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RESUMO

Com o avanco do aquecimento global, o estresse térmico pelo calor (ETC) emerge e se
intensifica a cada ano como um dos principais fatores responsdaveis pela reducdo do
desempenho reprodutivo animal. Este problema afeta aproximadamente 60% da
populacdo mundial de gado causando graves perdas econOmicas. Dessa forma, é
imprescindivel o conhecimento dos efeitos do ETC sob a capacidade reprodutiva animal
e 0s possiveis impactos no perfil reprodutivo da prole exposta ao ETC no Utero materno.
Neste estudo objetivou-se avaliar o impacto do ETC na populagdao F1 feminina de
camundongos da linhagem C57BL/6 submetidas ao ETC durante o desenvolvimento
embrionario / fetal em diferentes momentos do periodo gestacional. Para isso, o
desenvolvimento intrauterino (peso ao nascer), desenvolvimento somadtico (peso
durante o desenvolvimento pds-natal até oito semanas de idade) e parametros
reprodutivos (quantificacdo da populagdo folicular ovariana e resposta ao protocolo de
superovulacdo) foram avaliados nas progénies feminina dos grupos i) estressados
termicamente (41°C e 65% de umidade relativa) durante a primeira metade da gestagao
(EGI); ii) segunda metade da gestacdo (EGF); iii) durante toda a gestacdao (EGT) e
controle, mantidas em condicdes normotérmicas (CONT). O ETC afetou o
desenvolvimento intrauterino da populagao F1 em todos os grupos tratados em relagao
ao CONT (P < 0,0001), sendo o efeito deletério mais proeminente quando o ETC ocorreu
na primeira metade da gestacdo, resultando na diferenca (P < 0,05) entre os grupos EGI
e EGT em comparag¢ao com o grupo EGF. Em adi¢do, o ETC promoveu alteragao do
desenvolvimento somatico da prole nos grupos EGl e EGT. Além disso, alterou o perfil
da populacao folicular ovariana ao reduzir o nimero de foliculos primordiais no grupo
EGI em relagdo aos grupos de EGF e EGT (P < 0,05) e reduziu a taxa de ativacado folicular
do grupo EGT em relacdo ao grupo EGI (P < 0,05). Na avaliacdo da producdo embrionaria
em F1, apds a superovulagdo, verificamos que o ETC promoveu reducdo (P < 0,05) de
estruturas embriondrias vidveis no grupo EGT quando comparado ao CONT. Em
conjunto, os resultados sinalizam que o ETC durante a gestacao afetou negativamente
o desenvolvimento intrauterino e o desenvolvimento somatico da populagdo F1, alterou
o perfil da populacdo folicular ovariana da progénie feminina, e comprometeu a
resposta ovariana a superovulacdo e producdo de embrides.

Palavras-chave: aquecimento global, foliculogénese, embriogénese, epigenética,
reproducao.
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ABSTRACT

With the advancement of global warming, heat stress (HS) due to heat emerges and
intensifies each year as one of the main factors responsible for the reduction of animal
reproductive performance. This problem affects approximately 60% of the world's
livestock population, causing severe economic losses. Thus, it is essential to know the
effects of HS on the animal's reproductive capacity and the possible impacts on the
reproductive profile of the offspring exposed to HS in the maternal uterus. This study
aimed to evaluate the impact of HS on the F1 female population of mice of C57BL/6
strain submitted to HS during embryonic / fetal development at different times of the
gestational period. For this, intrauterine development (birth weight), somatic
development (body weight during postnatal development up to eight weeks of age) and
reproductive parameters (quantification of the ovarian follicular population and
response to the superovulation protocol) were evaluated in the female progeny of the
following groups i) thermally stressed (41 ° C and 65% relative humidity) during the first
half of pregnancy (EGI); ii) second half of pregnancy (EGF); iii) during the whole
pregnancy (EGT) and control, maintained in normothermic conditions (CONT). HS
affected the intrauterine development of the F1 population in all groups treated in
relation to CONT (P <0.0001), with the most prominent deleterious effect when HS
occurred in the first half of pregnancy, resulting in the difference (P <0. 05) between EGI
and EGT groups compared to the EGF group. In addition, HS promoted alteration in the
somatic development of the offspring in the EGl and EGT groups. In addition, it changed
the profile of the ovarian follicular population by reducing the number of primordial
follicles in the EGI group in relation to the EGF and EGT groups (P <0.05) and reduced
the follicular activation rate of the EGT group in relation to the EGI group (P <0.05). In
the evaluation of embryonic production in F1, after superovulation, we found that HS
promoted a reduction (P <0.05) of viable embryonic structures in the EGT group when
compared to CONT. Taken together, these results indicate that maternal HS during
pregnancy negatively affected intrauterine development and the somatic development
of the F1 population, altered the ovarian follicular population profile of the female
progeny, and compromised the ovarian response to superovulation and embryo
production.

