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Resumo

A interacdo com o ambiente pode modular o desenvolvimento embrionario,
interferindo na sua competéncia em desenvolver e estabelecer uma gestacéao.
Embriocinas produzidas pelo endométrio podem favorecer o desenvolvimento
embrionério, enquanto que o aumento na temperatura pode comprometer sua
viabilidade. Objetivou-se avaliar a resposta embriondria a presenca da embriocina
Fator Estimulador de Colonia 2 (CSF2) secretada no ambiente uterino, e responsavel
por modular o desenvolvimento embrionario; e o estresse térmico pelo calor, indutor
de estresse celular no embrido. Devido ao impacto do aumento da temperatura
corporal em condicBes de estresse térmico pelo calor na concepcdo em vacas
leiteiras, também avaliou-se a variacdo da temperatura vaginal em vacas Girolando
no verdo. No primeiro capitulo estudou-se a variacao da temperatura vaginal em vacas
de trés grupos genéticos do cruzamento Girolando, mantidas sob condicdes de
pastejo durante a época de verdo. A temperatura vaginal apresentou aumento linear
estimado de 0,05 °C para o aumento de cada unidade do indice de temperatura e
umidade (ITU; P<0,001). Mesticas 1/2 Holandés (H) apresentaram menor variacao de
temperatura ao longo de 24h em relacéo as vacas com 3/4 e 7/8 H (P<0,001). Conclui-
se que o trofectoderma de blastocistos pode sofrer modificagcbes epigenéticas pelo
sexo do embrido e heranca paterna, por meio de modificacbes em marcacdes de
histonas. O choque térmico entre os dias 2,5 e 3 do desenvolvimento ndo afetou o
desenvolvimento embrionério, mas reduziu a qualidade do embrido. A proporcao de
genética Holandés a partir de 3/4 H reduziu a resisténcia de vacas Girolando ao
estresse térmico pelo calor. No segundo capitulo avaliou-se a acdo da embriocina
CSF2 na competéncia de desenvolvimento e qualidade de embrides previamente
estressados pelo choque térmico entre os dias 2,5 e 3 do cultivo embrionario in vitro.
N&o houve efeito do choque térmico e do CSF2 no desenvolvimento embrionario e no
namero de células do embrido. Contudo, embrides submetidos ao choque térmico
apresentaram menor numero e percentual de células TUNEL-positivas do
trofectoderma (P=0,0270 e P=0,0240) e total do embrido (P=0,0029 e P=0,0031),
assim como reducdo na atividade mitocondrial (P=0,0073). O CSF2 néo afetou as
variaveis de qualidade embrionaria avaliadas. No terceiro capitulo, avaliou-se o efeito
da embriocina CSF2, do sexo do embrido e da contribuicdo paterna (sémem de 3

touros) sobre a capacidade de desenvolvimento embrionério e modificacdes pos-



traducionais em Histona 3 de blastocistos bovinos. Observou-se maior quantidade de
marcacao para H3K27me3 (P=0,030) em embrides do sexo masculino em relacéo a
embrides do sexo feminino. Marcacgéo para H3K27me3 e H3K18ac foi dependente do
touro do qual o embrido foi originado. Embora CSF2 tenha reduzido a proporgéao de
embrides que desenvolveram para o estadio de blastocisto, ndo houve efeito na
marcacao de H3K27me3 e H3K18ac.

Palavras-chave: blastocistos, choque térmico, embriocina, epigenética, qualidade
embrionaria.



Abstract

The interaction between the embryos and the surrounding environment can modulate
embryo development, affecting its competency to develop into blastocyst and to
establish a gestation. The endometrium secretes embryocines responsible to promote
embryo development while the increase in mother body temperature disrupt the
embryo viability. This thesis aimed to evaluate alterations in embryos exposed to the
embryokine Colony Stimulator Factor 2 (CSF2), secreted in the uterus environment
and related to modulate embryo development, as well heat stress, that induce cellular
stress in developing embryos. Due to the effect of increasing body core temperature
on dairy cows conception rate, we also evaluated the vaginal temperature variation in
Girolando cows on summer. On chapter one, we evaluated the vaginal temperature
variation of three different genetic groups of Girolando under pasture during the
summer. The vaginal temperature had estimated linear increase of 0.05 degrees of
each temperature humidity index unit increase (P<0.001). Cows with 1/2 of Holstein
genetic on crossbred composition (H) had smaller vaginal temperature variation over
24h than cows with 3/4 and 7/8 H (P<0.001). We conclude that the trophoctoderm of
blastocysts may goes to epigenetic modifications by embryo sex and bull inheritance
through alterations in histone epigenetic marks. Heat shock between days 2.5 to 3 of
in vitro culture do not affect embryo development, but reduce the embryo quality. The
proportion of Holstein genetic on Girolando cows higher than 3/4 reduces cow
resistance to heat stress. In the second chapter, we evaluated the effect of CSF2 on
embryo development competence and quality previously stressed by heat shock
between days 2.5 to 3 of embryo in vitro culture. There were no effect of heat shock
and CSF2 on embryo development and number of embryo cells. Although, heat
stressed embryos had lower number and index of TUNEL-positive cells on
trophoctoderm (P=0.0270 e P=0.0240) and total embryo (P=0.0029 e P=0.0031), and
showed reduced mitochondrial activity (P=0.0073). The CSF2 did not affected any
embryo quality evaluated variables. In the third chapter we evaluated the effect of
CSF2, sex of embryos and sire used in fertilization on the embryo development
competence and post-translational modifications to Histone 3 in blastocyst
trophoctoderm. It was found that amounts of immunolabeled H3K27me3 were greater
(P=0.030) for male embryos than female embryos. Additionally, labeling for H3K27me3
and H3K18ac depended upon the bull from which embryos were derived. Although



CSF2 reduced the proportion of embryos developing to the blastocyst, there was no
effect of CSF2 on labeling for H3K27me3 or H3K18ac.

Keywords: blastocyst, embryocine, embryo quality, epigenetic, heat shock.
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1. INTRODUCAO

Entre diversos fatores que podem influenciar na fertilidade de bovinos esta a
competéncia do embrido em estabelecer uma gestacéo. O inicio do desenvolvimento
embrionario pré-implantacédo € um periodo critico, pois 0 embrido passa por uma serie
de modificagdes morfolégicas, metabodlicas e moleculares que possibilitam ao zigoto,
uma estrutura unicelular, tornar-se um blastocisto, uma estrutura multicelular que
apresenta as primeiras linhagens de células diferenciadas (Senger, 2003). Nesta fase
do desenvolvimento € onde se concentra a maior parte das perdas embrionarias
(Hansen, 2011). Neste processo, o embrido encontra-se migrando pela tuba uterina
em direcdo ao apice do corno uterino, sendo dependente do ambiente ao seu redor
para obter o suporte necessario para sua manutencao e desenvolvimento (Spencer,
2017).

O estresse térmico pelo calor € um dos principais fatores causares de perdas
embrionérias. Periodos de calor intenso, como verdo, ou elevacdo atipica da
temperatura e umidade do ar resultam em estresse térmico pelo calor em bovinos,
afetando a producdo e reproducdo (Pereira et al., 2013). Além de alteracdes
metabdlicas, o estresse térmico pelo calor induz os animais a hipertermia que, quando
ocorre em fémeas em estadios iniciais da gestacdo, pode comprometer a viabilidade
de embrides em desenvolvimento (Ortega et al., 2016). Em condi¢Bes de clima tropical
e subtropical, o cruzamento entre animais Bos taurus taurus e Bos taurus indicus
possibilita a obtencdo de animais mais adaptados as condicdes de estresse térmico
pelo calor, reduzindo os impactos na producdo e reproducdo (Ruas et al., 2014).
Contudo, ha relatos que mesmo esse grupo de animais resistentes sofre os efeitos
adversos quando expostos a climas quentes (Costa et al., 2015).

As células epiteliais da tuba uterina e Utero secretam moléculas biotivas, as
embriocinas, que sdo capazes de modular o desenvolvimento embrionario e, em
condicOes de estresse, podem favorecer o desenvolvimento do embrido (Tribulo et al.,
2018). Uma dessas moléculas é o Fator Estimulador de Colénia 2 (CSF2) que modula
o desenvolvimento embrionario, alterando o alongamento de embrides e producéo de
interferon-tau, a metilagcdo de DNA e expressao de genes em fetos e 0 ganho de peso
em bezerros. Alguns desses efeitos ocorre de forma diferente entre embrides do sexo
masculino e sexo feminino. O CSF2 também esté relacionado a inibicdo de vias pro-

apoptoticas e estimulo de vias anti-apoptéticas em morulas, e reducédo de lesdo de
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DNA em blastocistos desafiados com choque térmico (Loureiro et al., 2009; Dobbs et
al., 2014; Kannampuzha-Francis et al.; 2015 ; Siqueira et al., 2017).
2.4 Objetivos

Devido a importancia do ambiente sobre o desenvolvimento embrionario e sua
competéncia, objetivou-se estudar modificacbes do ambiente de desenvolvimento que
podem afetar o embrido ainda nos estadios iniciais do periodo pré-implantacao.
Buscou-se como focos principais: a) 0 estresse térmico pelo calor, associado ao
estresse celular embrionario, e a reducédo na fertilidade de vacas leiteiras; e b) a acéo
da embriocina CSF2, secretada no ambiente uterino e responsavel por modular o

desenvolvimento embrionario.

No primeiro capitulo avaliou-se a variacao da temperatura vaginal em vacas de
trés grupos genéticos do cruzamento Girolando mantidas sob condi¢cdes de pastejo
durante periodo de estresse térmico pelo calor natural. No segundo capitulo avaliou-
se a acao da embriocina CSF2 na competéncia de desenvolvimento e qualidade de
embribes previamente estressados pelo choque térmico entre os dias 2,5 e 3 do
cultivo. Avaliou-se no terceiro capitulo o efeito da embriocina CSF2, do sexo do
embrido e da contribuicdo paterna sobre a capacidade de desenvolvimento
embrionario e modificagBes pds-traducionais em Histona 3 de blastocistos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desenvolvimento embrionério pré-implantacao

Apoés a fecundacao, o pro-nucleo feminino, oriundo do nucleo do odcito, e o
pré-nucleo masculino, oriundo do nucleo do espermatozoide, se fundem formando o
zigoto, o embrido de uma unica célula (Senger, 2003). O zigoto passa por sucessivas
divisbes mitéticas, chamadas de clivagem, até alcancar o estadio de blastocisto.
Essas divisdes ocorrem por particdo do citoplasma, resultando em células cada vez
menores conforme a progressao das divisdes, que estdo confinadas dentro da zona
pelicida (Senger, 2003).

Cada célula embrionaria, ou blastébmero, passa por subsequentes divisdes,
gerando embrides de duas, quatro, oito e 16 células. Apds este estadio, torna-se
impossivel individualizar os blastdmeros, formando a mérula (Senger, 2003). A partir
desee estadio as células comecam a se diferenciar em embrioblasto ou células da
massa celular interna (MCI), que daréo origem ao corpo do embrido, e em células do
trofoblasto (TE) ou trofectoderma, que dardo origem aos anexos placentarios. Apos,
inicia-se a formacéao do blastocisto. Forma-se uma cavidade, a blastocele, que separa
a MCIl em um dos polos do embrido e as TE em uma monocamada que reveste a
blastocele (Senger, 2003).

Com o avancar das divisbes, o embrido aumenta de tamanho formando um
blastocisto expandido que, posteriormente, ird romper a zona pellcida tornando-se
um embrido livre no limen uterino (Spencer et al., 2017). Cerca de 15 dias apds a
ovulacdo o trofectoderma se alonga, ocupando o corno uterino e sinalizando sua
presenca por meio da secrecédo do interferon-tau, garantindo alta concentracdo sérica
de progesterona luteal, hormoénio fundamental para manutencdo da gestacao
(Spencer et al., 2017).

Durante o processo de formacao inicial do embrido, de zigoto a blastocisto, este
se encontra migrando no limen da tuba uterina até o utero. Em bovinos, os embrides
de trés células sdo formados cerca de 24h apds a ovulacao, de quatro células 1,5 dias
apos ovulacéo (dpo), oito células trés dpo, moérula quatro a seis dpo, blastocisto sete
dpo e blastocisto eclodido oito dpo (Senger, 2003; Spencer et al., 2017). A chegada
do embrido ao lumen uterino geralmente ocorre no quinto dia ap6és ovulacdo, no

estadio de morula (Senger, 2003; Spencer et al., 2017).
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Nesta fase, o0 embrido € dependente da secrecdo das células epiteliais locais
para que possa receber nutrientes e sinalizagcdes moleculares (Spencer et al., 2008).
As células epiteliais sdo responsaveis por secretar uma gama de substancias
complexas, formando o histotrofo (Spencer et al., 2008; Spencer et al., 2017). Esse
fluido € composto por uma mistura de proteinas, lipidios, aminoacidos, aglcares, ions,
ex0ssomos, microvesiculas e embriocinas (Spencer et al., 2008; Spencer et al., 2017,
Tribulo et al., 2018). Estima-se que mais de 50% das falhas de concepg¢éo ocorram
no estadio pré-implantacédo, sendo critico o periodo de desenvolvimento embrionério

inicial, entre a fertilizacdo e o estadio de blastocisto (Hansen, 2011).

2.1.1 Alteragdes moleculares

Durante o periodo pré-implantacdo, o embrido passa por intensas modificacdes
estruturais e moleculares que sdo cruciais para sua competéncia, especialmente no
controle da expressao génica (Dobbs et al., 2013b; Bogliotti et al., 2019). Este
processo envolve a ativagdo do genoma embrionario e remodelagdo de marcadores
epigenéticos (Dobbs et al., 2013b; Bogliotti et al., 2019).

No ovario, durante o crescimento do odcito, ocorre o acumulo de transcritos no
citoplasma oocitario (Graf et al.,, 2014). Esse material genético é responsavel por
controlar as vias metabdlicas do embrido durante as primeiras clivagens. A partir do
estadio de quatro células inicia-se a ativacdo do genoma embriondrio, processo no
qual ocorre degradacdo no mRNA de origem materna e transcricdo do mRNA
embrionario (Graf et al., 2014). Este processo se torna mais intenso nos estadios de
oito para 16 células, 72h ap6s a fecundacéo, quando o embrido passa a controlar

completamente sua expresséo génica (Bogliotti et al., 2019).

A regulacdo epigenética controla a expressédo diferencial de genes entre os
diferentes tipos celulares, o que determina suas func¢des (Blomen e Boonstra, 2011).
Este processo pode ser alterado por acéo de fatores externos, podendo modificar o
fendtipo celular ou mesmo do individuo (Faulk e Dolinoy, 2011). O acesso dos fatores
de transcricdo a sequéncia alvo na fita de DNA é influenciado pela estrutura e
organizacdo da cromatina. Modificagdes na cromatina que levem a sua compactacéo
ou descompactacgdo restringem ou facilitam, respectivamente, a transcricdo génica
(Ballaré et al., 2013). Portanto, modifica¢cdes no posicionamento dos nucleossomos

ou modificacdes na estrutura das histonas poés-traducionais (metilacédo, acetilacao,
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fosforilacdo e ubiquitinacdo de aminoacidos) sdo mecanismos epigenéticos que

podem promover ou inibir a expressao génica (Ballaré et al., 2013).

Para orquestrar o dinamico processo do desenvolvimento embrionario inicial,
marcadores epigenéticos passam por remodelagéo, por meio de desmetilacdo global,
seguida de metilacdo de novo de DNA e histonas (Ross et al., 2008; Dobbs et al.,
2013b). A reprogramacdo epigenética envolve a remocao e restabelecimento da
metilacdo do DNA em dois momentos do ciclo celular, o primeiro nas células
germinativas e o0 segundo no zigoto (Reik et al., 2001). Estes processos s&o
conhecidos, respectivamente, como primeira e segunda onda de desmetilacdo e
metilagéo de novo global do DNA (Reik et al., 2001).

A primeira onda de desmetilacdo ocorre na fase embriondria, nas células
germinativas, durante a migracao para a crista genital (Seisenberger et al., 2012). Este
mecanismo € importante pois remove epimutacfes adquiridas, possibilita que ocorram
as marcacdes imprint relacionadas ao gameta que dard origem, reativa genes da
linhagem germinativa, e prepara a célula para o restabelecimento do potencial de
desenvolvimento totipotente apds a fecundacao (Guibert et al., 2012). Contudo, alguns
genes podem resistir a desmetilagdo, permitindo a herdabilidade de caracteristicas

epigenéticas entre geracdes (Guibert et al., 2012).

A segunda onda de desmetilacdo global ocorre no zigoto, apdés a fertilizacao.
Neste processo, marcas epigenéticas sdo removidas do genoma materno e paterno.
No entanto, os genes imprinted permanecem metilados (Okano et al.,, 1999). A
desmetilacdo do pré-nucleo masculino ocorre rapidamente por mecanismo ativo,
antes da primeira divisdo celular (Inoue e zhang, 2011). No pré-nucleo feminino, a
desmetilacdo ocorre lentamente de forma passiva, estendendo-se até o inicio da
metilacdo de novo (Inoue e zhang, 2011). Em bovinos, a desmetilacdo global do DNA
e de histonas inicia nos estadios de quatro e oito células, e a metilacdo de novo ocorre

entre os estadios de moérula e blastocisto (Ross et al., 2008; Dobbs et al., 2013b).

2.2 Interacdo ambiente uterino e embriéao

O zigoto possui em seu cbédigo genético e epigenoma a programacgao que ira
guiar seu desenvolvimento em embrido, feto e até mesmo no periodo pos-natal. A
desenvolvimento deste programa € dependente, entre outros fatores, do ambiente em

gue o embrido se desenvolve (Hansen, 2014). Caracteristicas intrinsecas a mae,
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como ordem de paricdo ou estado nutricional interferem na competéncia do embriao
em estabelecer a gestacdo (Sartori et al., 2002; Abdelatty et al., 2018). A interacéo
com o ambiente externo também pode induzir a modificacdes no ambiente uterino,
interferindo na sua competéncia (Sartori et al.,, 2002; Abdelatty et al., 2018). Um
exemplo é o estresse térmico pelo calor que, além de induzir a modificacbes no
metabolismo, também leva a hipertermia materna, induzindo estresse celular no

embrido (Sartori et al., 2002 e Baumgard et al., 2011).

2.2.1 Sexo do embrido

Apesar da auséncia da acdo de hormonios gonadais, embrides em estadio
inicial j& apresentam diferengcas entre 0s sexos em relagdo ao desenvolvimento,
padrdo de expressao génica e metabolismo proteico (Bermejo-Alvarez et al., 2011).
Embrides do sexo feminino apresentam trés vezes menos genes diferentemente
expressos e secretam mais miRNA em relacdo a embrides do sexo masculino
(Bermejo-Alvarez et al., 2010; Gross et al., 2017).

