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Resumo

Objetivou-se avaliar a influéncia do estresse térmico em odcitos utilizados na produgao in vitro de embrides (PIV) bovinos da raca
Holandesa de alta produtividade no dia da aspiragéo folicular (OPU; 0), 30, 60 e 90 dias antes da OPU. A partir da temperatura
média no dia 0 e aos 30, 60 e 90 dias anteriores, foram classificados nos grupos conforto (CT; até 15°C) e estresse por calor (ET -
acima de 15°C). Observou-se influéncia negativa em odcitos e embrides viaveis (total e grau I). A submissdo ao estresse térmico
nos periodos de 30 e 60 dias anteriores a OPU resultou em menor produgdo de odcitos viaveis (P=0,0028; P=0,0092,
respectivamente). Sob estresse, no dia da OPU (ET-OPU), as vacas ndo apresentaram redugdo na quantidade de odcitos viaveis
(P=0,5497) e ndo houve influéncia da temperatura para o grupo estressado 90 dias antes da OPU (P=0,8287). Para embrides totais,
a diferenca ocorreu apenas no grupo ET-30 (P=0,0317), onde os grupos ET-OPU, ET-60, ET-90 apresentaram, respectivamente,
P=0,1987, P=0,0596 ¢ P=0,4580. Em relagdo a produgdo de embrides grau 1, ndo houve diferenga para os grupos ET-OPU
(P=0,2291) e ET-90 (P=0,2868), porém houve reducéo para ET-30 (P=0,0143) e ET- 60 (P=0,0253). Em resumo, o estresse por calor
teve impacto negativo quando ocorreu 30 ou 60 dias antes da aspiragdo folicular. Além disso, 30 dias parece ser o periodo de maior
suscetibilidade e que causa os maiores efeitos deletérios na viabilidade oocitaria e na PIV.

Palavras-chave: Hipertermia; Estresse térmico; Aspiragao Folicular; Vacas leiteiras.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the influence of thermal shock on oocytes used in the production of in vitro embryos
(IVP) of high productivity Holstein cows on the day of follicular aspiration (OPU; 0), 30, 60 and 90 days before the OPU. From the
mean temperature on day 0 and on the previous 30, 60 and 90 days, they were classified into comfort group (TC; up to 15°C) and
heat stress (HS; above 15°C) groups. A negative influence was observed on oocytes and viable embryos (total and grade I). The heat
stress in the periods of 30 and 60 days prior to OPU resulted in lower production of viable oocytes (P=0.0028; P=0.0092,
respectively). Under stress, on the day of OPU (HS-OPU), cows showed no reduction in the amount of viable oocytes (P=0.5497)
and there was no influence of temperature for the group stressed 90 days before OPU (P=0.8287). For total embryos, the difference
occurred only in the HS-30 group (P=0.0317), where the groups HS-OPU, HS-60, HS-90 presented, respectively, P=0. 1987,
P=0.0596 and P=0.4580. Regarding the production of embryos of grade 1, there was no difference for the groups HS-OPU
(P=0.2291) and HS-90 (P=0.2868), but there was a reduction for HS-30 (P=0.0143) and HS-60 (P=0.0253). In summary, heat stress
had a negative impact when it occurred 30 or 60 days before follicular aspiration. In addition, 30 days seems to be the period of
more susceptibility and that causes the greatest deleterious effects on oocyte viability and IVP.
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Introducao

Mudangas consideraveis caracterizaram a cadeia
produtiva do leite nos ultimos anos, embora a produgao
tenha sido ampliada, foi possivel observar uma queda
significativa no niimero de produtores e animais . O
numero de vacas ordenhadas em 2020 foi de 16,2
milhdes, um decréscimo de 0,8% em relacdo ao ano
anterior, porém, a produtividade por animal aumentou e
atingiu 2.192 litros/vaca por ano @. Presumivelmente,
esse crescimento se deve principalmente ao
melhoramento genético desses animais por meio da
introdu¢do de Dbiotecnologias que aumentaram a
produtividade @, incluindo a producdo in vitro de
embrides (PIV) @,

A PIV ¢ amplamente aplicada em animais de alto
valor zootécnico, pois maximiza o potencial reprodutivo
do rebanho ® e aumenta a produtividade por animal,
substituindo o rebanho por descendentes geneticamente
melhorados em um curto periodo de tempo . Assim, é
possivel que uma fémea gere em média trinta e seis
filhotes por ano, enquanto naturalmente ela geraria apenas
um ©.