Keywords: global warming, folliculogenesis, embryogenesis, epigenetic, reproduction.
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1. INTRODUCAO

O aquecimento global é uma realidade capaz de reduzir o bem-estar de diversos
organismos vivos. Segundo o relatdrio do Intergovernamental Panel on Climate Change
de 2018, a temperatura média do periodo 2006-2015 foi 0,87 °C mais alta do que a
média do periodo de 1850-1900. Ainda de acordo com este relatério, a temperatura
média global pode aumentar 1,5 °C entre 2030-2052. Nessa dire¢ao, BASTIN et al. (2019)
em suas estimativas pontuaram a vulnerabilidade de cidades tropicais e subtropicais,
das quais 30% das cidades analisadas em seu estudo, existirdo em um regime climatico
completamente novo, essencialmente mais seco, até 2050. Essas mudancas no clima
representam uma grande ameaca a sobrevivéncia de muitas espécies e ecossistemas, e
impactam substancialmente na sustentabilidade financeira dos sistemas de produgao

em vdrias partes do mundo (HOFFMANN et al., 2010).

De acordo com o levantamento da Associacdo Brasileira das Industrias
Exportadoras de Carnes 2019, o Brasil € um dos protagonistas, a nivel mundial, no setor
de producdo animal. Além disso, o pais possui grande parte do seu territério situado na
faixa tropical do planeta, onde as altas temperaturas sdo frequentes (BAENA et al.,
2019). De acordo com HENRY et al. (2018) mais da metade da producdao mundial de
carne e leite sdo oriundas de dreas tropicais e subtropicais. Prevé-se ainda que a
producdo pecudria nessas areas continuard a sustentar a demanda mundial de carne

(RENAUDEAU et al., 2012).

A alta temperatura ambiental nos meses de verdao é considerado um fator
extremamente prejudicial para a pecudria, ao comprometer a produtividade e impactar
nas fungdes reprodutivas dos animais. Estes, na tentativa de se adaptar as condi¢des
ambientais, desviam recursos energéticos para a manutencdo das atividades vitais do
organismo em detrimento de outros processos bioldgicos (AMITHA et al., 2019). Assim,
o estresse térmico pelo calor (ETC) é definido como sendo o resultado da inabilidade do
animal em dissipar o calor excedente de forma satisfatdria para manter a sua
homeotermia (WEST, 1999). Alguns estudos de abordagem reprodutivas, tém relatado
gueda de aproximadamente 25% nas taxas de concep¢do para cada aumento de 1 °C na

temperatura interna do animal, além de aumento do intervalo de partos e reducdo da



producdo animal (PAVANI et al., 2015). Além disso, a diminuicdo da fertilidade do animal
associada ao ETC durante o verdo contribui para o declinio da eficiéncia de biotécnicas

reprodutivas como a superovula¢do (VARGAS et al., 2019).

Como consequéncias do aumento da temperatura, ocorrem efeitos deletérios na
fungao celular que incluem i) inibicao da sintese de DNA, transcri¢do, processamento de
RNA e traducdo; ii) inibicdo da progressao do ciclo celular; iii) dobramento incorreto de
proteinas; iv) aumento da degradacdo de proteinas através de vias proteossémicas e
lisossomais; v) ruptura dos componentes do citoesqueleto; vi) alteragcbes no
metabolismo que levam a uma reducgao liquida de ATP celular; e vii) altera¢des na
permeabilidade da membrana que levam a um aumento de Na*, H* e Ca?* intracelular
(LINDQUIST, 1986; KUHL e RENSING, 2000). Apesar disso, pouco se sabe a respeito dos
efeitos do ETC no perfil reprodutivo de mamiferos e da capacidade adaptativa desses

animais a alteracdes ambientais.