A diferenca entre os sexo nos embrifes ainda no inicio do desenvolvimento
pode ser modulada pelo ambiente. A presenca de glucosamina no meio de cultura,
apos a ativacao do genoma embrionario, aumenta a relacdo de blastocistos do sexo
masculino em relagéo aos do sexo feminino (Kimura et al., 2008). Blastocistos do sexo
masculino produzidos in vitro, em meio contendo soro fetal bovino (SFB),
apresentaram mais genes diferentemente expressos quando comparados com
embrides produzidos in vitro em meio livre de SFB, ou produzidos in vivo. Em
contrapartida, embrides do sexo feminino oriundos de meio livre de SFB apresentaram
o mesmo perfil de expresséo génica que embrides produzidos in vivo, enquanto que
embrides do sexo feminino produzidos com SFB apresentaram alta variacdo na

expressado génica (Heras et al., 2016).

A influéncia do ambiente sobre o embrido nos estadios iniciais de
desenvolvimento parece estar relacionada ao sexo do embrido. As células do trato
reprodutor feminino podem induzir modula¢des no desenvolvimento embrionario por

meio de moléculas bioativas (Hansen et al., 2014; Tribulo et al., 2018).

2.2.2 Embriocinas
As células da tuba uterina e do endométrio secretam diversas moléculas

regulatérias capazes de direcionar o desenvolvimento embrionério, chamadas de
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embriocinas (Hansen et al.,, 2014). A secrecdo destas moléculas se da de forma
dindmica, conforme o dia apds a ovulacéo, indicando que agem no embrido de acordo

com o seu periodo de desenvolvimento (Tribulo et al., 2018).

Diversas moléculas secretadas na luz do trato reprodutor feminino, durante o
desenvolvimento embrionario, apresentam potencial de embriocinas (Tribulo et al.,
2018). Dentre elas podemos citar o fator de crescimento semelhante a insulina tipo |
(IGF-I), o Dickkopf 1 (DKK1) e o Fator Estimulador de Coldnia 2 (CSF2), que estdo
relacionados a proliferacdo celular, modulacéo de vias metabdlicas importantes para
diferenciacdo celular e protecdo contra o estresse celular (Loureiro et al., 2011a;
Dobbs et al., 2013b; Tribulo et al., 2019).

2.2.2.1 Fator Estimulador de Colonia 2

Uma das embriocinas mais estudadas e expressas no endométrio bovino,
especialmente no dia cinco apds a ovulacéo, é o CSF2 (Tribulo et al., 2018). A adicdo
de CSF2 ao meio de cultivo no dia cinco do cultivo in vitro afeta a producdo de
blastocistos e induz a¢des de longo prazo em embrides humanos, de camundongos e
de bovinos, que podem se estender para o feto, placenta, e até mesmo na vida pos-
natal (Sjoblom et al., 2005; Ziebe et al., 2013; Loureiro et al., 2009; Kannampuzha-
Francis et al., 2015).

Em relacdo ao desenvolvimento do embrido bovino ao estadio de blastocisto,
guando o CSF2 foi associado ao soro fetal bovino no meio de cultivo, houve reducéo
na taxa de blastocistos ou inibicdo do seu efeito (De Moraes et al., 1997; Tribulo et al.,
2017), enquanto que na auséncia de SFB aumentou a producédo de embrides in vitro
(De Moraes et al., 1997).

Outro fator associado a resposta ao CSF2 é a tenséo de oxigénio em condicdes
de cultivo in vitro. Loureiro et al. (2009) mostraram que sob alta concentracdo de
oxigénio, embrides tratados com CSF2 apresentam reducdo na competéncia em
alcancarem o estadio de blastocistos, enquanto que a 5% de Oz, semelhante ao
ambiente uterino, a embriocina aumenta a producao de blastocistos. Contudo, Zolini
et al. (2019) ndo encontraram efeito na producdo de embribes de vacas da raca

holandesa cultivados em condigdes de baixa tenséo de oxigénio.
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Dobbs et al. (2013a) encontraram associacdo entre a dinamica de
desenvolvimento embrionario e o CSF2. Quando o desenvolvimento no grupo controle
era baixo, 0 CSF2 aumentava a producao de blastocistos; quando a produgéo no meio
controle era intermediaria, ndo havia efeito do CSF2 e quando a producao era alta, o
CSF2 leva a reducéo na taxa de blastocistos. Também, parece haver relacdo do CSF2
com o sexo do embrido, em relagdo a competéncia de desenvolvimento, uma vez que
a adicdo da embriocina apresentou tendéncia ao aumento na producéo de embrides
produzidos a partir de sémen sexado para fémea, mas nao afetou o desenvolvimento
de embrides produzidos por fertilizacdo com sémen sexado para macho (Siqueira et
al., 2016).

Os efeitos da presenca do CSF2 no meio de cultivo também s&o percebidos
nas fases mais avancadas da gestacdo, ou apd6s o0 nascimento. Embribes de
camundongos tratados com CSF2 no cultivo resultaram em maior proporcao de
progénies viaveis, quando comparado com progénie de embrides produzidos in vivo
e embrides cultivados sem CSF2 (Sjoblom et al., 2005). Em humanos, embrides
tratados com CSF2 apresentaram maior sobrevivéncia até 12 semanas de vida (Ziebe
et al., 2013) e resultaram em aumento das taxas de gestacdo de mulheres com mais
de 35 anos (Zhou et al., 2016).

Em bovinos, embrides tratados no dia cinco do cultivo com CSF2 apresentaram
maior probabilidade de estabelecerem gestacdo (Loureiro et al., 2009), maior
alongamento, e producdo de interferon-tau em embribes machos em relacdo as
fémeas (Dobbs et al., 2014). Também, resultou em maior peso corporal até os 13
meses de idade de bezerros em relacdo as bezerras (Kannampuzha-Francis et al.,
2015).

A secrecdo do CSF2 pelas células endometriais no periodo inicial do
desenvolvimento embrionario parece ser um mecanismo pelo qual o ambiente uterino
modula o desenvolvimento embrionario, alterando a programacéo fetal, favorecendo
o desenvolvimento embrionario e fetal em fases posteriores da gestacao (Loureiro et
al., 2009; Kannampuzha-Francis et al., 2015; Siqueira et al., 2017). Esta modulacéo
parece ocorrer de forma diferente entre os sexos, indicando também uma modulagéo
do ambiente uterino pelo embrido (Siqueira et al., 2016; Dobbs et al., 2014). Esta

modulacao pode se dar por meio da regulacdo de marcadores epigenéticos, como a
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metilacdo de DNA (Dobbs et al., 2014), porém, ainda ndo ha informacgdes a respeito

de sua acédo sobre as modificac6es pos-traducionais de histonas.

Outro aspecto que necessita de maiores investigacdes € o efeito do CSF2 em
embrides de baixa competéncia. Sua adicdo ao meio de cultivo favoreceu embrides
com baixa competéncia de desenvolvimento a alcancarem o estadio de blastocisto
(Dobbs et al., 2013a), induzindo a ativacdo da expressao de genes anti-apoptoticos,
e reduzindo o percentual de células TUNEL-positivas em blastocistos posteriormente
expostos ao choque térmico (Loureiro et al., 2011a). Contudo, ndo ha resultados de

sua acao sobre embrides previamente desafiados pelo choque térmico.

2.3 Estresse térmico pelo calor

No estresse, agentes externos atuam sobre o animal comprometendo a
homeostasia, o que resulta na ativacdo de mecanismos metabdlicos para adaptacao
a nova condicdo e retorno a homeostase (Scott, 1981). Quando o agente estressor
tem por natureza o calor ou o frio ocorre o estresse térmico. Em animais
homeotérmicos, quando a carga de calor recebida do ambiente, somada a produzida
pelo seu metabolismo, € superior a capacidade de dissipa-la a ponto de prejudicar a
manutencdo da temperatura corporal fisiol6gica, ocorre o estresse térmico pelo calor

ou estresse térmico pelo calor (West, 2003).

A perda de calor para o ambiente se d4, inicialmente, pelos mecanismos nao
evaporativos de radiacdo, conveccdo e conducdo. Quando estes mecanismos de
termdlise ndo sao eficientes frente ao desafio ambiental, ha ativagdo dos mecanismos
de resfriamento evaporativo, por aumento da frequéncia respiratoria e sudacao (West,
2003). Logo, o primeiro sinal observado em vacas sob estresse térmico pelo calor € o
aumento da frequéncia respiratoria, seguido do aumento da frequéncia cardiaca e
temperatura retal (Azevédo et al., 2005). Se a carga de calor recebido for maior que a
capacidade de eliminacdo pelos mecanismos fisiolégicos de resfriamento, o animal
entra em estado de hipertermia que, em casos graves, pode levar a morte (Berman et
al., 2005).

O aumento da temperatura corporal esta associado com a redu¢ao do consumo
de alimentos, aumento dos requisitos da mantenca, alteragcbes metabdlicas, reducéo

da fertilidade e da producéo de leite. Portanto, a prioridade para manter a temperatura
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corporal, dentro dos limites fisiolégicos, prevalece sobre as fun¢des produtivas, como

a lactacdo (Baumgard et al., 2011).

2.3.1 Avaliacéo do estresse térmico pelo calor

A temperatura corporal ndo € influenciada apenas pela temperatura do ar, mas
também por outros fatores, como a umidade relativa do ar, radiagéo solar, velocidade
do vento e presséo atmosférica (Berman, 2004). A temperatura ambiente e a umidade
relativa do ar sdo informacdes de facil obtencdo em estacbes meteoroldgicas e podem
ser combinadas em uma féormula matematica para se obter um indice de conforto

térmico, o indice de temperatura e umidade (ITU).

O ITU, inicialmente criado por Thom em 1959 para avaliar a condi¢éo climatica
para humanos, foi, posteriormente, extrapolado para avaliar o conforto térmico de
vacas leiteiras (Berry et al.,1964). Este indice associa os dados de temperaturas do
bulbo imido e bulbo seco em uma férmula matematica, gerando um valor numerico,
um indice que representa as condi¢cdes de conforto térmico do ambiente avaliado
(Thom, 1959).

Atualmente sdo descritas na literatura diferentes variagcbes da férmula
inicialmente proposta por Thom. Apesar das diferencas nos valores obtidos utilizando
as diferentes férmulas, estudos tém apontado que ha alta correlacdo entre elas
(Dikmen e Hansen, 2009; Dash et al., 2015).

Ainda hoje, o padrao para classificar a condicao de estresse térmico pelo calor
€ baseado no estudo desenvolvido pelo Livestock Conservation Institute por Frank
Wiersma em 1990, e apresentado por Armstrong (1994). Nesse, o ITU <72 indica que
0s animais estdo em conforto térmico, entre 72 e 78 sob estresse brando, de 79 a 88
estresse moderado e de 89 a 98 estresse severo (Armstrong, 1994). Apesar desse
padrao ser amplamente empregado em artigos cientificos que abordam o tema, dados
que suportem estes valores ndo sao descritos na literatura (Collier et al., 2012).
Segundo Bernabucci (2010), esta classificacdo € fruto de um estudo realizado entre
as décadas de 50 e 60, com dados retrospectivos de 56 vacas da ra¢ga Holandesa,
com producao media de 15 Kg de leite/dia. O sucesso na selecdo genética focada no
aumento da capacidade produtiva das vacas leiteiras, no decorrer das ultimas
décadas, foi acompanhada do aumento na sensibilidade ao estresse térmico pelo
calor. Estudos apontam que vacas que apresentam producao superior a 35Kg de
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leite/dia apresentam maior sensibilidade ao estresse térmico, podendo reduzir em até
2,2 kglleite/dia quando o ITU médio for 268 (Collier et al., 2009), ou quando o ITU
minimo diario permanecer acima de 65 (Collier et al., 2012).

Contudo, o ITU ainda € a forma mais pratica de se avaliar o estresse térmico,
sendo amplamente empregado em trabalhos cientificos e para monitorar o conforto
de vacas em propriedades leiteiras. Dikmen e Hansen (2009) indicaram a formula
ITU= (1,8 x T°’amb + 32) - (0,55 - 0,0055 x Umid) x (1,8 x T°amb - 26), onde T°amb é
temperatura ambiental e Umid a umidade relativa do ar, como a que apresenta melhor
relacdo entre ITU e temperatura retal em animais em ambientes de alta umidade
(Dikmen e Hansen, 2009).

2.3.2 Avaliagéo da temperatura corporal

A avaliacdo da temperatura retal € um método classico para avaliacdo da
temperatura corporal em bovinos. Contudo, os dados obtidos por este método séo
sujeitos a influéncia do estresse causado ao animal pelo manejo e contencao, assim

como possibilita namero limitado de mensuragées (Vickers et al., 2010).

A avaliacéo da temperatura superficial por termografia, com uso de cameras de
infravermelho, é um método ndo invasivo e que ndo necessita o contato com o animal,
eliminando o estresse (Salles et al., 2016). Porém, a avaliacdo da temperatura
superficial apresenta grande variacdo de acordo como o local da superficie corporal e
lado do animal, assim como ndo possibilita 0 monitoramento por longos periodos
(Salles et al., 2016). Um método que possibilita o monitoramento da temperatura
corporal interna € a avaliacdo da temperatura do reticulo-ramen por meio de bolus
telemétrico (Liang et al., 2013). Esse método possibilita o monitoramento da
temperatura corporal continuamente por longos periodos (até anos), mas é altamente

influenciado pela ingestdo de agua e fermentacao dos alimentos (Liang et al., 2013).

O monitoramento da temperatura vaginal € um meétodo n&o invasivo que
possibilita 0 monitoramento continuo da temperatura corporal, sem submeter o0s
animais as condi¢des estressantes e apresenta alta correlacdo com a temperatura
retal (Vickers et al., 2010; Burfeind et al. 2011; Kaufman et al., 2018). Um data logger
acoplado a um implante intravaginal € inserido na cavidade vaginal, permitindo a
avaliacado da temperatura corporal por alguns dias consecutivos, sem a interferéncia

de fatores externos (Vickers et al., 2010; Burfeind et al. 2011; Kaufman et al., 2018).
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Pesquisas séo necessarias para que se entenda melhor o controle térmico em
bovinos, para diferentes racas e condi¢cdes ambientais (Godyn” et al., 2019). Estudos
tém avaliado a variacdo da temperatura vaginal de vacas da raca Holandesa (Kendall
et al., 2009; Nabenish et al., 2011a) e Brangus (Dikmen et al., 2018; Davila et al.,
2019) expostas as condicOes de estresse térmico pelo calor, natural ou induzido.
Contudo, ainda néo existem relatos sobre a variacao da temperatura vaginal de vacas

mesticas leiteiras em condi¢des de estresse térmico pelo calor natural.

2.3.3 Estresse térmico pelo calor e metabolismo

Além das altera¢cBes nos parametros fisioldgicos, outros sinais caracteristicos
de uma vaca sob estresse térmico pelo calor sdo a reducdo na ingestdo de matéria
seca (IMS) e reducado na producao de leite (West, 1999 e West et al., 2003). Para
estudar o efeito da reducéo da IMS sobre a producéo de leite, a equipe do professor
Lance H. Baumgard da lowa State University, EUA, conduziu uma série de trabalhos
utilizando o modelo experimental “pair-fed” em vacas em terco médio de lactacéo
(Rhoads et al., 2009, Wheelock et al., 2010 e Baumgard et al., 2011). Neste modelo
as vacas mantidas em ambiente termoneutro sdo submetidas a restricdo alimentar
semelhante a reducdo percentual da IMS que ocorre em grupo pareado de vacas
submetidas ao estresse térmico (Rhoads et al., 2009, Wheelock et al., 2010 e
Baumgard et al., 2011).

A reducédo na IMS levou vacas lactantes, induzidas ao estresse térmico pelo
calor, levou a perda de peso corporal semelhante a observada no grupo “pair-fed”,
contudo as concentracfes de acidos graxos nao esterificados (AGNES) circulantes
foram menores nas vacas estressadas pelo calor, indicando baixa mobilizacdo de
tecido adiposo deste grupo (Rhoads et al., 2009, Wheelock et al., 2010). J4 0 hormbnio
insulina apresenta maior concentracdo plasmatica nos animais em estresse térmico
pelo calor, mesmo havendo baixa concentracdo de glicose (Wheelock et al., 2010 e
Baumgard et al., 2011).

Em um quadro de restricdo alimentar, o esperado seria hipoglicemia e
consequente hipoinsulinemia, como observado no BEN fisiol6gico que ocorre no pos-
parto (Rhoads et al., 2009), porém, o estresse térmico pelo calor induz alteracées no
metabolismo que resultaram em hiperinsulinemia (Wheelock et al., 2010). Devido a
acao lipogénica da insulina, ha reducéo na mobilizacdo do tecido adiposo, reduzindo

a liberacdo de AGNEs na circulacao (Wheelock et al., 2010). Em animais sob estresse
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térmico pelo calor as concentracdes plasmaticas de somatotropina também estéo
reduzidas (Rhoads et al., 2010). Como a somatotropina estimula a mobilizacdo de
lipidios e inibe a acdo da insulina, sua baixa concentracdo favorece o aumento de
insulina e a reducéo de AGNEs (Rhoads et al., 2010).

Como consequéncia da baixa mobilizacao de lipidios, a menor concentracao
de AGNES limita a disponibilidade de substrato energético para o tecidos periféricos
(Rhoads et al., 2011). Para suprir esta demanda energética, ha o aumento da atividade
metabdlica no figado para formacdo de glicose a partir do glicogénio, através da
glicogendlise (Rhoads et al., 2011).

Outro mecanismo utilizado para suprir a deficiéncia de energia é a
neoglicogénese, via metabdlica hepatica em que aminoacidos sdo deaminados para
producdo de glicose (Jorritsma et al., 2003). Vacas sob estresse térmico pelo calor
apresentaram maior concentracdo de nitrogénio ureico plasmatico do que o grupo
“pair-fed” (Wheelock et al., 2010), indicando efeito do estresse térmico sobre o
catabolismo proteico.

Em teste de tolerancia a glicose, animais sob estresse térmico apresentam
maior concentracdo de insulina e reducdo mais acentuada de glicose apés a infuséo
de glicose exdgena, indicando a preferéncia a glicose pelos tecidos periféricos
(Wheelock et al., 2010). Como na vaca em estresse térmico pelo calor ha pouca
disponibilidade de AGNEs e corpos cetdnicos, os tecidos ndo mamarios utilizam a
glicose como fonte energética, reduzindo sua disponibilidade para a producéo de leite
na glandula mamaria (Xie et al., 2016). Com a reducédo na disponibilidade de glicose
para a glandula mamaria, ocorre reducao na producéo de lactose (duas moléculas de
glicose) o que leva a reducdo na producdo de leite, uma vez que a molécula é a
principal responsavel pelo volume do leite produzido (Herdt, 2000 e Rhoads et al.,
2009).

Além da reducédo do volume de leite produzido, o estresse térmico pelo calor
também afeta a composicao do leite. Vacas submetidas ao estresse térmico pelo calor
apresentaram reducdo da lactose (Baungard et al., 2011) e proteina do leite em
comparagao ao grupo “pair-fed” (Rhoads et al., 2009). Este resultados podem ser
reflexo da menor concentracdo de glicose e maior metabolizacdo de proteina para
suprir o déficit energético.

