UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE

INSTITUTO DE BIOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS E
BIOTECNOLOGIA

TAYS FREITAS MARTINS BENTO

Estresse térmico na gestacdo: desenvolvimento
somatico e aspectos reprodutivos da progénie

masculina de camundongos C57BL/6

Dissertacao de Mestrado submetida a
Universidade Federal Fluminense visando a obtencédo do grau de
Mestre em Ciéncias e Biotecnologia

Orientadores: Dr2 Joanna Maria Goncalves de Souza Fabjan
Dr. Ribrio Ivan Tavares Pereira Batista

wff

Niteroi
2021



TAYS FREITAS MARTINS BENTO

Estresse térmico na gestacao: desenvolvimento somatico e
aspectos reprodutivos da progénie masculina de

camundongos C57BL/6

Trabalho desenvolvido no Laboratorio de Fisiologia do Departamento de Ciéncias
Biologicas da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal dos Vales
de Jequitinhonha e Mucuri. Apoio Financeiro: CNPqg, FAPERJ

Dissertacao de Mestrado
submetida a  Universidade
Federal Fluminense  como
requisito parcial visando a
obtencao do grau de Mestre em
Ciéncias e Biotecnologia

Orientador(es): Prof.2 Dr2 Joanna Maria Gongalves de Souza Fabjan
Prof. Dr. Ribrio lvan Tavares Pereira Batista



Ficha catalogréafica automéatica - SDC/BCV
Gerada com informagdes fornecidas pelo autor

B478e

Bento, Tays Freitas Martins

Estresse térmico na gestacdo: desenvolvimento somatico e
aspectos reprodutivos da progénie masculina de camundongos
C57BL/6 / Tays Freitas Martins Bento ; Joanna M. Gongalves de
Souza Fabjan, orientador ; Ribrio Ivan T. Pereira Batista,
coorientador. Niterdi, 2021.

65 f£. : il.

Dissertacdo (mestrado)-Universidade Federal Fluminense,
Niterdi, 2021.

DOI: http://dx.doi.org/10.22409/PPBI.2021.m.12374935795

1. Peso ao nascimento. 2. Mudancas climaticas. 3.
Espermatogénese. 4. Fertilidade. 5. Produgdo intelectual.

I. Fabjan, Joanna M. Gongalves de Souza, orientador. II.
Batista, Ribrio Ivan T. Pereira, coorientador. III.
Universidade Federal Fluminense. Instituto de Biologia. IV.
Titulo.

CDD -

Bibliotecério responséavel: Debora do Nascimento - CRB7/6368


http://dx.doi.org/10.22409/PPBI.2021.m.12374935795

TAYS FREITAS MARTINS BENTO

Estresse térmico na gestacao: desenvolvimento somatico e
aspectos reprodutivos da progénie masculina de

camundongos C57BL/6

Dissertagéo de Mestrado
submetida a  Universidade
Federal  Fluminense  como
requisito parcial visando a
obtencao do grau de Mestre em
Ciéncias e Biotecnologia

Banca Examinadora:

Prof.2 Dra. Joanna M. Goncalves de Souza Fabjan - Departamento de
Patologia e Clinica Veterinaria — UFF (Orientadora/Presidente)

Prof.2 Dra. Andrea Regina de Souza Baptista — Departamento de Microbiologia
e Parasitologia — UFF

Prof.2 Dra. Fabiola Freitas de Paula Lopes — Departamento de Ciéncias
Biol6gicas — UNIFESP

Prof.2 Dra. Clara Slade Oliveira - EMBRAPA Gado de Leite

Prof. Dr. Claudio Cesar Cirne dos Santos — Departamento de Biologia Celular
e Molecular — UFF (Suplente)

Prof. Dr. Luiz Sergio De Almeida Camargo — EMBRAPA Gado de Leite
(Suplente)



AGRADECIMENTOS

A Deus, por conceder a béncéao da vida e o mistério da ciéncia.

A toda a minha familia, principalmente meus pais, por me proporcionarem a
oportunidade do estudo, me incentivarem a crescer, por sempre depositarem
confianga em mim e serem exemplos de forca e honestidade.

Ao meu esposo Felipe, por toda compreensao e apoio em todos 0s momentos.
Aos meus orientadores, Dra. Joanna e Dr. Ribrio, pela oportunidade de participar
deste projeto magnifico e inovador, por todos o0s ensinamentos, por serem
pacientes e sempre solicitos e cuidadosos comigo. Vocés sdo exemplos de
exceléncia em pesquisa, dedicacdo e amor com a profisséo.

As agéncias de fomento: CNPg, CAPES e FAPERJ que promoveram a idealizac&o
deste projeto e contribuem para o desenvolvimento da pesquisa em nosso pais.

A Universidade Federal Fluminense e ao Programa de Pos-graduac&o em Ciéncias
e Biotecnologia com todo com seu corpo docente, por inspirarem jovens
pesquisadores a trilharem uma carreira solida de qualidade e almejarem a
exceléncia cientifica.

A Universidade Federal dos Vales de Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM) e o
Laboratério de Fisiologia do Departamento de Ciéncias Biolégicas, onde o estudo
foi executado.

Aos alunos, professores e profissionais que colaboraram com a realizacdo do
experimento, em especial Dr. Robson Silva, Samara Dias, Cristiane Moura e
Isaias Gino. Sem a colaboracdo e dedicacdo de vocés, a execucdo deste
experimento teria sido muito dificil ou até mesmo impossivel.

Aos técnicos de biotério que cuidaram dos camundongos utilizados neste estudo.
Ao Ricardo Neves da Silva, por todo apoio, incentivo, compartilhamento de ideias
e amizade que construimos a partir deste projeto. Vocé € um exemplo de dedicacao
e sinbnimo de orgulho para mim.

Ao grupo de estudos de reprodugédo em animais domeésticos (GERAD) da UFF, por
me proporcionar a oportunidade de escutar os melhores profissionais da area de
reproducdo animal, compartilhar conhecimento e promover discussfes sobre os

estudos mais recentes da area.



SUMARIO

Lista de abreviaturas, siglas € SimboloS ............cccoooviiiiiiiiiiiiiii e VII
I = W0 Lo 0= T 0 L= VIII
RESUIMO .o e ettt e et e e e e e e e e e b e eenas IX
Y 011 =T TSP X
I 1o Yo [ o> o 1SRRI 1
1.1 Modelo animal e reproducao de camundongosS .........ccccevvvvveriviiiiieeeereennnnns 2
1.2 Impacto do aquecimento global na reproduGao .............cccevvvvviciiieeeereennnns 4
1.3 Efeito do estresse térmico na espermatogénese...........oocuvvvveeeeeeeeeeieinnnnne 7
1.4 Efeito do estresse térmico induzido em camundongos............ccceeeeeeeennnnnee 10
1.5 Alteracbes na avaliacdo espermatica e histologica dos tubulos
SEMINITEIOS .eeiiiiiieeie e e e e e e e e e e e e e e eaaaae e s e s e e anennnes 14
2. ODJELIVOS ... 18
2.1 ODJEtiVO Qeral......ccooiiiiiiiiiiii 18
2.2 ODbjetivoS €SPECITICOS ...uuuii i e 18
3. Material € MELOUOS......cooee e 19
3.1 ANIMAIS € BLICA ..coeeeeieiei e 19
3.2 Desenho experimental...........cooouuiiiiiiiii i 19
3.3 INdUGAO0 dO StreSSE tEIMICO ....ccii e et 20
3.4 Desenvolvimento SOMALICO ...........ccevviiiiiiiiiiiiieee e 21
3.5 AVAliaGA0 ESPEIMALICA . ... .eeeeiieeeeiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e eeeeeee e e e e e e e 21
3.6 Histologia e avaliagcdo morfométrica dos tabulos seminiferos ................... 22
3.7 Avaliacdo quantitativa dos embriBes .............uuviiiiieeeiiiiiiiiee e 23
3.8 ANAIISe eStatiStiCaA.........cceeieiiiiiiiii 23
4. RESUIAUOS .....coeeiiiieeeeeeeeee e 25
4.1 Taxa de prenhez, tamanho da ninhada e peso ao nascimento ................. 25
4.2 Desenvolvimento SOMALICO ..........ccvviiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeee e e e 25
4.3 AVAliaGa0 ESPEIMALICA. .....evitiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 27
4.4 Avaliagdo morfométrica dos tubulos seminiferos........ccccccvvvviveiiiiiiiiiiiennnn. 27
4.5 Avaliagédo quantitativa doS embriBeS..........ccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee 29
R B ol U Lo PR 30
6. CoNSIAEraCles fINAIS.........uuuiiii et 39
6.1 CONCIUSOES ... .t e e e e e e eaaaa s 39
6.2 PISPECHIVAS ...uuiiiiiiiiii ettt e e e e aan 39



7. Referéncias bibliografiCas ..........ccouvvuiuiiiiii e 40

8. APENUICES € ANEXOS ....ceeevruuiiieeeeeeeieeii e e e e e e e e e e eatt e e e e e eeeeaaa e e eeeeeeeerannnas 52
8.1 APENAICES ..o 52
8.1.1 Apéndice 1 — Certificado de apresentacdo oral de resumo em
oY= o (o TR PPT PPN 52
8.2 ANEBXOS ... ittt e et e et e et aa e e e eea e aeee 53
8.2.1 Anexo 1 — Certificado de aprovagao da CeuUa...............uuvvrrerrnnnnnnnnnns 53

VI



LISTA DE ABREVIATURAS

A — Altura do epitélio germinativo dos tubulos seminiferos

ACTH - Horménio adrenocorticotréfico, do inglés Adrenocorticotropic hormone
BSA — Albumina do soro bovino, do inglés Bovine serum albumin

CEUA — Comiss&o de Etica no Uso de Animais

D — Diametro dos tubulos seminiferos

DHL — Enzima desidrogenase lactica

DIC — Contraste diferencial de interferéncia, do inglés Differential interference

contrast

DPBS - Solucéo salina tamponada de fosfato de Dulbecco, do inglés Dulbecco's

phosphate-buffered saline

eCG — Gonadotrofina coridnica equina, do inglés equine chorionic gonadotropin
E — Dia embrionario

EGF — Estresse térmico na gestacao final

EGI — Estresse térmico na gestacao inicial

EGT — Estresse térmico na gestacéo total

EROs — Espécies reativas de oxigénio, do inglés reactive oxygen species

ET — Estresse térmico

F1 — Geracao 1, do inglés first filial generation

GABA — Acido gama-aminobutirico, do inglés Gamma-aminobutyric acid

GDNF — Fator neurotréfico derivado de célula glial, do inglés glial cell line-derived
neurotrophic factor

hCG — Gonadotrofina coribnica humana, do inglés human chorionic gonadotropin

HSP — Proteina de choque térmico, do inglés heat shock protein

VIl



HSPA2 — Proteina de choque térmico familia A, do inglés Heat shock protein Family

A member 2

H&E — Hematoxilina e eosina

IgG — Imunoglobulina G

IPCC - Intergovernmental Panel on Climate Change

mM — milimolar

pRNAnNc — Pequenos RNA nao codificantes

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa, do inglés Tumor necrosis factor alpha
UR — Umidade relativa

w/w — Peso por peso, do inglés weight/weight



LISTA DE ILUSTRACOES

Quadro 1: Protocolos experimentais de inducéo de estresse térmico em machos

Figura 1: Desenho experimental ...........coooviiiiiiiiiiiiiie e e

Figura 2: Imagem ilustrativa da camara ambiental utilizada para a inducao do
estresse térmico de camundongos fémeas C57BL/6 em diferentes momentos

durante a gestacédo, de acordo com o grupo experimental ............cccccoeeeeeeieennnnne.

Figura 3: Imagem das medic@es de altura do epitélio germinativo (A) e diametro

dos tdbulos SEMINIFEIOS (D) ....uveeieeeiiiiiiie e e e e

Tabela 1: Taxa de prenhez, nUmero de crias nascidas e peso ao nascimento da
progénie de camundongos fémeas gestantes C57BL/6 estressadas

02) 010 1[67=10 4 1=1 01 (=T UTT TR

Figura 4: Desenvolvimento somatico da progénie masculina de camundongos
fémeas C57BL/6 estressadas termicamente durante a gestacao, do nascimento

até a oitava SEeMAaN@ de IAE ... .c.neeeeee e

Tabela 2: Avaliacdo espermatica da progénie (F1) masculina com oito semanas
de idade, provenientes dos diferentes grupos de estresse térmico induzido
durante a gestacdo em camundongos CS57BL/6 .........ccovvvvviieviiiiiiiiiiiiiieeee e,

Figura 5: Imagens histolégicas dos tdbulos seminiferos na avaliagédo
morfométrica. *CONT: controle; EGI: estresse térmico durante a gestacao inicial,
EGF: estresse térmico durante a gestacao final; EGT: estresse térmico durante

o0 [=1SY = o= Lo I (0 ¢- | K

Tabela 3: Morfometria dos tubulos seminiferos da progénie (F1) masculina de
camundongos C57BL/6 dos diferentes grupos de estresse térmico induzido

(o (U] =T gL (= W o [T = Tot= Lo LT

Pagina

11
20

20

23

25

26

27

28

28



Tabela 4: Média do numero de estruturas recuperadas por fémea, quando
acasaladas com a progénie masculina de camundongos C57BL/6 dos diferentes

grupos estressados termicamente durante a gestaCao ..........ccceeeeerrriniiiiiiiiinnnnnn.