As ragas bovinas europeias sdo altamente
selecionadas para a producdo leiteira, dentre elas, as
Holandesas se destacam por sua produtividade e por
serem cosmopolitas . No entanto, as vacas taurinas sdo
menos resistentes a hipertermia quando comparadas as
racas Bos taurus indicus, devido a sua menor capacidade
de dissipacéo de calor para o ambiente ®. Nesse contexto,
o clima brasileiro pode eventualmente expor esses
animais a altas temperaturas ¢ umidade relativa do ar,
além da alta incidéncia de radiacdo solar, de forma a
causar uma quebra da homeostase corporal, impactando
negativamente tanto no desempenho produtivo quanto
reprodutivo do rebanho ©.

As condigdes climaticas impostas as matrizes
influenciam na PIV, onde o desenvolvimento embrionario
¢ comprometido pela alta sensibilidade as altas
temperaturas apresentadas tanto pelos odcitos quanto
pelos embrides 19, Essas condigdes associadas aos altos
niveis metabdlicos das vacas de alta produgdo ®tornam as
vacas Holandesas mais suscetiveis ao estresse térmico e,
consequentemente, os odcitos tém menor capacidade de
gerar blastocistos (V.

Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a
influéncia da temperatura ambiente no dia da OPU (0) e
da temperatura média 30, 60 e 90 dias antes do
procedimento na viabilidade do odcito produzido. Além
disso, foi comparada a produgdo in vitro de embrides
totais e grau I de odcitos submetidos ao estresse térmico
in vivo no dia 0 e nos periodos de 30, 60 ¢ 90 dias
anteriores ao procedimento.
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Material e métodos
Animais

O presente estudo utilizou dados coletados de
junho de 2018 a agosto de 2019 sobre a producdo in vitro
de embrides de um laboratério comercial. Todos os dados
foram provenientes de uma Uunica fazenda leiteira,
localizada na cidade de Carambei, estado do Parana,
Brasil, sob as coordenadas 24°47'02.0"S, 50°12'30.5W.
As informacdes referentes a classificagdo de odcitos e
embrides de 326 vacas leiteiras, com idades entre 4 € 14
anos, foram alocadas em planilha do programa Microsoft
Excel 365%, adotando como critério de exclusdo vacas
cuja média de lactagdo em 305 dias foi inferior a 8.000 kg
de leite. O rebanho permaneceu confinado em sistema
Free Stall com ventilagdo e aspersdo de agua e apresentou
uma produgdo média geral de 42 kg de leite/dia/animal e
foi homogéneo quanto a condi¢do corporal, que foi
classificada como excelente.

Em relacdo ao numero de odcitos coletados, dentre
as trezentas e vinte e seis matrizes classificadas como de
alta producdo (n=326), 138 vacas foram alocadas no
grupo denominado conforto térmico no dia da OPU (CT-
OPU) e 186 no grupo de estresse por calor (ET-OPU);
trinta dias antes da OPU 144 estavam no grupo conforto
(CT-30) e 182 no estresse térmico (ET-30); aos sessenta
dias 142 (CT-60) e 183 (ET-60); ¢ aos 90 dias 85 (CT-90)
e 238 (ET-90). Este é um estudo retrospectivo, portanto,
nao houve necessidade de aprovagdo por um comité de
ética.