Nota-se que vacas sob BEN devido ao estresse térmico pelo calor apresentam

alteracbes metabdlicas contrarias ao observado em vacas em quadro de BEN
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fisiologico pds-parto. O mecanismo pelo qual as células pancreaticas se tornam mais
sensiveis a glicose, resultando em maiores concentracdes de insulina circulante e
consequente reducdo na mobilizacao de lipidios ainda ndo esté claro (Wheelock et al.,
2010 and Baumgard et al.,2011).
2.3.4 Estresse térmico pelo calor e fertilidade da fémea bovina

Além dos impactos na producéo e metabolismo, o estresse térmico pelo calor
leva a reducéo na fertilidade, principalmente em vacas leiteiras. A analise de um banco
de dados de fazendas Israelenses sobre taxa de concepcédo entre 45 e 50 dias apés
inseminacao artificial, de 70.885 primiparas e 143.490 multiparas da raca Holandesa,
mostrou reducdo de 44,4% e 38,8% no inverno para 14,6% e 11,3% no verao,
respectivamente (Zeron et al., 2001). Avaliando dados de 7.252 vacas da raga
Holandesa na Alemanha, Schiller et al. (2014) encontraram reducdo da taxa de
concepcao de 38% para até 12% quando os animais foram expostos a ITU médio a
partir de 73 por, no minimo, uma hora entre os dias -21 a -1 em relacdo a data da
inseminacdo. No Estado de Minas Gerais, também com vacas da raga Holandesa,
Pereira et al. (2013) verificaram menor taxa de concepcéo (36,8% vs 17,0%) quando
as fémeas experimentaram duas ou mais ocorréncias de temperatura retal superior a

39,1°C nos dias -3, -2, 0 e 7 em relacdo a inseminacéo artificial.

Vacas 3/4 Holandés x Gir apresentaram maior percentual de animais com
temperatura retal 239,3°C e menor taxa de concepcéo na estacdo seca, em relacéo a
chuvosa (Costa et al., 2015). Nesse mesmo trabalho, animais 1/2 Holandés néo
apresentaram diferenca para temperatura retal e na taxa de concepcdo entre as
estacdes, e apresentaram menor temperatura retal e maior taxa de concepgédo na

estacdo seca, em relacdo aos animais 3/4 Holandés (Costa et al., 2015).

A recuperacédo da taxa de concepgéao tem sido demonstrada em trabalhos que
utilizam a transferéncia de embrides, do dia 7-8 de desenvolvimento, produzidos in
vitro ou in vivo (Baruselli et al., 2011; Stewart et al., 2011). Estes resultados apontam
que as primeiras etapas do desenvolvimento do embrido pré-implantacdo séo criticos
para a resisténcia ao estresse térmico pelo calor e competéncia em gerar uma

gestacéo.
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2.3.4.1 Estresse térmico pelo calor no desenvolvimento embrionario

Além dos efeitos metabdlicos do estresse térmico pelo calor, a hipertermia &
capaz de alterar a funcéo celular. Para estudar o efeito do estresse térmico pelo calor
sobre as diferentes fases do desenvolvimento embrionario inicial, tem-se utilizado o
modelo de choque térmico in vitro. Nesse modelo, durante o processo de producéo in
vitro de embrides, o grupo desafiado é exposto a elevadas temperaturas (geralmente
entre 40 e 41°C) por tempo determinado (geralmente de 9 a 12h) em fases especificas
do desenvolvimento embrionario que se pretende estudar (Paula-Lopes e Hansen
2002; Ortega et al., 2016; Ascari et al., 2017; Rodriguez et al., 2019).

Odcitos submetidos ao choque térmico, durante a etapa de maturacdo, tem
demonstrado reducdo na capacidade de alcancar o estadio de blastocisto, com
aumento na taxa de apoptose celular, e reducéo da qualidade embrionaria (Ascari et
al., 2017; Rodriguez et al., 2019). O uso da embriocina IGF-I (Ascari et al., 2017) e de
exossomos do fluido folicular (Rodriguez et al., 2019) mostra que o ambiente folicular
possui mecanismos capazes de reverter os danos causados pelo choque térmico

durante a etapa da maturacao.

Em relacdo ao desenvolvimento embrionario ap6s a fecundacédo, zigotos
expostos ao choque térmico de 40°C por 12h horas (inicio 8h ap6s a fecundacéo)
tiveram reduzido potencial de desenvolverem ao estadio de blastocisto, no dia 7 do
cultivo (Ortega et al., 2016). Choque térmico de 40°C por 24 horas a partir de 8h apos
a inseminacao reduziu a taxa de blastocisto, mas o0 mesmo néo foi observado quando
o estresse foi aplicado entre 116 e 140 horas apds a inseminacao (Sakatani et al.,
2003; Sakatani et al., 2012). Aplicando choque térmico de 41°C por 12h em embrides
no dia 0 (12 h pés-inseminagdo), no dia 2 (48h pds-inseminagdo) ou no dia 4 (96h
pés-inseminacdo) do desenvolvimento embrionario, Eberhardt et al. (2009)
observaram que embrides submetidos ao choque térmico no dia 4 foram mais
competentes em alcancarem o estadio de blastocisto, indicando aumento da

resisténcia ao choque térmico com a progressao do desenvolvimento.

Choque térmico de 41°C por 12h em embrides com mais de 16 células das
racas Nelore, Holandés e Girolando F1 (Holandés x Gir) reduziu a formacéo de
blastocistos, independente da raca (Satrapa et al., 2011). Contudo, a redugé&o foi

menos expressiva nos embrides da raca Nelore (Satrapa et al., 2011). Sob mesma
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forma de estresse, embrides das racas Jersey e Nelore apresentaram menor
expressdo dos genes PLAC8 e CDX2, genes expressos no trofectoderma
embrionario, importantes para a formacao da placenta (Silva et al., 2013). Em acordo
com esses achados, embrides da raca Angus submetidos ao mesmo choque térmico
apresentaram tendéncia em menor taxa de concepc¢édo em relacdo aos embriées nédo
desafiados (Silva et al., 2013).

O estresse térmico nas primeiras fases do desenvolvimento embrionario pré-
implantacéo reduz a competéncia do embrido em desenvolver e estabelecer gestacéo
(Satrapa et al., 2011; Silva et al., 2013). Também, observa-se que os efeitos ocorrem
em embrides de origem taurina e zebuina, sendo mais evidentes nos de origem taurina
(Silva et al., 2013).

2.3.4.2 Estresse térmico pelo calor na apoptose celular

Por meio da técnica de TUNEL é possivel marcar DNA lesionado no nucleo
celular, permitindo identificar células em processo de morte por apoptose ou necrose.
Embrides de duas células, coletados entre 28-30h de cultivo ndo apresentam aumento
no percentual de células TUNEL-positivas e de atividade da Caspase grupo Il (inclui
caspases 2, 3 e 7) 24 h apds o choque térmico, enquanto que embrides com mais de
16 células, coletados no dia cinco, apresentam maior percentual de células TUNEL-
positivas e de atividade da Caspase grupo Il (Paula-Lopez e Hansen, 2002).

A inducdo de apoptose pelo choque térmico, ou pela adi¢cao de fator de necrose
tumoral a (TNF a) ao meio de cultivo de embrides bovinos no dia seis do
desenvolvimento, levou ao aumento do percentual de células TUNEL-positivas e a
ativacdo da Caspase-9 (Loureiro et al., 2007). A adicdo de z-LEHD-fmk, inibidor da
Caspase-9, ao meio de cultivo levou a reducéo da atividade da Caspase-9 e do
percentual de células TUNEL-positivas a0 mesmo patamar que o apresentado por
embrides ndo desafiados e ndo expostos ao inibidor (Loureiro et al., 2007). A inibic&o
da Caspase grupo Il, por meio do z-DEVD-fmk, em embrides com mais de 16 células
submetidos ao choque térmico de 41°C por 9h levou a reducéo da atividade caspase
e do percentual de células TUNEL-positivas e a reducéao no percentual de blastocistos
no dia oito. Essa reducé&o foi mais intensa do que a reducéo provocada pelo choque
térmico sem o inibidor (Paula-Lopes e Hansen, 2002b). Esses resultados apontam

gue a lesédo de DNA, evidenciada pela técnica de TUNEL em embrides desafiados por
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agentes estressores, ocorre por meio de apoptose celular e essa resposta é
importante para manutencdo do desenvolvimento embrionario apos o desafio com o

agente extressor.

Paula-Lopes e Hansen (2002) realizaram uma série de experimentos para
avaliarem o momento do desenvolvimento embrionério em que o estresse térmico é
capaz de induzir a apoptose celular. Embriées nos estadios de duas células (28-30h
pos-inseminacado), quatro células (37-39h pds-inseminacdo) ou oito a 16 células no
dia trés do cultivo ndo apresentaram aumento do percentual de células TUNEL-
positivas 24 horas apdés choque térmico de 41°C por 9h (Paula-Lopes e Hansen,
2002). J4 embrides de oito a 16 células, coletados do dia quatro, e com mais de 16
células, coletados no dia cinco do cultivo, expostos as mesmas condicdes de estresse
descritas anteriormente, apresentaram aumento no percentual de células TUNEL-
positivas e reducdo do numero de células 24h apés o estresse (Paula-Lopes e
Hansen, 2002). Em adi¢do, embrides em estadio de duas células ndo apresentaram
ativacado da caspase ll, enquanto que embrides com mais de 16 células (28-30h pos-
inseminacao) apresentaram maior atividade desta enzima da cascata de apoptose
celular, quando comparado com embrides nédo estressados (Paula-Lopes e Hansen,
2002). Esses resultados indicam que a indugcdo a apoptose celular pelo estresse

térmico esta relacionada ao estadio e ao dia do desenvolvimento embrionario.

Conforme o desenvolvimento embrionario avanca, o embrido aumenta sua
capacidade de responder ao desafio com choque térmico, com aumento da apoptose
celular (Paula-Lopez e Hansen, 2002; Loureiro et al., 2007). Paralelamente, o embri&do
também aumenta sua resisténcia ao estresse térmico pelo calor, melhorando sua
competéncia em desenvolver ao estadio de blastocisto (Eberhardt et al., 2009;

Sakatani et al., 2012), indicando que a apoptose é um mecanismo de defesa do

embrido que possibilita o desenvolvimento embrionario.

O ambiente uterino parece modular a resposta do embrido frente ao estresse
térmico pelo calor. Moléculas secretadas por células do trato reprodutor, tais como o
fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-1) e o CSF2, apresentam agao anti-
apoptoética quando presentes na maturagdo oocitaria ou cultivo embrionario in vitro,

durante o choque térmico (Loureiro et al., 2011a; Ascari et al., 2017). Porém, ainda ha
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necessidade de se investigar se embriocinas sdo capazes de modularem o

desenvolvimento de embrides previamente afetados pelo estresse térmico pelo calor.

2.3.5 Estresse térmico pelo calor na programacéo fetal

O estresse térmico pelo calor também tem acdo sobre a programacéo fetal,
uma vez que sua acao no periodo do desenvolvimento gestacional induz modificagfes
em bezerros, e que podem ser observadas ao longo da vida produtiva (Monteiro et al.,
2016b).

Informacdes relacionadas aos efeitos do estresse térmico pelo calor, aplicado
nos tergos inicial e médio da gestacao, sobre o posterior desempenho da bezerra,
ainda sao escassos. A andlise retrospectiva de dados de dez anos, oriundos de oito
fazendas distribuidas em trés estados dos EUA, mostrou que vacas que foram
concebidas durante o verdo produziram significativamente menos leite em sua
primeira lactacdo, quando comparado com aquelas que foram concebidas no inverno
(Brown et al., 2016).

A acdo do estresse térmico pelo calor no terco final de gestacdo e periodo seco
afetou o desenvolvimento final do concepto. A gestacao de vacas nao resfriadas no
periodo seco, durante a época de verdo, foi menor quatro e sete dias em relacao
aguelas resfriadas. Também, seus bezerros nasceram, em média, seis a 13 Kg mais
leves e apresentaram menor peso a desmama, em relacdo aos bezerros de vacas
resfriadas no final da gestacdo (do Amaral et al., 2009; Tao et al., 2012; Monteiro et
al., 2016b). Em andlise de dados de cinco anos de estudo sobre estresse térmico pelo
calor no periodo seco, vacas sob estresse tiveram taxa de 4,1% de natimortos,

enguanto que vacas resfriadas ndo apresentaram natimortos (Monteiro et al., 2016b).

Devido ao tipo epitéliocorial da placenta bovina, ndo ocorre passagem de
anticorpos para o concepto durante a gestacao (Bessi et al., 2002). O colostro € a
principal fonte de anticorpos e células imunes, permitindo que o neonato adquira
protecdo. A capacidade méaxima de absor¢do da imunidade passiva se da até seis
horas apés o parto, terminando ao final das primeiras 48h apds o parto (Bessi et al.,
2002).

N&o foi observado diferenca na qualidade de colostro de vacas resfriadas e

vacas submetidas ao estresse térmico pelo calor durnate o periodo seco (Monteiro et
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al., 2014). Contudo, além de nascerem mais precocemente e menor peso Vivo,
bezerros de vacas submetidas ao estresse térmico pelo calor apresentam menor
capacidade de absorcdo de imunoglobulinas do colostro (Tao et al., 2012; Monteiro et
al., 2014). Esse resultado demonstra que apesar da vaca sob estresse térmico
produzir colostro de boa qualidade, o seu bezerro terd& menor competéncia para
adquirir a imunidade passiva e sera menos resistente aos desafios ambientais.
Bezerros de vacas resfriadas apresentaram rapida reducdo de glicose e insulina
plasmética, apods teste de tolerancia a glicose e desafio com insulina, indicando que o
estresse térmico no ambiente uterino resulta em maior sensibilidade sistémica dos

bezerros a insulina (Tao et al., 2012).

Os efeitos do estresse térmico pelo calor intrauterino, na fase final da gestacéao,
também séo observados pds desmame e na vida produtiva. Bezerras filhas de vacas
em estresse térmico pelo calor durante o terco final de gestacdo, foram mais leves
aos 56 dias de idade, ingeriram menos alimentos entre cinco e oito semanas de vida,
tiveram maior concentracdo plasmatica de acidos graxos nao esterificados e de beta
hidroxibutirato, e maior absorcdo de glicose apoOs teste de tolerancia a glicose,
indicando que as alteracdes observadas no metabolismo energético persistem apds o
desmame (Monteiro et al.,, 2016a). Embora tenham apresentado mesmo ganho de
peso, filhas de vacas néo resfriadas no terco final de gestacdo permaneceram mais
leves até 12 meses de idade, apresentaram maior nimero de inseminag¢des por
concepgao, e produziram menos leite em 35 semanas de lactagéo (26,8 + 1,7 vs 31,9
+ 1,7 L/d), em relacao as filhas de vacas resfriadas no periodo seco (Monteiro et al.,
2016b).

As alteracbes induzidas pelo estresse térmico parecem estar relacionadas a
programacao epigenética, uma vez que foram transmitidas para a progénie (Laporta
et al., 2018). A netas de vacas nédo resfriadas durante o periodo seco no verao
produziram, em média, menos 3,7 e 6,5 Kg de leite/dia, em relacdo as netas de vacas
resfriadas, durante a primeira e a segunda lactacdo, respectivamente (Laporta et al.,
2018).

A avaliagdo da microestrutura da glandula mamaria revelou que filhas de vacas
sob estresse térmico, no final da gestacdo, apresentam o mesmo numero de alvéolos

glandulares, porém, a area foi 46% menor em relacéo as filhas de vacas resfriadas
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(Skibiel et al., 2018). Também foi observado que vacas que passaram por estresse
térmico, quando na fase intrauterina, apresentaram maior proporcdo de tecido
conectivo, o que pode explicar seu menor desempenho na producéo de leite (Skibiel
et al., 2018).

Nota-se que além dos efeitos no inicio do desenvolvimento embrionario (Ascari
et al., 2017; Rodriguez et al., 2019), o estresse térmico pelo calor nas maes induz a
alteracdes no concepto que podem refletir no seu desenvolvimento pés-natal, ha sua
capacidade produtiva e que pode ser transmitida para proximas geracdes (Monteiro
et al., 2016b; Laporta et al., 2018). Portanto, o estresse térmico pelo calor materno se
mostra prejudicial ao desenvolvimento embrionéario e fetal em todas as etapas da

gestacao.
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3. TEMPERATURA VAGINAL DIARIA EM VACAS GIROLANDO DE DIFERENTES
COMPOSICOES GENETICAS SOB ESTRESSE TERMICO PELO CALOR

NATURAL
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3.1 Resumo

O presente trabalho avaliou o efeito da proporcao de genética da raca Holandesa (H),
assim como efeito de fazenda, escore de condicdo corporal (ECC), status de
gestacao, producio de leite e indice de Temperatura e Umidade (ITU) na temperatura
vaginal (TV) de vacas leiteiras Girolando mantidas sob pastejo durante estacdes
guentes em clima tropical. As meédias de TV, temperatura do ar e ITU foram,
respectivamente, 39,06 + 0,52°C, 25,63 + 0,40°C e 75,06 + 3,96. A média dos
guadrados minimos da TV variou entre as fazendas(P<0,001), status de gestacéo (P
<0,001) e ECC (P <0,05). A producdo de leite ndo afetou a TV (P >0,05). A
temperatura vaginal apresentou correlacdo positive moderada com ITU (r2=0,45;

P<0,001) e temperatura do ar (r?=0,46; P<0,001). A TV apresentou aumento linear
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estimado de 0.05 graus para cada unidade de aumento do ITU (P<0.001). A proporcéo
de H afetou a TV média do dia (P<0.001). Vacas %2 H apresentaram menor TV em
relacdo as vacas 3/4 e 7/8 H. Independente do efeito do ITU, ao longo da tarde vacas
% H apresentaram menor TV que vacas 3/4 e 7/8, que apresentaram TV semelhante
entre si. Conclui-se que vacas 1/2 H apresentam melhor habilidade de
termorregulacéo que vacas 3/4 e 7/8 H. Além disso, fatores intrinsecos, como status
de gestacdo e ECC, e extrinsecos, como efeitos de fazenda e ano podem afetar a

temperatura vaginal diaria em vacas Girolando.

Palavras-chave: ambiente tropical, mestica, pasto, temperatura corporal, vaca
leiteira.

3.2 Abstract

The present trial evaluated the effect of proportion of Holstein genetic on crossbred
composition (H), as well dairy farm, body condition score (BCS), pregnancy status,
milk yield and Temperature and Humidity Index (THI) on vaginal temperature (VT) of
Girolando dairy cows maintained under tropical pasture during warm seasons. Overall
mean of VT, air temperature and THI were, respectively, 39.06 + 0.52°C, 25.63 +
0.40°C and 75.06 £ 3.96. Least square mean of VT varied among the farms (P<0.001),
pregnancy status (P <0.001) and BCS (P <0.05). Milk yield did not affect VT (P >0.05).
Vaginal temperature had moderate positive correlation with THI (r2=0.45, P<0.001) and
air temperature (r>=0.46, P<0.001). The VT had estimated linear increase of 0.05
degrees of each THI unit increase (P<0.001). The fraction H affected the daily average
of VT (P<0.001). Cows with 1/2 H had smaller daily average VT than cows 3/4 and 7/8
H. Independently of THI effect, along afternoon the 1/2 H cows had lower least square
means of vaginal temperature than 3/4 and 7/8 H cows, which had similar vaginal

temperature within them. In conclusion, cows with 1/2 H had better thermoregulatory
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ability in the afternoon on circadian rhythm than cows with 3/4 and 7/8 H. Furthermore,
intrinsic factors, as pregnancy status and BCS, and extrinsic factors, as the effects of

dairy farm and year can affect daily vaginal temperature of Girolando cows.

