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RESUMO

CORDEIRO, Andrey Luiz Lopes. Universidade Federal do Acre, fevereiro 2017.
Influéncia de altas temperaturas ambientais na taxa de gestacdo e no
desenvolvimento inicial de embrides nelore produzidos in vitro no estado do Acre.
Orientador: Rafael Augusto Satrapa. Considerando as altas temperaturas que o clima
tropical proporciona a maioria do territério brasileiro e os efeitos do estresse térmico
nos processos reprodutivos, o objetivo do presente estudo foi analisar, nos meses mais
quentes dos anos de 2014 a 2016, as taxas de gestacao (TG) e de produgdo in vitro
(PIV) de embrides bovinos Nelore no Estado do Acre. Para tanto, odcitos foram
aspirados (aspiragdo folicular guiada por ultrassonografia), maturados, fertilizados
com sémen de touros da raga Nelore, cultivados por 6 dias e, posteriormente
inovulados em receptoras mesticas. O diagndstico de gestacdo foi realizado 30 e 60
dias apods a inovulacdo. Os dados meteorologicos obtidos e as taxas de PIV foram
analisadas por ANOVA as TG por Qui-quadrado. As taxas de PIV ndo diferiram
significativamente entre os meses mais quentes dos anos estudados, porém a taxa de
gestagdo foi estatisticamente inferior nos meses mais quentes de 2014 a 2016 em
relagdo aos outros meses do ano. Além disso, as temperaturas aumentaram
notadamente no decorrer dos anos. Dessa forma, estratégias para melhorar o conforto
térmico terdo cada vez mais importancia na produc¢do animal.

Palavras-chave: PIV, blastocisto, odcito



ABSTRACT

CORDEIRO, Andrey Luiz Lopes. Universidade Federal do Acre, February 2017.
Influence of a high temperature enviroment on pregnancy rate and initial
development of nelore embryos produced in vitro in Acre state. Advisor: Rafael
Augusto Satrapa. Considering high temperatures that the tropical climate provides to
most of Brazilian territory and the effects of thermal stress in reproductive processes,
the objective of the present study was to analyze, in the hottest months 02014 to 2016,
in vitro production (PIV) of Nelore bovine embryos in Acre State . For this purpose,
oocytes were aspirated (ultrasound guided follicular aspiration), matured, fertilized
with Nellore bulls semen, cultured for 6 days, and after that embryos weretransferred
to crossbred recipients. The pregnancy diagnosis was performed 30 and 60 days after
the innovulation. The meteorological data obtained and IVP rates were analyzed by
ANOVA. Conception rates were analyzed by chi-square. Rates of IVP did not differ
significantly between the hottest months of the studied years, a fact that was not
observed with conception rate, which was statistically lower in the warmer months of
2014 to 2016. In addition, temperatures increased notably in course of years. Thus,
strategies to improve thermal comfort will be increasingly important in animal
production.

Keywords: PIV, oocyte, blastocyst, conception rate



SUMARIO

pags.
RESUMO
ABSTRACT
LT ARTIGO ..t e e e e e 1

Ll ATEIZO ettt e e ettt e e et e e e raaeeeeans 1



1 ARTIGO

1.1 Artigo 1

Taxa de gestagdo e de producdo embriondria de vacas Nelore sob altas temperaturas
no Acre

Andrey Luiz Lopes Cordeiro, Fernando de Andrade Souza, Helton Aparecido
Garcia Gregianini, Jennifer Teodoro Ferreira Gregianini, Rafael Augusto Satrapa.

Submetido a revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira em marco de 2017.
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Introducio

O conhecimento sobre o impacto do estresse térmico calorico (ETC) na
producdo animal ja ¢ bastante difundido na sociedade cientifica. Porém, devido a
intensificacdo incessante na producao, esse assunto atrai cada vez mais a atengdo dos
pesquisadores. Além disso, vive-se hoje em um planeta que sofre o processo de
aquecimento global, que fatalmente prejudica ainda mais o desempenho dos animais
(Segnalini et al., 2013). De acordo com Lee (1965), o ETC pode ser definido como a
soma de forcas externas que modificam a temperatura corporal acima do seu estado de
repouso.

Entre os varios danos causados pelo estresse térmico, chama a atencdo o
prejuizo que esse processo leva ao sistema produtivo do animal, sendo um dos
principais motivos para quedas de fertilidade em algumas épocas do ano. Além de agir
de forma direta na queda de rendimento reprodutivo, reacdes indiretas também
influenciam, como, redistribuicdo do fluxo sanguineo entre os 6rgdos, reducdo na
ingestao de alimentos e alcalose respiratéria (Wolfenson et al., 2000).

Outro fato agravante no processo de ETC ¢ a variedade dos seus efeitos, que
podem agir simultaneamente ao aumento da temperatura corpdrea, ou podem agir a
longo-prazo, onde os sinais s6 serdo percebidos apos alguns meses, dificultando sua
ligacdo com o ETC (Garcia-Ispierto et al., 2007).

Entre os varios processos reprodutivos que podem ser influenciados pelo ETC,
um dos mais sensiveis ¢ o desenvolvimento oocitario. Em experimentos in vitro, altas
temperaturas aceleraram a maturagdo oocitdria em vacas (Andreu-Vasquez et al.,
2010).

Em seu experimento, Pavani et al. (2015) mimetizaram situa¢des de estresse

térmico durante o desenvolvimento dos odcitos in vitro. Para cada grau de temperatura



26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

aumentado, houve uma redu¢do em torno de 50% nas taxas de clivagem e no restante
do desenvolvimento embrionario.

Esse mesmo efeito também foi observado em paises de regides temperadas,
como Espanha e Alemanha. Garcia-Ispierto et al. (2007), relataram que valores de ITU
(indice de Temperatura e Umidade) acima de 75 nos 3 dias anteriores a inseminagao
artificial diminuiram a taxa de gestacdo de um rebanho no nordeste da Espanha.
Quando esse valor passou de 80 unidades, a taxa caiu de 30,6% para 23%.

Na Alemanha, quando o indice ultrapassou 73 nos 21 dias antes da reprodugao,
houve uma queda nas taxas de gestacao (Schuller et al., 2014). Conforme a progressao
da prenhez, o embrido torna-se mais perdurdvel a situa¢des térmicas adversas,
resistindo as disrupturas celulares (Hansen, 2007).

Dadas as altas temperaturas que acometem o estado do Acre e sensibilidade de
processos reprodutivos a condi¢gdes de ETC, o objetivo do presente estudo foi analisar
as taxas de producdo de blastocisto e gestacdo de embrides oriundos de vacas que

passaram por altas temperaturas nos anos de 2014, 2015 e 2016, no estado do Acre.

Materiais e métodos

Local e animais

O experimento foi realizado em trés propriedades, localizados nas regides de
Rio Branco-AC (Latitude 9° 58’ 26" Sul, Longitude 67° 48" 27" Oeste) e Bujari-AC
(Latitude 09° 49' 50" Sul, Longitude 67° 57' 08" Oeste). Vacas Nelore (PO),
multiparas, com média de idade, peso e Escore de condi¢do corporal (ECC, escala de

1 a 5) de 4 anos, 400kg e 3, respectivamente, foram submetidos a aspiragdo folicular
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guiada por ultrassonografia (OPU) nos meses de Junho a Dezembro, entre os anos de

2014 a 2016.