Temperatura e umidade

A partir de relatorio publicado pelo Instituto
Nacional de Meteorologia do Brasil (INMET), foram
obtidas as médias de temperatura ¢ umidade relativa do ar
para o dia da aspiragdo folicular (OPU), aos 30, 60 ¢ 90
dias anteriores ao procedimento. Com base nessas
informagoes, as matrizes foram classificadas em grupo
controle e grupo estresse térmico aos 0, 30, 60 e 90 dias
antes da aspiracdo. A faixa de temperatura definida por
Klein @ como ideal para vacas Holandesas de alto
rendimento estd entre 4 e 15°C. O limite médio de
umidade relativa citado como ideal para o bem-estar
animal esta entre 50-90% (1)

No presente estudo, uma vez que os dados médios
de Umidade Relativa, obtidos no dia da OPU (83,8°C +
6,9),em 30 (81,1°C £4,5), 60 (81,5°C £ 8,2) ¢ 90 (81,3 °C
+ 7,9) dias anteriores ao processo permaneceram muito
proximos e com pequeno desvio padrdo (<10%), apenas a
variavel temperatura média foi fixada para analise dos
dados, calculada para cada um dos grupos (0, 30, 60 ¢ 90
dias). Assim, os animais expostos & uma temperatura
média acima de 15°C foram classificados como grupo de
estresse térmico e aqueles dentro da faixa de conforto (até
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15°C) foram chamados de grupo controle (conforto
térmico).

Analise de dados

A andlise estatistica utilizou o teste Anova Two
Way com auxilio do software Graphpad Prism 8¢
Primeiramente, para cada periodo (dia 0, 30, 60 e 90)
foram comparados um grupo controle e um grupo de
estresse. Além disso, foram estabelecidas comparagdes
simultaneas entre todos os grupos CT e ET com todos os
periodos (dia 0, 30, 60 e 90). Esta metodologia foi
aplicada a cada variavel estudada (oocitos viaveis,
embrides totais e grau I).

Por fim, para aumentar a acuracia, foi utilizado o
teste T-Student, que comparou o numero de odcitos
viaveis aspirados no grupo conforto versus estresse
térmico para cada periodo (0, 30, 60 e 90). Além disso,
usando a mesma metodologia, a produgdo de embrides
total e grau | foi comparada nos grupos controle e
estresse.

Resultados

Ao aplicar o teste Anova Two Way, observou-se a
influéncia da temperatura na produgdo de odcitos (P =
0,0012), embrides totais (P = 0,0024) e embrides grau I (P
= 0,0003). No caso dos ovocitos, o impacto da
temperatura foi pronunciado por um periodo de trinta
dias; os grupos CT-30 e ET-30 diferiram entre si e dos
demais grupos pelo teste Anova. Ou seja, vacas
submetidas ao estresse caldrico trinta dias antes da
aspiracdo folicular produziram odcitos vidveis em
quantidade significativamente menor do que as
observadas nos demais grupos avaliados.

Em relacgdo ao teste T de Student, a submissao ao
estresse térmico nos periodos de 30 e 60 dias anteriores a
OPU resultou em menor produgdo de oocitos vidveis para
o grupo estressado (P = 0,0028; P = 0,0092,
respectivamente). Quando sob estresse térmico no dia 0
(ET-OPU), as vacas ndo apresentaram redu¢ao no niimero
de odcitos viaveis (P = 0,5497), assim como ndo houve
influéncia da temperatura para o grupo estresse no
periodo de 90 dias antes da OPU (P = 0,8287). Os
resultados da produc@o de oocitos analisados pelo teste T
sdo mostrados na Figura 1.

Para embrides totais (Figura 2), a diferenga
ocorreu apenas no grupo ET-30 (P = 0,0317), pois os
grupos  ET-OPU, ET-60, ET-90  mostraram,
respectivamente, P =0,1987, P =0,0596, P = 0,4580.

Em relagdo a produgdo de embrides grau 1 (Figura
3), ndo houve diferenga para os grupos ET-OPU (P =
0,2291) e ET-90 (P = 0,2868), porém houve divergéncia
expressiva para ET-30 (P =0,0143) e ET-60 (P = 0,0253).
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Figura 1. Numero de odcitos viaveis produzidos pelos grupos
conforto e estresse térmico no dia da OPU e aos 30, 60 e 90 dias
anteriores ao procedimento.
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Figura 2. Numero de embrides totais produzidos pelos grupos

em conforto e estresse térmico no dia da OPU e aos 30, 60 ¢ 90
dias anteriores ao procedimento.
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Figura 3. Numero de embrides Grau 1 produzidos pelos grupos
em conforto e estresse térmico no dia da OPU aos 30, 60 e 90
dias anteriores ao procedimento.