Keywords: core body temperature, crossbreed, dairy cow, grazing pasture, tropical
environment.

3.3 Introducéo

O estresse térmico pelo calor tem sido um problema nos sistemas de producéo
animal em todo o mundo, especialmente em regides de clima tropical e subtropical,
conhecidos por condi¢cdes de calor e alta umidade (Renaudeau et al., 2011). Dados
da producédo de leite mundial de 2008 a 2018 mostram que sex dos dez paises
maiores produtores de leite no mundo estao parcialmente ou completamente em areas
de clima tropical ou subtropical (USDA, 2019). Neste periodo, cerca de 48,5% das
vacas leiteiras do mundo estavam na india e Brasil, paises responséaveis por 33% da
produgédo mundial de leite em 2018 (USDA, 2019).

Em condicdes de estresse, forcas externas ao corpo desregulam a
homeostase, que estimula a ativacdo de respostas fisiolégicas que podem induzir
alteracdes e adaptacfes para que o0 organismo se adapte ao ambiente (Scott, 1981).
Vacas sob estresse térmico pelo calor ativam mecanismos fisiolégicos de termolise,
como o aumento da frequéncia respiratoria e sudacao, com o objetivo de eliminar calor
corporal e manter a temperatura corporal dentro do limite fisiolégico. Se a carga de
calor excede a capacidade de termdlise a temperatura corporal aumenta, o que esta
associado com o aumento do requerimento de mantenca, reducdo na fertilidade e
producao de leite (Berman, 2005; Baumgard et al., 2011). A intensidade de estresse
térmico pelo calor pode ser mensurada pelo indice de Temperatura e Umidade (ITU)
e categorizado em diferentes niveis de estresse. Um dos indices mais citados
considera vacas em estresse térmico pelo calor quando ITU é igual ou superior a 72
(Armstrong, 1994).

Alguns fatores s@o associados a sensibilidade bovina ao estresse térmico pelo
calor, como status metabdlico (e.g. lactacdo ou gestacdo) e raga. Vacas da raca
Holandesa tém sido selecionada nas ultimas décadas para aumentar a producao de
leite, contudo o aumento na produtividade foi seguido por um aumento na

sensibilidade ao calor (Lucy et al., 2001). De fato, vacas Holandesas podem alcancar
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alta producéo de leite em regides de clima temperado, mas ndo podem expressar todo
0 potencial genético sob condi¢cBes tropicais (Guimaraes et al., 2002; Mellado et al.,
2011). Por outro lado, racas zebuinas sdo mais resistentes a desafios ambientais, mas
apresentam baixa produgcao de leite (Ruas et al.,, 2014). Produtores de regides
tropicais e subtropicais costumam criar animais mesticos Holandés x Zebu, a fim de
aproveitar a complementaridade entre as caracteristicas desejadas de ambas as
linhagens, como o rendimento do leite Holandés e a resisténcia dos Zebu ao calor e
ectoparasitas (Porto-Neto et al., 2014). No Brasil, o cruzamento mais utilizado é entre
Holandés x Gir, que originou a raca Girolando. E estimado que mais de 70% das vacas
gue compdem o rebanho brasileiro seja composto por vacas Girolando (Ruas et al.,
2014).

Embora o cruzamento possa ser benéfico para a producao de leite em animais
Bos taurus x Bos indicus em regifes tropicais (Bunning et al., 2019), efeito prejudicial
do estresse térmico na producdo de leite e taxa de concepcdo em protocolos de
inseminacao artificial ainda persiste, como reportado em vacas Girolando sob
condicdes do semiérido brasileiro (Costa et al., 2014; Costa et al., 2015).

Alta temperatura retal e ITU tem correlacdo negativa com tamanho do foliculo
e viabilidade de odcitos aos 90 dias pds-parto em vacas Girolando (Alves et al., 2014)
e choque térmico in vitro reduziu o desenvolvimento de embrides de Holandés e
Girolando (Satrapa et al., 2011). No entanto, ainda ndo é claro qual o efeito de
estresse térmico pelo calor em vacas leiteiras mesticas e estudos ainda sao
necessarios para melhor entender como a temperatura corporal € influenciada pela
composicao racial, sanidade e condic6es ambientais (Godyn” et al., 2019).

Estudos tem avaliado a variacdo da temperatura corporal por meio do
monitoramento da temperatura vaginal em vacas da raca Holandés (Kendall et al.,
2009; Nabenish et al., 2011) e vacas de corte mesticas (Dikmen et al., 2018; Davila et
al., 2019) expostas a estresse térmico pelo calor induzido ou natural. Contudo, ndo ha
relatos de resposta diaria da temperatura vaginal de vacas leiteiras mesticas ao
estresse natural pelo calor em condi¢cfes tropicais e subtropicais. Neste estudo foi
investigado o efeito da composi¢ao genética, status de gestacao, escore de condi¢ao
corporal (ECC), producio de leite, indice de Temperatura e Humidade (ITU) e hora na
temperatura vaginal diaria de vacas Girolando sob condi¢cdes de pastejo tropical

durante estacGes quentes.
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3.4 Material e métodos
3.4.1 Animais e fazendas

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética de uso de animais (CEUA —
Embrapa) pelo protocolo n? 07/2015. Dados foram coletados de janeiro a margo de
2016 e janeiro a fevereiro de 2017 de quatro propriedades brasileiras com sistema
criacao a pasto extensivo: Campo Experimental José Henrique Bruschi (Fazendas 1
e 2, Coronel Pacheco, Minas Gerais; 21°33'25"S e 43°15'26"W; Kopper climate
classification [Kcc]: Aw), Campo Experimental Santa Monica (Fazenda 3, Valenca, Rio
de Janeiro; 22°21’44”S e 43°41'51”W, Kcc: Cwa), Fazenda Santa Luzia (Fazendas 4
e 5, Passos, Minas Gerais; 20°44’54”S e 46°26’01”W, Kcc: Cwa) e Fazendas do Basa
(Fazenda 6, Leopoldina, Minas Gerais; 21°31'55" S e 42°38'35" W; Kcc: Aw). As
propriedades Campo Experimental José Henrique Bruschi e Fazenda Santa Luzia
possuiam cada uma dois sistemas distintos de pastejo, portanto os dados de cada um
desses sistemas foi coletado e analisado como fazendas independentes, somando

seis fazendas.

As vacas foram mantidas pastando em pasto tropical durante todo o dia em
todas as fazendas (Tabela 1). Vacas em lactacao foram ordenhadas duas vezes ao
dia (cerca de 5:00 e 15:00) e foram suplementadas com milho e farelo de soja (1,5 a
4 kgl/vacal/dia) apOs cada ordenha, de acordo com o producdo diaria, exceto na
fazenda 2. Nesta fazenda vacas produzindo <10L/dia foram ordenhadas apenas uma
vez ao dia, pela manha. Nas fazendas 4 e 5, vacas foram resfriadas por aspersores
de agua e ventiladores na area de espera antes da ordenha e por ventiladores
enquanto eram ordenhadas. Nas fazendas 1, 2 e 3 as vacas foram resfriadas por

ventilacdo apenas enquanto eram ordenhadas.
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Tabela 1. Sumario de informacdes sobre o monitoramento da temperatura vaginal.

Numero de vacas

Fazenda Periodo de monitoramento monitoradas? Pasto
1/2H 3/4H 7/18 H
1 01 a 03 de fevereiro de 2016 17 37 19 Brachiaria sp.
22 a 24 de marco de 2016 18 30 19 Brachiaria sp.
2 17 a 19 de fevereiro de 2016 18 21 3 Panicum sp.
3 09 a 11 de marco de 2016 33 11 5 Cynodon sp.
14 a 17 de marco de 2016 31 11 - Brachiaria sp.
18 a 20 de marco de 2016 16 14 1 Brachiaria sp.
4 12 a 14 de janeiro de 2016 30 25 10 Panicum sp.
27 a 30 de janeiro de 2017 8 18 5 Panicum sp.
03 a 06 de fevereiro de 2017 20 23 10 Panicum sp.
5 27 a 30 de janeiro de 2017 5 33 6 Cynodon sp.
03 a 06 de fevereiro de 2017 5 25 5 Cynodon sp.
6 15 a 16 de fevereiro 2017 83 - - Brachiaria sp.
Total 284 248 83

1Composicao genética: proporcao da raca Holandesa no cruzamento (H).
Fazenda: 1 e 2) Campo Experimental José Henrique Brushi; 3) Campo Experimental
Santa Ménica; 4 and 5) Fazenda Santa Luzia; 6) Fazendas do Basa.

3.4.2 Monitoramento da temperatura vaginal

Temperatura vaginal (TV) foi registrada por iBotton data logger (DS1921H-F5#
Thermochron® High Res 15 a 46°C, Maxim Integrated, S&o José, CA, USA) montado
com parafilm em um orificio perfurado em dispositivo intravaginal liberador de
progesterona (Sincrogest®, Ouro Fino, Cravinhos, SP, Brasil), sem o revestimento de
silicone impregnado com progesterona (Fig.1). Foram coletados dados de 775 vacas
Girolando, lactantes e néo lactantes de diferentes composicfes genéticas, em
intervalos de 30 min entre 41-96h (média de 53,0 + 23,3h), gerando de 82-192
registros (média de 106 * 46,8) por vaca.
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Figura 1. iBotton data logger fixado a um dispositivo liberador de progesterona
(Sincrogest®) sem a pelicula impregnada de progesterona. Detalhe: data logger

iBotton.

Devido a alta variacdo na composicdo genética de Holandés no banco de
dados, os dados foram filtrados para manter apenas animais 1/2 (n=284), 3/4 (n=248)
e 7/8 (n=83) de Holandés na composicdo do cruzamento, totalizando 615 vacas
usadas nas analises (Tabela 1). Dados de animais em estro, com sete ou menos dias
pbs-parto ou doente (e.g., mastite, endometrite ou laminite) durante o monitoramento

da TV foram excluidos.

Temperatura do ar (TA, °C) e umidade relativa do ar (UR, %) foram registrados
ao mesmo tempo que a TV, com um data logger ambiental (AKSO® AK 174, Akso,
Brasil) localizado cerca de 2 m de altura do solo em uma area sombreada e protegida
de chuva, proxima a ordenha da fazenda. O indice de Temperatura e Umidade (ITU)
foi calculado para cada hora, de acordo com a equacao (Dikmen e Hansen, 2009):
THI = (1,8 x AT + 32) - [(0,55 - 0,0055 x RH) x (1,8 x AT - 26)].

Escore de condicéo corporal (ECC; escala de 1 a 5, com aumento de 0,25) e
cor do pelo (escuro, branco ou malhado) foram registrados no momento da introducéo
ou retirada do data logger. Dados de producao de leite (correspondente a um dia de
observacgéo do registro mais préximo do primeiro dia de monitoramento da TV), dias
em lactacdo, ordem de parto, idade e status de gestacao foram coleados dos registros
zootécnicos de cada fazenda. Producéo de leite foi agrupada em sete classes de
producéo: Nao lactante (n= 255); 0,5-10 L/day (n=53); 10,1-20 L/day (n=177); 20,1—
30 L/day (n=79); 30,1-40 L/day (n= 21); 40,1-50 L/day (n= 21); 50,1-60 L/day (n=9).
Status de gestacao foi categorizado em quatro classes: Ndo gestante (n= 242), 1°
trimestre (n= 105, <90 dias de gestacdo), 2° trimestre (n= 168, 90-180 dias de
gestacao) e 3¢ trimestre (n= 100, >180 dias de gestacao) de gestacao.
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3.4.3 Analise estatistica

Foi calculada a média da TV de cada vaca a cada hora do dia e o respectivo
ITU de todos os dias de monitoramento para gerar um valor médio de TV e ITU. Foi
usado um modelo linear misto com medidas repetidas usando REML método para

(co)variancia

The VT of each cow at each hour of the day and the respective THI were
averaged per hour across all monitoring days to generate an averaged value for VT
and THI. Um modelo linear misto com medidas repetidas usando o método REML para
0 procedimento de estimagcdo de componentes de (co)variancia foi empregado. Um
modelo completo, incluindo todas as variaveis coletadas e suas variantes aninhadas,
foi ajustado e testado pelo teste da raz&o de verossimilhanca, a fim de selecionar o
melhor modelo para explicar a TV. O modelo de selegao “stepward” foi utilizado
considerando a inclusdo no modelo dos efeitos principais das variaveis estudadas,
mais a interacdo entre hora e composicdo genética para estudo do efeito das
diferentes composicdes de Holandés sobre a TV ao longo do dia. O modelo final
descrito abaixo contém os efeitos de fazenda, ano, proporcdo de genética da raca
Holandesa na composi¢cdo do mestico, status de gestacédo, ECC, producéo de leite,
ITU e hora do dia:

TVabcdefghi = I + Fazendaa + ano, + % Holandés. + ECCq +ITUe + Horas +

Gestacgdog + Producéo de leiten + % Holandés*Horact + 0i + Eancdefghi,;

Onde, a: fazenda 1, 2, 3, 4, 5 ou 6; b: 2016 ou 2017; c: 1/2 Holandés, 3/4 Holandés
ou 7/8 Holandés; d: ECC; e: média do ITU correspondente a mesma hora da média
da TV; f: Hora do dia que a TV e ITU foram registrados; g: ndo gestante, 1° trimestre,
2° trimestre ou 3° trimestre; h: Producdo de leite mais proxima ao primeiro dia de

registro da TV; &i: efeito randdmico da vaca; e Eabcdefghi,; €I10.

Efeitos fixos foram avaliados pela ANOVA e médias estimadas foram testadas
com teste de Tukey. Nivel de significancia foi estipulado como 0,05. Todas as analises

foram realizadas usando software R 3.6.1 (R Core Team, 2019).
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3.5 Resultados

3.5.1 Fazenda e ano

A temperatura vagina (TV) variou entre as fazendas (P<0.001, Tabela 2).
Fazendas 1 e 2 apresentaram TV maior que fazendas 1, 2 e 3. Médias da TV para a
fazenda 6 n&do apresentou diferenca em relagdo as fazendas 1, 2 e 3. A fazenda 3
apresentou a TV mais baixa entre todas as propriedades avaliadas. Nao houve
diferenca entre os sistemas de producéo das propriedades Campo Experimental José
Henrique Brushi (fazendas 1 e 2) e Fazenda Santa Luiza (fazendas 4 e 5). A TV foi
maior em 2016 do que 2017 (P<0,01, Tabela 2).
3.5.2 Fatores intrinsecos

O status de gestacao afetou a TV (P<0,001, Tabela 2). Vacas ndo gestantes e
vacas no terceiro trimestre de gestacao tiveram TV maior do que vacas no primeiro e
segundo trimestre de gestacdo. Vacas no primeiro trimestre de gestacao
apresentaram TV menor que vacas no segundo trimestre de gestacao (tabela 2). TV
variou entre os diferentes ECC (P<0,05, Tabela 2). TV de vacas com ECC igual a 2,5
foi maior que em vacas com ECC de 3, 3,5 ou 4. Producéo de leite ndo interferiu na
TV (P>0,05, Tabela 2).

Tabela 2. Média dos quadrados minimos (+ erro padrao) da temperatura vaginal em
funcdo de fazenda, ano, composicdo genética, status de gestacdo, escore de

condicao corporal (ECC) e categoria de producéao de leite.

Variavel Temperatura
n vaginal (°C) P-valor
+SE
Fazenda 1 140 38,97 +0,07%* <0001
2 42 38,86 + 0,08 ¢®
3 122 38,80 + 0,08 ¢
4 149 39,24 + 0,03 2
5 79 39,24+ 0,042
6 83 39,15 + 0,06 ®
Ano 2016 369 39,16 0,03 <001
2017 246 38,93 + 0,07 P
5552223'5&" 172 284 38,95+ 0,062  <0,001
3/4 248 39,08 + 0,06 P

218 83 39,09+ 0,06° *Continua
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Tabela 2. Média dos quadrados minimos (z erro padrao) da temperatura vaginal em
funcdo de fazenda, ano, composicdo genética, status de gestacdo, escore de
condicéo corporal (ECC) e categoria de producao de leite*.

* Continuacao...

Variavel n -\F/ngi?lzﬁ?g)a P-valor
+SE
Status de N&o gestante 242 39,10+ 0,04 2
gestacao <0,001
1° trimestre 105 38,89 + 0,04
2° trimestre 168 38,99 + 0,04 ¢
3° trimestre 100 39,19+ 0,052
ECC(1-5:0,25) 25 52 39,18+0,05%  <0,05
2.75 94 39,08 + 0,04
3 200 39,03 +0,04°
3.25 18 38,98 + 0,07 @
3,5 214 39,00 + 0,04 @
3,75 19 39,11 + 0,08 @
4 18 38,92 +0,08°
Producdo de leite  N&o lactante 255 39,00+ 0,032 >0,05
0,5-10L 53 39,01 £0,042
10,1 - 20L 176 39,11+ 0,032
20,1 - 30L 80 39,09+ 0,042
30,1 - 40L 21 38,99 £ 0,09
40,1 - 50L 21 38,07 + 0,09 @
50,1 - 60L 9 39,14+0,122

at Os valores dentro de uma coluna com diferentes sobrescritos diferem
significativamente em P <0,05 pelo teste de Tukey. !: Propor¢do de Holstein na
composicao de mesticos.

3.5.3 Temperatura vaginae diaria e ITU

A média geral da TV (x erro padrdo), temperatura do ar e ITU foram,
respectivamente, 39,06 + 0,52°C, 25,64 + 4,09°C e 75,56 £ 4,43. Temperatura vaginal
teve correlagéo positiva moderada com ITU (r?=0,45, P<0,0001) e temperatura do ar
(r2=0,46, P<0,0001). Média descritiva da variacdo da temperatura corporal para todos
0s animais e média de ITU considerando todos os fatores avaliados sao apresentados
na Figura 2. A temperatura vaginal ficou alinhada a variacdo diaria do ITU, contudo

houve um atraso de aproximadamente uma hora entre eles (Figura 2). Como um
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padrao geral, quando avaliando o periodo de 00:00 a 05:00 h o ITU reduziu de 72.04
para 70.24. Neste ponto o ITU entrou em um platé até 07:00 h, quando iniciou um
aumento continuo até 14:00 h, alcancando 81,35, o maior ITU em 24h. Apés, o ITU
reduziu lentamente até as 16:00 h alcancando 80.57, quando iniciou um vigoroso
declinio até 23:00 h para 72,89 (Figura 2).

A média da TV diminuiu vigorosamente de 0:00 a 8:00 h, de 39,0°C até o ponto
mais baixo de 38,6°C. Neste ponto, TV iniciou um aumento e alcancou o maior valor
(39,6°C) as 15:0 h, que foi uma hora mais tarde do maior ITU. Em seguida a TV reduziu
apenas 0,11°C até 18:00 h, o ponto que iniciou um vigoroso declinio até alcancar
39,06°C as 23:00 h (Figura 2). Vacas alcancaram 39,14°C as 12:00 h quando ITU
aumentou para 79,25 e declinou abaixo de 39,1°C as 22:00 h, quandoo ITU reduziu
para 73,39.