Quadro 2: Protocolos experimentais de inducdo de estresse térmico .................

Xl

29

35



RESUMO

O estresse térmico (ET) afeta a eficiéncia reprodutiva de muitas espécies,
causando subfertilidade ao reduzir a gametogénese. Este estudo avaliou o efeito
do ET em diferentes estagios da gestacdo em camundongos C57BL/6, sobre o
desenvolvimento somatico e os parametros reprodutivos da progénie masculina.
Apés a confirmagdo do acasalamento (presenca de tampdo vaginal), as fémeas
foram submetidas ao ET durante a gestacéo inicial (EGI - do 1° ao 10° dia),
gestacao final (EGF - do 11° dia ao parto), gestacéo total (EGT) ou mantidas em
condi¢cbes normotérmicas (CONT). O ET foi induzido em uma camara ambiental
aguecida por duas lampadas vermelhas a 41 °C e 65% de umidade relativa por
duas horas diarias. Fémeas controle receberam protocolo hormonal de
superovulacdo com 5 Ul de eCG e 5 Ul de hCG por via intraperitoneal, e em
seguida foram acasaladas com a progénie masculina na relacao 2:1. Apos 72 h
foram coletados os epididimos e os testiculos dos machos para a avaliagdo
espermatica e histologia dos tubulos seminiferos, respectivamente. Também foram
coletados os embrides produzidos in vivo com estes machos. N&o houve diferenca
(P > 0,05) na taxa de prenhez e no numero de crias nascidas. No entanto, o peso
ao nascimento foi maior (P < 0,05) no CONT (2,2 + 0,1 g) do que nos demais grupos
(EGI=1,1+0,2; EGF=1,8+0,1; EGT = 1,2+ 0,1 g). O peso da progénie manteve-
se superior (P < 0,05) no CONT até a quarta semana e foi similar (P > 0,05) aos
demais grupos a partir da quinta semana. A qualidade espermatica estimada pelos
parametros de concentracdo, motilidade espermatica e porcentagem de
espermatozoides normais nao diferiu (P >0,05). O diametro dos tubulos
seminiferos foi menor (P <0,03) no EGI (178,1 + 41,9 um) em comparacdo ao
CONT (199,2+28,2 um), nao havendo diferenca (P >0,05 em EGT
(197,5 + 27,9 um) e EGF (204,0 + 17,1 um). Quanto a altura do epitélio seminifero,
ndo foram observadas diferencas (P > 0,05) entre os diferentes grupos e a
proporcdo volumétrica de compartimento tubular nos testiculos foi
significativamente menor (P < 0,0001) no grupo EGT (71,7 £ 16,0%) em relacéo ao
CONT (89,9 £ 2,8%). O numero de embribes produzidos do acasalamento entre
fémeas controle e machos do EGI, EGF e EGT foi similar (P > 0,05) entre 0s grupos.
Conclui-se que o ET comprometeu o crescimento intrauterino, resultando em menor
peso ao nascimento nos grupos submetidos ao ET, alterou a morfometria dos
tubulos seminiferos, porém ndo afetou a qualidade espermética da progénie
masculina e a fertilizacao in vivo.

Palavras-chave: espermatogénese, qualidade esperméatica, mudancas climéaticas,

peso ao nascimento

Xl



ABSTRACT

Heat stress (HS) affects the reproductive efficiency of many species, causing
subfertility by reducing gametogenesis. This study evaluated the effect of HS at
different stages of pregnancy in C57BL/6 mice on the somatic development and
reproductive parameters of male progeny. After mating confirmation (presence of
vaginal plug), females were submitted to HS during initial gestation (EGI - from 1st
to 10th day), final gestation (EGF - from 11th day to parturition), total gestation
(EGT) or maintained under normothermic conditions (CONT). The HS was induced
in an environmental chamber heated by two red lamps at 41 °C and 65% relative
humidity for two hours daily. Control females received a hormonal superovulation
protocol with 5 IU of eCG and 5 IU of hCG intraperitoneally, and then they were
mated with the male progeny in a 2:1 ratio. After 72 h, male epididymis and testes
were collected for sperm evaluation and seminiferous tubule histology, respectively.
Embryos produced in vivo with these males were also collected. There was no
difference (P > 0.05) in the pregnancy rate and the number of offspring born.
However, birth weight was higher (P < 0.05) in CONT (2.2 £ 0.1 g) than in the other
groups (EGI = 1.1 + 0.2; EGF =18 £0 .1; EGT = 1.2 £ 0.1 g). Progeny weight
remained higher (P < 0.05) in CONT until the fourth week and was similar (P > 0.05)
to the other groups from the fifth week on. The sperm quality estimated by the
parameters of concentration, sperm motility and percentage of normal sperm did not
differ (P > 0.05). The diameter of the seminiferous tubules was smaller (P < 0.03) in
EGI (178.1 £ 41.9 um) compared to CONT (199.2 + 28.2 um), with no difference
(P >0.05) in EGT (197.5 + 27.9 um) and EGF (204.0 £ 17.1 pm). As for the height
of the seminiferous epithelium, no differences were observed (P > 0.05) between
the different groups and the volumetric proportion of tubular compartment in the
testes was significantly lower (P < 0.0001) in the EGT group (71.7 £ 16.0%)
compared to CONT (89.9 + 2.8%). The number of embryos produced from mating
between control females and EGI, EGF and EGT males was similar (P > 0.05)
between groups. It is concluded that HS compromised intrauterine growth, resulting
in lower birth weight in groups submitted to HS, altered the morphometry of the
seminiferous tubules, but did not affect the sperm quality of male progeny and
in vivo fertilization.

Keywords: birth weight, climate changes, spermatogenesis, sperm quality.
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1. INTRODUCAO

hY

As mudancas climéticas representam uma ameaca a sobrevivéncia de
muitas espécies e ecossistemas, um impacto direto nos sistemas de producao
animal em diversas partes do mundo (HOFFMANN, 2010). Segundo o relatorio de
sintese do Intergovernmental Panel on Climate Change — IPCC (2014), a
temperatura global tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos e as
projecbes para o final do século apontam para um aumento de 1 a 4 °C, em
diferentes cenarios. No entanto, o aumento de 2 °C implica drasticamente na
reducgéo da biodiversidade e no comprometimento da seguranga alimentar mundial
(IPCC, 2014). Por isso, foi elaborado o relatério especial (IPCC, 2018), abordando
os impactos do aquecimento global em 1,5 °C e apresentando estratégias de
mitigacdo, uma vez que o aquecimento global € inevitavel, porém os riscos de
extincdo de espécies, biodiversidade e seguranca alimentar seriam menos severos

do que o aumento de 2 °C na temperatura global.

A manutencdo da termorregulacdo corpérea € vital para 0s animais
endotérmicos e € mantida através da troca (perda ou ganho de calor) com o
ambiente, em uma faixa caracteristica da espécie, denominada de zona
termoneutra. A termorregulacdo € mantida pela combinacdo da producéo de calor
a partir do metabolismo e pela perda de calor para o meio ambiente através dos
mecanismos de conducéo, convecgao, radiacdo e evaporacdo (HANSEN, 2009).
Em situacfes de temperatura ambiente mais elevada que o limite superior da zona
de termoneutralidade, os animais perdem a capacidade de dissipar o calor, levando
ao aumento da temperatura corporal e o individuo entra em estresse térmico
(HANSEN, 2009). O estresse térmico (ET) produz diversas alteragdes fisioldgicas,
metabdlicas e comportamentais que predispdem a incidéncia de doencas e
problemas reprodutivos, além de reduzirem o bom rendimento de ganho de peso e
producdo dos animais (HANSEN, 2009; HUBER et al., 2020; MCMANUS, 2020).
Apesar de algumas racas bovinas apresentarem maior resisténcia (BAENA et al.,
2019), a busca por melhores condi¢des ambientais e estratégias para promover o
bem-estar animal nos sistemas de criacdo tém sido cada vez maior (NARDONE
et al., 2010). Dessa forma, tendo em vista que as mudancas climéaticas decorrentes

do aquecimento global afetam a reproducdo de diferentes espécies, torna-se



imprescindivel o estudo do efeito do estresse térmico na reproducéo de mamiferos
e a avaliacdo de seus descendentes quanto a sobrevivéncia, resisténcia e
fertilidade. Em funcdo da necessidade de um ambiente controlado termicamente
para avaliar as consequéncias deste evento, os camundongos foram utilizados

como modelo biolégico experimental.

1.1 MODELO ANIMAL E REPRODUCAO DE CAMUNDONGOS

A escolha do modelo animal para qualquer pesquisa cientifica consiste em
identificar uma espécie animal em que os processos fisiolégicos e patoldgicos
espontaneos ou induzidos sejam semelhantes aos encontrados em humanos ou na
espécie de interesse. O modelo animal ideal deve ser de baixo custo, facil manejo
e alojamento, ter tamanho pequeno, com curto ciclo de vida e alta prolificidade. Por
esse motivo, o camundongo (Mus musculus) € o modelo animal mais amplamente
utilizado nas pesquisas biomédicas devido a sua facil adaptacao a varios ambientes
e por possuirem caracteristicas fisiologicas que podem ser extrapoladas para
outros mamiferos (RAND, 2018).

A linhagem C57BL/6 é uma linhagem endogamica adquirida através de
acasalamentos entre irmaos por 20 geracdes, sendo geneticamente uniforme, o
que diminui a variabilidade experimental (WILDT et al., 2008). Acredita-se que a
zona de termoneutralidade dos camundongos esteja entre 28 e 34 °C (FISCHER
etal.,, 2018). Porém, estudos recentes identificaram apenas um ponto de
neutralidade, sendo 29 °C no periodo claro e 33 °C no escuro, através de variacdes
na temperatura ambiente que resultaram na producdo de calor (termogénese) ou
perda (termélise), quando abaixo ou acima, respectivamente, destes pontos (Skop
et al., 2020) mantendo a temperatura corporal entre 36,5 e 38 °C (GORDON, 2012).
A reproducdo dos camundongos € ndao-estacional, porém outras funcbes
fisiologicas podem ser influenciadas pelo periodo circadiano. Eles séo roedores
noturnos, sendo mais ativos no periodo escuro, se comunicam por feromdnios
através da urina para sinalizar informacfes entre eles e sobre o periodo
reprodutivo. Os camundongos possuem o olfato apurado e, por serem noturnos,
encontram o parceiro sexual mesmo na escuriddo e conseguem distinguir

diferentes linhagens através do odor da urina (BAKKER, 2003).



As fémeas de camundongo possuem o Utero do tipo bicornual com os cornos
laterais e um unico corpo. O ciclo estral possui duracéo de quatro a cinco dias e a
gestacdo tem duracéo de 18,5 a 21 dias (VANDENBERGH, 2008). A placenta é do
tipo discoidal labirintica, estando completamente formada no 12° dia da gestagéo
(BOYD et al.,, 2018). Ap0s o nascimento, a sexagem dos animais é realizada
medindo a distancia anus-genital, sendo esta maior nos machos que nas fémeas.
Apesar de ser possivel a realizacdo da sexagem em neonatos, necessita-se de
treinamento e experiéncia, pois podem ocorrer erros quando 0s animais sdo muito
jovens (MCCARTHY, 2018). Grupos de fémeas juvenis alojadas juntas apresentam
atraso na ovulacdo, sendo uma caracteristica importante e comumente utilizada
para a sincronizagao do ciclo estral. Em contrapartida, quando essas fémeas sao
expostas a um macho ou sua urina, a ovulacdo ocorre em até trés dias
(VANDENBERGH, 2008).