Discussao

Sabe-se que altas temperaturas impactam
negativamente na qualidade oocitaria de vacas Bos
taurus, o que consequentemente dificulta o
desenvolvimento embrionario in vitro !5, Durante o
periodo em que as temperaturas diminuem ¢é possivel
observar maior quantidade ¥ e qualidade de odcitos, o
que por sua vez proporciona melhor desenvolvimento
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embriondrio . Além disso, vacas Holandesas de alto
rendimento sdo mais propensas ao estresse térmico e
quando submetidas a altas temperaturas reduzem a taxa
de concepcao in vivo 19,

No presente estudo, ao avaliar 326 animais da raca
Holandesa de alto rendimento em excelente condigdo
corporal, foi demonstrado que a temperatura tem
influéncia na viabilidade oocitaria, bem como no
desenvolvimento embrionario in vitro e na qualidade dos
embrides gerados. Dessa forma, a partir do teste T Student
foi possivel identificar os periodos em que as matrizes da
raca Holandesa, submetidas a estresse térmico, sofreram
impacto negativo na producio in vitro de embrides.

O grupo exposto ao estresse térmico 90 dias antes
da aspiragdo folicular ndo diferiu estatisticamente do
grupo conforto para nenhuma das classes avaliadas. No
entanto, para o periodo de 60 dias, a viabilidade oocitaria
foi maior no grupo CT. Esses dados estdo de acordo com
as informagdes geradas por Britt 7, que indicou um
tempo estimado de 60-80 dias para o desenvolvimento
dos foliculos desde o recrutamento (fase primaria) até a
maturagao.

Portanto, a razdo de ndo haver divergéncia entre os
grupos ET-90 e CT-90 pode ser explicado pelo fato de que
a exposicao a altas temperaturas ocorreu em um intervalo
de tempo maior que o necessario para o crescimento
folicular, de modo que houve tempo suficiente para o
surgimento de foliculos saudaveis. Apesar disso, ha
relatos do efeito residual durante o outono devido ao
estresse sofrido no verdo ®, o que desencadeia uma baixa
taxa de produgdo de blastocistos em até 105 dias pds-
estresse (9.

Quando o foliculo ¢ exposto a condigdes adversas
no periodo inicial de crescimento a expressdo génica pode
ser afetada, causando altera¢cdes no desenvolvimento e
gerando foliculos maduros disfuncionais com odcitos e
corpo luteo de baixa qualidade (7, pois neste periodo
ocorre intensa transcri¢do e tradu¢do em odcitos @0,
Portanto, ha relatos de regulagdo negativa durante o verdo
na expressdo de genes associados a maturagdo oocitaria
(BMP15; GDF9 e FGF 8§, 10, 16 e 17), bem como aqueles
relacionados ao desenvolvimento embrionario inicial
(GAPDH, GDF9 ¢ POUS5F1) 2.

Além disso, o inicio do desenvolvimento folicular
¢ caracterizado por uma alta taxa de mitose das células da
granulosa, permanecendo alta até que o foliculo atinja
diametros entre 0,68 — 1,52 mm e atinja o pico da
atividade mitotica ®®. Desde entdo, o desenvolvimento

folicular é baseado no crescimento exponencial do antro
@)

Nesse contexto, a alta temperatura reduz a
viabilidade das células da teca ¢ da granulosa, causando
baixa producdo de androstenediona e estradiol ?*'®. Ha
divergéncia de dados na literatura sobre a alteragdo
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causada nas gonadotrofinas, porém a maioria sugere que
héa redugdo dos niveis plasmaticos @*'? e foliculares de
inibina ®¥, aumento da concentragdo de FSH *¥ ¢
bloqueio da a onda pré-ovulatoria de LH @,