80,00

78,00 - Temperatura
vaginal

- |TU

Temperatura vaginal - °C
ITU

72,00

00:00 01:00 02:00 03:00 04:00 05:00 06:00 07:00 05:00 09:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00 17:00 18:00 19:00 20:00 21:00 22:00 23:00
Hora do dia

Figura 2. Média da variacdo da temperatura vaginal de vacas Girolando e indice de

Temperatura e Umidade (ITU) durante o verao.

O modelo proposto foi capaz de explicar 73% da variacdo da TV (R?=0,73)
(Tabela suplementar 1, Anexo I). O ITU afetou significativamente a TV (P<0.001). Um
aumento linear estimado de 0,05 °C em TV para cada unidade de ITU foi observado

(Tabela suplementar 1, Anexo ).
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3.5.4 Composicao genética

A média da TV no dia foi afetada (P<0,001) pela proporcao da raca Holandesa
(H) na composicao genética (Tabela 2). A TV média de vacas 1/2 H foi menor que a
média de vacas 3/4 H e 7/8 H. Também, houve variacdo da TV entre os trés grupos
mesticos em funcdo da hora do dia. De 12:00 a 20:00 h foi observada diferenca na
meédia dos quadrados minimos entre 0s grupos genéticos (P<0,001, Figura 3). Durante
todo este periodo a média da TV de vacas 1/2 H permaneceu cerca de 0,5 a 1,0 °C
abaixo da médiada TV de vacas 3/4 He 7/8 H. ATV de vacas 3/4H e 7/8 H aumentou
agudamente de 11:00 a 12:00 enquanto que a TV de vacas Girolando ndo aumentou.
De fato, a TV de vacas 1/2 H permaneceu proximo a um platd entre 11:00 e 14:00 h.
A TV de vacas 1/2 H permaneceu cerca de 1 °C abaixo dos demais grupos até as
15:00 h, quando a TV de vacas 1/2 H aumentou para 39,05°C e de vacas % e 7/8 para
cerca de 39,5 °C. Esta diferenca de aproximadamente 0,5°C entre vacas Y2 e 0s

demais grupos permaneceu de 15:00 até 19:00 h (Figura 3).

39,65 *

* *
% | * |
LA W
394 ARIPL
: * * 'JI +_# I *\\\i:\
= . .f-'\+‘_‘ T 1 %/’ -
1 T ‘\}‘- T [
~ { sk -
+‘\T‘-T’%’1
38,65 T-

384

—A—3/4 H

-® 7/8H

w
S
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Temperatura vaginal -°C

00:00 01:00 02:00 03:00 04:00 05:00 06:00 07:00 08:00 09:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 16:00 17:00 18:00 19:00 20:00 21:00 22:00 23:00
Hora do dia

Figure 3. Média dos quadrados minimos e intervalor de confiangca da temperatura
vaginal de trés grupos de composicao genética de gado leiteiro (Bos taurus (Holstein)
x Bos indicus) em funcéo da hora do dia. (*) 1/2 Hvs 3/4 H e 1/2 H vs 7/8 H, P<0,05.

3.6 Discusséo

Vacas leiteiras cruzadas entre Bos taurus x Bos indicus tém sido usadas em
regides tropicais com objetivo de aliviar o efeito do estresse térmico pelo calor na
producéo e reproducdo (Porto-Neto et al., 2014). Contudo, um efeito adverso ainda
permanece em vacas mesti¢as, como o Girolando (Holstein x Gir) (Alves et al., 2014).

Neste estudo, nds encontramos que em estacdes quentes o status de gestacdo e o
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ECC tem efeito na TV de vacas Girolando em contrate a producéo de leite, que ndo
afetou a TV. Foi demonstrado que a variacdo diaria da TV em vaca Girolando é
afetada pela composi¢cédo genética; vacas 1/2 H apresentaram menor variacao da TV
ao longo do dia em relacéo as vacas 3/4 H e 7/8 H.

A temperatura corporal apresentou pequena variacdo das médias, como
esperado, contudo, flutuacées na temperatura corporal foram influenciadas por
diversos fatores, como ECC, status da gestacdo e composicdo genética. A deteccéo
das diferencas foi possivel pelo uso do monitoramento da temperatura vaginal,
registrada a cada hora, sem efeito de contencdo dos animais, que é uma fonte de
estresse. Neste estudo, vacas estavam sob estresse térmico pelo calor a maior parte
do dia. A média de 24h da temperatura do ar (25,63 + 0,40°C) foi maior que o limite
critico de 25°C descrito para vacas leitieras (Berman et al., 1985; Hahn 1999). Os
valores de ITU estiveram acima do limite para estresse térmico pelo calor (72) entre
8:00 e 23:00 h (Armstrong, 1994). Foi demonstrado recentemente que a temperatura
vaginal tem melhor correlacdo com o ITU e parece ser mais efetiva para determinar a
carga de calor do que a temperatura retal (Kaufamn et al., 2018). De fato, nosso

estudo demonstrou que o ITU afetaa TV.

Temperatura corporal de 39,1°C tem sido considerada o limite superior para
bovinos adultos, acima deste limite vacas entram em hipertermia, afetando a
frequéncia respiratdria e cardiaca, a producéo e também a fertilidade (Gwazdauskas,
1985; Wheelock et al., 2010; Polsky et al., 2017). A média da TV de vacas 1/2 H
permaneceu durante todo o dia abaixo do limite maximo, enquanto que a TV de vacas
3/4 H e 7/8 H apresentaram aumento significativo e permaneceram acima de 39,1°C
no periodo da tarde, quando o ITU aumenta. De fato, n6és encontramos que a
habilidade de vacas Girolando em regular a TV é determinada pela composi¢éo
genética, uma vez que as vacas com maior propor¢cdo de raca Holandesa foram

menos capazes de lidar com alto ITU.

Nosso estudo encontrou que ha um atrase de aproximadamente 1 hora entre
ITU e TV, indicando que o corpo da vaca necessita de algum tempo para ajustar a
temperatura corporal a alteragcdes de temperatura corporal. O maior ITU ndo ocorreu
simultaneamente com a maior TV assim como o ITU mais baixo ndo ocorreu com a

menor TV. De fato, vacas permaneceram com alta TV por 1 h apos o declinio do ITU,
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0 que sugere que a tarde os animias devem ser resfriados por ao menos uma hora
apos a reducédo do ITU abaixo do limite de estresse térmico pelo calor, i.e., até as

vacas resfriarem abaixo de 39,1°C (Figura 1).

A variagdo da TV entre fazendas e ano se deu, provavelmente, devido a
diferencas nas condi¢cdes meteorolégicas e outros fatores ambientais. De fato,
condicbes ambientais nas fazendas € o fator mais importante que afeta a

termorregulacédo de animais (Godyn’ et al., 2019).

O amento da TV do inicio para o final da gestacdo nas vacas pode estar
associado ao calor metabdlico produzido pelo desenvolvimento fetal.
Surpreendentemente, vacas Girolando com alto ECC apresentaram baixa TV em
relacdo as vacas com maior ECC. Em novilhas Brangus no verdo, Hamblen et al.
(2018) encontrou que as novilhas mais pesadas eram capazes de manter a TV baixa
em relacdo as novilhas mais leves. Os autores sugerem que 0s animais com melhor
adaptacao a ambientes quentes e imidos tendem a ter maior média de ganho diario,
0 que pode explicar a baixa temperatura em animais mais pesados (Hamblen et al.,
2018).

A producao de leiteesta associada com a producéo de calor metabdlico, que
contribui para aumentar a temperatura corporal da vaca (Berman, 2005). Neste
estudo, ndo houve efeito significante da producédo de leite na TV. Contudo, Dikmen e
Hansen (2009) também ndo encontraram relacdo significante entre producéo de leite
e temperatura retal em vacas da raca Holandesa. A falta de efeito da producao de leite
na TV pode ter se dado por que vacas Girolando ndo sao tao produtivas quanto as
vacas da raca Holandés. Neste estudo, apenas 14% das vacas lactantes produziam

mais de 30Kg/dia, o que n&o permite uma comparacao robusta.

3.7 Concluséo

Como a temperatura corporal influencia outras fungdes, vacas com baixa
variagdo na temperatura corporal sob alto ITU serdo mais propensas de terem
sucesso nos tropicos. A temperatura vaginal de vacas Girolando passam por variacdo
ao longo das horas do dia e aumenta em paralelo ao ITU, com uma hora de atraso de
resposta do animal. Vacas com 1/2 de raca Holandesa na composicdo genética
apresentam melhor habilidade em termorregular ao longo do dia em relagéo as vacas
3/4 e 7/8 de raga Holandesa na composicao genética. Além disso, fatores intrinsecos,
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como status da gestacéo e escore de condi¢ao corporal, e fatores extrinsecos, como

fazenda e ano podem afetar a temperatura vagianal de vacas Girolando
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Capitulo 2

Embrides bovinos estimulados in vitro com Fator Estimulador de
Colbnia 2 (CSF2), previamente submetidos ao choque térmico
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4. EMBRIOES BOVINOS ESTIMULADOS IN VITRO COM FATOR ESTIMULADOR
DE COLONIA 2 (CSF2), PREVIAMENTE SUBMETIDOS AO CHOQUE TERMICO
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32611-00910, USA.

4.1 Resumo

Um dos mecanismos pelos quais o estresse térmico pelo calor reduz a fertilidade de
vacas leiteiras se da pela reducédo na competéncia de embrides nas fases iniciais do
desenvolvimento. Moléculas bioativas secretadas pelo trato reprodutor feminino,
como o Fator Estimulador de Colbnia 2 (CSF2), sdo capazes de modular o
desenvolvimento embrionério. Este trabalho avaliou o efeito do choque térmico entre
os dias 2,5 e 3 do cultivo in vitro (CIV) sobre o desenvolvimento embriondrio, apoptose
celular, atividade mitocondrial e percentual de lipidios em blastocistos bovinos.
Também foi avaliado se a adicdo de CSF2 ao meio de cultivo no dia 5 do CIV seria
capaz de reverter danos causados pelo choque térmico. Nao houve efeito do choque
térmico e CSF2 no desenvolvimento embrionario e numero de células do embrido.
Contudo, embrides submetidos ao choque térmico apresentaram menor nimero e
percentual de células TUNEL-positivas do trofectoderma (P=0,0270 e P=0,0240) e
total do embrido (P=0,0029 e P=0,0031). O choque térmico também reduziu a
atividade mitocondrial (P=0,0073). CSF2 nao afetou o numero de células do embrido
e células TUNEL-positivas. N&ao houve efeito do choque térmico e CSF2 no percentual
de lipidios. Conclui-se que o choque térmico entre os dias 2,5 e 3 do desenvolvimento
embrionério ndo interfere na competéncia do embrido em alcancar o estadio de
blastocisto, entretanto, reduz a degradacdo de DNA e a atividade mitocondrial de suas
células. O CSF2 néo foi capaz de recuperar as alteracbes observadas em embrides

previamente expostos ao choque térmico.
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Palavras-chave: Apoptose, blastocistos, embriocina, estresse térmico pelo calor,

vacas leiteiras.

4.2 Abstract

One of the mechanisms by which heat stress reduce dairy cows’ fertility is due to the
reduction of embryos competency on early stages of development. Bioactive
molecules secreted by maternal reproductive tract, as Colony Stimulator Factor 2
(CSF2), can modulate embryo development. This study evaluated the effect of in vitro
heat shock between days 2.5 to 3 of in vitro culture (IVC) on embryo development,
cellular apoptosis, mitochondrial activity and lipids content of bovine blastocysts. We
also evaluated if CSF2 in IVC on day 5 would recover damage caused by heat shock.
There were no effect of heat shock and CSF2 on embryo development and cell
number. However, heat shocked embryos showed reduced number and percent of
TUNEL-positive cells on trophectoderm (P=0.0270 and P=0.0240) and total embryo
(P=0.0029 and P=0.0031). Heat shock reduced the mitochondrial activity (P=0.0073).
The CSF2 did not affected the number and percent of TUNEL-positive cells, as well
did not affect mitochondrial activity. There were no effect of heat shock and CSF2 on
percent of lipid. In conclusion, heat shock between day 2.5 and 3 post insemination did
not affect embryo development to blastocyst stage, but reduced DNA degradation and
mitochondrial activity on blastocyst blastomeres. The CSF2 was not able to recover

damages on previously heat shock embryos.
Keywords: Apoptosis, blastocysts, embryocine, heat stress, dairy cows.

4.3 Introducao

O desenvolvimento embrionario pré-implantacdo é um processo dinamico que
envolve proliferacéo, diferenciacdo e morte celular, eventos finamente regulados pela
interac&o entre embrido e o ambiente uterino (Hansen et al., 2016). Dentre as diversas
moléculas responsaveis pela manutencdo do embrido secretadas pelas células
epiteliais da tuba uterina e do endométrio bovino, estdo as embriocinas, moléculas
bioativas capazes de modular o desenvolvimento embrionario (Hansen et al., 2014).
O Fator Estimulador de Col6nia 2 (CSF2) é uma das embriocinas mais expressas nas
células endometriais no quinto dia apds a ovulacdo (Tribulo et al., 2018) e sua adicao
ao meio de cultivo in vitro no quinto dia apos-inseminacao inibiu a expressao de genes

pré-apoptoéticos e estimulou a expressdo de genes anti-apoptéticos em morulas
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(Loureiro et al., 2011), aumentou a capacidade do embrido em estabelecer gestacao
e interferiu do comprimento do trofoblasto e secrecéo de interferon-tau em embrides
de 15 dias (Loureiro et al., 2009; Dobbs et al., 2014).

O choque térmico é um dos fatores que interferem na competéncia de odécitos
e embrides em alcancarem o estddio de blastocisto e reduzem a qualidade
embrionaria, prejudicando o estabelecimento de gestacdo (Ascari et al., 2017; Paula-
Lopes e Hansen, 2002a; Loureiro et al., 2007). A fase de desenvolvimento até o
estadio de blastocisto é critica para a sensibilidade ao estresse térmico pelo calor,
uma vez que a transferéncia de embriées produzidos in vivo, a partir de doadoras
provenientes de ambiente termoneutro, ou in vitro tém apresentado recuperacao nas
taxas de concepcdo em estaces quentes (Baruselli et al., 2011; Stewart et al., 2011).
Estudo in vitro demonstram que a maior sensibilidade do embrido ao estresse térmico
pelo calor ocorre até o estadio de 16 células, no quarto dia de desenvolvimento (Paula-
Lopez e Hansen, 2002; Sakatani et al., 2012). Quando associado ao choque térmico,
0 CSF2 reduziu o percentual de células apoptéticas em blastocistos que foram
submetidos ao choque térmico ainda no estadio mérula (Loureiro et al., 2011), contudo
ndo ha relatos da acdo do CSF2 em embribes expostos ao choque térmico em
estadios anteriores.

Devido ao impacto do estresse térmico pelo calor na qualidade e competéncia
de embrides nas fases iniciais de desenvolvimento e a capacidade do CSF2 em
modular o desenvolviento embrionario, testou-se a hipétese de que o choque térmico
entre os dias 2,5 e 3 apés a inseminacao reduz a competéncia do embrido em alcancar
o estadio de blastocisto e sua qualidade; assim como o CSF2 é capaz de recuperar

a qualidade de embrides previamente expostos ao choque térmico.
4.4 Material e Métodos

4.4.1 Producao de embrides

As rotinas para producao in vitro de embrides foram realizadas no Laboratério
de producéo in vitro de embrides do Departamento de Clinica e Cirurgias Veterinarias
da Escola de Veterinaria da UFMG, no periodo de inverno, entre os meses de junho
a agosto de 2019. Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos da

Sigma® Chemical Co. (St.Louis, MO, EUA), exceto quando explicitado.
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Ovarios obtidos de animais de composicdo Bos indicus e Bos taurus foram
obtidos em abatedouro local e transportados em solugéo salina 0,9% NaCl entre 35 e
39°C, por ndo mais que quatro horas. Complexos cumulus odcito (CCO) foram
recuperados por aspiracdo de foliculos ovariano com diametro entre 2 e 8mm,
utilizando seringa de 5mL e agulha 40x12mm. O aspirado foi depositado em tubos
conicos, em banho maria, a temperatura de 37°C por 10 min, para sedimentacéo dos

CCO presentes no fluido folicular.

O material sedimentado foi depositado em placa de petri e avaliado em
estereomicroscépio para selecdo dos CCO. Foram selecionados CCO com pelo
menos trés camadas compactas de células do cumulus e citoplasma homogéneo,
lavados em meio de lavagem (TCM-199 HEPES [Gibco® Life Technologies, Grand
Island, EUA] suplementado com 10% de SFB, 22ug/mL de piruvato de soédio,
83,4pug/mL de sulfato de amicacina) e divididos aleatoriamente em grupos de 15 a 20
estruturas em gotas de 70uL de meio de maturacdo (TCM-199 tamponado com
bicarbonato [Gibco® Life Technologies, Grand Island, EUA] suplementado com 10%
de SFB, 22ug/mL de piruvato de sédio, 83,4ug/mL de sulfato de amicacina, 5ug/mL
de LH [Lutropin-V, Bioniche® Inc., Canadd], 1ug/mL de FSH [Folltropin-V, Bioniche®
Inc., Canadd] e 10ug/mL de estradiol) coberto por 6leo mineral (IrvineScientific®, CA,
EUA). A maturacéo in vitro foi realizada entre 22 e 24h a 38,5°C em atmosfera imida
a 5% (v/v) de COz em ar.

Os CCO maturados foram transferidos para gotas de 70uL de meio FERT-TALP
(suplementado com 83,4ug/mL de amicacina, 27ug/mL de penicilina, 1pg/mL de
hipotaurina, 0,3ug/mL de epinefrina, 5ug/mL de albumina sérica bovina, 22ug/mL de
piruvato de sédio e 10ug/mL de heparina) cobertas por 6leo mineral (IrvineScientific®,
CA, EUA) para fertilizag&o in vitro (FIV). Foi utilizado o sémen de um unico touro da
raca Holandesa, de mesma partida, previamente testado para fertilidade em producéo
in vitro de embrides. O sémen foi descongelado em agua a 37°C por 30 segundos e
selecionado pelo método do gradiente descontinuo de Percoll (45/95%). O pellet
resultante da centrifugacdo em Percoll foi lavado, por centrifugacdo, em meio de
capacitacdo espermatica (TALP-SEMEN) e ressuspendido em meio FERT-TALP. As
gotas foram fertilizadas com a concentracao final de ~2 x 10° de espermatozoides/mL

e incubadas entre 18 e 22h a 38,5°C em atmosfera umida a 5% (v/v) de CO2 em ar.
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O dia da FIV foi considerado o dia zero (DO0). A producéao de embrides foi realizada em

sete replicatas com total de 1.972 odcitos fertilizados.

