animais e a aspiragcdo dos 00citos

influenciou negativamente o desenvolvimento embrionario.
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ANEXO 1
Taxas de clivagem, mérula, blastocisto e blastocisto eclodido de odcitos de vacas
Nelore (N) fertilizados com sémen de touros Nelore, Angus, Brahman, Holandés
Preto e Branco (HPB) e Gir testados.

Racas de touros Odcitos Clivagem (%) Morula (% Blastocisto (%) Blastocisto eclodido
Nelore (n) (%)
Nelore 1 62 77,4 64,5 38,7 22,5
Nelore 2 57 78,9 66,6 29,8 15,7
Nelore 3 + 62 82,2 72,5 41,0 25,8
Nelore 4 60 86,6 70,0 26,6 13,3
Nelore 5 61 72,1 63,9 27,8 16,3
Nelore 6 56 89,2 80,3 25,0 16,0
Nelore 7 ++ 122 57,3 26,2 13,9 3,2
Nelore 8 ++ 118 56,7 22,8 7,60 0,85
Nelore 9 ++ 120 54,1 19,1 10,0 0
Angus 1 50 76,0 60,0 26,0 10,0
Angus 2 49 73,4 51,0 28,5 14,2
Angus 3 47 72,3 51,0 23,4 4,8
Angus 4 52 84,6 55,7 26,9 11,5
Angus 5 42 66,6 61,9 30,9 11,9
Angus 6 52 71,1 51,9 25,0 11,5
Angus 7 ++ 125 51,2 29,6 8,0 0
Angus 8 ++ 112 51,7 22,3 8,0 0
Angus 9 ++ 118 51,7 26,2 11,0 0,8
Brahman 1 58 77,6 55,2 31,0 12,0
Brahman 2 62 79,0 61,3 32,2 14,5
Brahman 3 66 78,8 59,0 37,9 19,7
Brahman 4 58 81,0 58,6 32,7 17,2
Brahman 5 60 85,0 70,0 25,0 15,0
Brahman 6 62 74,2 48,4 27,4 14,5
Brahman 7 ++ 102 67,6 36,3 11,7 3,9
Brahman 8 58 77,6 55,2 31,0 12,0
HPB 1 54 66,7 40,7 24,0 9,30
HPB 2 58 72,4 60,3 25,8 13,8
HPB 3 54 62,9 42,6 24,0 7.4
HPB 4 60 68,3 60,0 25,0 13,3
HPB 5 51 66,7 56,8 29,4 13,7
HPB 6 53 75,5 62,2 28,3 15,1
HPB 7 ++ 93 73,1 31,20 8,6 1,0
GIR1 50 78,0 56,0 30,0 12,0
GIR 2 58 75,8 62,0 31,0 17,2
GIR3 48 68,7 50,0 27,1 12,5
GIR 4 52 73,0 51,9 25,0 13,4
GIR5 46 73,9 54,3 26,1 15,2
GIR 6 44 72,7 54,5 29,5 11,3
GIR7 ++ 92 83,7 33,7 14,1 4,3

"Touro controle (taxa de blastocisto > a 25 %)

“Touros com taxa de blastocisto < 25%
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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