Producao in vitro de embrides (PIV)

Meios e Reagentes

Todos os reagentes e meios foram provenientes da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA), Gibco (Langley, OK, USA; soro fetal bovino), Vivimed (Ribeirdo Preto,
SP, Brasil; Choriomon®) e Hertape Calier (Juatuba, MG, Brasil; Pluset®). O processo
de produgdo in vitro de embrides foi realizado com base em Satrapa et al. (2011).
Recuperacio e classificacio dos odcitos

A aspiracdo folicular guiada por ultrassom (“ovum pick-up”- OPU; ultrassom
equipado com transdutor setorial intravaginal de 7,5 MHz e um dispositivo guia para
puncdo folicular) foi realizada em dia aleatorio do ciclo estral, quando os foliculos
foram identificados, e puncionados, utilizando-se agulhas 19G e uma pressdo de vacuo
de 80 mmHg, correspondendo a um fluxo de 14ml de 4gua/minuto. O liquido folicular
foi recuperado em tubos conicos plasticos de 50ml, contendo DPBS ou PBS acrescido
de 1 % de soro fetal bovino (SFB) e 100 Ul/ml de heparina sédica.

Posteriormente, os odcitos foram separados em um filtro de coleta de embrides
com malha de 80 um (Millipore), depositados em um aplaca de petri e classificados de
acordo com as suas caracteristicas celulares em quatro categorias: 1) oocitos com
citoplasma homogéneo, circundados por trés ou mais camadas compactas de células
do cumulus; II) o6citos com menos de trés camadas de células do cumulus ou
parcialmente desnudos, porém com granulacdo homogénea no citoplasma; III) o6citos

circundados apenas por células da corona radiata; IV) oocitos desnudos.
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Maturacgao in vitro

Os complexos cumulus-oophorus (COCs) classificados como categoria I, II e
III foram lavados trés vezes em meio TCM 199 com HEPES contendo 10% de soro
fetal bovino (SFB), 2 pg/ml de piruvato e 75 pg/ml de gentamicina. Posteriormente,
os oo6citos foram lavados duas a trés vezes no meio de maturacgao ¢ distribuidos em 4
gotas contendo 90 pL. de meio de maturagdo, com uma média de 25 odcitos por gota,
cobertas com 3,5ml de 6leo mineral em placas de Petri (Corning®) de 35 x 10 mm. O
meio de maturacdo utilizado foi o TCM 199 com bicarbonato contendo 10% de SFB,
2 pg/ml de piruvato, 75 pg/ml de gentamicina, 20 pg/ml de FSH (Pluset®) e 10 Ul/ml
de LH (Choriomon®). Os meios, preparados com 2 horas de antecedéncia, foram
mantidos a 39 °C em incubadora. A maturagdo do COCs foi realizada em incubadora
a 39 °C (5 % de CO2 em ar), durante 22 - 24 horas.
Preparo do sémen e fertilizacio in vitro

Foi utilizado s€men de touros da raca Nelore previamente testados de acordo
com suas taxas de produgdo in vitro. Para reduzir o efeito individual do touro, foram
selecionados 17 animais diferentes, porém com taxas de producdo in vitro
homogéneas.

O descongelamento do sémen foi realizado em dgua a 37 °C por 30 segundos.
Em seguida, o sémen foi depositado sobre a superficie do gradiente de Percoll com
densidade descontinua (2ml a 45% sobre 2ml a 90%) em tubo cdnico de 15ml e
centrifugado a 900Xg por 30 minutos. Durante a centrifugacdo do sémen, os odcitos
j& maturados foram lavados trés vezes no meio TCM 199 com HEPES e uma vez no
meio de fertilizacdo, antes de serem transferidos para gotas do mesmo meio
(fertilizacdo) cobertas com 3,5ml de 6leo mineral em placas de Petri de 35 mm x 10

mm.
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Apbs a centrifugacdo, os espermatozoides vidveis obtidos do sedimento foram
submetidos a avaliagao de motilidade e concentracao (camara de Neubauer) e diluidos
em volume apropriado do meio de fertilizacdo para se obter uma concentragdo de 1 x
10° espermatozoides/ml. Em seguida, foi realizada a fertilizagio dos odcitos utilizando
10 pL de sémen diluido por gota. O processo de fertilizacdo foi realizado por um
periodo de 10 a 12 horas a 39 °C em 5% de CO2 em ar. O meio de fertilizagdo era
composto por TALP-FIV suplementados com 6 mg/ml BSA livre de acidos graxos, 2
pl/ml de piruvato, 75 pg/ml de gentamicina, 11ug/ml de heparina e 44 pl/ml de
solugdo de Penicilamina, Hipotaurina e Epinefrina (PHE).

Cultivo in vitro, inovulacio dos embrides e diagnostico de gestacio

De 10 a 12 horas apo6s a fertilizagdo, os provaveis zigotos foram lavados em
meio TCM 199 com HEPES e por ultimo, em meio de cultivo, sendo entdo transferidos
para gotas de meio de cultivo de 90 uL (20 a 25 estruturas por gota), cobertas com
6leo mineral, em placas de Petri de 35 mm. Utilizou-se o meio de cultivo SOF
(“synthetic oviduct fluid”), SFB, acrescidos de BSA (5%) e piruvato de sédio (0,2%).

Os embrides foram cultivados em incubadora a 39 °C (5 % de CO; em ar),
durante 6 dias e posteriormente envazados em palhetas e imediatamente inovulados,
sempre pelo mesmo técnico, em receptoras mesticas previamente selecionadas e
sincronizadas. O diagnostico de gestagdo foi realizado 30 e 60 dias apds a inovulacao
dos embrides (DP2200VET e transdutor retal de 5,0 MHz, Mindray®).

Dados meteoroldgicos e analise estatistica

Os dados meteorologicos dos anos 2014, 2015 e 2016 nos municipios de Rio

Branco-AC e Bujari-AC foram obtidos no site do Instituto Nacional de Meteorologia

do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (www.inmet.org.br).
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As andlises estatisticas dos dados meteoroldgicos e das taxas de producdo de
blastocisto e gestacdo foram realizadas de forma comparativa entre os meses de cada
ano, € nao entre os parametros meteorologicos ou reprodutivos. As médias das
temperatura maxima, precipitacdo pluvial e umidade relativa do ar, além da taxa de
producdo de blastocisto foram analisadas e comparadas por ANOVA (programa
Minitab for Mac; Copyright 2016, Minitab), sendo as diferencas consideradas
significativas quando o p<0,05. Para analise estatistica das taxas de gestacdo, os dados
foram arranjados em tabelas de contingéncias e analisados pelo teste de Qui-quadrado,

a 95% de probabilidade.

Resultados e Discussao

No ano de 2014 (Figura 1), entre junho a agosto foram registrados os menores
indices de precipitacdo (1,17+0,6mm; 0,40+0,2mm; 2,55+1,3mm, respectivamente;
p<0,05), quando comparados aos outros meses do ano. Além disso, quando as médias
das temperaturas maximas foram comparadas, verificou-se que os meses de agosto,
setembro e outubro apresentaram os maiores valores de 2014 (33,3+0,6 °C; 34,3+0,5
°C e 33,1+0,6 °C, respectivamente; p<0,05). Entretanto, mesmo a PIV sendo realizada
no periodo mais quente do ano, as taxas de blastocisto (44,5+3,2%, 50,8+3,4%,
40,5+4,0%, 41,6+4,3% e 42+1,4%, respectivamente) ndo diferiram significativamente
entre os meses analisados, fato que ndo foi observado com a taxa de gestacdo, a qual
foi estatisticamente superior em agosto (55,7%), quando comparada aos demais meses
estudados (43,2%; 43%; 47,9% e 32,5%, respectivamente) (Tabela 1). Estes resultados
observados em 2014 indicam uma possivel influéncia do estresse térmico caldrico
(ETC) no desempenho reprodutivo, evidenciada pela queda na taxa de gestagdo dos

animais nos meses subsequentes a agosto.
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Blastocistos/Estruturas cultivadas

Més 2014 2015 2016
Junho | - 126/282 (45,5%)
Julho | - 348/685 (56,2%)
Agosto 331/763 (44,5%)  412/1092 (44,5%)  194/464 (41,3%)

Setembro 273/473 (50,8%) 226/495 (49,6) 63/122 (44,8%)
Outubro 186/450 (40,5%) 194/439 (41,7%) 69/125 (52,1%)

Novembro 178/392 (41,6%)  203/396 (51,8%) -

Dezembro 80/182 (42%) - e

Tabela 1. Valores absolutos de blastocistos e estruturas cultivadas entre os meses de junho e

dezembro nos anos 2014, 2015 ¢ 2016.