Apoés a FIV os provaveis zigotos (PZ) foram desnudados por agitacdo com
pipeta automatica ajustada para 60% do volume da gota, ainda na placa de FIV. Os
PZ foram lavados e depositados em gotas de 70 pL de meio SOF (suplementado com
0,5% de BSA) sem soro fetal bovino (SFB) cobertas por 6leo mineral (IrvineScientific®,
CA, EUA) para o cultivo in vitro (CIV). Os embrides foram cultivados por sete dias a
38,5°C (exceto quando em condicdo de choque térmico) em atmosfera imida a 5%
de COz2 (v/v), 5% O2 (v/v) e 90% de N2 (v/v) em ar. As taxas de clivagem e de
blastocistos foram avaliadas nos dias 2,5 (60h pds inseminagéo [pi]) e dia 7 (168h pi),

respectivamente.

No CIV, os PZ foram divididos aleatoriamente em grupos experimentais
conforme a exposi¢do ao choque térmico e a embriocina CSF2, formando um fatorial
2 x 2, a saber: I) Sem choque térmico e sem adi¢do de CSF2: embrides mantidos a
38,5°C ao longo de todo o CIV, e sem adi¢cao da embriocina CSF2 ao meio de cultivo
no dia 5 (120h pi); Il) Sem choque térmico e com adi¢cdo de CSF2: embriées mantidos
a 38,5°C ao longo de todo o CIV, e com adicdo da embriocina CSF2 ao meio de cultivo
no dia 5 (120h pi); ) Choque térmico e sem adicdo de CSF2: embribes submetidos
a choque térmico de 41°C entre os dia 2,5 e 3 (60-72h pi) e demais periodos a 38,5°C,
sem adi¢cdo da embriocina CSF2 ao meio de cultivo no dia 5 (120h pi); 1) Choque
térmico e adicdo de CSF2: embrides submetidos a choque térmico de 41°C entre os
dia 2,5 e 3 (60-72h pi) e demais periodos a 38,5°C, e com adi¢do da embriocina CSF2
ao meio de cultivo no dia 5 (120h pi).

A embriocina CSF2 (RP0871B-005, Kingfisher Biotech Inc., MN, EUA), foi
diluida em solucdo stock na concentracdo de 1000 ng/mL em DPBS contendo 1
mg/mL de BSA livre de acidos graxos e armazenda em aliquotas a -20°C. No dia de
adicdo da embriocina ao meio CIV, foi preparada uma diluicdo da solucdo stock de
CSF2 em meio SOF sem soro fetal bovino, na 100 ng/mL. Foram retirados 7pL de
cada gota de CIV e adicionados 7uL desta diluicdo, alcancando a concentragao final
10 ng/mL de CSF2 na gota. Aos grupos sem adicdo de CSF2 (grupos veiculo) o
mesmo procedimento foi realizado, porém ao invés da solugcdo stock de CSF2, a

diluichio em meio SOF sem soro fetal bovino foi realizada com DPBS contendo 1
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mg/mL de BSA livre de acidos graxos, o veiculo ao qual o CSF2 encontrava-se diluido

na solucédo stock.

4.4.2 Degradacéao de DNA

EmbriGes recuperados aleatériamente no dia sete do CIV (168h pi), de quatro
réplicas de todos os tratamentos, nos estadios de blastocisto e blastocisto expandido
(total de 62 estruturas), foram fixados em paraformaldeido 4% por 20 min e
armazenados em PBS com 0,1% de BSA a 4°C para posterior marcacdo de nucleos
apoptoticos (DNA fragmentado) por fluoresceina (verde). Utilizou-se o kit DeadEnd
Fluorometric TUNEL System (TUNEL; Promega® Corporation, Wisconsin, USA) e
DNA com Hoescht 33342 (azul).

As estruturas foram lavadas por cinco minutos em solucao de PBS com adicéo
de 0,2% de Triton X-100 (Promega® Corporation, Madison, Wisconsin, USA).
Posteriormente, permaneceram por dez minutos em gota de 50uL em tampé&o de
equilibrio. Foram adicionados em gotas de 50uL de solucdo de reacdo (45uL de
tampé&o de equilibrio, 5 pL mix de nucleotideos e 1L de enzima rTdT) por 60 minutos
em estufa a 38,5°C com atmosfera umidificada, protegidos de luz. Na sequéncia, as
estruturas passaram por duas lavagens de 15 minutos cada em solucéo de 500uL de
reagente SSC 20x e 4,5mL de agua Milli-Q, para o blogueio da reacédo. Os embribes
passaram por trés lavagens de cinco minutos em PBS e, posteriormente, foram
depositados em laminas histolégicas com glicerol adicionado do corante Hoescht

33342, e cobertos com laminula.

Imagens foram realizadas com microscépio de epifluorescéncia com objetiva
de 40x e filtro azul (460nm), para identificacdo dos nucleos celulares por meio da
marcacado do DNA pelo Hoescht 33342, e filtro verde (520 + 20nm) para identificacao
do DNA fragmentado de células apoptoticas marcadas pelo TUNEL. As imagens
foram avaliadas com o software Image J (Versao 1.51j8, National Institute of Health,
Bethesda, MD, USA). Os nulcleos dos blastocistos foram contabilizados pela
ferramenta “Multi point”. Para identificacdo das células apoptéticas as imagens dos
embrides marcados por Hoescht 33342 e TUNEL foram sobrepostas por meio dos
comandos “image”> “color” > “Merge channels”, em seguida a colora¢do dos nucleos
marcados por Hoecht foi reduzida as bordas de cada nudcleo pelos comandos

“Process” > “Find edge”. Este procedimento permite a identificacdo de cada nucleo e
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a visualizacdo da imagem posterior, onde ha marcacéo pelo TUNEL, permitindo a

correta identificacdo da marcacdo de DNA fragmentado nos nucleos dos blastdmeros.

A regido das células da massa celular interna (MCI) foi identificada como uma
agregacdo de células no blastocisto, e as demais células foram consideradas
trofectoderma (TE). Devido a dificuldade em distinguir entre células da MCI e células
da TE, sobrepostas na regido da MCI, as andlises foram realizadas apenas em células
identificadas claramente como TE na regido do TE ou para todas as células do
embrido, sem distincdo de regido. Cada blastocisto foi avaliado para o numero de
células do TE e numero total de células, assim como numero de células do TE
apoptoticas e total de células apoptéticas. O indice de células apoptéticas para TE e
total de células do embrido foi calculado a partir da razdo entre o nimero de células
apoptoticas e o namero total de células do embrido e, posteriormente, multiplicado por
100.

4.4.3 Atividade mitocondrial

EmbriGes recuperados no dia sete do CIV (168h pi), de trés réplicas no estadio
de blastocisto e blastocisto expandido (total de 68 estruturas), foram imediatamente
marcados pelo MitoTracker Orange (Invitrogen®, OR, USA) para avaliacdo de
atividade mitocondrial. Os embrides foram retirados do meio de CIV, lavados em trés
gotas de PBS com 0,4% de BSA e, posteriormente, incubados por 30 min em solugéo
de 200nM de MitoTracker Orange, em temperatura ambiente. Apdés a incubacao,
embribes foram lavados em trés gotas de PBS com 0,4% de BSA, fixados em
formaldeido 3,7% por 60 min e, posteriormente, depositados em laminas histolégicas
com glicerol adicionado do corante Hoescht 33342, e cobertos com laminula.

Imagens foram realizadas com microscopio confocal com objetva de 20x,
ganho de 1.0, Pinhole de 9um, filtros 415-480 e laser de comprimento de onda 405nm
(28%) para identificacdo dos embrides pela marcagcédo do DNA pelo Hoescht 33342, e
laser de comprimento de onda 532nm (11%) para identificagcdo da marcacdo de

mitocondrias ativas no citoplasma celular, pelo MitoTracker Orange.

A intensidade de fluorescéncia mitocondrial foi avaliada para cada blastocisto
por meio do software Image J (Versao 1.5Ij8, National Institute of Health, Bethesda,
MD, USA). O perimetro do embrido foi manualmente delimitado usando a ferramenta

freehand selections para mensurar a intensidade de fluorescéncia nas imagens
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marcadas em vermelho. Na mesma imagem, em uma area escura aleatoria préxima
ao embrido, foi mensurada a intensidade de fluorescéncia do background e este valor

foi subtraido do valor obtido para fluorescéncia mitocondrial.

4.4.4 Percentual de lipidios

EmbriGes recuperados no dia sete (168h pi), de cinco réplicas no estadio de
blastocisto e blastocisto expandido (total de 49 estruturas), foram fixados em
paraformoldeido 4% como descrito anteriormente e, em seguida corados com Sudan
Black (Merck® Ag Darmstadt, Alemanha). Inicialmente, os embrides foram
depositados em etanol 50% por 2 min e incubados por 5 min em solugcao de 1% de
Sudan Black em etanol 70% (p/v). Posteriormente, foram lavados por trés vezes em
etanol 50% por 5 min, seguida por lavagem em PBS com 0,1% de BSA por 5 min, e

depositados em lamina com laminula.

As imagens foram realizadas por microscopia de luz e avaliadas com o software
Image J. Utilizando a ferramenta freehand selections foi feita a sele¢do ao redor do
blastocisto, sem incluir possiveis artefatos, e mensurada a area total do embrido.
Posteriormente, a imagem do blastocisto foi cortada e colada em uma nova janela do
software. Por meio dos comandos “Image” > “Adjust” > “Color Threshold” a area
marcada pelo Sudan Black, representativa da localizacao das goticulas de lipidios, foi
identificada e mensurada pelo programa. Por meio da razdo entre a area ocupada
pelas goticulas de lipidios e a area total do embrido, multiplicado por 100, foi calculado

o percentual da area de lipidios de cada blastocisto.

4.4.5 Analise estatistica

Analise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, CA, USA). Os efeitos do choque térmico, CSF2 e interacdo dos dois fatores
sobre o percentual de odcitos que clivaram, percentual de embrides clivados que se
tornaram blastocisto, e percentual de odcitos fertilizados que se tornaram blastocisto,
foram avaliados por tabela de contingéncia. O numero de células do trofectoderma,
namero de células do trofectoderma apoptoticas, percentual de células do
trofectoderma apoptéticas, numero total de células do blastocisto, nUmero total de
células apoptéticas do blastocisto, percentual do total de células apoptéticas do

blastocisto, atividade mitocondrial e percentual de lipidio foram analisados pelo
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método da Two-way ANOVA, com nivel de significancia de 5%. Comparacdes

multiplas foram realizadas pelo teste de Tukey.
4.5 Resultados

4.5.1 Desenvolvimento embrionario
N&o houve efeito do choque térmico, do CSF2 ou interacdo dos dois fatores no
percentual de od6citos que clivaram, percentual de embrides clivados e percentual de

odcitos fertilizados que se tornaram blastocistos (Figura 1).
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Figura 1. Competéncia de clivagem apds fecundacéo in vitro de odcitos bovinos, e de

desenvolvimento de embrifes ao estadio de blastocisto sob efeito de choque térmico
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e Fator Estimulador de Col6nia 2. Média =+ SEM. CSF2: Fator Estimulador de Col6nia

2: Veic: veiculo; controle. P>0,05.

4.5.2 Numero de células embrionarias e apoptose

N&o houve efeito do choque térmico, do CSF2 ou interacao dos dois fatores no
namero de células do trofectoderma e no numero total de células do blastocisto.
Contudo, embrides submetidos ao choque térmico apresentaram menor numero
(P=0,0270) e percentual (P=0,0240) de células apoptoticas no trofectoderma, menor
namero (P=0,0029) e percentual (P=0,0031) do total de células apoptoéticas do
blastocisto em relacdo aos embriées que nao sofreram choque térmico durante o

cultivo (Figura 2).
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Figura 2. Namero total de células e células TUNEL-positivas em blastocistos bovinos
em relacdo ao estimulo por choque térmico e Fator Estimulador de Col6nia 2 no cultivo
embrionario in vitro. (A) Imagens representativas da marcacao de Hoescht e TUNEL

em blastocisto; aumento de 400 X; (B) Média £+ SEM do numero de células e células
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TUNEL-positivas do trofectoderma e total do embrido. NUmeros entre parénteses
representam o n de cada tratamento. CSF2: Fator Estimulador de Colbnia 2; Veic:

veiculo; controle. * P<0,05; ** P<0,01.

4.5.3 Atividade mitocondrial
O choque térmico entre os dias 2,5 e 3 do cultivo embrionério reduziu a
atividade mitocondrial em blastocistos (P=0,0073). Nado houve efeito do CSF2 ou

interacdo com choque térmico na atividade mitocondrial (Figura 3).
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Figura 3. Atividade mitocondrial in vitro em blastocistos bovinos em relagédo ao
estimulo por choque térmico e Fator Estimulador de Col6nia 2 no cultivo embrionario
in vitro. (A) Imagens representativas da marcacdo com Hoescht e MitoTracker Orange
em blastocisto; aumento de 200 X; (B) Média + SEM da intensidade de fluorescéncia

representativa da atividade mitocondrial em blastocistos. NUmeros representam o n
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de cada tratamento. CSF2: Fator Estimulador de Colbnia 2; Veic: veiculo; controle. **
P<0,01.

4.5.4 Percentual de lipidios
N&o houve efeito do choque térmico (P=0,3691), CSF2 (P=0,7879) e interacdes
(P=0,7107) no percentual da &rea ocupada por lipidios nos blastocistos (Figura 4).

A B
801
® o
° 9
© G T
o 601
° § 1
© ‘(;;
c S
° 2 404
c ©
s €
c o
S T 201
v 2
0
Veic CSF2 Veic CSF2

Sem estresse Choque térmico

Figura 4. Percentual de lipidios em blastocistos bovinos em relacdo ao estimulo por
choque térmico e Fator Estimulador de Coldnia 2 no cultivo embrionario in vitro. (A)
Imagem representativa da marcacao de lipidios por Sudan Black em blastocisto;
aumento de 400 X; (B) Média + SEM do percentual da area de lipidios no blastocisto.
NUmeros representam o n de cada tratamento. CSF2: Fator Estimulador de Colbnia

2: Veic: veiculo; controle. P>0,05.

4.6 Discusséo

O estresse térmico pelo calor prejudica o desenvolvimento do embrido pré-
implantacéo, reduzindo sua competéncia em desenvolver e estabelecer gestacao
(Stewart et al., 2011; Schiiller et al., 2014). No presente trabalho embrides foram
submetidos ao choque térmico entre os dias 2,5 e 3 do CIV, periodo das primeiras
divisbes celulares e ativacdo do genoma embrionario (Graf et al., 2014). Também,
foi testado se a embriocina Fator Estimulador de Colonia 2 (CSF2) recuperaria
modifica¢des induzidas pelo choque térmico, uma vez que modula o desenvolvimento
embrionario e fetal (De Moraes et al., 1997; Loureiro et al., 2011b; Siqueira et al.,
2017). Os embrides submetidos ao choque térmico ndo paresentaram diferenca na

competéncia de desenvolvimento e no numero de células embrionarias, porém,
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apresentaram reducdo nas células TUNEL-positivas (apoptose) e na atividade

mitocondrial.

No presente estudo o indice de apoptose nos blastocistos do grupo sem
estresse foi de 6,2%, semelhante aos resultados de outros estudos em grupos nao
submetidos ao choque térmico, que variam entre 4 e 7% (Loureiro et al., 2007,
Loureiro et al., 2011); jA nos blastocistos submetidos ao choque térmico, o indice
apoptaotico foi 2,4%, significativamente menor que o controle e abaixo do comumente
observado em condi¢cdes normais de cultivo in vitro (Loureiro et al., 2007; Loureiro et
al., 2011).

A inducdo de apoptose celular por estresse térmico pelo calor, em certos
limites, é importante mecanismo para a eliminacdo de células embrionérias
lesionadas, possibilitando que o embrido prossiga seu desenvolvimento (Paula-Lopes
e Hansen, 2002b). Até o estadio de oito-16 células no dia trés do desenvolvimento os
embrides ndo sdo capazes de responder ao choque térmico com aumento da
apoptose (Paula-Lopes et al., 2002a). Enquanto que choque térmico em morulas
reflete em aumento de apoptose no estadio de blastocistos (Loureiro et al., 2007,
Loureiro et al., 2011). Como o choque térmico no presente trabalho foi induzido no
periodo em que os embrides ainda ndo sao capazes de responder com aumento da
morte celular, € possivel que tenha ocorrido inibicdo deste mecanismo de defesa, que
permaneceu até o estadio de blastocisto. O aumento do percentual de células
apoptéticas induzido por choque térmico esta associado com reducéo do numero total
de células em blastocistos (Loureiro et al., 2011). Logo, a auséncia de efeito do choque
térmico entre os dias 2,5 e 3 do CIV no numero de células do blastocisto pode ser
reflexo da reduzida apoptose apresentada pelos embrides deste grupo, reduzindo a

gualidade do embriao.

As mitocbndrias sdo responsaveis por prover ATP para o desenvolvimento
embrionario e, em condigbes normais, sua fungcdo aumenta ao longo do
desenvolvimento (Muller et al., 2019). A reducéo na atividade mitocondrial, associada
com a reducdo na apoptose celular dos blastocistos originados de embrides
submetidos ao choque térmico in vitro, corrobora com o entendimento de que o
choque térmico, no periodo realizado, induziu modificacbes que resultaram em

reducdo na qualidade embrionaria que persistram nos proximos estadios de
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desenvolvimento. Corroborando os resultados do presente estudo, alteracdes na
funcdo mitocondrial de odcitos expostos ao choque térmico persistiram em embrides
em estadios iniciais de desenvolvimento (Payton et al., 2018). A reduc¢do na atividade
mitocondrial pode levar a reducdo na disponibilidade de ATP necesséria para as
intensas divisdes celulares, necessarias para a progressao do desenvolvimento,

podendo reduzir a competéncia do embrido em estabelecer a gestacao.

O efeito do CSF2 sobre o desenvolvimento de embrides bovinos tem resultados
variaveis na literatura. E descrito aumento da taxa de blastocistos (De Moraes et al.,
1997; Loureiro et al., 2009; Siqueira et al., 2016), reducéo (De Moraes et al., 1997,
Dobbs et al., 2013; Carvalheira et al., 2019) e até mesmo auséncia de efeito (Dobbs
et al., 2013; Tribulo et al., 2017; Zolini et al., 2019), como observado no presente

estudo.

Moérulas submetidas ao choque térmico de 42°C por 15h no dia seis do CIV
resultaram em blastocistos com maior percentual de células apoptéticas, ja mérulas
previamente tratadas com CSF2 no dia cinco do CIV, qguando submetidas as mesmas
condicbes de estresse, apresentaram reducdo no percentual de células apoptéticas
dos blastocistos produzidos (Loureiro et al., 2011). Nos embrides submetidos ao
choque térmico entre os dias 2,5 e 3 do CIV o tratamento posterio com CSF2 néo
interferiu nas modificacdes induzidas pelo choque térmco, indicando que a embriocina

nao € capaz de recuperar alteracoes ja estabelecidas pela acdo do estresse celular.