Em contrapartida, ja foi observado aumento nas
concentragdes de LH @9 e, em relagdo ao padrio de
secre¢do também foi relatada diminuigdo da amplitude 7
e da frequéncia ®® de pulso de LH. Talvez essas
discrepancias sejam explicadas pelos niveis de estradiol
pré-ovulatorios, uma vez que a amplitude dos pulsos
tonicos e plasmaticos de LH pré-ovulatérios induzidos
por GnRH estdo diminuidos em vacas com baixas
concentragdes plasmaticas de estradiol, mas ndo em vacas
com altas concentragdes 7.

Essas alteragdes endocrinas podem interromper o
desenvolvimento folicular por efeito imediato *” ou
tardio, pois ja foi encontrado efeito residual na
esteroidogénese de até 26 dias em vacas Holandesas,
mesmo apos breve exposigdo ao ET por 5 dias 9. Além
disso, niveis reduzidos de andrégenos podem resultar em
atresia folicular precoce ©¥. Ferreira et al. ' relataram
menor quantidade de odcitos vidveis do que aqueles
coletados no mesmo periodo da estagdo fria, indicando
menor competéncia de odcitos sob estresse térmico.

Os efeitos deletérios causados pelas altas
temperaturas sobre o funcionamento do aparelho
reprodutor podem durar meses GV, porém, para o foliculo
se desenvolver desde o aparecimento do antro até a fase
pré-ovulatoria (0,13 mm a 8,56 mm), aproximadamente
42 dias sdo necessarios, ou seja, 2 ciclos estrais @2,

No entanto, Al-katanani et al. ¢?, ao estudar vacas
sob estresse térmico ao longo do verdo, ndo encontraram
reducdo dos efeitos térmicos na qualidade oocitaria apds
os animais serem resfriados por um periodo de 42 dias
antes da coleta dos gametas, indicando que o dano ao
odcito ocorre em um periodo superior a 42 dias, ou s¢ja,
antes do periodo antral. Assim, essa informagéo corrobora
a dissimilaridade encontrada entre os grupos CT-60 e ET-
60, mostrando que a ET causa efeitos deletérios quando
ha exposicao 60 dias antes da OPU. Esses achados se
somam aos de Fialho et al. ¥, que encontraram redugao
na viabilidade dos complexos cumulus o6citos com
exposi¢ao por 60 dias em animais da raga Pantaneira.

Quando o periodo de exposi¢do coincide com o
inicio da maturagdo nuclear os embrides gerados podem
falhar na ativagdo gendmica e, consequentemente, no
desenvolvimento para os estagios de morula compacta e
blastocisto expandido ©Y. A conexdo das jungdes
comunicantes das células do cumulus estd altamente
relacionada ao estado da cromatina e ao desacoplar esses
canais observa-se a degradacdo da vesicula germinativa
(3360 Dessa forma, altas temperaturas durante a
maturagdo tém impacto negativo nas jungdes
comunicantes, causando aceleracdo na condensagdo da
cromatina do od6cito e danos ao desenvolvimento
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posterior ¢7)

Neste estudo, apesar do numero de embrides totais
ndo ter diferido nas vacas em conforto térmico quando
comparadas aquelas submetidas a altas temperaturas 60
dias antes da OPU, a quantidade de embrides grau I foi
superior no grupo CT, sugerindo que a baixa competéncia
oocitaria ocasionada pelo estresse térmico nao influencia
de modo significativo a quantidade de embrides
produzidos, mas afeta a qualidade destes.