Os machos possuem a glandula da préstata dividida em quatro lobos
histologicamente diferentes, além das glandulas sexuais acessoérias ampulares,
prepuciais, bulbouretrais e vesiculas seminais (KNOBLAUGH et al., 2018). Os
testiculos séo pares, pesando em média 0,92 mg cada, que se comunicam com a
cavidade abdominal através dos canais inguinais que ficam abertos por toda a vida.
Os tubulos seminiferos possuem diametro médio de 205 pum, com camadas
compostas por células de Sertoli e células germinativas, responsaveis pela
espermatogénese que ocorre em 39 dias, constituida de 12 estagios (OLIVEIRA
et al., 2020). Os ductos eferentes variam de trés a cinco e se localizam no interior
da gordura do epididimo, terminando em um Gnico ducto de transicdo para o
epididimo. O epididimo dos roedores € proporcionalmente mais longo que o de
humanos (KNOBLAUGH et al., 2018). O liquido seminal € formado pela juncao das
secrecbes das vesiculas seminais, glandulas coagulantes (lobo anterior da
préostata) e glandulas bulbouretrais, sendo responsaveis pelo tampédo seminal em
roedores a combinacdo das duas primeiras. Esta caracteristica € importante para
impedir a saida do sémen, facilitando a fertilizacédo e possibilitando a confirmacao
de copula quando visualizado o tampéao vaginal nas fémeas apos o acasalamento
(KNOBLAUGH et al., 2018).



Os acasalamentos podem ser monogamicos ou poligamicos, sempre
utilizando apenas um macho para acasalar com uma ou mais fémeas e a
visualizagdo do tampé&o vaginal nem sempre se confirma em gestacdo (DORSCH
et al., 2020). Os roedores possuem um par de glandulas prepuciais, que sao
glandulas sebaceas modificadas, responsaveis pela producao de feromonios. Elas
estdo presentes tanto nas fémeas quanto nos machos e nestes ficam localizadas

na regido subcutanea, lateral a base do pénis (KNOBLAUGH et al., 2018).

Especificamente na linhagem C57BL/6, a maturidade sexual ocorre entre
cinco e seis semanas de idade nas fémeas, com a ovulacdo de multiplos foliculos,
e seis semanas nos machos, produzindo ninhadas com média de seis filhotes
(CURRER et al., 2009). Os machos adultos apresentam concentracao espermatica
média entre 4,1 x 10° e 7,8 x 108 células/mL e motilidade de 37 a 65% (BAHRAMI
et al., 2019). As fémeas ovulam em média 10 odcitos por ciclo e respondem bem a
superovulacao, produzindo 25 odécitos em média, apresentando melhores taxas na
idade entre 25 e 32 dias (BYERS et al., 2006; KOLBE et al., 2015). O peso ao
nascimento € de 1,5 g e os filhotes ganham, em média, 3 g por semana até a idade
de trés semanas (SPANGENBERG et al., 2014). A partir dessa idade, os machos
ganham mais peso em relacdo as fémeas, atingindo a média de 25 g com oito
semanas de vida (The Jackson Laboratory - Body Weight Information for C57BL/6J;
OLIVEIRA et al., 2020).

1.2 IMPACTO DO AQUECIMENTO GLOBAL NA REPRODUCAO

As mudancas climaticas aumentam o risco de extingdo das espécies que
nao conseguem mudar para outro habitat ou que séo incapazes de se adaptarem
as novas condicbes ambientais (GRAZER E MARTIN, 2012). A exemplo disso,
podemos citar o urso polar, que teve mudancas no periodo reprodutivo e diminui¢ao
da oferta de alimentos, prejudicando a reproducao, ja que as fémeas precisam
utilizar toda a sua reserva energética para sobreviver, manter a gestacdo e
amamentar (MOLNAR et al., 2010). Os mamiferos marinhos também s&o afetados
devido ao aguecimento dos oceanos, que promove o estresse, aumenta o indice
de doencas e afeta o desempenho reprodutivo (ALBOUY et al., 2020). A
reproducdo dos peixes também é prejudicada em algumas espécies, pois altas

temperaturas inibem a atividade da enzima conversora de esteroide, causando
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reducdo na sintese de estrogeno ovariano, além de prejudicar a maturacdo dos
oocitos e a ovulacdo (PANKHURST E MUNDAY, 2011).

Quando a elevacédo de temperatura corporal ultrapassa a capacidade do
organismo de ajusta-la, € gerado o ET. Em condi¢cdes ambientais normais com
elevadas temperaturas, como durante as estacdes mais quentes do ano, ocorre o
ET (ROSS et al., 2015). Ele pode interferir nos processos reprodutivos por uma
redistribuicdo do fluxo sanguineo para as regides periféricas do corpo, na tentativa
de aumentar a perda de calor sensivel. Os animais apresentam alteracdes
fisiologicas, como aumento das frequéncias cardiaca e respiratoria, sudorese e
diminuicdo na producao de leite, fezes e urina (HANSEN, 2009; HUBER et al.,
2020), além do aumento na incidéncia de mastite. Além disso, h& reducdo no
consumo de alimento, aumento no consumo de 4gua e consequentemente menor
digestibilidade e absorcdo dos nutrientes. Estes sdo direcionados para regifes
vitais de manutencdo do organismo, como cérebro e musculos, seguidos de
producdo e, por ultimo, a reproducdo. Neste caso, a reproducdo é o primeiro
sistema a falhar nos animais de producédo, quando o organismo ndo se encontra
em homeostase (MCMANUS, 2020).

Em bovinos leiteiros h&a reducéo do apetite e aumento da necessidade de
agua, diminuindo a producdo de calor metabdlico, dissipando o calor para o
ambiente. A reducdo na producao de leite é ainda maior sem o sistema de aspersao
de vapor de agua para resfriamento (TAO et al., 2020). Com a redu¢do no consumo
de alimento, ocorre o desequilibrio energético e a alteracao na disponibilidade de
nutrientes essenciais na ciclicidade reprodutiva, manutencédo de gestacdo e
desenvolvimento fetal (HANSEN, 2009).

O ET pode ainda comprometer as células germinativas, o desenvolvimento
inicial embrionario e outras células envolvidas na reproducdo. Em bovinos, o ET
leva a reducdo na deteccédo dos sinais do estro, diminuicdo das taxas de prenhez
por inseminacédo artificial, diminuicdo da competéncia oocitaria e do niumero de
embrides recuperados apoés a fertilizacdo (HANSEN, 2009). Sabe-se que o ET
altera o eixo hipotalamico-hipofise-gonadal, reduzindo a esteroidogénese folicular
e a secrecdo do horménio luteinizante (LH) e da progesterona. Com isso, a

dominancia folicular é reduzida pela caréncia de LH, que consequentemente
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provoca o0 aumento dos niveis do hormdnio foliculo estimulante (FSH) pela
auséncia de feedback negativo; e a gestacdo ndo € mantida pela concentracdo
insuficiente de progesterona secretada. Com isso, o ET causa a perda de
fertilidade, atraso no desenvolvimento folicular, diminuigcdo da taxa de prenhez e
aumento de perda embrionaria (HANSEN, 2019; ROTH, 2020). Para contornar
estes problemas, estratégias como a utilizacdo de biotecnologias reprodutivas,
como a transferéncia de embrides, podem ser empregadas. Neste caso, 0S
embrides em estagio de mérula ou blastocisto sao produzidos durante as estacdes
mais frias do ano, criopreservados e transferidos em momentos mais propicios, pois
nestas fases de desenvolvimento os embrides se tornam mais resistentes ao ET
(BARUSELLI et al., 2020).

Para Grazer e Martin (2012), a reproducao envolve mdultiplos fatores que
podem ser erroneamente interpretados quando analisados por um unico dado,
como numero de embrides produzidos ou filhotes nascidos. Desta forma, outras
variaveis ficam ocultas, como as disputas dos machos por fémeas nas espécies de
vida livre, a imunidade dos animais e a resisténcia a doencas. A avaliacdo por meio
de um Unico fator que englobe todos os aspectos pode ser mais relevante, como o
sucesso reprodutivo durante a vida, por incluir a fecundidade e sobrevivéncia da

mae e o desenvolvimento da prole até a fase adulta.

Quando ocorre o ET no periodo final da gestacdo em bovinos criados em
regides tropicais, ha diminuicdo do fluxo sanguineo placentario, restringindo a
nutricdo do utero e o crescimento fetal. Consequentemente, os bezerros nascem
abaixo do peso, com baixas concentracfes plasmaticas de imunoglobulinas 1gG e
imunidade reduzida. E importante ressaltar que estes bezerros sofrem adaptacoes
epigenéticas que o0s conferem maior capacidade de termorregulacdo e
termotolerancia na idade adulta (DADO-SENN et al., 2020). Também ocorrem
modificacdes epigenéticas durante o desenvolvimento embrionério, na fase de
diferenciacdo sexual gonadal, quando a linhagem de células germinativas tem o
DNA remetilado. Entdo, a progénie pode apresentar alteracdes fenotipicas e
reprodutivas (HUBER et al., 2020). O ET natural durante a gestagdo em suinos,
causa alteragcbes fenotipicas na progénie, como teratogenias, menor conversao

alimentar, pouco desenvolvimento das fibras musculares, baixa imunidade,



aumento de mortalidade durante a fase de pré-desmame, menor tamanho testicular

na puberdade e comportamento agressivo e estereotipado (JOHNSON et al., 2020).

A pelagem funciona como uma barreira de protecao contra a radiagéo solar
direta na pele dos animais. No entanto, a pelagem de coloragéo escura absorve
mais radiacdo térmica do que a pelagem clara. Em ovinos, a la também impede a
perda de calor por transpiracéo, sendo os animais com la de coloracdo escura mais
sensiveis ao ET. Os animais mais resistentes ao calor apresentam |a de coloragéo
clara e pele de cor escura, sendo as racas deslanadas mais adaptadas a regidoes
tropicais. Porém, esta adaptacdo € multifatorial e envolve também funcdes
enddcrinas, respiratorias, circulatorias, excretoras e neurologicas, que variam entre
os individuos (MCMANUS, 2020).

1.3 EFEITO DO ESTRESSE TERMICO NA ESPERMATOGENESE

As células germinativas primordiais sdo formadas a partir das células do
epiblasto durante o desenvolvimento embrionario, que nos camundongos ocorre
durante o dia embrionario (E) 6,5 e a migracdo destas células para a gbnada
bipotente acontece entre E8 e E11. Na presenca do cromossomo Y, a expressao
da proteina Sox9 é aumentada, provavelmente pelo estimulo do gene SRY,
conferindo a diferenciacdo sexual gonadal masculina no dia E12,5 (MAATOUK E
CAPEL, 2008; MAKELA et al., 2018).

A espermatogénese € caracterizada por trés fases: espermatogonial ou
proliferativa, espermatocitaria ou meiética e espermiogénese ou de diferenciacéo.
A fase proliferativa se inicia logo apds o nascimento nos camundongos, quando as
espermatogoénias indiferenciadas sofrem sucessivas mitoses para auto-renovacao
ou diferencia¢do em espermatogonias A e depois em espermatogénias B (BELLVE,
1993). Posteriormente, ocorre o0 crescimento celular, a sintese de DNA e a
diferenciacdo em espermatocitos primarios, caracterizando o inicio da meiose, que
nos camundongos acontece aproximadamente a partir dos 15 dias de vida. Durante
a profase ocorrem alteracdes fenotipicas na célula, sendo denominadas de: pré-
leptéteno, leptoteno, zigdteno, paquiteno e diploteno. Nesta fase, ha sintese de
DNA e recombinacéo genética pelo crossing over na primeira meiose, importante

para a variabilidade genética dos individuos, formando os espermatocitos



secundarios. A segunda meiose produz duas células haploides, originando as
espermatides que, por sua vez, sofrem diferenciacdo na fase espermiogénica para
a completa formacao dos espermatozoides (LARA et al., 2018). Um camundongo
adulto produz, em média, 40 milhdes de espermatozoides por grama de tecido
testicular diariamente (FAYOMI E ORWIG, 2018).

Altas temperaturas podem comprometer a espermatogénese, visto que a
maioria dos mamiferos possuem os testiculos suspensos para permanecerem em
temperatura inferior a corporal. Este mecanismo € promovido pelo sistema de
termorregulacéo testicular, através do plexo pampiniforme, com a entrada de
sangue quente da cavidade abdominal para os testiculos e a drenagem de sangue
frio dos testiculos para o organismo. Além disso, auxiliam neste processo a tunica
dartos, por sua acao muscular que altera a espessura da pele e a rea de superficie
de contato, e o musculo cremaster (HAFEZ, 2004). A temperatura elevada nos
testiculos provoca uma reducédo na espermatogénese, na motilidade espermatica e
aumenta a ocorréncia de patologias esperméticas. Esses efeitos sao
frequentemente encontrados em animais criptorquidas, que possuem os testiculos
internalizados na cavidade abdominal, ou quando ha aumento da temperatura
corporal. Porém, normalmente ndo ocorrem imediatamente apés o ET devido as
células afetadas serem ainda imaturas, por causa do tempo de duracéo do ciclo da
espermatogénese (HANSEN, 2009), que é de 39 dias em camundongos da
linhagem C57BL/6 (OLIVEIRA et al., 2020).