Prenhezes/Transferéncias

Més 2014 2015 2016
Junho | - 54/96 (56,2%)
Julho | 82/175 (48,9%)
Agosto 93/167 (55,7%)  143/300 (47,6%)  27/63 (42,9%)

Setembro 73/169 (43.2%)  65/127 (51,2%) 12/36 (33,4%)

Outubro 43/100 (43%) 50/121 (41,3%) 11/18 (61,1%)

Novembro 45/94 (47,9%) 72/125 (57,6%) e
Dezembro 13/40 (32,5%) e e

Tabela 2. Valores absolutos de prenhezes e transferéncias embriondrias entre os meses de

junho e dezembro nos anos 2014, 2015 e 2016.
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Figura 1. Temperatura maxima (°C), precipitagdo (mm), umidade (%), taxas de gestagdo e de
blastocisto (média + EPM) produzidos in vitro, oriundos de oocitos de vacas da raga Nelore

criadas no estado do Acre no ano de 2014. Letras diferentes, p<0,05; *p<0,05.

Mesmo sendo um dos meses mais quente do ano, em agosto de 2014 foi
registrada a maior taxa de gestacdo. Levando-se em consideragdo a influéncia da
umidade relativa do ar no conforto térmico animal, este registro se deve,
provavelmente, ao fato da média da umidade relativa do ar neste més ter sido a menor,
(78+0,9%) quando comparada com as dos meses subsequentes (82+1,1%, 85+1,1%,
85+0,8% e 87+0,6%, respectivamente; p<0,05). Além disso, as menores temperaturas
nos meses imediatamente anteriores também podem ter propiciado um maior conforto
térmico e influenciado positivamente a taxa de gestagdo no més de agosto.

No que se refere a 2015 (Figura 2), os meses de agosto, setembro e outubro
também foram os mais quentes (38,9+0,36 °C; 35,4+0,37 °C; 34,5+£0,61 °C,
respectivamente; p<0,05) e os menos umidos (77+0,7%, 77+1,1% e 8140,94%,
respectivamente; p<0,05) do ano. As taxas de gestacdes de novembro foram

estatisticamente superiores (57,6%), quando comparadas com as de outubro (41,3%).
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Entretanto, as taxas de gestacdo dos meses de agosto e setembro (47,6% e 51,2%,
respectivamente) foram semelhantes as observadas nos meses de outubro, novembro
e dezembro (p>0,05). Além disso, ndo houve diferenca significativa entre os valores

da PIV nos meses analisados (44,5+4,8%; 49,6+4,7%; 41,7+£3,2%; 51,843,9%,

respectivamente).
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Figura 2. Temperatura maxima (°C), precipitacdo (mm), umidade (%), taxas de
gestacdo e de blastocisto (média = EPM) produzidos in vitro, oriundos de odcitos de
vacas da raga Nelore criadas no estado do Acre no ano de 2015. Letras diferentes,

p<0,05; *p<0,05.

Diferentemente de 2014, no ano de 2015 a possivel influéncia do ETC sobre a
taxa de gestacdo so foi evidenciada no més de outubro, quando comparada as dos
meses de novembro e dezembro. Uma provavel explicacdo para este resultado se deve
ao fato de que o periodo de maior precipitagdo do ano de 2015 ocorreu exatamente no
més de novembro (11,7£5,5 mm; p<0,05). Acredita-se que o aumento no volume de
chuvas levou a uma maior oferta e melhor qualidade de alimento (pastagem,

principalmente) para as receptoras de embrides utilizadas que, em balango energético
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positivo, apresentaram melhores condi¢des para o desenvolvimento embrionario
intrauterino, culminando com melhores taxas de gestacao (Robinson et al., 1999).

Jaem 2016 (figura 3), de junho a setembro, foram registrados os menores indices
de precipitag¢do de chuva (0,06+0,05 mm; 0,374+0,3 mm; 0,98+0,5 mm e 2,67+1,4 mm,
respectivamente; p<0,05), quando comparados aos outros meses do ano. Por sua vez,
quando os meses de julho, agosto e setembro foram analisados e comparados com os
demais, verificou-se que estes apresentaram as maiores temperaturas maximas médias
(34,9+0,4 °C; 35,7+0,7 °C e 34,840,6 °C, respectivamente; p<0,05) e os menores
valores de umidades relativas do ar (74+1,4%, 69+1,6% e 76+1,1%, respectivamente;
p<0,05).

De forma semelhante ao que ocorrera em 2014 e 2015, as taxas de blastocisto
(45,5+9,4%; 56,2+2,9%; 41,34£3,8%; 44,8+7,4% ¢ 52,1+6,8%, respectivamente) ndo
diferiram significativamente entre os meses analisados no ano de 2016. Porém, as taxas
de gestacdo observadas nos meses de agosto e setembro (42,9% e 33,4%,
respectivamente) foram estatisticamente inferiores as dos meses de junho, julho e
outubro (56,2%; 48,9 e 61,1%, respectivamente). Com exce¢do de julho, os meses
mais quentes foram os mesmos meses que os animais apresentaram baixo desempenho
reprodutivo, evidenciando a relagdo inversamente proporcional entre a temperatura
ambiente e a eficiéncia na concepcao embriondria e gestacional, fato semelhante ao

ocorrido em 2014.
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Figura 3. Temperatura maxima (°C), precipitacdo (mm), umidade (%), taxas de
gestacdo e de blastocisto (média = EPM) produzidos in vitro, oriundos de odcitos de
vacas da raga Nelore criadas no estado do Acre no ano de 2016. Letras diferentes,

p<0,05; *p<0,05.

Uma das diferengas mais notaveis entre os animais Bos taurus € Bos indicus
sdo as adaptagdes que cada espécie desenvolveu para sobreviverem em suas
respectivas regides. O gado zebuino, predominante em regides tropicais, apresentam
um melhor desempenho em situacdes de estresse térmico (Eberhardt et al., 2009;
Satrapa et al., 2011; Nabhan et al., 2011).

Nabhan et al. (2011) observaram maior adaptabilidade de animais zebuinos no
que se refere ao ETC. Em seu experimento, os embrides puros Nelore apresentaram
melhor desempenho na PIV que embrides mesticos das racas Holandesa, Brahman e
Angus, corroborando os resultados do presente estudo, em que embrides da racga
Nelore ndo sofreram redugdes no desenvolvimento embriondrio in vitro, mesmo nos
meses mais quentes do ano.

De forma semelhante, Eberhardht et al. (2009), analisando o desempenho de

embrides Nelore, Holandés e mestigos expostos ao ETC em estufa (42 °C por 12

12



232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

horas), observaram que a reducao nas taxas de PIV foi mais evidentes em embrides
que tinham genotipo predominantemente taurino. De acordo com Hansen et al. (2004),
isso se deve a genes presentes nos animais zebuinos que promovem a protecao de suas
células contra os efeitos deletérios do ETC.