Considerando as iniUmeras projecdes de aumento da temperatura global, torna-
se necessario o aprofundamento da compreensao dos mecanismos pelo qual o ETC
impacta na capacidade reprodutiva animal, e a extensdo dos efeitos na prole, incluindo
a capacidade de resposta desses animais a biotécnicas reprodutivas como a
superovulacdo, largamente utilizada para producdo de embrides em animais de criacao.
Nesse aspecto, os camundongos, devido seu periodo gestacional curto (de 18 a 21 dias)
e ciclos regulares, constituem um modelo eficiente para investigar mudancas que
ocorrem durante o ciclo reprodutivo (CALIGIONI, 2009; GOUGOULA et al., 2019). O
entendimento dos impactos do ETC na capacidade reprodutiva em mamiferos, poderd
contribuir para o aprimoramento de metodologias voltadas para a otimizacao das

respostas produtivas no campo (NOBREGA et al., 2011).

1.1 Modelo experimental: O camundongo

O camundongo é o modelo experimental mais bem conhecido e extensivamente
utilizado na pesquisa cientifica. O pequeno tamanho, facil manejo, a rapida aquisicdo da
maturidade sexual e a alta prolificidade sdo algumas das caracteristicas que fazem do

camundongo um modelo atraente na pesquisa cientifica (SOBRINHO, 2018).



O estabelecimento de linhagens consanguineas, como o camundongo C57BL/6,
representa um avango importante para pesquisa cientifica. Devido a homozigosidade
genética das linhagens consanguineas, reduz-se a variabilidade fenotipica levando a
uma uniformidade das caracteristicas herdaveis (FESTING, 2004; BATISTA et al., 2010).
Tais caracteristicas sdo particularmente interessantes para estudos relacionados a
biologia da reproduc¢dao. Segundo AKBARINEJAD et al. (2017), questdes de cunho
reprodutivos sdo amplamente influenciadas por fatores genéticos. Além disso, o
estabelecimento de linhagens consanguineas tornou possivel o uso de menos animais
para concluir um experimento, e proporcionou um modelo poderoso para estudos que
envolvem edices génicas, permitindo que os efeitos das modificagcdes sejam melhor
examinados devido uma menor interferéncia da variabilidade genética entre os
individuos de um experimento (FESTING, 2004).

No que tange aos aspectos comparativos da biologia embriondria, os camundongos
compartilham caracteristicas comuns a outras espécies, ja que os embrides de
mamiferos sdao morfologicamente semelhantes e desenvolvem-se de zigoto a
blastocistos (Figura 1) antes de eclodir e implantar (TAFT, 2008; SOBRINHO, 2018). Desta
forma, os embrides murinos sdo amplamente utilizados em pesquisas relacionadas a
biologia do desenvolvimento (BATISTA et al.,, 2010). Entretanto, devido as
particularidades de mecanismos fisiolégicos entre os animais, muitas vezes torna-se
inapropriado transpor resultados diretamente de uma espécie para outra. Algumas das
principais diferengas entre as espécies, em relagao a biologia do desenvolvimento
embrionario, residem no tempo de desenvolvimento do embrido, metabolismo
energético e estratégia de implantacdo embriondria (TAFT, 2008). Por outro lado,
modelos experimentais como o camundongo sao extremamente Uteis para desenvolver

e refinar hipdteses a serem testadas posteriormente em espécies de interesse (TAFT,

2008).
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Figura 1. Esquema representativo do desenvolvimento embriondrio de camundongos da
fertilizacdo a formacdo do blastocisto, em dias (D). ZGA: ativacdo do genoma embrionario;

adaptado de ORON E IVANOVA, (2012).

1.1.2 PERFIL REPRODUTIVO DE CAMUNDONGOS

Os camundongos tornam-se sexualmente maduros entre cinco e oito semanas de
idade, se reproduzem bem em temperaturas 6timas de 18 a 23 °C e umidade relativa do
ar entre 40 e 60%. Estes animais possuem periodo gestacional curto (de 18 a 21 dias), e
o numero médio de filhotes varia conforme a linhagem, sendo que para camundongos
da cepa C57BL/6J a média é de 5,4 filhotes por gesta¢do (JACKSON LABORATORY, 2009).
Entretanto, quando submetidos ao protocolo padrdo de superovulagdo, a média de

filhotes aumenta para 11,5 por gestacdo (HASEGAWA et al., 2016).

De acordo com TINGEN et al. (2009), do nascimento até a puberdade os ovarios
de camundongos sofrem uma perda massiva de foliculos primordiais, declinando de
aproximadamente 10.000 foliculos no dia seis pds-natal para 3.000 foliculos apés 45 dias
do nascimento. Além disso, segundo as estimativas de CANNING et al. (2003), a reserva

folicular ovariana em camundongos varia conforme a linhagem (Figura 2).