As células de Leydig sao responsaveis pela sintese de testosterona,
horménio andrégeno. Elas estéo localizadas no intersticio que envolve os tibulos
seminiferos, proximas a vasos sanguineos e vasos linfaticos. A producdo de
testosterona ocorre ainda na fase fetal, logo na diferenciacdo sexual, porém as
células de Leydig fetais sintetizam apenas o0 hormdnio intermediério,
androstenediona, sendo finalmente convertido em testosterona pelas células de
Sertoli. Logo ap0s o0 nascimento, as células de Leydig fetais sdo substituidas por
outras maduras, que assumem a producdo completa do androgeno (SHIMA E
MOROHASHI, 2017). Estas células em situacdes de choque térmico, apresentaram
aumento proliferativo anormal em ratos adultos. A hiperplasia em questéao, nao foi

associada ao estimulo do LH, pois os animais apresentavam concentracdes sericas



normais. Em contrapartida, as concentragdes testicular e sérica de testosterona
foram significativamente reduzidas. Sendo assim, verificou-se que tanto a
expressdo da proteina Cypl7, catalisadora da conversdo de pregnenolona em
andrégeno, como a da proteina StAR, que regula o transporte de colesterol, foram
reduzidas (LI et al., 2015).

Nos mamiferos, duas vias metabdlicas sdo utilizadas para a energia
necessaria na espermatogénese: glicolise e fosforilagdo oxidativa. Ambas
produzem ATP e espécies reativas de oxigénio (EROs), essenciais para a
motilidade e regulacéo da apoptose na espermatogénese. Porém, na presenca de
ions ferrosos livres ha producédo do radical hidroxila (OH), levando a oxidacao
desordenada de proteinas, lipideos e DNA, gerando o estresse oxidativo (GIBB
etal., 2020). O ET provoca o estresse oxidativo nas células germinativas,
principalmente nas espermatides, aumentando as reacdes oxidativas
mitocondriais, os danos no DNA, a taxa metabdlica e a demanda por oxigénio,
causando infertilidade durante os meses mais quentes nos suinos (GIBB et al.,
2020). No entanto, os javalis se mostram mais resistentes a esses efeitos,
produzindo bons volumes de sémen viavel durante todo o ano (SCHULZE et al.,
2019), diferente da maioria das espécies de mamiferos. A exemplo disso, o bovino
(RAHMAN et al., 2018) e o carneiro (MCMANUS et al., 2020) s&o considerados
mais susceptiveis aos efeitos do ET, sendo demonstradas diversas alteracdes de
avaliacdo espermatica decorrentes do ET natural ou induzido. Os bovinos
apresentam queda na qualidade espermatica durante o verdo, com baixa
concentracdo e motilidade esperméatica, além de aumento na porcentagem de
espermatozoides anormais. As reacdes oxidativas danificam o DNA, causam
peroxidacao lipidica e induzem a apoptose. Isto é mais visualizado nos Bos taurus
do que nos Bos indicus (MORELL, 2020).

As aves possuem caracteristicas anatdmicas mais adaptaveis ao aumento
de temperatura, com os testiculos internalizados na cavidade abdominal e
funcionamento normal da espermatogénese em 40 — 41°C de temperatura
corporal. A expressao da proteina do choque térmico HspA2 nas aves, tem sido
uma selecdo positiva de mudancgas evolutivas para adaptacdo em temperaturas

elevadas (PADHI et al., 2016) e algumas linhagens de frango de corte sob ET



apresentaram alteracfes na expressao de genes relacionados ao choque térmico

gue lhes conferem recuperacao imediata (WANG et al., 2015).

Na ordem taxondmica diptera, um estudo realizado com a mosca
Drosophila suzukii, demostrou que os individuos sobreviventes ao ET durante a
fase de desenvolvimento, apresentaram reducdo de oviposi¢cdo, do namero de
ovarios, no comprimento testicular e curta longevidade. No entanto, filhotes de
fémeas que receberam ET antes da ovipostura mostraram-se mais resistentes, com
maior nimero de sobreviventes até a fase adulta. Esta resisténcia pode ser
adquirida através da heranca epigenética, pois as proteinas de choque térmico
atuam na protecdo aos danos causados pelo ET (GREEN et al., 2019). Dessa
forma, as moscas submetidas ao ET antes da ovipostura transmitiram resisténcia a

altas temperaturas para a sua prole.

1.4 EFEITO DO ESTRESSE TERMICO INDUZIDO EM
CAMUNDONGOS

O ET induzido é realizado em ensaios experimentais para simular condicées
ambientais de forma controlada, possibilitando o estudo de seus efeitos. O ET pode
ser do tipo crénico ou agudo, seguindo a relacdo inversamente proporcional de
tempo e temperatura, na qual se estabelece que quanto maior a temperatura,
menor a duracdo do evento. Ele pode ser induzido por diferentes maneiras, como
por exemplo com banho-maria, camara térmica ambiental ou colchdo térmico
(KING et al., 2002; YAERAM et al., 2006; HOUSTON et al., 2018; WAN et al.,
2020a) (Quadro 1). Camundongos adultos que receberam ET agudo através de
banho-maria por 20 min a 43 °C, apresentaram queda significativa no peso médio
dos testiculos apés quatro e 15 dias. Contudo, mesmo com o aumento de peso
gradual, seus valores eram inferiores aos animais controle até 68 dias depois
(ROCKETT et al., 2001). Em outro estudo, com duracao de 60 min sob temperatura
de 42 °C, o peso testicular foi reduzido em apenas um dia, sendo mantido por no
minimo 35 dias apos. No entanto, temperaturas de até 40 °C ndo foram capazes
de afetar o peso testicular, acometendo apenas a porcentagem de células
haploides, portanto espermatides, 14 dias depois. Esse periodo indica que, no
momento do ET, as células estavam no estagio de espermatdcito (SAILER et al.,
1997).
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Quadro 1: Protocolos experimentais de inducao de estresse térmico em machos.

Espécie/sexo

Tipo de Estresse

Temperatura e
umidade relativa

Duracéo

Referéncia

35°C /60 —-65%

8h

(YAERAM et al., 2006)

35°C/30%

24 h Unica exposicdo ou 8 h
diarias por uma semana

(HOUSTON et al., 2018)

36 °C / 66%

24 h

(ZHU E SETCHELL,

Céamara térmica 2004)
R (CAMMACK et al.,
35°C 24 h 2009)
o L . (WECHALEKAR et al.,
37-38°C 8 h diarias por 3 dias 2010)
Camundondos Sala térmica 32°C 3 semanas (COSTA et al., 2018)
g Colchao térmico 41°C 15, 30 e 45 min* (KING et al., 2002)
machos adultos 30 min semanalmente por cinco
39e4l1°C P (WAN et al., 2020a)
semanas
38-42°C 30 min* (PAUL et al., 2008)
40 °C 20 min* (R1ZZOTO et al., 2020)
40e42°C 60 min* (SAILER et al., 1997)
Banho-maria . (PEREZ-CRESPO et
o *
42 °C 30 min al. 2008)
. (ZAPRJANOVA et al.,
*
43 °C 15 min 2013)
20 min* (ROCKETT et al., 2001)
Ratos adultos 43 °C 30 min* (LI et al., 2015)
Ratos reCeM™1 sala térmica 34 °C 45 ou 90 dias (KUROWICKA etal,
nascidos ou adultos 2013)

* Unica exposicao.
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De fato, o ET afeta todas as células germinativas, sendo predominantemente
mais prejudicados os tipos celulares em processo de crescimento e divisdo
meidtica. Quando machos estressados termicamente sdo acasalados em
diferentes momentos, foi identificado que os espermatdcitos foram os mais
afetados. Por sofrerem apoptose, eles acabam interrompendo a espermatogénese
e produzindo o menor numero de fetos 28 dias apos o ET (ROCKETT et al., 2001).
Vale ressaltar que as espermatides também séo afetadas pelo choque térmico. Ha
relatos de que machos acasalados sete dias ap0s receberem ET, resultaram em
menor niumero de zigotos que desenvolveram até o estagio de morula e blastocisto
(ZHU E SETCHELL, 2004). Outros estudos corroboram para a reducao significativa
da taxa de gestacdo e fertilizacdo in vitro, que resultaram na diminuicdo da
fertilizacdo de odcitos, com porcentagem reduzida de zigotos e de embribes que
desenvolveram até blastocisto (WAN et al., 2020a; YAERAM et al., 2006). No
entanto, animais podem apresentar diferentes expressdes génicas testiculares
apos ET, com potencial de herdabilidade de resisténcia aos seus descendentes,
possibilitando uma forma de identificar e selecionar individuos resistentes ao ET
(CAMMACK et al., 2009).

Os zigotos recuperados de camundongos fémeas submetidas ao ET uma
Gnica vez por 12 h a partir do dia de verificacdo do tamp&o vaginal, apresentaram
desenvolvimento in vitro mais afetado quando comparado ao desenvolvimento
in vivo. Este ultimo sofreu efeito apenas com ET crénico, durante 12 h por trés dias
consecutivos, resultando em menor nimero de fetos (OZAWA et al., 2003). As
fémeas de camundongos gestantes expostas ao ET no inicio da gestacéo,
apresentaram menor porcentagem de embribes que evoluiram no estagio de
desenvolvimento, tanto de zigoto para embrido de duas células quanto de duas
células para mérula. As fémeas também tiveram maior mortalidade embrionaria
precoce, apresentando maiores danos ao DNA embrionario no estagio de duas
células (OZAWA et al., 2002; MATSUZUKA et al., 2005), aumento na expresséao de
genes relacionados a autofagocitose nos ovarios e diminuicdo sérica de
progesterona (ULLAH et al., 2019). Além disso, menor concentracao de glutationa
e maior concentracdo de peroxido de hidrogénio foram relatadas nas fases de
zigoto e embrido de duas células, aumentando o estresse oxidativo. Curiosamente,

guando os zigotos coletados de fémeas nao estressadas receberam ET no cultivo
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in vitro de forma direta durante as primeiras 12 h apos a confirmacéo da copula pela
verificacdo do tampéao vaginal, essas diferencas foram insignificantes (OZAWA
et al., 2002). Este achado confirma a capacidade de termotolerancia dos embrides,
como demostrado em estudo anterior. Neste, os embrides de cultivo in vitro pré-
estressados sob temperatura de 40 °C, se desenvolveram até oito células sob 42 °C
(EALY E HANSEN, 1994). Com isso, pode-se concluir que os embrides expostos a
temperaturas moderadas antes de serem submetidos a temperaturas superiores,
podem adquirir mecanismos de adaptacdo. No entanto, esta adaptacdo nao
necessariamente resulta no desenvolvimento normal dos embrides até o final da
gestacao, podendo haver retardo na diferenciacdo do trofectoderma e reducéo no
namero de células (CHOI et al., 2015).

O ET induzido até o dia E4 reduz os sitios de implantacdo embrionaria e o
namero de fetos nascidos (TIAN et al., 2013). Mais tardiamente, entre o 6° e 0 15°
dia da gestacdo nos camundongos, além de causar maiores perdas pré e pos-
implantacéo, o ET eleva niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no liquido
amnidtico (KUMAR et al.,, 2006). JA4 na gestacdo final, ocorre diminuicdo do
consumo de alimento materno e aumento no consumo de agua.
Consequentemente, ha reducdo no ganho de peso diario materno e o0 peso
placentario também é reduzido. Além disso, a largura da cabeca dos fetos em
relacdo ao comprimento corporal deles, foi menor nos individuos nascidos de
fémeas estressadas. A complexidade dos ninhos fabricados pelas maes
submetidas ao ET também foi reduzida (OLIVIER et al., 2020). As fémeas lactantes
submetidas ao ET diariamente ap6s o parto, apresentaram redu¢cao no consumo
de alimento diario, diminuicdo no ganho peso corporal e na producao de leite (HAN
et al., 2019).