Apesar deste experimento ter utilizado somente vacas Bos indicus (Nelore), ou
seja, animais adaptados as temperaturas tropicais, outros autores observaram
influéncia do ETC nas taxas de desenvolvimento in vitro embriondrio. Pavani et al.
(2015) relatam uma variagdo nas taxas de PIV em vacas Holandesas de 53,8%+5.8 nos
meses mais frios para 36.3%3.3 nos meses quentes do ano. Além disso, Rocha et al.,
(1998), utilizando animais Brahman e Holandés, observaram taxas de produgdo de
blastocisto e mdrula superiores na estagao fria (29% e 34,2%, respectivamente) quando
comparadas as da estagdo quente, no qual o desempenho foi de 0% em ambas as ragas.

O ETC age na cinética das divisdes meidticas, prejudicando diretamente os
processos de clivagem. Dessa forma, a maioria dos efeitos sdo observados no estagio
de zigoto, com menor intensidade na moérula e no blastocisto (Gendelman et al., 2012).
No embrido, o ETC age de diferentes formas, a maioria causando sua morte: interfere
na sintese de proteinas, apoptose generalizada e danos celulares oxidativos (Paula-
Lopes & Hansen, 2002; Wolfenson et al., 2000;).

Estudos relatam que odcitos recuperados em periodos mais quentes possuem
menor habilidade para se desenvolverem em embrides, quando comparados com
oocitos aspirados em periodos com temperaturas mais agradaveis para o animal
(Ferreira et al., 2011; Pavani et al., 2015; Macedo et al., 2014). Esses resultados sao
conflitantes aos do presente experimento, no qual as taxas de PIV ndo diferiram entre
os meses estudados de 2014 a 2016. Entretanto, foi observada influéncia do ETC nas

taxas de gestagdo dos embrides produzidos in vitro. O ETC pode comprometer o
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crescimento embriondrio até o dia 17 de vida do embrido (Biggers et al., 1987), que ¢
um momento chave em seu desenvolvimento devido a produgdo do interferon-tau
(Spencer et al., 2007). Essa substancia evita o processo de lutedlise, mantendo a
producado de progesterona (P4) pelo corpo lateo (Spencer et al., 2007).

Em seu experimento na Espanha, Garcia-Ispierto et al. (2007) observaram
quedas na taxa de gestagdo a partir de 31 °C no dia da inseminagao artificial (IA), ou
até 3 dias antes. Estes resultados vdo de encontro com os do presente experimento,
onde a taxa de gestacdo foi significativamente menor nos meses mais quentes dos anos
analisados. De acordo com o mesmo autor, esta hipertermia pode ter prejudicado tanto
os espermatozoides, como 0s 06citos e embrides.

Pires et al. (2002), em um estudo feito no Brasil, observaram uma diminuigdo
nas taxas de gestacdo de vacas Holandesas nos meses mais quentes. Mantidas em um
sistema “free stall” durante todo o experimento, 71,2% das vacas emprenharam no
inverno, enquanto que no verao, esse valor caiu para 45,7%.

Em contrapartida, Silva et al. (2013) relataram que o ETC ndo afetou a
porcentagem de embrides que sobreviveram apods a transferéncia, tanto em vacas
Nelore quanto em vacas Angus. Apesar disso, foi observada uma tendéncia para a
reducdo das taxas de gestagdo dos embrides provenientes das doadoras Angus.

Na Ilha Terceira, norte do oceano Atlantico, Pavani et al. (2015) relataram
taxas de gestagdo superiores (63,8%+0,4) no inverno e na primavera, quando
comparadas as observadas no verdo e outono (40,2%=1,5), corroborando os resultados
do presente experimento, no qual se observou queda nas taxas de gestacdo nos meses
mais quentes dos anos de 2014 a 2016.

Embora os efeitos deletérios do ETC tenham ocorrido de forma quase imediata

nos animais do presente estudo, em um experimento com vacas da raga Gir (Bos
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indicus), Torres-Junior et al. (2008) ndo observaram efeitos imediatos do ETC nos
animais. Porém, efeitos como ma competéncia oocitdria, problemas no
desenvolvimento folicular e queda nas taxas de P4 prejudicaram o rebanho a longo-
prazo.

Em seu estudo, Roth et al. (2000), observaram uma diminui¢do na
concentragcdo sanguinea de inibina em vacas com ETC e modifica¢des na dindmica
folicular. Essas alteracdes provocaram uma diminuicdo na domindncia folicular,
levando a um tamanho elevado de foliculos subordinados e ondas foliculares
alongadas. Ainda segundo o mesmo autor, esses animais, em condi¢des de estresse
térmico, tendem a ovular o foliculo dominante da segunda onda, que produz um odcito
envelhecido para a fertilizagdo. Adicionalmente, mais de um foliculo dominante
poderia se desenvolver no periodo pré-ovulatorio, resultando em dupla ovulagdo
(Kornmatitsuk et al., 2008).

O ETC também pode prejudicar o crescimento dos foliculos reduzindo a sintese
de estradiol (E2) e LH no pico pré-ovulatério (Hansen, 2007). Essa queda interfere na
maturagdo, ovulacdo dos foliculos dominantes e dificulta a posterior luteinizagdo
(Wolfenson et al., 2000).

Outro dado interessante observado no estudo foi o significativo aumento na
temperatura maxima média dos meses julho e agosto, entre os anos de 2014 e 2016
(Figura 4). Apesar de ser um tema ainda pouco discutido, o aumento da temperatura
global estd acontecendo e produz efeitos diversos no cotidiano da populagdo mundial
(Segnalini et al., 2013). Independente dos mecanismos e causas desse fendmeno, o
ETC tende a ser ainda mais impactante na produc¢do animal.

A preocupacdo com a temperatura global aumentou na Europa, principalmente

nas propriedades que trabalham com vacas Holandesas de alta produ¢@o. Nao obstante,
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Hollweg et al. (2008) analisaram a dindmica sazonal do Indice de Temperatura e
Umidade (ITU) e relataram que o aquecimento do continente europeu resultara no
aumento das temperaturas maxima, ao invés de uma diminuicdo de temperaturas
minimas, indo de encontro com os resultados do presente estudo. Além disso, o
numero de dias com capacidade de promover estresse térmico aos animais aumentou
4,1% de 1973 a 2008 (Solymosi et al., 2010). Por sua vez, esse aumento nas
temperaturas atingira ndo so a qualidade e competéncia oocitaria € embrionaria, mas
também a qualidade dos pastos, que terdo sua composicdo e crescimento alterados,
afetando sua digestibilidade pelos ruminantes (Perring et al., 2010), influenciando

diretamente os eventos reprodutivos nesta espécie.

38
35,5

33

Temperatura (°C)

30,5

28
2014 2015 2016 2014 2015 2016

julho agosto

Figura 4. Temperaturas maximas (média + EPM) dos meses de julho e agosto nos

anos de 2014 a 2016 no estado do Acre. Letras diferentes entre os anos, p<0,05.