Populacdo folicular de camundongos
(42 dias ap6s o parto)
Linhagens

I 2.143
Fve 671

I 2.663
. C57BL/6 1.366

T 2.
@ DBA/2 2.733

1.721
# T 3154
—129/sv 1.729
m Populacdo folicular total Foliculo primordial

Figura 2. Estimativa da populagdo folicular ovariana (populacdo total e primordial) de

camundongos de diferentes linhagens aos 42 dias de vida (CANNING et al., 2003).

Em camundongos o tempo necessdrio para o desenvolvimento do foliculo
primordial até a ovulacdo é de 21 a 28 dias (FINDLAY et al., 2019). A duracgdo do periodo

fértil bem como a expectativa de vida dos camundongos varia conforme a cepa e o sexo.



Para linhagens consanguineas, como camundongos da cepa C57BL/6J, fémeas, o
periodo fértil dura em média um ano e meio, e a expectativa de vida é de

aproximadamente dois anos e meio (BRUST et al., 2015).

O ciclo estral de camundongos fémeas é dividido em quatro estagios (proestro,
estro, metaestro e diestro). Este, na auséncia de gesta¢ao, pseudogesta¢do ou anestro,
se repete a cada quatro a cinco dias (BYERS et al., 2012). Durante o estro, a fémea fica
receptiva ao macho e o acasalamento normalmente ocorre no periodo noturno. O
acasalamento bem-sucedido é verificado pela presenca de plugue de cépula (JACKSON
LABORATORY, 2009), objeto firme esbranquicado, muitas vezes preenchendo
completamente a vagina da fémea. O propédsito do plugue de copula é evitar o
reacasalamento por outro macho e ajudar a reter o ejaculado no utero (PRITCHETT E

TAFT, 2007).

No camundongo, apds a fertilizacdo, o primeiro dia de gestacdao é marcado pela
proliferacdo do epitélio endometrial. O Utero murino é receptivo a implantacdo do
blastocisto no quarto dia da gestacdao (CHA et al., 2012). Durante o processo de
implantacdo ocorre a diferenciacdo das células estromais e a decidualizacdo se espalha
por todo o estroma ao redor da camara de implanta¢do. De outro modo, na auséncia de
implantagdo, o Utero torna-se nao-receptivo no quinto dia, ocorrendo a lutedlise
(ADAMS E DEMAYO, 2015). Embora existam diferencas nas estratégias de implantacao
embrionaria entre as espécies, o processo da implantacdo embrionaria no camundongo,
bem como em bovinos, humanos e outros mamiferos, é controlado por esteroides
ovarianos, fatores de crescimento e citocinas, comuns entres as espécies. Nesse sentido,
o camundongo pode ser um modelo interessante para estudos que envolvem os

processos que controlam a implantagcdao embrionaria em mamiferos (TAFT, 2008).
1.2 ESTRESSE TERMICO

A faixa de temperatura ambiental na qual se estabelece um equilibrio entre o calor
gerado pelo metabolismo em repouso e a taxa de calor perdido para o ambiente é
conhecida como zona termoneutra. Dentro desta zona, os ajustes comportamentais,
posturais e vasomotores sdo suficientes para manter uma perfeita sinergia entre a

geracao e perda de calor (BEALE et al., 2017). Neste caso, ndo ha, portanto, alteracdes



regulatérias na produgdo de calor metabdlico ou perda de calor por evaporagao (JAMES,

2001; PALLUBINSKY, 2019).

De acordo com CABANAC (2006), a caracteristica fundamental de um sistema
regulatodrio é a capacidade de promover uma resposta fisioldgica de correcdo que se
opOe ao desvio de uma varidvel regulada. No caso da termorregulagdo, quando a
temperatura interna se aproxima ou ultrapassa os limites da zona de conforto térmico
do animal, ocorre uma resposta fisiolégica direcionada a manuteng¢ao da homeostase
(SKIBIEL et al., 2018a). O eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal tem papel fundamental na
resposta e resisténcia ao estresse. O hipotalamo é uma regido cerebral que desempenha
funcdes na regulacdo do sistema enddcrino e nervoso, e pode converter informacdes do
meio externo, como temperatura, em respostas direcionadas a manutengao da

homeostase (HAN et al., 2019).