Estudos in vivo mostram que, sob estresse térmico,
as novilhas geram menos embrides classificados como
excelentes/bons e mais vesiculas anormais e de
desenvolvimento retardado ©®. Anormalidades como
blastomeros extrusados da massa celular ou em
degeneragdo, apresentando forma irregular e aparéncia
granular e escurecida podem ser observados 9,

Ademais, odcitos obtidos no inverno apresentam
citoplasma escuro e homogéneo, enquanto aqueles
recuperados no verfo podem apresentar-se escuros e
heterogéneos, essas irregularidades sdo ocasionadas pela
modificagdo dos lipideos desencadeadas pelo estresse
térmico “9. Os autores observaram que durante o verdo
oocitos, células da granulosa ¢ fluido folicular
apresentaram maior porcentagem de acidos graxos
saturados, enquanto no inverno, oocitos e células da
granulosa apresentaram maior porcentagem de acidos
graxos poliinsaturados.

Os acidos graxos saturados podem aumentar a
estabilidade da membrana celular, enquanto os
insaturados causam uma diminui¢do na estabilidade V. A
forma saturada ainda inibe a sobrevivéncia e proliferagao
de células da granulosa em vacas de alta produgdo “V,
Deste modo, a temperatura pode influenciar as
propriedades bioquimicas da membrana do odcito e esta,
por sua vez, influenciar a funcionalidade e a fertilidade,
causando impacto negativo na capacidade dos gametas de
se desenvolverem até o estagio de blastocisto durante os
periodos quentes “9,

Possivelmente, a dissemelhanga observada entre
embrides grau I e ndo em embrides totais se da pelo fato
de que odcitos submetidos ao ET in vivo permanecem
aptos a serem fertilizados e sofrerem as clivagens iniciais
in vitro, entretanto a qualidade ¢ reduzida. Para novilhas,
a taxa de fertilizagdo ¢é semelhante em grupos
termoneutros e estressados pelo calor ¥, sugerindo que
dependendo do grau de estresse a fertilizagdo ndo ¢é
afetada, ou ainda que nao foram observadas altera¢des por
se tratar de novilhas, as quais sdo menos susceptiveis ao
estresse do que vacas em lactagao.

Odcitos maturados “>*), bem como aqueles
fertilizados in vitro ¥ sob estresse térmico resultam em
menor taxa de clivagem e baixa capacidade de se
desenvolveram até blastocisto “>#43, Contudo, Ferreira et
al. M ao coletarem o6citos de vacas Holandesas de alta
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producdo a partir da metade do verdo, ou seja, de animais
submetidos a altas temperaturas por mais de trinta dias,
encontraram taxas de clivagem in vitro semelhantes entre
o grupo de verdo e de inverno, mas a quantidade de
blastocisto foi reduzida. Al-Katanani et al ©?
encontraram resultados semelhantes a Ferreira et al. 1Y,
portanto, algum componente do embrido formado a partir
do oocito foi danificado pelo ET G2,

O grupo submetido ao estresse calérico 30 dias
antes da aspiragdo folicular apresentou viabilidade
oocitaria (graus I, II e III), bem como produgdo de
embrides totais e grau I, significativamente menores nos
grupos estressados. Os dados obtidos neste estudo estdo
de acordo com informagdes encontradas na literatura,
onde ¢ conhecida a baixa competéncia de odcitos de vacas
Holandesas em periodos de altas temperaturas ¢>2%,

Ainda que o ET possa levar o odcito a apoptose
tanto na fase de maturagao quanto nos estagios iniciais de
desenvolvimento *¥, a indicac¢@o da influéncia térmica na
viabilidade oocitaria através do teste Anova em exposi¢ao
prévia de 30 dias, sugere que este intervalo de tempo seja
o ponto mais critico e de maior susceptibilidade ao
estresse térmico. Uma vez que, o teste apresenta menor
sensibilidade, ou seja, ET-30 ¢ CT-30 diferiram de forma
expressiva entre si ¢ dos demais grupos, de modo que foi
possivel a detec¢do do impacto térmico no periodo de 30
dias.