O presente experimento, mostrou a relagdo entre o ETC e o desempenho
reprodutivo dos animais, quando inovulagdes embrionarias realizadas nos meses mais

quentes do ano tiveram suas taxas de éxito comprometidas. A técnica de OPU, bem
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como a qualidade dos meios utilizados na PIV, se mostraram eficientes em manter as
taxas de desenvolvimento embriondrio inicial de forma homogénia durante toda a
estacdo de monta, mesmo os odcitos sendo aspirados de vacas sob um possivel
influéncia do ETC. Apesar do Brasil contar com animais rasticos e adaptados, cabe ao
produtor rural adotar estratégias que incrementem o conforto térmico animal,
minimizando os efeitos deletérios do ETC. Ha vérias formas de reduzir o impacto do
ETC na producdo animal, entre elas estdo a criagdo de sombreamento, seja artificial
ou natural, e a adocdo de sistemas de resfriamento utilizando vaporizagdo de agua
(Dash et al., 2016).
Conclusoes

Mesmo a PIV sendo realizada nos periodos mais quente dos anos de 2014 e
2016, as taxas de blastocisto ndo variaram entre os meses analisados, fato que ndo foi
observado com as taxas de gestagdo, as quais foram possivelmente influenciadas pelo
estresse térmico calorico. Além disso, houve um significativo aumento da temperatura
maxima média nos meses de julho e agosto, nos anos de 2014 a 2016.

Desta forma, mesmo em animais considerados adaptados e resistentes ao ETC
(ex. Bos indicus), o melhor entendimento dos efeitos deletérios deste estresse se mostra
fundamental e importantes para que seus impactos na produgdo e reproducdo sejam

minimizados.
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RESUMO



CORDEIRO, Andrey Luiz Lopes. Universidade Federal do Acre, fevereiro 2017. Influência de altas temperaturas ambientais na taxa de gestação e no desenvolvimento inicial de embriões nelore produzidos in vitro no estado do Acre. Orientador: Rafael Augusto Satrapa. Considerando as altas temperaturas que o clima tropical proporciona à maioria do território brasileiro e os efeitos do estresse térmico nos processos reprodutivos, o objetivo do presente estudo foi analisar, nos meses mais quentes dos anos de 2014 a 2016, as taxas de gestação (TG) e de produção in vitro (PIV) de embriões bovinos Nelore no Estado do Acre. Para tanto, oócitos foram aspirados (aspiração folicular guiada por ultrassonografia), maturados, fertilizados com sêmen de touros da raça Nelore, cultivados por 6 dias e, posteriormente inovulados em receptoras mestiças. O diagnóstico de gestação foi realizado 30 e 60 dias após a inovulação. Os dados meteorológicos obtidos e as taxas de PIV foram analisadas por ANOVA as TG por Qui-quadrado. As taxas de PIV não diferiram significativamente entre os meses mais quentes dos anos estudados, porém a taxa de gestação foi estatisticamente inferior nos meses mais quentes de 2014 a 2016 em relação aos outros meses do ano. Além disso, as temperaturas aumentaram notadamente no decorrer dos anos. Dessa forma, estratégias para melhorar o conforto térmico terão cada vez mais importância na produção animal.



Palavras-chave: PIV, blastocisto, oócito





































ABSTRACT



CORDEIRO, Andrey Luiz Lopes. Universidade Federal do Acre, February 2017. Influence of a high temperature enviroment on pregnancy rate and initial development of nelore embryos produced in vitro in Acre state. Advisor: Rafael Augusto Satrapa. Considering high temperatures that the tropical climate provides to most of Brazilian territory and the effects of thermal stress in reproductive processes, the objective of the present study was to analyze, in the hottest months of 2014 to 2016, in vitro production (PIV) of Nelore bovine embryos in Acre State . For this purpose, oocytes were aspirated (ultrasound guided follicular aspiration), matured, fertilized with Nellore bulls semen, cultured for 6 days, and after that embryos weretransferred to crossbred recipients. The pregnancy diagnosis was performed 30 and 60 days after the innovulation. The meteorological data obtained and IVP rates were analyzed by ANOVA. Conception rates were analyzed by chi-square. Rates of IVP did not differ significantly between the hottest months of the studied years, a fact that was not observed with conception rate, which was statistically lower in the warmer months of 2014 to 2016. In addition, temperatures increased notably in course of years. Thus, strategies to improve thermal comfort will be increasingly important in animal production.



Keywords: PIV, oocyte, blastocyst, conception rate
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Introdução

O conhecimento sobre o impacto do estresse térmico calórico (ETC) na produção animal já é bastante difundido na sociedade científica. Porém, devido à intensificação incessante na produção, esse assunto atrai cada vez mais a atenção dos pesquisadores. Além disso, vive-se hoje em um planeta que sofre o processo de aquecimento global, que fatalmente prejudica ainda mais o desempenho dos animais (Segnalini et al., 2013). De acordo com Lee (1965), o ETC pode ser definido como a soma de forças externas que modificam a temperatura corporal acima do seu estado de repouso. 

	Entre os vários danos causados pelo estresse térmico, chama a atenção o prejuízo que esse processo leva ao sistema produtivo do animal, sendo um dos principais motivos para quedas de fertilidade em algumas épocas do ano. Além de agir de forma direta na queda de rendimento reprodutivo, reações indiretas também influenciam, como, redistribuição do fluxo sanguíneo entre os órgãos, redução na ingestão de alimentos e alcalose respiratória (Wolfenson et al., 2000).	

Outro fato agravante no processo de ETC é a variedade dos seus efeitos, que podem agir simultaneamente ao aumento da temperatura corpórea, ou podem agir a longo-prazo, onde os sinais só serão percebidos após alguns meses, dificultando sua ligação com o ETC (Garcia-Ispierto et al., 2007). 

	Entre os vários processos reprodutivos que podem ser influenciados pelo ETC, um dos mais sensíveis é o desenvolvimento oocitário. Em experimentos in vitro, altas temperaturas aceleraram a maturação oocitária em vacas (Andreu-Vásquez et al., 2010). 

	Em seu experimento, Pavani et al. (2015) mimetizaram situações de estresse térmico durante o desenvolvimento dos oócitos in vitro. Para cada grau de temperatura aumentado, houve uma redução em torno de 50% nas taxas de clivagem e no restante do desenvolvimento embrionário.

	Esse mesmo efeito também foi observado em países de regiões temperadas, como Espanha e Alemanha. Garcia-Ispierto et al. (2007), relataram que valores de ITU (Índice de Temperatura e Umidade) acima de 75 nos 3 dias anteriores à inseminação artificial diminuíram a taxa de gestação de um rebanho no nordeste da Espanha. Quando esse valor passou de 80 unidades, a taxa caiu de 30,6% para 23%.

 Na Alemanha, quando o índice ultrapassou 73 nos 21 dias antes da reprodução, houve uma queda nas taxas de gestação (Schuller et al., 2014). Conforme a progressão da prenhez, o embrião torna-se mais perdurável a situações térmicas adversas, resistindo às disrupturas celulares (Hansen, 2007).

	Dadas as altas temperaturas que acometem o estado do Acre e sensibilidade de processos reprodutivos a condições de ETC, o objetivo do presente estudo foi analisar as taxas de produção de blastocisto e gestação de embriões oriundos de vacas que passaram por altas temperaturas nos anos de 2014, 2015 e 2016, no estado do Acre. 



Materiais e métodos



Local e animais

O experimento foi realizado em três propriedades, localizados nas regiões de Rio Branco-AC (Latitude 9° 58′ 26″ Sul, Longitude 67° 48′ 27″ Oeste) e Bujari-AC (Latitude 09º 49' 50" Sul, Longitude 67º 57' 08" Oeste). Vacas Nelore (PO), multíparas, com média de idade, peso e Escore de condição corporal (ECC, escala de 1 a 5) de 4 anos, 400kg e 3, respectivamente, foram submetidos à aspiração folicular guiada por ultrassonografia (OPU) nos meses de Junho a Dezembro, entre os anos de 2014 a 2016.