Os mamiferos sdo animais endotérmicos com capacidade de produzir e manter a
temperatura corporal dentro de faixas estreitas ao longo do dia. Para tanto, deve haver
um equilibrio entre a termogénese e a termélise (WOLFENSON E ROTH, 2019). Dentro
da zona termoneutra, em que a temperatura ambiental é inferior ao limite superior da
zona de conforto térmico do animal, o calor excedente, produzido pelo metabolismo,
serd transferido para o ambiente através dos mecanismos de conduc¢do conveccao e
radiacdo. Estes, sao conhecidas como rotas sensiveis, pois, requerem um gradiente
térmico entre o animal e o meio ambiente para operar com efetividade (COLLIER et al.,
2006). Ja na situacdo em que a temperatura ambiental ultrapassa o limite superior da
zona de conforto térmico do animal, o mecanismo evaporativo de troca de calor torna-
se a Unica via disponivel, o que pode comprometer a capacidade termorregulatéria do
animal (COLLIER et al., 2006; HOOLE, 2019). Sendo assim, o ETC é uma condicdo
fisioldgica provocada por temperaturas ambientais acima do limite superior da zona de
conforto térmico do animal. Nessa situacdo, o calor gerado é superior a taxa de
dissipacdo (FERRAZZA et al., 2017). Nesse contexto, se a alteracdo da relacdo térmica
entre o organismo e o ambiente ndao for compensada, resultard em um estado de

hipertermia (JAMES, 2001).

Em resposta ao ETC, os animais endotérmicos apresentam sinais fisioldgicos que

podem ser considerados como biomarcadores do estresse, sdo eles: frequéncia
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respiratéria, frequéncia cardiaca, temperatura da pele e temperatura retal (SEJIAN et
al., 2019). A frequéncia respiratéria pode atuar como um sinal de alerta precoce da
condicdo de ETC. O aumento da frequéncia respiratdria indica que o animal iniciou um
processo de adaptagdo para manter a homeostase, na tentativa de dissipar o calor
excedente pelo mecanismo de resfriamento evaporativo. A frequéncia cardiaca reflete
principalmente a homeostase da circulagdao e o estado metabdlico geral (RASHANOL et
al., 2018). Atemperatura da pele, quando mais elevada, pode ser atribuida parcialmente
ao fato de que a exposicdo ao ETC promove a redistribuicdo do fluxo sanguineo do
centro do corpo para a superficie da pele. Tal estratégia possibilita otimizar a troca de
calor entre o animal e o ambiente pelos mecanismos sensiveis, dependentes de
gradientes de temperatura (conduc¢do, convecgao e radiacdo), ou por evaporagao,
dependendo da eficiéncia das glandulas sudoriparas (COLLIN, 2001). A temperatura
retal é usada como uma medida representativa da temperatura central do animal. O
aumento da temperatura retal acima do limite aceitdvel, de acordo com a espécie,
sinaliza o fracasso dos mecanismos de termorregulacdo do animal (RASHAMOL et al.,

2018).

Os roedores, que sdo em grande parte desprovidos de glandulas sudoriparas,
apresentam, em resposta ao ETC, salivacao excessiva. A saliva é espalhada através de
movimentos de limpeza da boca para a superficie da pele do animal. A transferéncia do
calor excedente para o ambiente ocorre, nesse caso, por meio da evaporacdo da saliva
espalhada pela superficie do corpo do animal (SHELTON E ALBERTS, 2018). Além das
alteracdes fisiologicas, em resposta ao ETC, os animais apresentam mudancas
comportamentais como: redugdo de consumo de alimentos, a fim de minimizar a
producdo de calor metabdlico, aumento de consumo de &gua e criacdo de
microambientes favordveis a troca de calor pelos mecanismos sensiveis (SHELTON E

ALBERTS, 2018; LA SALLES et al., 2017).

Vdrios fatores ambientais, como temperatura, umidade relativa e radiacdo solar
podem influenciar de forma a condicionar o ETC (SOUZA-CACARES et al., 2019). Por esse
motivo, os indices utilizados para quantificar a carga de calor externo geralmente
incluem algumas combinac¢des, como por exemplo, o indice de temperatura e umidade

(ITU), que combina o efeito simultdneo da temperatura e umidade relativa do ar. O ITU



tem sido amplamente utilizado para avaliar o grau de ETC na pecudria (FERRAZZA et al.,
2017; HEINICKE et al., 2018; BAENA et al., 2019). O estresse, em geral, é uma parte
inevitavel da vida e pode, potencialmente, alterar funcdes imunoldgicas, neuroquimicas,

enddcrinas e reprodutivas (XU et al., 2018).
1.2.1 EFEITO DO ESTRESSE TERMICO NA REPRODUCAO