Com relacao as alteracdes fisiopatoldgicas, estudos demonstraram que o ET
aumenta o0s niveis plasmaticos de horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e
corticosterona, em resposta ao estresse (LIN et al., 2019). Porém, em fémeas
prenhes, pode ocorrer a disfuncdo de termorregulacdo corporea, causada por
lesGes em células hipotalamicas e aumento do niamero de células apoptoéticas no
hipotalamo, pulmdo, rins e figado. A disfuncdo da termorregulacdo corpérea se

deve ao comprometimento do eixo hipotalamico-hipéfise-adrenal, reduzindo os
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niveis plasmaticos de ACTH e corticosterona, que sdo normalmente liberados em
resposta ao estresse (LIN et al., 2019). Por outro lado, YIN et al. (2011) encontraram
um aumento de células com receptores GABA no hipotdlamo de fetos sob ET
intrauterino. Uma vez que neurotransmissores GABA inibem tanto o ACTH como a
corticosterona induzida por estresse, isto sugere uma certa tentativa de adaptacéo
ao ET. Posteriormente, houve rapida recuperacdo gradual e o numero de células

com receptores GABA foram reduzidas a niveis normais.

Temperaturas acima de 42 °C sdo capazes de causar malformacdes
externas no feto, bem como o aumento de mortalidade, principalmente quando o
ET realizado no dia 8,5 da gestacdo (SHIOTA, 1988). Estes dados sé&o
imprescindiveis para se estabelecer o limite de temperatura na indugéo do ET, sem
comprometer a vida da prole. Seja por quais tipos de estimulos estressores que
ocorrem durante a gestacdo, incluindo o ET, as fémeas de camundongo
apresentam comportamento materno de cuidado e protecdo aos filhotes. Este
cuidado € mantido por longos periodos, similar as fémeas ndo-estressadas (MEEK
et al., 2001). Isto assegura o aleitamento materno da prole, que seria uma variavel
a ser considerada, caso fosse insuficiente para a sobrevivéncia e ganho de peso

dos animais até a idade de desmame.

Em camundongos machos nascidos de fémeas submetidas ao ET durante a
gestacdo, houve reducdo significativa da distancia anus-genital ao nascimento.
Esta analise foi normalizada na idade de desmame, onde o0s animais também
apresentaram peso testicular reduzido (DESAULNIERS et al., 2016). Também foi
demonstrada a reducdo do peso ao nascimento de filhotes de ratas, porém estes
nao apresentaram diferenca de peso na idade de desmame, indicando que nao
houve reducéo na qualidade do leite materno (JOHNSON et al., 2015).

1.5 ALTERACOES NA  AVALIACAO ESPERMATICA E
HISTOLOGICA DOS TUBULOS SEMINIFEROS

Durante a espermatogénese, as células imaturas em fase produtiva de
material genético e organelas sdo mais vulneraveis a fatores externos. Dessa
forma, a incapacidade da termorregulacdo testicular pode levar ao

comprometimento do desenvolvimento espermatico, causando o aumento de dano
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tecidual e anomalias. Nesse sentido, um estudo realizado por Pérez-Crespo et al.
(2008) mostrou que apoés o ET, a concentracdo espermatica nos camundongos foi
significantemente reduzida, principalmente 28 dias depois, indicando maior
comprometimento na populacéo de células em estdgio de espermatécito. Também
foram afetados os indices de motilidade, viabilidade espermatica e de movimento
progressivo retilineo, além do aumento no percentual de células com DNA
danificado e de patologias espermaticas. Além disso, ha modificacdes na
membrana de espermatozoides da cauda do epididimo que promovem a apoptose
(WECHALEKAR etal,, 2010). Um estudo recente desenvolvido por
Houston et al. (2018) confirmou que as células mais afetadas pelo ET sao
espermatdécito paquiteno e esperméatide redonda, enquanto as espermatogonias A

sa0 mais resistentes.

As alteracBes causadas pelo ET se estendem a porcentagem de células
espermaticas em diferentes fases e a taxa de diferenciacdo. Nesse sentido,
camundongos estressados sob temperatura de 42 °C apresentaram reducéo
acentuada na populacdo de células haploides depois de trés dias, que se manteve
em baixos niveis enquanto a populacao de células diploides aumentava. Da mesma
forma, sob temperatura de 40 °C houve reducao de células haploides apenas entre
o dia 11 e 14 ap0s o ET e, concomitantemente, aumento de células diploides no
mesmo momento (SAILER et al., 1997). Essas modificagbes na dinamica
populacional espermética sugerem o aumento da taxa de diferenciacéo,
promovendo o aumento numérico de espermatogbnias, enquanto a populacéo de
espermatides é comprometida. Adicionalmente, essas modificacbes também
acontecem entre as células haploides, de forma que o ET aumenta o percentual de
esperméatides alongadas e em alongamento, que séo células mais diferenciadas,
engquanto o percentual de espermatides arredondadas é reduzido (SAILER et al.,
1997). Recentemente, Costa et al. (2018) identificaram que camundongos adultos
mantidos sob altas temperaturas, apresentaram aceleracdo do ciclo
espermatogénico, com maior frequéncia dos estagios de espermiacao e divisdes
meioticas. No entanto, apesar da antecipagdo de diferenciacdo das espermatides
em espermatozoides, houve elevada taxa de apoptose nas células germinativas,
que culminou na reducdo de espermatozoides produzidos. Com relacdo a

porcentagem sexual de espermatozoides provenientes de camundongos adultos
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submetidos ao ET induzido, ha divergéncias na literatura. Pérez-Crespo et al.
(2008) néo encontraram efeito na proporcéo de fetos cromossomos X e Y no utero
de fémeas acasaladas com machos que receberam o insulto, exceto quando a
cOpula ocorreu no mesmo dia do ET, apresentando maior porcentagem de fetos
femininos. Ja em outro estudo recente, os autores identificaram maior porcentagem
de espermatozoides Y e maior porcentagem de filhotes do sexo masculino nascidos
de machos submetidos ao ET (WAN et al., 2020a).

Os tubulos seminiferos constituem o parénquima testicular e compreendem
o0 epitélio germinativo, onde se desenvolve o ciclo da espermatogénese. Nos
camundongos, ele é composto pela tanica propria formada por apenas uma
camada de células midides peritubulares, células de Sertoli e células germinativas.
Em sua camada basal estdo localizadas as espermatogdnias, que seguem em
direcdo ao lumen conforme se diferenciam, sendo identificados diferentes tipos
celulares em fase de desenvolvimento. O arranjo dessas células divide a
espermatogénese em 12 estagios (LARA et al., 2018). Os camundongos adultos
da linhagem C57BL/6 possuem 11 tubulos seminiferos em cada testiculo, medindo
em média 144 mm de comprimento (NAKATA et al., 2015) e 205 um de diametro
cada um (OLIVEIRA et al., 2020).

Sabendo-se que o ET interfere na espermatogénese, estudos corroboram
que alteracBes microscopicas podem ser evidenciadas em cortes histoldgicos.
Testiculos coletados imediatamente apdés o ET nao apresentaram alteracéo
histol6gica, no entanto, quando coletados horas depois, foram visualizados
vacuolos nos tubulos seminiferos, células germinativas multinucleadas e com a
cromatina densa, corpos apoptéticos e células degeneradas (ROCKETT et al.,
2001), além de forte reducdo de espermatozoides e espermatécitos (PAUL et al.,
2008). A proteina de choque térmico Hsp72 foi expressa apds o ET induzido, e a
expressdo génica da proteina Hsp73 foi aumentada, sinalizando uma possivel
prevencdo a apoptose nos testiculos (ZAPRJANOVA et al.,, 2013). Em estudo
realizado com ratos mantidos sob 34 °C por 45 dias, foi visualizada a degeneracao
do epitélio seminifero, além de reducdo na area dos tubulos seminiferos e no
namero de células de Sertoli (KUROWICKA et al., 2013). Outro estudo recente

demonstrou que camundongos expostos a um unico insulto de ET, apresentaram
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reducdo do didmetro de tabulos seminiferos e reducdo do peso testicular 14 dias
depois (RIZZOTO et al., 2020). Em conjunto, esses dados demonstram que o ET
afeta de forma significativa os parametros reprodutivos masculinos, diminuindo a
capacidade espermatogénica, a qualidade, motilidade e concentracéo espermatica.
No entanto, pouco se sabe ainda a respeito do impacto do ET durante o
desenvolvimento intrauterino sobre os parametros reprodutivos masculinos na vida
adulta, e o periodo do desenvolvimento embrionério/fetal no qual o ET pode induzir

maior comprometimento na capacidade reprodutiva.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do ET na gestacdo sobre o crescimento pos-natal e
caracteristicas reprodutivas da progénie masculina de camundongos da linhagem
C57BL/6.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aferir o efeito do ET gestacional na taxa de prenhez, no ndmero de crias

nascidas e na proporcao sexual da progénie;

Avaliar o efeito do ET em diferentes fases gestacionais nos seguintes
parametros da progénie masculina (geracgéo F1):

e Peso ao nascimento e desenvolvimento somético até a oitava semana de
idade;

e Motilidade progressiva espermatica, concentracdo espermatica e
porcentagem de espermatozoides normais na oitava semana de idade;

e Histologia e morfometria dos tubulos seminiferos com oito semanas de
idade;

e Quantidade dos embrides produzidos in vivo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS E ETICA

Foram utilizados 80 camundongos C57BL/6 adquiridos do Centro de Biologia
da Reproducéo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), onde eram
mantidos em gaiolas convencionais, com fotoperiodo claro e escuro de 12 h e
recebiam agua e ragdo ad libitum. O estudo foi aprovado pela comisséo de ética no
uso de animais (CEUA) da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri (UFVJM), Diamantina — MG, sob o numero 003/2018 (ANEXO 1) e

conduzido na mesma instituigao.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Para formacéo dos grupos experimentais, 40 machos e 40 fémeas com idade
de cinco a seis semanas foram acasalados na relagdo 1:1. As fémeas foram
observadas diariamente para a verificacdo do tampé&o vaginal, confirmativo de
copula, separadas e distribuidas aleatoriamente em um dos quatro grupos
experimentais: i) grupo ET durante a primeira metade da gestacao (gestacao inicial,
EGI, dias 1-10), ii) ET durante a segunda metade da gestacao (gestacao final, EGF,
do dia 11 ao parto), iii) ET durante o periodo total da gestacéo (gestacéao total, EGT,
do dia 1 ao parto) e iv) grupo controle (CONT), em que a gestacdo ocorreu na
auséncia de ET, em condi¢cdes normotérmicas (25 °C e 45% de umidade relativa).
Conforme fluxograma demonstrado na Figura 1, apés o parto, o numero de filhotes
e 0 peso ao nascimento foram registrados e o desenvolvimento somatico da
progénie masculina foi monitorado até a oitava semana de idade. A progénie
feminina foi avaliada separadamente por outro estudo. Neste momento, os machos
foram acasalados na proporcdo 2:1 com fémeas controle superovuladas
[administragdo via intraperitoneal de 5 Ul de gonadotrofina coribnica equina (eCG)
e, depois de 48 h, de 5 Ul de gonadotrofina coridnica humana (hCG)], formando
quatro combinacgdes: EGI-F1; EGF-F1; EGT-F1 e CONT-F1. Setenta e duas horas
apos o acasalamento, os embrides foram coletados para avaliacado quantitativa. Os
testiculos e os epididimos dos machos utilizados para o acasalamento foram
coletados apds a eutanasia (método fisico de deslocamento cervical) e submetidos

a analise espermatica e histoldgica, respectivamente.
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Acasalamento dos animais Coleta dos testiculos e
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e formacgao dos grupos epididimos
v Coleta dos embrides <«—
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diario (41 °C /2 h)
’—> Superovulagado 1 72h
Periodo de Separagao das Acasalamento
gestagéo fémeas (F1) controle -
! t |
Numero de crias e , Monitoramento do , Machos (F1) dos
peso ao nascimento desenvolvimento diferentes grupos

Figura 1: Desenho experimental.

3.3 INDUCAO DO ESTRESSE TERMICO

A inducao do ET foi realizada conforme a metodologia descrita por Aroyo et
al. (2007), diariamente por 2 h (01:00 p.m. as 03.00 p.m.), iniciado seis horas apos
o inicio do ciclo de luz, durante o periodo gestacional, dependendo do grupo
experimental. Em resumo, uma gaiola padrdo contendo os camundongos foi
colocada dentro de uma camara ambiental (70 cm x 80 cm x 50 cm), com acrilico
transparente de 4 mm de espessura na parte superior e duas portas para acesso
frontal (figura 2). A camara foi aquecida por duas lampadas vermelhas de
Siccatherm®, de modo que os camundongos néo foram expostos ao calor radiativo.
Um recipiente com agua foi mantido no interior da cAmara para proporcionar a
umidade relativa requerida. A temperatura e a umidade (41 °C, 65% UR) foram
mensuradas por dois termdmetros UNI-T UT330B mantidos no interior da camara.