Produção in vitro de embriões (PIV)



Meios e Reagentes

Todos os reagentes e meios foram provenientes da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), Gibco (Langley, OK, USA; soro fetal bovino), Vivimed (Ribeirão Preto, SP, Brasil; Choriomon®) e Hertape Calier (Juatuba, MG, Brasil; Pluset®). O processo de produção in vitro de embriões foi realizado com base em Satrapa et al. (2011).

Recuperação e classificação dos oócitos

A aspiração folicular guiada por ultrassom (“ovum pick-up”- OPU; ultrassom equipado com transdutor setorial intravaginal de 7,5 MHz e um dispositivo guia para punção folicular) foi realizada em dia aleatório do ciclo estral, quando os folículos foram identificados, e puncionados, utilizando-se agulhas 19G e uma pressão de vácuo de 80 mmHg, correspondendo a um fluxo de 14ml de água/minuto. O líquido folicular foi recuperado em tubos cônicos plásticos de 50ml, contendo DPBS ou PBS acrescido de 1 % de soro fetal bovino (SFB) e 100 UI/ml de heparina sódica.

Posteriormente, os oócitos foram separados em um filtro de coleta de embriões com malha de 80 μm (Millipore), depositados em um aplaca de petri e classificados de acordo com as suas características celulares em quatro categorias: I) oócitos com citoplasma homogêneo, circundados por três ou mais camadas compactas de células do cumulus; II) oócitos com menos de três camadas de células do cumulus ou parcialmente desnudos, porém com granulação homogênea no citoplasma; III) oócitos circundados apenas por células da corona radiata; IV) oócitos desnudos.    

Maturação in vitro

Os complexos cumulus-oophorus (COCs) classificados como categoria I, II e III foram lavados três vezes em meio TCM 199 com HEPES contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 2 µg/ml de piruvato e 75 µg/ml de gentamicina. Posteriormente, os oócitos foram lavados duas a três vezes no meio de maturação e distribuídos em 4 gotas contendo 90 µL de meio de maturação, com uma média de 25 oócitos por gota, cobertas com 3,5ml de óleo mineral em placas de Petri (Corning®) de 35 x 10 mm. O meio de maturação utilizado foi o TCM 199 com bicarbonato contendo 10% de SFB, 2 µg/ml de piruvato, 75 µg/ml de gentamicina, 20 µg/ml de FSH (Pluset®) e 10 UI/ml de LH (Choriomon®). Os meios, preparados com 2 horas de antecedência, foram mantidos a 39 ºC em incubadora. A maturação do COCs foi realizada em incubadora a 39 ºC (5 % de CO2 em ar), durante 22 - 24 horas.

Preparo do sêmen e fertilização in vitro

Foi utilizado sêmen de touros da raça Nelore previamente testados de acordo com suas taxas de produção in vitro. Para reduzir o efeito individual do touro, foram selecionados 17 animais diferentes, porém com taxas de produção in vitro homogêneas.

O descongelamento do sêmen foi realizado em água a 37 ºC por 30 segundos. Em seguida, o sêmen foi depositado sobre a superfície do gradiente de Percoll com densidade descontínua (2ml a 45% sobre 2ml a 90%) em tubo cônico de 15ml e centrifugado a 900Xg por 30 minutos. Durante a centrifugação do sêmen, os oócitos já maturados foram lavados três vezes no meio TCM 199 com HEPES e uma vez no meio de fertilização, antes de serem transferidos para gotas do mesmo meio (fertilização) cobertas com 3,5ml de óleo mineral em placas de Petri de 35 mm x 10 mm.

Após a centrifugação, os espermatozoides viáveis obtidos do sedimento foram submetidos à avaliação de motilidade e concentração (câmara de Neubauer) e diluídos em volume apropriado do meio de fertilização para se obter uma concentração de 1 x 106 espermatozoides/ml. Em seguida, foi realizada a fertilização dos oócitos utilizando 10 µL de sêmen diluído por gota. O processo de fertilização foi realizado por um período de 10 a 12 horas a 39 ºC em 5% de CO2 em ar. O meio de fertilização era composto por TALP-FIV suplementados com 6 mg/ml BSA livre de ácidos graxos, 2 µl/ml de piruvato, 75 µg/ml de gentamicina, 11µg/ml de heparina e 44 µl/ml de solução de Penicilamina, Hipotaurina e Epinefrina (PHE).

Cultivo in vitro, inovulação dos embriões e diagnóstico de gestação

De 10 a 12 horas após a fertilização, os prováveis zigotos foram lavados em meio TCM 199 com HEPES e por último, em meio de cultivo, sendo então transferidos para gotas de meio de cultivo de 90 µL (20 a 25 estruturas por gota), cobertas com óleo mineral, em placas de Petri de 35 mm. Utilizou-se o meio de cultivo SOF (“synthetic oviduct fluid”), SFB, acrescidos de BSA (5%) e piruvato de sódio (0,2%).

Os embriões foram cultivados em incubadora a 39 ºC (5 % de CO2 em ar), durante 6 dias e posteriormente envazados em palhetas e imediatamente inovulados, sempre pelo mesmo técnico, em receptoras mestiças previamente selecionadas e sincronizadas. O diagnóstico de gestação foi realizado 30 e 60 dias após a inovulação dos embriões (DP2200VET e transdutor retal de 5,0 MHz, Mindray®).

Dados meteorológicos e análise estatística

Os dados meteorológicos dos anos 2014, 2015 e 2016 nos municípios de Rio Branco-AC e Bujari-AC foram obtidos no site do Instituto Nacional de Meteorologia do Ministério de Agricultura, Pecuária e Abastecimento (www.inmet.org.br).

As análises estatísticas dos dados meteorológicos e das taxas de produção de blastocisto e gestação foram realizadas de forma comparativa entre os meses de cada ano, e não entre os parâmetros meteorológicos ou reprodutivos. As médias das temperatura máxima, precipitação pluvial e umidade relativa do ar, além da taxa de produção de blastocisto foram analisadas e comparadas por ANOVA (programa Minitab for Mac; Copyright 2016, Minitab), sendo as diferenças consideradas significativas quando o p<0,05. Para análise estatística das taxas de gestação, os dados foram arranjados em tabelas de contingências e analisados pelo teste de Qui-quadrado, a 95% de probabilidade. 



Resultados e Discussão

No ano de 2014 (Figura 1), entre junho a agosto foram registrados os menores índices de precipitação (1,17±0,6mm; 0,40±0,2mm; 2,55±1,3mm, respectivamente; p<0,05), quando comparados aos outros meses do ano. Além disso, quando as médias das temperaturas máximas foram comparadas, verificou-se que os meses de agosto, setembro e outubro apresentaram os maiores valores de 2014 (33,3±0,6 ºC; 34,3±0,5 ºC e 33,1±0,6 ºC, respectivamente; p<0,05). Entretanto, mesmo a PIV sendo realizada no período mais quente do ano, as taxas de blastocisto (44,5±3,2%, 50,8±3,4%, 40,5±4,0%, 41,6±4,3% e 42±1,4%, respectivamente) não diferiram significativamente entre os meses analisados, fato que não foi observado com a taxa de gestação, a qual foi estatisticamente superior em agosto (55,7%), quando comparada aos demais meses estudados (43,2%; 43%; 47,9% e 32,5%, respectivamente) (Tabela 1). Estes resultados observados em 2014 indicam uma possível influência do estresse térmico calórico (ETC) no desempenho reprodutivo, evidenciada pela queda na taxa de gestação dos animais nos meses subsequentes a agosto.