Ao submeter novilhas Holandesas ao ET por 10
horas antes da inseminagdo, observou-se um aumento na
incidéncia de embrides anormais ou retardados, indicando
a sensibilidade dos oo6citos ao ET no periodo
periovulatorio @Y. Odcitos bovinos submetidos a choque
térmico durante a maturacdo sofrem alteragdes celulares
que resultam no atraso e¢/ou interrupgdo do
desenvolvimento embrionario “?, pois coincide com os

estagios iniciais de maturagdo nuclear e citoplasmatica
(46)

O tempo de exposi¢cdo do grupo ET-30 esta de
acordo com o periodo final de crescimento citado por
Lussier et al. ®®. A queda na produtividade embrionaria
causada pela exposi¢do a hipertermia neste periodo
possivelmente se deve a inibi¢ao da sintese proteica 7 e
a retomada da meiose para a metafase II “®, uma vez que
0 processo meidtico ¢ extremamente sensivel a altas
temperaturas ®¥. In vitro, esta interrup¢do da maturagdo
nuclear é observada em odcitos bovinos sob estresse
térmico 9.

O ET bloqueia a progressdao da meiose I para a
meiose Il e aumenta a proporgdo de oocitos apoptoticos,
comprometendo as taxas de fertilizagdo “. Além do
material genético materno, o odcito fornece ao embrido
organelas, RNA mensageiro e outras macromoléculas
essenciais para o desenvolvimento embrionario ?”. Dessa
forma, o periodo inicial do embrido depende do RNAm
do odcito para a sintese proteica ?” e qualquer



Berling F et al.

intervengdo neste processo de transmissdo acarreta danos
irremediaveis ao embrido (4.

O grupo submetido ao estresse térmico no dia da
aspiracdo folicular ndo diferiu do grupo controle na
producdo de odcitos vidveis, embrides totais e embrides
grau I. Estudo semelhante desenvolvido com vacas
Pantaneiras por Fialho et al. ¥, ndo apontou alteragdo na
viabilidade dos complexos cumulus oo6citos quando o
estresse ocorreu somente no dia da OPU. E possivel que
o periodo de estresse térmico de apenas um dia ndo tenha
sido suficiente para desencadear efeitos deletérios ou
ainda, ndo houve tempo necessario para a expressao dos
efeitos negativos, vindo a ser manifestado posteriormente
como ocorre em estresse a longo prazo durante o verdo.
Roth et al. ®” demonstraram que vacas termicamente
estressadas durante o verdo apresentam efeito retardado
durante o outono com queda na qualidade do o6cito e no
desenvolvimento embrionario.

Por conseguinte, técnicas para prevenir o estresse
térmico em animais de alta producdo e reduzir o impacto
negativo na produgdo in vitro de embrides devem ser
estudadas a fundo e analisadas quanto sua viabilidade
para introdu¢do no manejo preventivo. Vale ressaltar que
varias semanas sdo necessarias para que os foliculos
comprometidos ovulem ou sofram atresia, dessa forma a
fertilidade ndo ¢ restaurada até que foliculos danificados
sejam removidos ®®. O melhoramento genético, com a
introdugdo de genes termotolerantes, ¢ uma possibilidade
que deve ser estudada mais a fundo ©D. Além disso, outra
opcdo seria o uso de substancias antioxidantes na
alimentacdo animal D ou sua adi¢do no ambiente in vitro,
uma vez que o estresse térmico gera producdo excessiva
de  espécies reativas de  oxigénio (ROS’s),
comprometendo a fungdo do odcito ©V.

Conclusao

Vacas Holandesas de alta produtividade sdo mais
suscetiveis a danos causados por altas temperaturas no
desempenho reprodutivo. Todavia, a exposi¢do ao
estresse térmico no dia da OPU e 90 dias antes ndo afetou
a viabilidade oocitaria, qualidade e quantidade de
embrides. Em contrapartida, 8 medida que o periodo de
exposi¢ao se aproxima da aspiracdo folicular (60 e 30 dias
antes), os dano se tornam mais evidentes. Novos estudos
devem ser desenvolvidos para avaliar formas de reduzir
os efeitos térmicos na produgdo de embrides em vacas
Holandesas de alta produgdo. Nesse contexto, pode-se
considerar a utilizagdo de animais portadores de
genodtipos mais resistentes aos efeitos do calor, bem como
a adogdo de dietas ricas em antioxidantes.
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