Durante todo o periodo os animais tinham acesso a alimento e agua.

— .//r,(:/'

-

®
2 Q
©

41°C
65% UR

Figura 2: Imagem ilustrativa da camara ambiental utilizada para a
inducdo do estresse térmico de camundongos fémeas C57BL/6 em
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diferentes momentos durante a gestacdo, de acordo com 0 grupo
experimental.

3.4 DESENVOLVIMENTO SOMATICO

Apés o parto, foram identificados e registrados o nimero de filhotes recém-
nascidos vivos por fémea. As ninhadas foram monitoradas semanalmente quanto
ao desenvolvimento somatico, pela pesagem de cada filhote em balanca digital
analitica (Ohaus®, modelo PR224BR). Foram registrados e analisados os dados
dos animais de ambos o0s sexos até a idade de trés semanas, quando foi realizada
a sexagem e analisados apenas os dados referentes aos machos, seguindo com

as mensuracfes semanais até oito semanas de vida (BATISTA, 2010).

3.5 AVALIACAO ESPERMATICA

Para a analise espermatica, foram selecionados aleatoriamente cinco
machos provenientes de cada grupo experimental e acasalados com fémeas
controle. As 72 h depois, eles foram eutanasiados para a coleta dos epididimos e
testiculos. As caudas dos epididimos foram depositadas em uma placa de Petri
35 mm e enxaguadas com DPBS, em seguida colocadas em 1 mL de meio FERT-
TALP [2,0mM CaCl..2H20, 3,2mM KCI, 0,5mM MgCl2.6H20, 0,4 mM
NaH2P04.H20, 11,0 mM é&cido lactico (60% w/w), 114,0 mM NaCl, 25,0 mM
NaHCOs, 0,2 mM Piruvato de Na, 20,0 mM Penicilamine, 10,0 mM Hipotaurine,
1,0 mM Epinephrine, 6 mg/mL BSA (Fracdo V) e 50 pg/mL Gentamicina]. Foram
realizados cinco cortes em cada cauda utilizando uma tesoura de iris, e 0s
espermatozoides eram liberados no meio por incubacao de 10 min a 37 °C. Uma
gota deste material foi diluida na proporcdo de 1:1 no meio FERT-TALP e
depositada sobre uma lamina e selada a laminula, pré-aquecida a 37 °C para a
avaliacdo da motilidade espermética, que foi determinada pela porcentagem de
espermatozoides moveis ap0s a analise de cinco campos distintos da lamina. Para
a concentracao espermatica e avaliagdo morfoldgica dos espermatozoides, 5 uL da
solucdo espermaética foi adicionada a 95 pL de solugéo formol-salina tamponada. A
concentracéo foi determinada na cadmara de Neubauer e a morfologia analisada

sob microscopia de contraste de fase em aumento de 1000x. Para cada amostra,
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200 células foram contabilizadas verificando o0s percentuais de defeitos

espermaticos maiores e menores, segundo Blom (1973).

3.6 HISTOLOGIA E AVALIACAO MORFOMETRICA DOS TUBULOS
SEMINIFEROS

Os testiculos foram fixados em formol 10% por 10 h, antes de serem
cortados transversalmente em trés pedacos. Para analise histolégica, a porgéo
mediana foi mantida em formol por 72 h, antes de ser transferida para alcool 70%
onde permaneceram por 24 h. Decorrido esse tempo, foi iniciada a série de
desidratacdo em concentracfes crescente de alcoois (80%, 90% e 100%) por um
periodo de 24 h. Em seguida, as amostras foram lavadas trés vezes em xilol
(duracéo de 30 min cada) e trés vezes em parafina (duracédo de 1 h cada), antes da
inclusdo em blocos de parafina. Com a utilizagdo do micrétomo, os blocos de
parafina contendo amostras foram submetidos a cortes histolégicos de 5 um de
espessura. Os procedimentos padrédo de coloracdo com hematoxilina e eosina
(H&E) foram realizadas para coloracdo das amostras. Em seguida, foram lavadas
em agua corrente por 10 min e duas vezes na agua destilada, antes de serem
impregnadas com Eosina-Floxina por 45 seg. Esse material foi imediatamente
lavado com agua destilada, antes de ser desparafinado, desidratado e montado
(JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Todas as
laminas foram analisadas em fotomicroscépio Axiophoto (Zeiss, D-7082) e as
imagens capturadas foram utilizadas para a analise dos parametros morfométricos:
altura do epitélio do tubulo seminifero, diametro do tibulo seminifero e a propor¢éo
do compartimento tubular nos testiculos. A obtencdo da altura do epitélio
germinativo e o diametro do tdbulo seminifero foram realizados com auxilio do
software ImageJ (Figura 3). Foram selecionados 10 campos microscopicos em

cada corte histolégico para realizacdo das analises.
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20 um

Figura 3: Imagem das medi¢cbes de altura do epitélio
germinativo (A) e diametro dos tdbulos seminiferos (D).

3.7 AVALIACAO QUANTITATIVA DOS EMBRIOES

Apos 72 h do acasalamento com fémeas superovuladas provenientes do
grupo controle para avaliagcdo de producdo de embrides in vivo, foi realizada a
coleta de embribes, bem como a classificacdo destes quanto ao numero de
estruturas recuperadas e qualidade morfologica. Para a coleta dos embribes, as
fémeas foram eutanasiadas por deslocamento cervical e o trato reprodutivo retirado
e colocado em placas de Petri para visualizacdo sob estereomicroscopio. Em
seguida, os cornos uterinos foram perfundidos com 0,5 mL de solugcdo tampéao
fosfato-salino (PBS) adicionado com 0,4% de albumina sérica bovina (BSA). As
estruturas recuperadas foram contabilizadas e classificadas quanto ao estagio de
desenvolvimento (ZHANG et al., 2009), sendo os embrides nos estagios de morula
e blastocisto considerados como viaveis; e degenerados aqueles com aspecto

amorfo, blastdmeros mal definidos ou destruidos.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados como meédia = desvio padréo, com
excecao da avaliagdo espermética, que foram apresentados como média * erro. A

taxa de prenhez foi analisada pelo teste de qui-quadrado. Os valores do nimero de
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crias nascidas, peso ao nascimento, desenvolvimento somatico, concentracao
espermatica, motilidade progressiva, porcentagem de espermatozoides normais e
morfometria dos tubulos seminiferos foram testados quanto a normalidade pelo
teste Shapiro-wilk, antes de serem submetidos a andlise de variancia (ANOVA).
Posteriormente foram analisados pelo teste Tukey HSD. Os dados da resposta
superovulatéria: total de estruturas recuperados, embrides viaveis, o0citos nao
fecundados e embrides degenerados foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis. Os resultados com valores P < 0,05 foram considerados como diferentes

significativamente entre 0os grupos.
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4. RESULTADOS

4.1 TAXA DE PRENHEZ, TAMANHO DA NINHADA E PESO AO
NASCIMENTO

Os quatro grupos experimentais constituidos de 10 fémeas cada, totalizaram
a confirmacao de gestacao em 24 fémeas (Tabela 1), sendo obtidos 163 filhotes.
N&o houve diferenca entre os grupos experimentais (P > 0,05) quanto a taxa de
prenhez e niumero médio de crias nascidas. No entanto, todos 0s grupos que
receberam ET, apresentaram o peso médio ao nascimento das crias inferior ao
grupo CONT (P < 0,0001). Quando a comparacao foi realizada somente entre os
grupos estressados termicamente, observou-se que o ET produziu maior efeito na
primeira metade da gestacdo do que na segunda metade, reduzindo (P < 0,05) o
peso ao hascimento nos grupos EGIl e EGT em relagéo ao grupo EGF.

Tabela 1: Taxa de prenhez, nimero de crias nascidas e peso ao nascimento da progénie
de camundongos fémeas gestantes C57BL/6 estressadas termicamente.

Grupos
Variaveis
CONT EGI EGF EGT
Taxa de prenhez (%) 80 (8/10) 40 (4/10) 60 (6/10) 60 (6/10)
Numero de crias 70+£1,0 6,0+1,5 6,5+1,5 51+15

Peso ao nascimento (g) 2,2 +0,12 1,1+£0,2¢ 1,8+0,1° 1,2+0,1¢

*CONT: controle; EGI: estresse térmico durante a gestacao inicial; EGF: estresse térmico
durante a gestacdo final; EGT: estresse térmico durante a gestagdo total. As letras
distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05) entre 0s grupos.

4.2 DESENVOLVIMENTO SOMATICO

O monitoramento semanal de peso da progénie masculina desde o
nascimento até a idade de oito semanas esta apresentado na Figura 1. Das 163
crias nascidas, o desenvolvimento somatico foi monitorado em 155, dos quais 79
eram machos (50,9% do total) e 76 fémeas (49,1%). A diferenca de peso ao
nascimento observada nos grupos que receberam ET se manteve até a quarta

semana de idade (P < 0,05), sendo 0s grupos com estresse térmico no inicio da
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gestacdo mais afetados. Dessa forma, os animais provenientes dos grupos EGI
(5,3+0,59)e EGT (5,5 £ 0,8 g) também apresentaram menor peso em relacdo aos
grupos EGF (6,4 £ 0,9 g) e grupo CONT (6,3 + 0,9 g), na primeira semana. Com
duas semanas de idade, os grupos EGT (7,1 £1,0 g) e EGI (7,5 £ 0,3 g) tiveram
peso inferior ao grupo CONT (8,2 +0,7 g), sendo o grupo EGT o mais leve
(P <0,01). Posteriormente a quarta semana, ndo foram mais encontradas
diferencas significativas entre 0s grupos, que apresentaram valores de peso
gradativamente homogéneos até a idade adulta. A propor¢cédo sexual da progénie
nao foi diferente (P =0,56) entre os grupos (CONT =55,1% machos e 44,9%
fémeas; EGI =48,8% machos e 51,2% fémeas; EGF =47,8% machos e
52,2% fémeas; EGT = 50% machos e 50% fémeas). A taxa de sobrevivéncia da
progénie nao foi reduzida (CONT= 88,9%; EGI= 90,5%; EGF= 90,9%; EGT= 90%).

Peso (g9)
o &
[ ——

OFRPNWAUITOONOO
(9]
(9]
—

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Idade (semanas)

ECONT ©EGI mEGF mEGT

Figura 4: Desenvolvimento somatico da progénie masculina de camundongos
fémeas C57BL/6 estressadas termicamente durante a gestacdo, do nascimento
até a oitava semana de idade. *CONT: controle; EGI: estresse térmico durante a
gestacéo inicial; EGF: estresse térmico durante a gestacao final; EGT: estresse
térmico durante a gestacao total. As letras diferentes no mesmo eixo horizontal
(idade) indicam diferenca estatistica (P < 0,05) entre os grupos.
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4.3 AVALIACAO ESPERMATICA

Na oitava semana de vida, 72 h apds o acasalamento com fémeas controle
superovuladas, foram analisados os parametros de concentracdo, motilidade e
porcentagem de espermatozoides normais para a avaliacdo espermatica (Tabela
2). A concentragdo espermatica ndo foi impactada pelo ET, ndo sendo evidenciada
diferenca significativa (P > 0,05) entre os grupos, apresentando variacao de 1,4
x 108/mL (EGT) a 7,8 x 10%/mL (EGF). Da mesma forma, a motilidade espermatica
progressiva néao foi alterada pelo ET, ndo diferindo entre os grupos, variando entre
22,1% (EGT) e 65 % (CONT). Por fim, também néo houve diferenca (P > 0,05) na
porcentagem de espermatozoides normais.

Tabela 2: Avaliacdo espermatica da progénie (F1) masculina com oito semanas de idade,

provenientes dos diferentes grupos de estresse térmico induzido durante a gestacdo em
camundongos C57BL/6.

Avaliacdo espermética CONT EGI EGF EGT

Concentragao

espermatica (x 10%/mL) 44£04 5517 43:11 5,1+2,0

Motilidade espermatica
(%)

Espermatozoides
normais (%)

49,8+53 46,4+6,6 52,3+6,6 46,7 +9,6

745+6,2 693+56 614+6,2 63,2+5,2

*CONT: controle; EGI: estresse térmico durante a gestacéo inicial; EGF: estresse térmico
durante a gestacao final; EGT: estresse térmico durante a gestacdo total. Ndo houve
diferenca (P > 0,05) entre 0s grupos experimentais.