		

		Blastocistos/Estruturas cultivadas



		Mês

		2014

		2015

		2016



		Junho

		-----

		-----

		126/282 (45,5%)



		Julho

		-----

		-----

		348/685 (56,2%)



		Agosto

		331/763 (44,5%)

		412/1092 (44,5%)

		194/464 (41,3%)



		Setembro

		273/473 (50,8%)

		226/495 (49,6)

		63/122 (44,8%)



		Outubro

		186/450 (40,5%)

		194/439 (41,7%)

		69/125 (52,1%)



		Novembro

		178/392 (41,6%)

		203/396 (51,8%)

		-----



		Dezembro

		80/182 (42%)

		-----

		-----







Tabela 1.  Valores absolutos de blastocistos e estruturas cultivadas entre os meses de junho e dezembro nos anos 2014, 2015 e 2016.



		

		Prenhezes/Transferências



				Mês

			2014

		2015

		2016



		Junho

		-----

		-----

		54/96 (56,2%)



		Julho

		-----

		-----

		82/175 (48,9%)



		Agosto

		93/167 (55,7%)

		143/300 (47,6%)

		27/63 (42,9%)



		Setembro

		73/169 (43,2%)

		65/127 (51,2%)

		12/36 (33,4%)



		Outubro

		43/100 (43%)

		50/121 (41,3%)

		11/18 (61,1%)



		Novembro

		45/94 (47,9%)

		72/125 (57,6%)

		-----



		Dezembro

		13/40 (32,5%)

		-----

		-----







Tabela 2.  Valores absolutos de prenhezes e transferências embrionárias entre os meses de junho e dezembro nos anos 2014, 2015 e 2016.
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Figura 1. Temperatura máxima (oC), precipitação (mm), umidade (%), taxas de gestação e de blastocisto (média ± EPM) produzidos in vitro, oriundos de oócitos de vacas da raça Nelore criadas no estado do Acre no ano de 2014. Letras diferentes, p<0,05; *p<0,05.



Mesmo sendo um dos meses mais quente do ano, em agosto de 2014 foi registrada a maior taxa de gestação. Levando-se em consideração a influência da umidade relativa do ar no conforto térmico animal, este registro se deve, provavelmente, ao fato da média da umidade relativa do ar neste mês ter sido a menor, (78±0,9%) quando comparada com as dos meses subsequentes (82±1,1%, 85±1,1%, 85±0,8% e 87±0,6%, respectivamente; p<0,05).  Além disso, as menores temperaturas nos meses imediatamente anteriores também podem ter propiciado um maior conforto térmico e influenciado positivamente a taxa de gestação no mês de agosto.

No que se refere a 2015 (Figura 2), os meses de agosto, setembro e outubro também foram os mais quentes (38,9±0,36 ºC; 35,4±0,37 ºC; 34,5±0,61 ºC, respectivamente; p<0,05) e os menos úmidos (77±0,7%, 77±1,1% e 81±0,94%, respectivamente; p<0,05) do ano. As taxas de gestações de novembro foram estatisticamente superiores (57,6%), quando comparadas com as de outubro (41,3%). Entretanto, as taxas de gestação dos meses de agosto e setembro (47,6% e 51,2%, respectivamente) foram semelhantes às observadas nos meses de outubro, novembro e dezembro (p>0,05). Além disso, não houve diferença significativa entre os valores da PIV nos meses analisados (44,5±4,8%; 49,6±4,7%; 41,7±3,2%; 51,8±3,9%, respectivamente).
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Figura 2. Temperatura máxima (oC), precipitação (mm), umidade (%), taxas de gestação e de blastocisto (média ± EPM) produzidos in vitro, oriundos de oócitos de vacas da raça Nelore criadas no estado do Acre no ano de 2015. Letras diferentes, p<0,05; *p<0,05.



Diferentemente de 2014, no ano de 2015 a possível influência do ETC sobre a taxa de gestação só foi evidenciada no mês de outubro, quando comparada às dos meses de novembro e dezembro. Uma provável explicação para este resultado se deve ao fato de que o período de maior precipitação do ano de 2015 ocorreu exatamente no mês de novembro (11,7±5,5 mm; p<0,05). Acredita-se que o aumento no volume de chuvas levou a uma maior oferta e melhor qualidade de alimento (pastagem, principalmente) para as receptoras de embriões utilizadas que, em balanço energético positivo, apresentaram melhores condições para o desenvolvimento embrionário intrauterino, culminando com melhores taxas de gestação (Robinson et al., 1999).

Já em 2016 (figura 3), de junho a setembro, foram registrados os menores índices de precipitação de chuva (0,06±0,05 mm; 0,37±0,3 mm; 0,98±0,5 mm e 2,67±1,4 mm, respectivamente; p<0,05), quando comparados aos outros meses do ano. Por sua vez, quando os meses de julho, agosto e setembro foram analisados e comparados com os demais, verificou-se que estes apresentaram as maiores temperaturas máximas médias (34,9±0,4 ºC; 35,7±0,7 ºC e 34,8±0,6 ºC, respectivamente; p<0,05) e os menores valores de umidades relativas do ar (74±1,4%, 69±1,6% e 76±1,1%, respectivamente; p<0,05).

De forma semelhante ao que ocorrera em 2014 e 2015, as taxas de blastocisto (45,5±9,4%; 56,2±2,9%; 41,3±3,8%; 44,8±7,4% e 52,1±6,8%, respectivamente) não diferiram significativamente entre os meses analisados no ano de 2016. Porém, as taxas de gestação observadas nos meses de agosto e setembro (42,9% e 33,4%, respectivamente) foram estatisticamente inferiores as dos meses de junho, julho e outubro (56,2%; 48,9 e 61,1%, respectivamente). Com exceção de julho, os meses mais quentes foram os mesmos meses que os animais apresentaram baixo desempenho reprodutivo, evidenciando a relação inversamente proporcional entre a temperatura ambiente e a eficiência na concepção embrionária e gestacional, fato semelhante ao ocorrido em 2014.
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Figura 3. Temperatura máxima (oC), precipitação (mm), umidade (%), taxas de gestação e de blastocisto (média ± EPM) produzidos in vitro, oriundos de oócitos de vacas da raça Nelore criadas no estado do Acre no ano de 2016. Letras diferentes, p<0,05; *p<0,05.



 Uma das diferenças mais notáveis entre os animais Bos taurus e Bos indicus são as adaptações que cada espécie desenvolveu para sobreviverem em suas respectivas regiões. O gado zebuíno, predominante em regiões tropicais, apresentam um melhor desempenho em situações de estresse térmico (Eberhardt et al., 2009; Satrapa et al., 2011; Nabhan et al., 2011). 

Nabhan et al. (2011) observaram maior adaptabilidade de animais zebuínos no que se refere ao ETC. Em seu experimento, os embriões puros Nelore apresentaram melhor desempenho na PIV que embriões mestiços das raças Holandesa, Brahman e Angus, corroborando os resultados do presente estudo, em que embriões da raça Nelore não sofreram reduções no desenvolvimento embrionário in vitro, mesmo nos meses mais quentes do ano. 

De forma semelhante, Eberhardht et al. (2009), analisando o desempenho de embriões Nelore, Holandês e mestiços expostos ao ETC em estufa (42 °C por 12 horas), observaram que a redução nas taxas de PIV foi mais evidentes em embriões que tinham genótipo predominantemente taurino. De acordo com Hansen et al. (2004), isso se deve a genes presentes nos animais zebuínos que promovem a proteção de suas células contra os efeitos deletérios do ETC.

Apesar deste experimento ter utilizado somente vacas Bos indicus (Nelore), ou seja, animais adaptados às temperaturas tropicais, outros autores observaram influência do ETC nas taxas de desenvolvimento in vitro embrionário. Pavani et al. (2015) relatam uma variação nas taxas de PIV em vacas Holandesas de 53,8%±5.8 nos meses mais frios para 36.3%±3.3 nos meses quentes do ano. Além disso, Rocha et al., (1998), utilizando animais Brahman e Holandês, observaram taxas de produção de blastocisto e mórula superiores na estação fria (29% e 34,2%, respectivamente) quando comparadas às da estação quente, no qual o desempenho foi de 0% em ambas as raças. 