4.7 Conclusdes

Estresse térmico pelo calor entre os dias 2,5 e 3 do desenvolvimento
embrionario nao interferiu na competéncia do embrido em alcancar o estadio de
blastocisto, mas reduziu a qualidade celular por reducéo da apoptose a atividade
mitocondrial, comprometendo sua viabilidade. A embriocina CSF2 n&o apresentou
efeito sob o desenvolvimento e qualidade de embrides previamente estressados pelo

choque térmico entre os dias 2,5 e 3 do desenvolvimento embrionario in vitro.
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Capitulo 3

Sexo afeta aimunomarcacao em histona 3 K27me3 no
trofectoderma de blastocistos bovinos mas ndo a marcagéao em
histona 3 K18ac
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5.1 Resumo

O embrido de mamiferos apresenta diferencas entre os sexos no periodo pré-
implantacional. Contudo, a competéncia de desenvolvimento embrionario €
dependente da contribuicdo paterna e pode ser modificado por embriocinas
produzidas pelo endométrio, como o Fator Estimulador de Colbnia 2 (CSF2). O
periodo pré-implantacional é caracterizado por grandes alteracdes epigenéticas no
DNA e histona. E possivel, portanto, que os efeitos do sexo, touro e moléculas
regulatérias sejam mediados por alteracdes em modificacdes epigenéticas. Foi
testado se os niveis globais de duas modificac6es de histona no trofectoderma do
blastocisto bovino foram afetados pelo sexo, touro e CSF2. Verificou-se que a
guantidade de H3K27me3 imunomarcadas foi maior (P=0.030) para embriées do sexo
masculino do que embrides do sexo feminino. Adicionalmente, a marcacdo de
H3K27me3 e H3K18ac foi dependente do touro que o embrido foi originado. Embora
o CSF2 tenha reduzido a proporgédo de embries que desenvolveram para o estadio
de blastocisto, ndo houve efeito do CSF2 na marcagdo de H3K27me3 ou H3K18ac.
Os resultados indicam que o trofectoderma do blastocisto bovino pode ser modificado
epigeneticamente pelo sexo do embrido e heranga paterna através de alteragoes em

marcacdes epigenéticas em histonas.
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Palavras-chave: blastocistos, CSF2, epigenética, histona H3, sexo, touro.

5.2 Abstract

The mammalian embryo displays sexual dimorphism in the preimplantation period.
Moreover, competence of the embryo to develop is dependent on the sire from which
the embryo is derived and can be modified by embryokines produced by the
endometrium such as colony stimulating factor 2 (CSF2). The preimplantation period
is characterized by large changes in epigenetic modifications of DNA and histones. It
is possible, therefore, that effects of sex, sire, and embryo regulatory molecules are
mediated by changes in epigenetic modifications. Here it was tested whether global
levels of two histone modifications in the trophectoderm of the bovine blastocyst were
affected by sex, sire, and CSF2. It was found that amounts of immunolabeled
H3K27me3 were greater (P=0.030) for male embryos than female embryos.
Additionally, labeling for H3K27me3 and H3K18ac depended upon the bull from which
embryos were derived. Although CSF2 reduced the proportion of embryos developing
to the blastocyst, there was no effect of CSF2 on labeling for H3K27me3 or H3K18ac.
Results indicate that the blastocyst trophoctoderm can be modified epigenetically by

embryo sex and paternal inheritance through alterations in histone epigenetic marks.

Keywords: blastocyst, histone H3, CSF2, epigenetics, sex, sire.

5.3 Introducéao

O embrido de mamiferos apresenta diferencas entre 0os sexos nos estagios
iniciais do desenvolvimento e antes da gonadogenese. Existem dissimilaridades entre
embrides do sexo masculino e feminino no periodo pré-implantacional na expressao
génica [1-6], numero de mitocondrias [7], secrecao de miRNAs [8], resposta aguda a
embriocinas especificas [9], altera¢cdes no desenvolvimento em resposta a estresse
especifico [10,11], e alteracdes de longo prazo na programacao de desenvolvimento
fetal causada por alteragdes no microambiente dos embrides [ver 12,13 para revisao].

O principal fator de diferenca entre embrides do sexo masculino e feminino no
inicio do desenvolvimento, particularmente antes da inativagcdo do cromossoma-X, €
a distribuicao desigual dos cromossomas sexuais. Em bovinos, por exemplo, cerca de
50% dos genes diferencialmente expressos entre embrides do sexo masculino e
feminino no estagio de moérula sdo localizados no cromossoma X [3] e 18-62% no

estagio de blastocisto [2, 6]. Foi hipotetizado que alteragGes transcricionais e
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epigenéticas derivadas dos cromossomas sexuais regulam cromossomas
autossébmicos no inicio do desenvolvimento para estabelecer padrbes sexo-
especificos no epigenoma tardiamente no desenvolvimento [14]. Diferengas sexuais
nos graus de metilacdo em locus especificos de blastocisto tém sido identificados em
bovinos [7].

O epigenoma do embrido bovino passa por alteracdes de larga escala durante
o periodo pré-implantacao. Inicialmente, a metilacdo global de DNA e a extensao de
véarias modificacdes de histonas (H3K27me3, H3K9ac, H3K18ac e H3K4me3) declina
abundantemente no estagio de 8-células antes de aumentar até o estagio de
blastocisto [15-18]. Outras modificacbes de histona, especificamente H3K9me2,
H4K5ac e H4K8ac néo declinam durante as primeiras clivagens, mas aumentam em
abundancia dos estagios de mérula para o blastocisto [18].

Foi testada a hipétese de que duas modificacdes em histonas H3 importantes
para regulacdo epigenética no trofectoderma (TE) do blastocisto bovino séo
modificadas pelo sexo do embrido. As modificacbes avaliadas foram trimetilacdo de
lisina 27 (H3K27me3), o qual estd associado ao silenciamento na transcricdo em
regides gene-especificas, e acetilacdo de lisina 18 (H3K18ac), que aumenta a
acessibilidade a cromatina e atividade transcricional [19]. Também foi testado se
CSF2, que pode afetar a funcdo do trofoblasto em embribes do sexo masculino
diferentemente que em embrides do sexo feminino [20], altera modificacdes de
histonas no TE de maneira dependente do sexo. Adicionalmente, foi hipotetizado que
a contribuicdo paterna pode afetar marcas epigenéticas em histonas no trofectoderma
de blastocistos. Essa hipdtese € baseada em observacdes de que o touro usado para
contribuir com espermatozéides para fertilizacdo pode ter um grande impacto na
competéncia do embrido resultante para se desenvolver até o estagio do blastocisto

[21] e também pode afetar a metilagcdo de DNA em blastocistos [22].

5.4 Material e métodos

5.4.1 Producao de embrido

Complexos cumulus odcitos (CCO) foram obtidos usando bisturis para cortar
foliculos de 2-8 mm de didametro na superficie de ovarios obtidos em matadouro local.
Ovatrios foram obtidos de bovinos de um misto de gendtipos indeterminados. A maioria

dos odcitos eram de Bos taurus, mas alguns foram coletados de animais contendo
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proporcdes indeterminadas de genética B. indicus. Ap0s cortar a superficie do ovario
com bisturi, o ovario era agitado vigorosamente em meio de lavagem de odcito
BoviPRO (MOFA Global, Verona, WI, USA) para liberar os CCO. Posteriormente, 0
meio foi filtrado em filtro de células de 100 um (Corning, Corning, NY, USA) e o
material retido foi lavado em placas de petri quadradas com meio de lavagem de
o6citos. Por meio de esteriomicroscopio e micropipeta Wiretrol® (Drummond,
Broomall, PA, USA), CCO com ao menos 3 camadas de células do cumulus
compactas e citoplasma homogéneo foram selecionados e colocados em grupos de
10 em gotas de 50 uL de meio BO-IVM (IVF Bioscience, Falmouth, UK) sob 6leo
mineral. Os CCO foram maturados por 22-24 h a 38,5°C em atmosfera umidificada
com 5% (v/v) COzem ar.

Meios para fertilizac@o e cultivo embrionario foram preparados como descrito
por Ortega e colaboradores [23], exceto pelos meios suplementados com 20 pg/mL
de amicacina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Complexos cumulus odcitos
maturados foram lavados em HEPES-TALP e transferidos em grupos de 30 em gotas
de 50 pL de meio HEPES e 3,5 pL de solugéo de 0,05 mM penicilina, 0,25 mM de
hypotaurina e 25 uM de epinefrina cobertas por 6leo mineral. Cada gota foi fertilizada
com 20 pL de semen sexado para macho (Y) ou fémea (X), purificados com
Puresperm 40/80 como descrito pelo fabricante (Nidacon International, Méindal,
Sweden), na concentragdo final de ~ 2 x 10% sperm/mL. Apés 12-18h a 38,5°C em
atmosfera humidificadaa 5% (v/v) de CO2 em ar, presuntivos zigotos foram removidos
das gotas de fertilizacdo e desnudos por votexizacdo por 5 min em tubo com 100 pL
de 10.000 U/mL de hialuronidase em 0,9% (w/v) NaCl e 600 uL de HEPES-TALP. Os
presuntivos zigotos desnudos foram lavados duas vezes em HEPES-TALP, uma vez
em meio SOF-BE2, agrupados entre 25-30 estruturas em gotas de 45 uL de SOF-BE2
cobertas com 6leo mineral e incubadas a 38,5°C em 5% COz2, 5% O2, 90% Nz e ar
humidificado em incubadora EVE (WTA, College Station, TX, USA). No dia 5 apos a
inseminacao [120 h apds a inseminacao (hpi)], 5 uL de SOF-BE2 contendo 100 ng/mL
de CSF2 (doado por CIBA-GEIGY, Basle, Switzerland) ou veiculo [Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (DPBS) contendo 1 mg/ml de albumina sérica bovina livre
de acidos graxos (BSA) (Sigma-Aldrich)] foi adicionado em cada gota de meio de
cultivo resultando na concentracéo final de 10 ng/mL de CSF2. As taxas de clivagem
e blastocisto foram avaliados no dia 3,5 ap0s a inseminacao (84 hpi) e no dia 7,5 (180

hpi), respectivamente. Os blastocistos foram coletados no dia 7,5, fixados em 4% (w/v)
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de paraformoldeido por 15 min e armazenados em 50 pL de DPBS contendo 1% (w/v)
polivinilpirrolidona a 4°C, até o processamento para marcacao de histonas.

Os embrides foram produzidos em um total de 20 replicatas, envolvendo 5.907
odcitos. Para cada replicata foi utilizado sémen sexado para fémea e macho de um
ou mais touros (ST Genetics, Navasota, TX, USA) para fertilizar os o0citos e os
embrides foram tratados com CSF2 ou veiculo. Um total de trés diferentes touros da
raca Holandesa (ST Genetics, Navasota, TX, USA) foram usados no experimento.
Touro A foi usado em 8 replicatas, touro B em 8 replicatas e touro C em 7 replicatas.
Para a marcacéo de histona, um total de 17 replicatas (4.789 oocytes) foram utilizadas
e cada replicata utilizou sémen de um Unico touro para fertilizagdo. SEémen do touro A

foi utilizado em 6 replicatas, touro B em 6 replicatas e touro C em 5 replicatas.

5.4.2 Imunomarcacéao

Blastocistos fixados foram permeabilizados por 30 min a temperature ambiente
usando 0,25% (v/v) Triton X-100 (Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) diluido em
DPBS. Os embrides foram lavados trés vezes em tampdo de lavagem [DPBS
contendo 1 mg/mL de BSA fraction V (Sigma-Aldrich) e 0,1 % (v/v) Tween 20] e depois
incubado por 1 h a temperatura ambiente em tampao de bloqueio consistindo de
DPBS contendo 50 mg/ml de BSA. Posteriormente os blastocistos foram incubados
overnight a 4°C com um de trés anticorpos policlonais primarios de coelho na
concentracdo de 1 pg/mL: anti-histona H3 [ab18521; Abcam (Cambridge, MA)], anti-
H3K27me3 [07-449, Millipore Sigma (Burlington MA)] e anti-H3K18ac (ab1191;
Abcam). Os anticorpos foram diluidos em tampéo consistindo em DPBS contendo
0,1% (v/v) de Tween 20 e 10 mg/mL de BSA fracdo V. Como controle negativo,
anticorpos primarios foram subtituidos por 1 pg/mL de IgG de coelho (PRABPO1, Bio-
Rad [Hercules, CA)]. Blastocistos foram lavados trés vezes com tampéao de lavagem
e incubados com 2 pg/mL 1:1000 (v/v) de anticorpo de carneiro anti-IgG de coelho
conjugado com Alexa 488 [A-11008, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)] por 1h a temperatura ambiente. Apds trés lavagens em tampdao de
lavagem, os blastocistos foram incubados com 1 pg/mL de Hoescht 33342 (Sigma-
Aldrich) por 15 min a temperatura ambiente para marcacao dos nucleos, lavado em
DPBS contendo 0,2% (w/v) de polivinilpirrolidona, depositados em lamina com 5 pL
de ProLong Gold Antifade Mountant (Invitrogen) e coberta com laminula. As imagens

foram realizadas com microscoépio de epifluorescéncia Axioplan 2 (Zeiss, Gottingen,
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Germany) com objetiva de 40x e filtros azul e verde. Imagens digitais foram adiquiridas
usando AxioVision software (Zeiss) e uma camera de alta-resolucdo branca e preta
AxionCam MRm digital. Para cada anticorpo primério, o tempo de exposicéo foi
constante para todos os blastocistos analizados na mesma replicata.

5.4.3 Analise de imagens

O software Image J (version 1.51j8, National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA) foi utilizado para quantificar a imunofluorescéncia. Nucleo de blastocistos foram
identificados e contados baseados na marcacdo de Hoechst 33342. A regido da
massa celular interna (MCI) foi identificada como uma agregacdo de células nos
blastocistos e as demais células foram consideradas células do TE. Devido a
dificuldade em distinguir entre células da MCI e células da TE sobrepostas na area da
MCI, as andlises foram realizadas apenas em nudcleos que estavam claramente da
regido de TE. Com a ferramenta de selecdo mao livre, um perimetro foi manualmente
desenhado ao redor de cada nucleo, individualmente para mensurar a intensidade de
fluorescéncia para H3, H3K27me3 ou H3K18ac (verde) e DNA (azul). A intensidade
de fluorescéncia do background no canal verde foi mensurada em uma area
randdémica proxima a cada embriéo e este valor foi subtraido do valor da intensidade
de fluorescéncia obtido para histonas. A média da intensidade para marcacao nuclear
para H3, H3K27me3 e H3H18ac foi determinda para cada blastocisto. O niamero total
de blastocistos analizados foi 123 para H3 (17 replicatas), 125 para H3K27me3 (17
replicatas) e 128 para H3H18ac (16 replicatas).

5.4.4 Anélise estatistica

Andlise estatistica foi realizada usando SAS software (version 9,4: SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA). Dados de percentual de odcitos que clivaram, percentaual de
presuntivos zigotos que desenvolveram para o estadio de blastocisto e percentual de
embrides clivados que desenvolveram para o estadio de blastocisto foram analizados
pelo procedimento Glimmix do SAS. Cada embrido foi considerado como unidade
experimental. Respostas foram consideradas com variaveis binarias e as analises
foram realizadas por regresséao logistica com distribui¢cao binéria dos dados. O modelo
incluiu sexo do embrido (masculino vs feminino), tratamento (veiculo vs CSF2), touro
(A, B e C) e interagcbes entre essas variaveis e replicatas. O ultimo termo foi

considerado como variavel de classe aleatoria.
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Dados de numero de células de blastocistos e intensidade de fluorescéncia
para H3 foram analizados por analise de variancia usando o procedimento Mixed do
SAS. Para numero de células, blastocistos foram considerados unidade experimental
e 0 modelo incluiu sexo, tratamento, touro e interagdes, assim como efeitos fixos e
com replicata contendo touro como efeito randémico. A analise de H3 foi similar,
exceto que a intensidade de fluorescéncia de Hoescht foi usada com covariavel para
ajuste de diferencas na condensacao nuclear. Dados da intensidade de fluorescéncia
para H3K27me3 e H3K18ac foram também analizados usando o procedimento Mixed
do SAS. O modelo incluiu sexo, tratamento, touro e interacfes, assim como efeitos
fixos, com replicata contendo touro como efeito randémico e com média de
intensidade de fluorescéncia de H3 como covariavel para ajustar diferencas entre
grupos no total de intensidade para H3. Embora os resultados n&o sejam
apresentados, conlusdes foram similares se a intensidade de H3 ndo fosse usada

como uma covariavel.

5.5 Resultados

5.5.1 Desenvolvimento embrionario

N&o houve efeito do sexo, CSF2 ou touro na proporcéo de odcitos que clivaram
(Fig. 1). Houve, no entanto, uma interacdo entre touro x sexo (P<0,0001) que
resultaram de maior clivagem para embrides do sexo masculino para o touro A e maior
clivagem para embrides do sexo feminino para touro C e sem diferenca para touro B.

N&o houve efeito do sexo no desenvolvimento para o estagio de blastocisto
(Fig. 1). Tratamento com CSF2 reduziu o desenvolvimento para o estadio de
blastocisto, expressa em porcentagem em relacdo a embrides clivados (P=0,047) e
em relacdo a putativos zigotos (P=0,036) (Fig. 1). Nao teve interacédo significativa entre
CSF2 e sexo, mas o efeito do CSF2 tendeu a ser mais pronunciado em embrides
machos. Touro afetou significantemente o desenvolvimento para o estadio de
blastocisto, com desenvolvimento sendo maior para o touro C, intermediario para o
touro B, e menor para o touro A. Houve tendéncia (P=0,060) para namero total de
células de embrides do sexo masculino (132,3 + 4,6 células) fosse maior que embrides

do sexo feminino (125,4 + 5,0 células) mas ndo houve efeito do CSF2 (129,0 + 4,9
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células para veiculo vs 128,8 + 4,8 células para CSF2) ou touro (P=0,549; 126,5 + 8,5,

135,2 + 6,0 e 124,9 + 8,5 células para touros A, B e C, respectivamente).
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Figura 1. Competéncia de odécitos em clivar apos fertilizacdo e de embrides em

desenvolver para o estadio de blastocisto em relacéo ao efeito de sexo, touro e CSF2.
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5.5.2 Imunomarcacéo em histona H3

Exemplos da imunomarcacéo para histona H3 sdo demontrados na Fig. 2A e
resultados da quantificacao de intensidade de fluorescéncia sdo demonstrados na Fig.
2B. Como esperado, a marcacao foi limitada ao nucleo. Ndo houve efeito do CSF2,
touro, ou interacdes entre sexo e CSF2 ou touro e CSF2 na imunomarcacao para
histona 3. Houve, no entanto, um efeito de sexo (P=0,052) e uma interacdo entre touro
e sexo, como determinado pelo uso de contrastes ortogonais. Em particular, ndo
houve efeito de sexo para touro A e B, enquanto a marcacéo foi maior para embrides
do sexo feminino em relacdo aos embrides do sexo masculino para o touro C (Touro
A + B vs Touro C x Sexo; P=0,029).
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Figura 2. Imunomarcacédo para histone H3. A. Exemplo representativo de marcagao
em blastocisto usando anticorpo para H3. Média dos quadrados minimos + SEM da
intensidade de fluorescéncia de H3 no nucleo de células do TE em relagéo ao sexo,
touro e CSF2.
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Dada esta interacdo e para corrigir possiveis diferencas no total de histona H3
entre 0s grupos, as analises subsequentes de imunomarcacao para H3K27me3 e
H3K18ac foram realizadas usando a média de intensidade de fluorescéncia de
histonas H3 de cada subgrupo como covaridvel para os efeitos de touro, sexo e

tratamento.