4.4 AVALIACAO MORFOMETRICA DOS TUBULOS SEMINIFEROS

As laminas histoldgicas dos testiculos (Figura 5) foram analisadas quanto ao
diametro dos tubulos seminiferos, altura do epitélio seminifero e propor¢do do

compartimento tubular por testiculo.
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Figura 5: Imagens histologicas dos tubulos seminiferos na
avaliacdo morfométrica. *CONT: controle; EGI: estresse
térmico durante a gestacgdo inicial; EGF: estresse térmico
durante a gestacdao final; EGT: estresse térmico durante a
gestacéo total.

Os resultados estdo apresentados na tabela 3. O diametro dos tubulos
seminiferos foi significativamente menor (P < 0,03) no grupo EGI em comparacao
com o grupo CONT, no entanto, sem diferenca (P =0,99) no grupo EGT, que
também recebeu ET no inicio da gestacdo. Quanto a altura do epitélio seminifero,
ndo foram observadas diferencas (P > 0,05) entre os grupos, variando entre
28,4 um (EGI) e 82,4 um (EGT). Ja a proporcao volumétrica de compartimento
tubular foi significativamente menor (P < 0,0001) no grupo EGT em relagéo grupo
CONT, nao havendo diferenca (P > 0,05) nos grupos EGI e EGF.

Tabela 3: Morfometria dos tabulos seminiferos da progénie (F1) masculina de camundongos
C57BL/6 dos diferentes grupos de estresse térmico induzido durante a gestacéo.

Medidas CONT EGI EGF EGT

Diametro de tubulos

- 199,2 +28,22 178,1 +41,9° 204,0+17,12 197,55+ 27,92
seminiferos (um)

Altura do epitélio
seminifero (um)

Proporcao
volumétrica de
compartimento
tubular (%)
*CONT: controle; EGI: estresse térmico durante a gestacéo inicial; EGF: estresse térmico
durante a gestacdo final; EGT: estresse térmico durante a gestagao total. As letras distintas
na mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05) entre 0s grupos.

60,9+9,1 553+111 57,9+12,0 59,3+115

89,9 +2,82 85,6 + 5,92 84,4+582 71,7+16,0°
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4.5 AVALIACAO QUANTITATIVA DOS EMBRIOES

Apbs o acasalamento de machos dos diferentes grupos com fémeas controle
superovuladas, foram coletados os embrifes para avaliar o efeito do ET sobre a
fertilizac&o in vivo. Como demonstrado na Tabela 4, ndo houve diferenca (P > 0,05)
quanto a média do numero total de estruturas recuperadas por fémea, variando
entre 1 (EGI) e 37 (CONT). Da mesma forma, ndo foram evidenciadas diferencas
(P > 0,05) na quantidade de embrides viaveis, estruturas nao fecundadas e numero
de embribes degenerados por fémea, entre 0s grupos.

Tabela 4: Média do numero de estruturas recuperadas por fémea, quando acasaladas com

a progénie masculina de camundongos C57BL/6 dos diferentes grupos estressados
termicamente durante a gestacao.

Variaveis CONT-F1 EGI-F1 EGF-F1 EGT-F1

Total de estruturas (n) 141+34 145+46 11,1+13 115272

Embrides vidveis moérulas +

. 11,3+29 13,7+35 9,1%15 8,024
blastocistos (n)

Embries viavels morulas+ 694 0,12 64,9014 789+00 66,0+0,1
blastocistos (%)
Odcitos ndo fecundados (n) 1,6 +£0,6 1,5+0,7 1,4+0,6 1,6+1,2

Odcitos ndo fecundados 159,071 55:+00 143400 13,6401

(%)
Degenerados (n) 12+04 09+04 0,5+0,3 1,1+04
Degenerados (%) 3,9+0,0 4,1+0,0 51+0,0 10,4+0,0

*CONT-F1: controle; EGI-F1: estresse térmico durante a gestacdo inicial; EGF-
F1: estresse térmico durante a gestacdo final;, EGT-F1: estresse térmico durante a
gestacao total.
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5. DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, o ET induzido em camundongos
fémeas C57BL/6 durante diferentes fases da gestacado, apesar do baixo niumero de
animais, parece néo ter afetado a taxa de prenhez, apresentando valores dentro da
normalidade para a linhagem C57BL/6 de 61% das fémeas com presencga de
tampdo vaginal (DORSCH et al., 2020). Portanto, estes achados divergem dos
estudos que relataram perdas embrionarias e reducdo na taxa de implantacédo,
possivelmente pelo nimero de gestantes confirmadas em nosso estudo néo ter sido
suficiente para demonstrar esta diferenca, visto que o ET afeta principalmente os
embrides em estagios iniciais, com a expressao de genes que induzem a apoptose
(OZAWA et al., 2002; KUMAR et al., 2006; CHOI et al., 2015).

Devido ao curto periodo de gestacdo nos camundongos (19 - 21 dias), ndo
foi possivel identificar se houve diminuicdo do tempo da gestacdo, como relatado
na espécie bovina, antecipando o parto por cerca de dois dias em relacédo ao tempo
previsto (DADO-SENN et al., 2020). No caso de avaliar o efeito na duragéo da
gestacdo em camundongos, seria necessario o0 monitoramento através de cameras
de video noturnas desde o momento da copula, pois caso haja diferenca, esta pode
ser de apenas algumas horas ou minutos. Em caso confirmativo desse efeito sobre
o0 tempo de gestacao, isto justificaria 0 menor crescimento e consequentemente

menor peso ao hascimento dos filhotes.

O numero de crias nascidas ndo diferiu entre 0s grupos, assim como a
porcentagem de machos e fémeas. Nossos dados corroboram com o estudo
realizado por Olivier et al. (2020), no qual ndo foram encontradas diferencas no
namero de filhotes nascidos, proporcao sexual da progénie e na taxa de reabsorcao
uterina. Outro estudo realizado em porcas, no qual o ET induzido também em
camara térmica ambiental ndo mostrou diferenca no numero de fetos nascidos
(BERNHARD et al., 2020). Esses resultados demonstram que o ET materno nao
produziu 0 mesmo efeito que provoca nas células germinativas de machos adultos,
gue acasalados com fémeas nao-estressadas resulta em baixa taxa de prenhez,
maior porcentagem de espermatozoides Y e filhotes do sexo masculino (WAN et al.,
2020a). No presente estudo ndo foram identificados abortos espontaneos ou
malformacgbes fetais nas ninhadas dos diferentes grupos, diferentemente dos

achados em estudos prévios com ET induzido em fémeas de camundongos
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gestantes (WEBSTER E EDWARDS, 1984; SHIOTA, 1988; HANDE E
VEENA, 1993) e ratas (PADMANABHAN et al., 2005). Nestes estudos, o ET foi
realizado por meio de imersdo em 4gua quente, em temperaturas variando de 41 a
43 °C, que pode ter agravado ainda mais os efeitos, dificultando a atuacéo de

mecanismos compensatorios para dissipar o calor.

Em contrapartida, o ET produziu efeito negativo no desenvolvimento
intrauterino, apresentando redugdo no peso ao nascimento. Este efeito foi
evidenciado em todos 0s grupos estressados, principalmente nos grupos que
receberam ET no inicio da gestacdo (EGI e EGT). Os resultados encontrados vao
de encontro a outros estudos que demonstraram o efeito pronunciado sobre
embrides em estégios iniciais, prejudicando o desenvolvimento embrionéario pela
reducdo do numero de células do trofectoderma (CHOI et al., 2015). A reducéo do
peso ao nascimento pode estar associada a deficiéncia nutricional do feto, em
decorréncia da diminui¢do do fluxo sanguineo placentério, que é direcionado para
as regides periféricas do corpo, na tentativa de aumentar a perda de calor sensivel
(HUBER, 2020). O estudo realizado por Mayvaneh et al. (2020), demonstrou que
camundongos fémeas submetidas a temperaturas superiores a 42 °C por 40 min
entre os dias 6,5 e 14,5 da gestacao, tiveram crias menores e com peso reduzido
em relagdo ao controle. Similarmente, o peso da placenta foi reduzido em

temperaturas a partir de 44 °C.

Padmanabhan et al. (2005) demonstraram que uma Unica exposi¢do ao ET
em ratas, no nono dia de gestacdo, além de reduzir o peso ao nascimento, afetou
as camadas da placenta. Foram evidenciados fibrose, hialinizacdo e aumento do
espessamento da camada decidua basal, aumento de células gigantes
multinucledas e de degeneracdo nas células de glicogénio da zona basal, com
reduzida vascularizacdo para a camada labirintica. Um estudo desenvolvido por
Cheong et al. (2016), avaliou o efeito da restricdo nutricional fetal no final da
gestacdo em ratas, sugerindo que altas concentragdes de corticosterona, devido a
baixa eficiéncia da barreira placentaria de glicocorticoides nesta fase, contribuem
para o0 menor peso ao nascimento. Adicionalmente, as fémeas submetidas ao ET
reduzem a ingestao de alimento, que consequentemente desacelera a curva de
ganho de peso durante a gestacdo e contribui para a ma nutricdo do feto

(JOHNSON et al., 2015). Em concluséao, € possivel que a natureza multifatorial do
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ET seja responsavel pelo comprometimento do crescimento intrauterino dos
animais, sendo mais acentuado na primeira metade da gestacdo, possivelmente

pelo comprometimento da angiogénese placentaria.

Embora a reducao do peso ao nascimento possa ter ocorrido por deficiéncia
nutricional, a sobrevivéncia dos filhotes até a idade de desmame n&o foi
comprometida. O desenvolvimento somético apos o hascimento nao foi impactado,
visto que a mesma diferenca de peso ao hascimento se manteve estavel. Com isso,
temos que a producao do leite materno, bem como a sua qualidade, ndo foram
acometidas pelo ET, durante o periodo gestacional. Ha relatos de reducdo na
producao de leite em camundongos fémeas lactantes submetidas ao ET somente
a partir do quinto dia pos-parto, refletindo no baixo ganho de peso dos filhotes (HAN
et al.,, 2019). Em nosso estudo, no entanto, apesar da diferenca do peso ao
nascimento, o ganho de peso foi similar entre os grupos e, ap0s a idade de
desmame, na quinta semana de vida, esta diferenca de peso ndo foi mais
observada, mostrando que 0s animais previamente estressados atingiram peso
similar ao grupo controle. Nossos resultados corroboram com estudo em ratas, cuja
progénie atingiu o peso normal na idade de desmame (JOHNSON et al., 2015). No
entanto, foram divergentes do estudo realizado por Shiota e Kayamura (1989), no
qual o peso ao nascimento dos camundongos foi normal e o desenvolvimento
somatico apresentou reducdo apenas na quinta semana de idade. Possivelmente
esta divergéncia se deve a forma de inducéo do ET ter sido por banho-maria a 42
ou 43 °C por apenas 10 min, entre os dias E12 e E15. O que nao reduziu o peso
ao nascimento, mas afetou o ganho de peso apds quatro semanas, e somente na

progénie masculina.

Tendo em vista que o0s animais nascidos dos grupos estressados
apresentaram menor peso ao nascimento e posteriormente peso similar ao grupo
controle, demonstra-se que o0s grupos submetidos ao ET apresentaram maior
ganho de peso. Para justificar este efeito, nossa hipotese é que tenham ocorrido
alteracdes no metabolismo da progénie, pois estudos relatam que o estresse
durante a gestacao, incluindo o ET, aumentam a resisténcia a insulina e a tolerancia
a glicose nos descendentes (WAN et al., 2020b). Desta forma, como a insulina é
um hormonio lipogénico, ou seja, promove o aumento percentual de tecido adiposo,

a hiperinsulinemia favoreceria a obesidade futura (JOHNSON et al.,, 2020;
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CHEONG et al., 2016). No entanto, para comprovar esta teoria, seria hecessario
monitorar 0 peso dos animais por mais tempo. Esta hipotese é sustentada pelos
relatos de Wan et al. (2020b), cuja progénie masculina de camundongos
submetidos ao ET apresentaram aumento no peso corporal a partir da nona

semana de idade.

No presente estudo ndo foram encontradas diferengas em nenhuma das
andlises de avaliacdo espermatica dos machos submetidos ao ET pré-natal,
indicando que o ET ndo afetou o desenvolvimento e a producdo de células
germinativas, bem como a porcentagem de espermatozoides normais. Isto
corrobora com o estudo em suinos, realizado por Lugar et al. (2018), que néo
encontraram diferenca nos parametros de concentracdo e motilidade espermaética,
apesar de relatarem maior incidéncia de anormalidades espermaticas. Estes
resultados caracterizam divergéncia entre o ET pré-natal e o ET pds-natal, pois em
machos adultos ocorre subfertilidade temporaria causada principalmente por
estresse oxidativo e apoptose de espermatécitos e espermatides arredondadas,
bem consolidada na literatura (SAILER et al., 1997; ROCKETT et al., 2001,
YAERAM et al., 2006; PAUL et al., 2008; PEREZ-CRESPO et al., 2008;
WECHALEKAR et al., 2010; HOUSTON et al., 2018; GIBB et al., 2020; MORELL,
2020; RIZZOTO et al.; 2020; WAN et al., 2020a). Com isso, nossos resultados
demonstram que as células-tronco conseguiram se desenvolver na presenca do ET
materno no inicio da gestacdo, quando ha a ativacdo do genoma zigotico
(SCHULTZ, 1993); e as células germinativas primordiais masculinas ou gondcitos
também, a partir da segunda metade da gestacdo, quando se inicia a diferenciacéo
sexual (MAATOUK E CAPEL, 2008).