O ETC age na cinética das divisões meióticas, prejudicando diretamente os processos de clivagem. Dessa forma, a maioria dos efeitos são observados no estágio de zigoto, com menor intensidade na mórula e no blastocisto (Gendelman et al., 2012). No embrião, o ETC age de diferentes formas, a maioria causando sua morte: interfere na síntese de proteínas, apoptose generalizada e danos celulares oxidativos (Paula-Lopes & Hansen, 2002; Wolfenson et al., 2000;).

Estudos relatam que oócitos recuperados em períodos mais quentes possuem menor habilidade para se desenvolverem em embriões, quando comparados com oócitos aspirados em períodos com temperaturas mais agradáveis para o animal (Ferreira et al., 2011; Pavani et al., 2015; Macedo et al., 2014). Esses resultados são conflitantes aos do presente experimento, no qual as taxas de PIV não diferiram entre os meses estudados de 2014 a 2016. Entretanto, foi observada influência do ETC nas taxas de gestação dos embriões produzidos in vitro. O ETC pode comprometer o crescimento embrionário até o dia 17 de vida do embrião (Biggers et al., 1987), que é um momento chave em seu desenvolvimento devido à produção do interferon-tau (Spencer et al., 2007). Essa substância evita o processo de luteólise, mantendo a produção de progesterona (P4) pelo corpo lúteo (Spencer et al., 2007).  

Em seu experimento na Espanha, Garcia-Ispierto et al. (2007) observaram quedas na taxa de gestação a partir de 31 °C no dia da inseminação artificial (IA), ou até 3 dias antes. Estes resultados vão de encontro com os do presente experimento, onde a taxa de gestação foi significativamente menor nos meses mais quentes dos anos analisados. De acordo com o mesmo autor, esta hipertermia pode ter prejudicado tanto os espermatozoides, como os oócitos e embriões.

Pires et al. (2002), em um estudo feito no Brasil, observaram uma diminuição nas taxas de gestação de vacas Holandesas nos meses mais quentes. Mantidas em um sistema “free stall” durante todo o experimento, 71,2% das vacas emprenharam no inverno, enquanto que no verão, esse valor caiu para 45,7%. 

Em contrapartida, Silva et al. (2013) relataram que o ETC não afetou a porcentagem de embriões que sobreviveram após a transferência, tanto em vacas Nelore quanto em vacas Angus. Apesar disso, foi observada uma tendência para a redução das taxas de gestação dos embriões provenientes das doadoras Angus.

Na Ilha Terceira, norte do oceano Atlântico, Pavani et al. (2015) relataram taxas de gestação superiores (63,8%±0,4) no inverno e na primavera, quando comparadas às observadas no verão e outono (40,2%±1,5), corroborando os resultados do presente experimento, no qual se observou queda nas taxas de gestação nos meses mais quentes dos anos de 2014 a 2016. 

Embora os efeitos deletérios do ETC tenham ocorrido de forma quase imediata nos animais do presente estudo, em um experimento com vacas da raça Gir (Bos indicus), Torres-Júnior et al. (2008) não observaram efeitos imediatos do ETC nos animais. Porém, efeitos como má competência oocitária, problemas no desenvolvimento folicular e queda nas taxas de P4 prejudicaram o rebanho a longo-prazo.

Em seu estudo, Roth et al. (2000), observaram uma diminuição na concentração sanguínea de inibina em vacas com ETC e modificações na dinâmica folicular. Essas alterações provocaram uma diminuição na dominância folicular, levando a um tamanho elevado de folículos subordinados e ondas foliculares alongadas. Ainda segundo o mesmo autor, esses animais, em condições de estresse térmico, tendem a ovular o folículo dominante da segunda onda, que produz um oócito envelhecido para a fertilização. Adicionalmente, mais de um folículo dominante poderia se desenvolver no período pré-ovulatório, resultando em dupla ovulação (Kornmatitsuk et al., 2008).

O ETC também pode prejudicar o crescimento dos folículos reduzindo a síntese de estradiol (E2) e LH no pico pré-ovulatório (Hansen, 2007). Essa queda interfere na maturação, ovulação dos folículos dominantes e dificulta a posterior luteinização (Wolfenson et al., 2000).

	 Outro dado interessante observado no estudo foi o significativo aumento na temperatura máxima média dos meses julho e agosto, entre os anos de 2014 e 2016 (Figura 4). Apesar de ser um tema ainda pouco discutido, o aumento da temperatura global está acontecendo e produz efeitos diversos no cotidiano da população mundial (Segnalini et al., 2013). Independente dos mecanismos e causas desse fenômeno, o ETC tende a ser ainda mais impactante na produção animal. 

A preocupação com a temperatura global aumentou na Europa, principalmente nas propriedades que trabalham com vacas Holandesas de alta produção. Não obstante, Hollweg et al. (2008) analisaram a dinâmica sazonal do Índice de Temperatura e Umidade (ITU) e relataram que o aquecimento do continente europeu resultará no aumento das temperaturas máxima, ao invés de uma diminuição de temperaturas mínimas, indo de encontro com os resultados do presente estudo. Além disso, o número de dias com capacidade de promover estresse térmico aos animais aumentou 4,1% de 1973 a 2008 (Solymosi et al., 2010). Por sua vez, esse aumento nas temperaturas atingirá não só a qualidade e competência oocitária e embrionária, mas também a qualidade dos pastos, que terão sua composição e crescimento alterados, afetando sua digestibilidade pelos ruminantes (Perring et al., 2010), influenciando diretamente os eventos reprodutivos nesta espécie.

[bookmark: _GoBack][image: ]

Figura 4. Temperaturas máximas (média ± EPM) dos meses de julho e agosto nos anos de 2014 a 2016 no estado do Acre. Letras diferentes entre os anos, p<0,05.



O presente experimento, mostrou a relação entre o ETC e o desempenho reprodutivo dos animais, quando inovulações embrionárias realizadas nos meses mais quentes do ano tiveram suas taxas de êxito comprometidas. A técnica de OPU, bem como a qualidade dos meios utilizados na PIV, se mostraram eficientes em manter as taxas de desenvolvimento embrionário inicial de forma homogênia durante toda a estação de monta, mesmo os oócitos sendo aspirados de vacas sob um possível influência do ETC. Apesar do Brasil contar com animais rústicos e adaptados, cabe ao produtor rural adotar estratégias que incrementem o conforto térmico animal, minimizando os efeitos deletérios do ETC. Há várias formas de reduzir o impacto do ETC na produção animal, entre elas estão a criação de sombreamento, seja artificial ou natural, e a adoção de sistemas de resfriamento utilizando vaporização de água (Dash et al., 2016).

Conclusões

Mesmo a PIV sendo realizada nos períodos mais quente dos anos de 2014 e 2016, as taxas de blastocisto não variaram entre os meses analisados, fato que não foi observado com as taxas de gestação, as quais foram possivelmente influenciadas pelo estresse térmico calórico. Além disso, houve um significativo aumento da temperatura máxima média nos meses de julho e agosto, nos anos de 2014 a 2016. 

Desta forma, mesmo em animais considerados adaptados e resistentes ao ETC (ex. Bos indicus), o melhor entendimento dos efeitos deletérios deste estresse se mostra fundamental e importantes para que seus impactos na produção e reprodução sejam minimizados. 
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