3.5.3 Imunomarcacéo para histona H3K27me3

A imunomarcacao foi limitada ao nucleo celular (Fig. 3A). Como apresentado
na Fig. 3B, a intensidade de fluorescéncia de H3K27me3 foi maior para embrides do
sexo masculino em relacdo aos embrides do sexo feminino (P=0,030). Marcacé&o
também foi afetada (P=0,010) pelo touro, com marcacao mais intensa para o touro C
gue touro A e B (P=0,003). A marcacéo nao foi afetada pelo CSF2 ou alguma interacéo
com CSF2.
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Figure 3. Imunomarcacao para H3K27me3. A. Exemplo representativo de marcagao

em blastocisto usando anticorpo para H3K27me3. Média dos quadrados minimos +
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SEM da intensidade de fluorescéncia de H3K27me3 no nucleo de células do TE em

relacdo ao sexo, touro e CSF2, e apos usar H3 como covariavel.

3.5.4 Imunomarcacéo para histona H3K18ac

Assim como os demais marcadores de histona, imunomarcacéao foi limitada ao
nacleo celular (Fig. 4A). Nao houve efeito para sexo ou CSF2, ou da interacdo entre
esses dois fatores na quantificacdo de intensidade de fluorescéncia para histona
H3K18ac (Fig 4B). Houve um efeito de touro (P<0,0001), com marca¢ao sendo maior
para touro C e menor para touro B (Touro A+B vs Touro C, P<0.0001; Touro A vs B,
P=0,003).
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Figura 4. Imunomarcacéo para H3K18ac. A. Exemplo representativo de marcagéo em
blastocisto usando anticorpo para H3K18ac. Média dos quadrados minimos + SEM da
intensidade de fluorescéncia de H3K18ac no nucleo de células do TE em relacéo ao

sexo, touro e CSF2, e apds usar H3 como covariavel.
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5.6 Discussao

Tém-se estabelecido que o sexo pode afetar o processo de desenvolvimento
no inicio da vida do embrido, durante o periodo que antecede a formacdo do
blastocisto. Na vaca, diferenca entre os sexos durante este periodo € observado na
expressao génica [2,3,6], DNA mitocondrial [7] e secrecdo de miRNAs [8]. Embrides
do sexo masculino podem responder diferentemente a condicbes ambientais em
relacdo a embrides do sexo feminino, como observado para os efeitos de alta
concentragdo de glicose para o desenvolvimento do estagio de blastocisto [11] e
efeitos de soro e CSF2, na expressao génica de blastocistos cultivados in vitro [6, 9].
Os resultados apresentados sdo condizentes com a ideia de que diferencas entre os
sexos em caracteristicas de desenvolvimento pré-implantacional sdo devido, em
parte, a regulacdo epigenética diferencial da expressdo génica. Esta concluséo é
baseada na observacao de que a trimetilacdo da lisina 27 de histona H3 foi maior em
células do TE de blastocistos do sexo masculino em relacédo aos blastocistos do sexo
feminino. Um achado adicional foi que o touro usado para produzir os blastocistos
também afetaram a intensidade de marcacdo de H3K27me3 e H3K18ac. Esses
resultados também indicam a importancia da contribuicdo paterna para panorama
epigenético no desenvolvimento do embrido.

Diferencas entre embrides do sexo masculino e feminino em estabelecer
marcas de H3K27me3 no estagio de blastocisto pode ter importantes consequéncias
para regulacdo da expressdo génica por sinalizacdo de desenvolvimento ou
ambiental. Na vaca, niveis globais de H3K27me3 séo elevados no odcito e declinam
até o estadio de 8 células através de a¢des do dominio Jumonji contendo proteina 3
antes de aumentar posteriormente para o estagio de blastocisto [18,24]. O Knockdown
do dominio jumoniji contendo proteina 3 interrompe o desenvolvimento para o estadio
de blastocisto [24]. Dominios H3K27me3 na cromatina do embrido pré-implantacional
de camundongo nao estao intimamente correlacionados com a metilagdo de DNA [25],
sugerindo um mecanismo independente na repressao da transcricdo. A diferenca
entre os niveis de marcas H3K27me3 entre embrides do sexo masculino e feminino
nao é resultado da inativacdo do cromossoma X na fémea, pois este evento ainda ndo
ocorreu no blastocisto bovino [2]. Tamabém pode ser notado que essas diferencas

entre embrides do sexo masculino e feminino pode ser um pouco maior do que



94

indicado por este estudo devido ao fato de cerca de 10% do sémen sexado conter
espermatozoides do sexo cromossomico errado [26].

Em contraste, a diferenca entre sexos nos niveis de trimetilacdo em H3K27,
nao houve efeito do sexo na H3K18ac global ou, em outro estudo, H3K29ac. A falta
de efeito de diferenca entre 0s sexo nao significa necessariamente que essas marcas
epigenéticas ndo estao envolvidas em diferencas entre embrides dos sexo masculino
e feminino durante o desenvolvimento pré-implantacdo devido a possibilidade de
regulacdo em locus especificos. Em bufalos, embrides produzidos por transferéncia
nuclear de células somaticas, niveis globais de H3K18ac foi maior para embrides
derivados de células somaticas originadas de machos do que os originados de células
somaticas originadas de fémeas [28].

E provavel que diferencas epigenéticas entre embrides dos sexos maculino e
feminino se estendam a metilacdo do DNA. Usando anti-metilcitosina para mensurar
metilacdo global de DNA, Dobbs et al. [15] observaram que embrides do sexo feminino
experimentaram maior metilacdo de DNA entre os estadios de 6-8 células em relacdo
a embrides do sexo masculino. No estadio de blastocisto, diferengas entre sexos
foram reduzidas e metilacdo de DNA foi maior para embrides do sexo masculino [15].
Niveis de metilacdo de DNA em uma regido minissatélite foi maior para blastocistos
do sexo masculino [7], assim como a expressao de metiltransferases de DNA 3A e 3B
[7].

Como encontrado anteriormente [21, 29], houve diferenca entre touros na
competéncia de embrides clivados em desenvolver para o estagio de blastocisto. A
contribuicdo paterna para o embrido inclui ambos, informacéo genética e epigenética.
Polimorfismo de sitio Unico em genes especificos tém sido associados com
desenvolvimento embrionario [21,30,31]. H& também diferencas entre touros na
metilacdo de DNA e modificagBes epigenéticas em histonas de espermatozoides
[22,32]. Diferencas na metilacdo de DNA existe mesmo entre gémeos homozogoticos
[33]. No entanto, € improvavel que as diferencas de H3K27me3 e H3H18ac entre
embrides gerados de touros diferentes reflitam diferencas no grau de modificacbes
epigenéticas nas histonas do espermatozioide. ISso ocorre porque 0S Cromossomos
paternos se associam a histonas de origem materna coincidentes com a singamia [34]
e ha auséncia de imunomarcacdo para marcadores H3K27me3 no pré-nucleo

masculino bovino [18]. E mais provavel que outros reguladores transcricionais ou
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epigenéticos que diferem entre os touros resultem em graus variados de marcas
epigenéticas da histona H3.

N&o houve efeito do CSF2 no padrdo de marcacdo para H3K27me3 ou
H3K18ac no blastocisto. Isso ocorreu apesar do CSF2 poder atuar no embrido bovino
do dia 5 ao 7 para programar o elongamento do trofoblasto no dia 15 da gestacao [20]
e expressao génica na placenta e figado fetal no dia 86 da gestacao [35]. Efeitos do
CSF2 no elongamento depende do sexo, uma vez que o CSF2 aumenta o
comprimento do trofoblasto de embrides do sexo masculino, mas reduz em embrides
do sexo feminino [20]. Algumas consequéncias a longo prazo dos efeitos do CSF2 no
embrido provavelmente envolvem alteracfes na expressao génica [9,36]. Em adicao,
CSF2 pode induzir alteracdes epigenéticas no embrido, como evidenciado por
alteracbes dependentes do sexo em niveis de metilacdo de DNA em centenas de
locus no trofoblasto de embrides de 15 dias [20]. A falha em encontrar alteracfes em
larga escala em modificacdes epigenéticas em histonas ndo impede a possibilidade
de CSF2 regular modificacdes de histonas, pois apenas dois marcadores epigenéticos
de histona foram testados e ao fato de a técnica analitica usada ndo permitir a
avaliacao de modificacbes de histona em regides especificas do genoma.

Tratamento com CSF2 reduziu o percentual de embribes que desenvolveram
para o estadio de blastocisto. O efeito do CSF2 na competéncia dos embrides é
altamente varidvel e depende, de forma geral, da competéncia de embrides em
desenvolver. Quando o percentual de embriGes controle que desenvolveramm para
blastocisto foi baixa, CSF2 aumentou percentual de blastocisto, enquanto que CSF2
reduziu a taxa de blastocisto quando o percentual de embrides que desenvolveram
para o estadio de blastocisto no grupo controle foi elevado [37]. E possivel que o CSF2
promova o desenvolvimento para o estadio de blastocisto reduzindo as consequéncias
de estresse celular. De fato, o CSF2 pode reduzir os niveis de apoptose em embribes
bovinos causados pelo choque térmico [38]. A razéo pela qual CSF2 é inibitério para
desenvolvimento quando a competéncia embrionaria € elevada ainda nao é
conhecida, mas provavelmente ativagdo de mecanismos que promovam O
desenvolvimento em embrides estressados sejam deletérios quando condigbes
celulares para desenvolvimento sdo mais favoraveis.

Em concluséo, os niveis de trimetilacdo de lisina 27 de histona H3 no TE de
embrides bovinos depende do sexo do embrido. Além disso, a contribuicdo paterna

pode afetar H3K27me3 e K3K18ac. Estes resultados indicam que a funcédo do
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blastocisto pode ser modificada epigenéticamente pelo sexo do embrido e
contribuicdo paterna de forma dependente a alteracfes das marcas epigenéticas de
histona. Identificacdo de genes especificos regulados por H3K27me3 e H3K18ac em
embrides bovinos e consequencias de variagdo em H3K27me3 e H3K18ac entre
embribes para desenvolvimento fenotipico sdo topicos importantes para pesquisas
futuras. Em adicdo, o estudo deve ser expandido para identificar efeitos de sexo em

outras modificacdes epigenéticas de histona na MCl e TE.
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6. CONCLUSOES
o A trimetilacdo da Lisina 27 de histona 3 no trofectoderma de blastocistos

bovinos depende do sexo do embrido;

o O touro utilizado no cruzamento pode afetar a trimetilagéo da Lisina 27
e acetilacdo de Lisina 18 de histona 3 de blastocistos bovinos;

o Estresse térmico pelo calor entre os dias 2,5 e 3 do desenvolvimento
embrionério nado interferiu no desenvolvimento embrionério, mas reduziu apoptose e
atividade mitocondrial;

o A adi¢céo da embriocina Fator Estimulador de Col6nia 2 no dia cinco do
cultivo embrionério in vitro ndo recuperou a qualidade de embrides previamente
expostos ao choque térmico;

o Temperatura vaginal de vacas Girolando apresentou variacao entre as
horas do dia, e aumentou paralelamente ao indice de temperatura e umidade;

o Vacas mesticas 1/2 sangue Holandés tiveram variacdo na temperatura
vaginal, porém, melhor termorregulagcdo em relagdo aos animais 3/4 e 7/8 de genética
Holandesa.



Anexo |

101

Tabela suplementar 1. Teste de significancia dos fatores que influenciam a média
diaria da temperature vaginal em vacas Girolando*.

Efeito Coeficiente SE P-valor
Intercepto 35,50 0,30 <0,001
Fazenda 1 -0,26 8,04 x 1072 <0,01
2 -0,38 8,50 x 1072 <0,001
3 -0,44 8,68 x 1072 <0,001
4 0,00 - -
5 1,46 x 102 4,62 x 102 >0,05
6 -8,54 x 10 6,84 x 1072 >0,05

Ano 2016 0,00 - -

2017 -0,22 7,76 x 1072 <0,01

ITU 5,16 x 102 1,47 x 103 <0,001
Non-

Status de gestacao pregnant 0,00 - -
1° trimester -0,21 3,32 x 1072 <0,001
2° trimester -0,11 3,24 x 1072 <0,001
3° trimester 8,38 x 102 3,64 x 1072 <0,05

ECC (1-5;0.25) 2.25 0,00 - -

2.5 0,13 0,27 >0,05
2.75 3,30x 102 0,27 >0,05
3.00 -1,48 x 10% 0,27 >0,05
3.25 -6,05 x 102 0,28 >0,05
3.50 -4,29 x 102 0,27 >0,05
3.75 -6,55 x 102 0,28 >0,05
4.00 -1,2x 10t 0,28 >0,05
4.25 -8,70 x 102 0,38 >0,05
4.5 1,62 x 102 0,33 >0,05
non-

Producéao de leite lactating 0,00 - -
0.5-10L 6,58 x 10% 5,22 x 1072 >0,05
10.1-20L 0,10 4,75 x 107 <0,05
20.1-30L 9,10x 102 5,45x 107 >0,05

Continua
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Tabela suplementar 1. Teste de significancia dos fatores que influenciam a média
diaria da temperature vaginal em vacas Girolando*.

Continuacao

Efeito Coeficiente SE P-valor
30,1-40L -1,33x102 0,10 >0,05
40,1-50L 3,16x102 0,10 >0,05
50,1-60L 0,13 0,12 >0,05

Cruzamento (H?) 1/2 0,00 - -

3/4 0,12 3,81 x 102 <0,01
7/8 0,15 5,26 x 1072 <0,01

Hora do dia 00:00 0,00 - -
01:00 -4,69x 102 2,34x 107 <0,01
02:00 -5,87 x 102 2,34x 107 <0,01
03:00 -0,10 2,35x102  <0,001
04:00 -8,64 2,36 x 1072 <0,001
05:00 -8,45x 102 2,36 x 107 <0,001
06:00 -0,10 2,36 x 102  <0,001
07:00 -0,15 2,36 x 102  <0,001
08:00 -0,26 2,34 x 1072 <0,001
09:00 -0,33 2,37 x102  <0,001
10:00 -0,20 2,42 x 1072 <0,001
11:00 -0,27 2,47 x 1072 <0,001
12:00 -0,28 2,50x 102  <0,001
13:00 -0,33 2,60x 102  <0,001
14:00 -0,29 2,65 x 1072 <0,001
15:00 1,53x102? 2,62 x 102 >0,05
16:00 5,04x102 2,61x107? >0,05
17:00 6,35x 102 2,54x 107 <0,05
18:00 0,10 2,49 x 1072 <0,001
19:00 5,66 x 102 2,43 x 107 <0,05
20:00 5,47 x 102 2,38 x 107 <0,05
21:00 2,22x102 2,36 x 107 >0,05
22:00 4,05x 102 2,34x107? >0,05
23:00 6,02x 102 2,34x 107 <0,05

Continua
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Tabela suplementar 1. Teste de significancia dos fatores que influenciam a média
diaria da temperature vaginal em vacas Girolando*.

Continuacao
Efeito Coeficiente SE P-valor
Cruzamento x Hora 00:00 1/2 0,00 - -
3/4 0,00 - -
718 0,00 - -
01:00 1/2 0,00 - -
3/4 -4,60 x 102 3,43 x 10?2 >0,05
718 -5,90 x 102 4,94 x 10?2 >0,05
02:00 1/2 0,00 - -
3/4 -3,64 x 102 3,43 x 102 >0,05
718 -6,07 x 102 9,44 x 1072 >0,05
03:00 1/2 0,00 - -
3/4 -3,93 x 10?2 3,43 x 10?2 >0,05
718 -9,49 x 102 4,94 x 102 >0,05
04:00 1/2 0,00 - -
3/4 -6,89 x 102 3,43 x 102 <0,05
718 -0,10 4,94 x 102 <0,05
05:00 1/2 0,00 - -
3/4 -0,12 3,43 x 1072 <0,001
718 -0,17 4,94 x 1072 <0,001
06:00 1/2 0,00 - -
3/4 -0,13 3,43 x 102 <0,001
718 -0,26 4,94 x 102 <0,001
07:00 1/2 0,00 - -
3/4 -0,15 3,43 x 1072 <0,001
718 -0,28 4,94 x 1072 <0,001
08:00 1/2 0,00 - -
3/4 -0,17 3,43 x 102 <0,001
718 -0,24 4,94 x 102 <0,001
09:00 1/2 0,00 - -
3/4 -0,13 3,50 x 102 <0,001
718 -0,20 5,11 x 102 <0,001
10:00 1/2 0,00 - -
3/4 -0,16 3,50 x 102 <0,001
718 -0,32 5,11 x 102 <0,001

Continua
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Tabela suplementar 1. Teste de significancia dos fatores que influenciam a média
diaria da temperature vaginal em vacas Girolando*.

Continuacao

Efeito Coeficiente SE P-valor
11:00 1/2 0,00 - -
3/4 -1,33 x 102 3,50 x 1072 >0,05
718 -0,11 5,11 x 1072 <0,05
12:00 1/2 0,00 - -
3/4 0,10 3,44 x 1072 <0,01
718 0,16 4,95 x 10 <0,001
13:00 1/2 0,00 - -
3/4 0,20 3,44 x 1072 <0,001
718 0,22 4,95 x 10 <0,001
14:00 1/2 0,00 - -
3/4 0,23 3,43 x 102 <0,001
718 0,22 4,94 x 10 <0,001
15:00 1/2 0,00 - -
3/4 0,28 3,43 x 1072 <0,001
718 0,18 4,94 x 102 <0,001
16:00 1/2 0,00 - -
3/4 0,10 4,94 x 10 <0,01
718 6,94 x 102 4,94 x 102 >0,05
17:00 1/2 0,00 - -
3/4 0,92 x 102 3,43 x 107 <0,01
718 0,12 4,94 x 10 <0,01
18:00 1/2 0,00 - -
3/4 0,15 3,43 x 102 <0,001
718 0,19 4,94 x 10 <0,001
19:00 1/2 0,00 - -
3/4 0,14 4,43 x 10 <0,001
7/8 0,18 4,94 x 102 <0,001
20:00 1/2 0,00 - -
3/4 0,12 3,43 x 102 <0,001
7/8 0,11 4,96 x 102 <0,05
21:00 1/2 0,00 - -
3/4 3,69x 102 3,43 x 107 >0,05
7/8 8,65x 102 4,94 x 107 >0,05

Continua
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Tabela suplementar 1. Teste de significancia dos fatores que influenciam a média
diaria da temperature vaginal em vacas Girolando*.

Continuacao
Efeito Coeficiente SE P-valor
22:00 1/2 0,00 - -
3/4 -2,65x 10?2 3,43 x 107 >0,05
718 -1,22 4,94 x 1072 >0,05
23:00 1/2 0,00 - -
3/4 -7,58 x 10 3,43 x 1072 <0,05
7/8 -6,55 x 102 4,94 x 102 >0,05
*R2=0.73

H*: Proporcéo de Holandés na composicdo do cruzamento.