Sabe-se que as espermatogbnias sdo as células espermaticas mais
resistentes ao ET, e por isso ndo ha a interrupcédo completa da espermatogénese,
sendo restabelecida gradativamente com a melhora da qualidade espermatica e
reducdo de apoptoses (HOUSTON et al.,, 2018), aumentando para 0s niveis
normais a producédo de fetos (ROCKETT et al.,, 2001). Porém, poucos estudos
investigam a origem desta caracteristica. Recentemente, um estudo demonstrou
que o ET em espermatogbnias aumentou a expressdo de varios genes
relacionados a autofagia, processo no qual a célula degrada as préprias organelas

e componentes celulares para a obtencédo de energia. Desta forma, a autofagia
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aumenta a sobrevivéncia das células, sendo indicada como um dos mecanismos
de resisténcia das espermatogbnias ao ET (QIAO etal.,, 2021). Além das
espermatogobnias, a autofagia ocorre em outros tipos celulares, como células de
Leydig, de Sertoli e espermatozoides maduros. A autofagia também se mostrou
necessaria para o correto desenvolvimento embrionario (Moura et al., 2021). Como
na gestacao as células germinativas estdo em estagio anterior de desenvolvimento,
€ possivel que a exposicdo ao ET ainda na vida fetal, estimule modificacdes na
expressao genética para a citoprotecdo nas células-tronco germinativas, que dao
origem as espermatogonias. Estas alteracbes também podem ocorrer em células

somaticas testiculares, como células imaturas de Leydig, de Sertoli e epididimarias.

Um estudo realizado por Yang et al. (2021) utilizando células de Sertoli fetais
de suinos, demonstrou que o cultivo in vitro em temperatura elevada promoveu
diversas alteracdes imediatas e tardias na expressao génica, em resposta ao ET
(quadro 2). Houve aumento de Hsp90 logo ap6s o ET e a reprogramacao do
transcriptoma aumentou a expressao da enzima desidrogenase lactica (DHL), que
estimulou o aumento da producdo de lactato. Assim, as células de Sertoli
aumentam a producdo de lactato a partir do piruvato pela catalisagcdo de DHL,
fornecendo suporte energético para o desenvolvimento das células germinativas.
Adicionalmente, como os individuos reduzem o consumo de alimento sob o efeito
do ET, é possivel que a subnutricdo tenha contribuido na programacéo fetal e de
desenvolvimento. Estudos recentes de subnutricAo materna em ratas gestantes,
demonstrou que o aumento na proliferacdo de espermatogdnias estava associado
ao aumento da proteina de choque térmico 70 (Hsp70) e dos fatores de transcricédo
fator neurotréfico derivado de célula glial (GDNF) e ETV5. Estes fatores séo
produzidos pelas células de Sertoli e regulam a auto-renovacdo das
espermatogbnias pela proliferacdo e producdo de proteinas anti-apoptéticas,
respectivamente. Logo, o aumento desses fatores promoveu o desequilibrio da
atividade de proteinas pro e anti-apoptoéticas, sendo exacerbado pelo aumento de
Hsp90, que culminou no aumento de células germinativas (PEDRANA et al., 2021).
Dessa forma, nossa hipotese € que tenha ocorrido modificacfes epigenéticas que
possibilitaram a auséncia de reducao na qualidade espermatica dos machos que

receberam o ET pré-natal.
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Quadro 2: Protocolos experimentais de inducdo de estresse térmico.

Temperatura e

superovulacao

Espécie/sexo Tipo de Estresse : : Duracgéao Referéncia
umidade relativa

Camundongos

femeas aPoOS | camara térmica 40 °C | 65% 1,5e 2 h* (AROYO et al., 2007)

protocolo de

12 h* ou 12 h diérias por 3 dias

(OZAWA et al., 2002;
OZAWA et al., 2003)

fetais de suino

° 0
Camundongos . . 35°C/60% ) (MATSUZUKA et al.,
fémeas apos Camara térmica 12 h 2005)
acasalamento 40,5 °C 2 h diarias por 7 dias (ULLAH et al., 2019)
42 °C 2 h diarias até o dia E4,5 (TIAN et al., 2013)
Zigotos de
;";‘)rgsundongos 39,5 °C 12 h* (OZAWA et al., 2002)
acasalamento
Zigotos de
camundongos Cultivo in vitro em 39-41°C 8 a 80 h apés fertilizacao (CHOI et al., 2015)
fertilizados in vitro incubadora
Espermatogbnias
de camundongos 42 °C 90 min* (QIAO et al., 2021)
adultos
Céls.  de Sertoli 43°C 05-6h (YANG et al. 2021)

Camundongos
fémeas gestantes

Camara térmica

34°C/18%

12 h diérias entre os dias E8 e E18

(DESAULNIERS et al.,

2016)

37 °C

8 h diarias entre dias E15,5 e
E17,5

(OLIVIER et al., 2020)

40 °C

4 h diarias em diferentes
momentos da gestacao

(KUMAR et al., 2006)
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Camundongos
fémeas gestantes

40 min em duas fases (15 +

(MAYVANEH et al.,

A Lo 40 — 48 °C 25 min) diariamente por 5 dias em
Camara termica diferentes momentos da gestacao 2020)
41,2 °C / 55% 1 h* no dia E14 (LIN et al., 2019)
o . . (HANDE E
—_ *
41 - 43 °C 10 min* no dia E6,5 VEENA, 1993)
42 °C 15 min no dia E8,5
43 °C 9 min no dia E8,5 (SHIOTA, 1988)
. o 10 min duas vezes ao dia entre
Banho-maria 42°C E12 e E15 (SHIOTA e
o 10 min diariamente entre E12 e KAYAMURA, 1989)
43 °C E15
43 °C Até T° corporal atingir 43 °C (WEBSTER e

(£ 7 min) entre os dias E7 e E9

EDWARDS, 1984)

Camundongos
fémeas lactantes

Ratas gestantes

o * H
41 e 42 °C 1 h* no dia E9 2005)
28 a38°C /65— L . (BERNHARD et al.,
Porcas gestantes 88% 8 h diéarias por 3 dias 2020)

Camara térmica

36 °C /55%

2 h diarias até 13° dia p6s-parto

(HAN et al., 2019)

30 °C no periodo
claro e 34 °C no
escuro / 20%

24 h diarias entre os dias E3 e E18

(JOHNSON et al., 2015)

(PADMANABHAN et al.,

* Unica exposicao.
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Em relacdo as alteracdes na histologia e morfometria testicular decorrentes
do ET durante a gestacdo, um estudo relatou que os fetos masculinos de porcas
ndo apresentaram alterag6es no numero de tubulos seminiferos, na area média de
tubulos seminiferos ou no niumero de células de Sertoli por tubulo. Mas houve
reducdo no numero de pré-espermatogonias, sugerindo reducdo da fertilidade
futura (BERNHARD et al., 2020). Em nosso estudo, os animais foram avaliados ja
na idade adulta e, apesar de nao terem sido evidenciadas diferencas na avaliacao
espermética, o ET materno reduziu o didmetro dos tubulos seminiferos dos machos
do grupo EGI, estressados exclusivamente na primeira metade da gestacao.
Curiosamente, os machos do grupo EGT nao apresentaram reducdo no diametro
dos tabulos seminiferos, porém tiveram reducéo na proporc¢ao volumétrica tubular.
Estas informacdes sugerem que tenham ocorrido alteragbes a partir do dia E11,
qgue possibilitaram o desenvolvimento normal dos tubulos seminiferos quanto ao
didmetro tubular, em detrimento de sua area de compartimento tubular nos
testiculos. Adicionalmente, o grupo EGF nao apresentou diferenca em nenhum dos
parametros avaliados. Este momento da gestacgéo, a partir do dia E11, coincide
com o inicio da diferenciacdo gonadal, diferenciacdo das células de Sertoli e de
Leydig e, por Gltimo, das células mioides peritubulares (MAKELA et al., 2018). Com
isso, mais estudos sdo necessarios para compreender a origem de possiveis

alteracbes morfométricas em resposta ao ET nesta fase da organogénese.

Um estudo realizado por Pallarés et al. (2013) com ratas submetidas ao
estresse por restricdo fisica na ultima semana de gestacdo, demonstrou o aumento
no didmetro dos tubulos seminiferos dos descendentes, associado a uma
aceleracdo na maturacdo do epitélio seminifero na puberdade. Apesar desta
aceleracdo na maturacao, os niveis séricos de testosterona e LH foram reduzidos,
enquanto dihidrotestosterona e Diol, que sdo andrégenos comumente produzidos
no testiculo imaturo, foram aumentados devido a superexpressdo da enzima
testicular 5-alfa redutasel. Os autores concluiram que esta aceleracdo para
antecipar a maturidade reprodutiva poderia ser uma estratégia para contornar os
efeitos negativos na fertilidade. Em outro estudo realizado com ratos recém-
nascidos submetidos a 34 °C por 90 dias, foi demonstrado que o peso da cauda do
epididimo e das glandulas vesicula seminal e préstata foram aumentados, e a

histologia ndo apresentava degeneracao epitelial epididiméaria, como foi observada
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nos ratos adultos (KUROWICKA et al., 2015). Isto indica que a exposi¢cdo ao
estresse, incluindo o ET, na fase pré-natal ou logo apds o nascimento, produz

efeitos compensatorios a fim de minimizar os danos na espermatogénese.

Assim como na avaliacdo espermatica, os resultados da avaliacao
quantitativa dos embrides produzidos invivo do acasalamento entre fémeas
controle e machos (F1) dos diferentes grupos experimentais, ndo demonstraram
diferenga em quaisquer variaveis. Com isso, o ET durante a gestagdo néo foi capaz
de comprometer a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides da progénie
masculina. Entretanto, ndo podemos descartar possiveis efeitos epigenéticos do
ET, através da alteracéo no perfil de pequenos RNA néo codificantes (pRNAnNc) dos
espermatozoides. Evidéncias recentes sugerem que 0 estresse no geral, pode
alterar o perfil de pPRNANc espermatico comprometendo assim o desenvolvimento
embrionério e/ou a saude dos descendentes (SHARMA et al., 2016; NATT et al.,
2019). Sendo assim, mais estudos transgeracionais sdo necessarios para avaliar a
taxa de implantacdo, a embriogénese e possiveis alteracdes nos fetos, através de
analise de expressdo génica, medicbes de acompanhamento de peso e
comprimento, analise hormonal e bioquimica sérica, para 0 mapeamento completo
e detalhado das possiveis alteracbes negativas e/ou adaptativas de
susceptibilidade ou resisténcia ao ET.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
6.1 CONCLUSOES

Conclui-se que o ET durante a gestacdo nao afeta a proporcdo sexual da
progénie, reduz o peso ao nascimento e o diametro tubular ou a proporcao
volumétrica de compartimento tubular, porém ndo compromete a fertilidade da
progénie masculina. O ET gestacional afeta principalmente a progénie dos grupos

submetidos ao ET durante a primeira metade da gestacdo de camundongos.

6.2 PERSPECTIVAS

Os problemas gerados pelas mudancas climaticas englobam diversos
fatores, dentre eles, a adaptacdo dos mamiferos. Considerando as projecfes de
elevacdo da temperatura, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos
transgeracionais para compreendimento do efeito do ET nas sucessivas geracoes.
Nesse sentido, andlises biomoleculares e enddcrinas, como expressao génica e
analise hormonal, seriam fundamentais para a identificacdo de possiveis

mecanismos fisioldgicos de adaptacao.
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estes deverdo yer revalidados,

Rexsalicomos que, conforme o Resolugao Normaitiva 1, de ¥ de Jullo de 2000, gualqier

alteracdu mo protocolo previamente aprovadn, o equipe féonica. bem como acidentes
emvalvendo ox aimais, competem ao responsovel a commicogdo u CEUAUFVIM.

O e N
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Gustavo Henngue de Frias Castro

Vice-Coordenador da CEUA/UFVIM
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