O ETC é um dos principais fatores que contribui para a baixa fertilidade em
mamiferos (AGUIAR et al., 2020). O declinio da fertilidade induzida pelo ETC durante o
verdo é caracterizado pela sua natureza multifatorial (HALE et al., 2017). A exposi¢ao
materna a temperaturas elevadas impacta em uma variedade de aspectos relacionados
a reproducdo. Nesse sentido, AN et al. (2020) relataram a supressdao de hormdnios
reprodutivos, alteracdo do ciclo estral, disfun¢do uterina e insuficiéncia ovariana em
ratos Sprague-Dawley fémeas submetidas ao ETC (38 °C duas horas didrias por 90 dias).
ULLAH et al. (2019) verificaram que camundongos fémeas expostas ao ETC (40,5 °C, por
duas horas em sete dias consecutivos) durante o inicio da gestacdo apresentaram
aumento da temperatura retal, diminuicao do peso corporal, redugdo dos locais de

implantacdo embriondria e reducdo do nivel sérico de progesterona.

De acordo com a literatura, a condi¢do de saude materna e as experiéncias vividas
durante a gestacdo tem impacto substancial na saude da prole (WAN et al. 2020).
HAMID et al. (2012) demostraram que a exposicdao de ratos Sprague-Dawley fémeas
gestantes a temperaturas elevadas (33 °C do segundo ao sétimo dia de gestacao) reduziu
o tamanho da ninhada, o peso ao nascer e alterou o perfil do desenvolvimento somatico
da prole. O baixo peso ao nascer, consequéncia do subdesenvolvimento intrauterino, é
possivelmente resultado da diminuicdo da ingestdo de alimentos pela mae. Além disso,
em resposta ao estresse em geral, ocorre o aumento dos niveis de glicocorticoides que
inibe a expressdo do transportador de glicose (GLUT1) na placenta, levando a uma
diminuicdo da disponibilidade energética para o feto (GARCIA-VARGAS et al., 2019). E
amplamente descrito que o comprometimento do crescimento embriondrio no Utero
contribui para o desenvolvimento de distirbios metabdlicos, como altera¢cdes do
metabolismo da glicose, resisténcia a insulina, obesidade, disfuncdo enddcrina,
cardiovasculares, pulmonares, neuroldgicos e reprodutivas (CHEONG et al., 2016;

LIMESAND et al., 2018; VERSTRAETEN et al., 2019; MAYVANEH et al., 2020).



1.2.2 EFEITO DO ESTRESSE TERMICO NA FOLICULOGENESE

Durante o desenvolvimento embrionario, as células germinativas primordiais
provenientes do epiblasto, migram e colonizam as gonadas (CAl et al., 2020), onde sao
envolvidas por uma uUnica camada de células epiteliais achatadas, formando assim os
foliculos primordiais (GAYTAN et al., 2015). Estes foliculos, agora com o odcito central e
parado na fase de dipléteno da profase, constituem a reserva folicular ovariana (CAl et
al., 2020). O tamanho da reserva folicular ovariana esta intimamente associado a
capacidade e longevidade reprodutiva. Desta forma, é necessario que um certo nimero
de foliculos primordiais continue em estado de repouso, para prover um suprimento
constante de foliculos em desenvolvimento de forma a sustentar a fertilidade durante a
vida reprodutiva do animal (GAYTAN et al., 2015; XU et al., 2018). Evidéncias indicam
gue durante a gestacdao o tamanho da reserva folicular ovariana da prole pode sofrer
influéncia de fatores ambientais, incluindo altas temperaturas (AKBARINEJAD et al.,

2017).

A transicdao de foliculo primordial para foliculo primario é caracterizada pela
mudanca morfolégica nas células da granulosa, que passa de achatada para cuboide
(GAYTAN et al., 2015 KHAN et al., 2020). Durante o desenvolvimento do foliculo
secundario as células da granulosa se proliferam progressivamente, uma membrana
basal se forma ao redor da camada mais externa das células da granulosa, e uma camada
adicional de células somaticas, chamadas células da teca, envolve o foliculo dando
origem a duas camadas celulares, a teca interna e externa. Os estagios de crescimento
folicular, até entdo, sdo independentes da gonadotrofina, mas, demandam uma
comunicac¢do bidirecional entre o odcito e as células somaticas (RIMON-DAHARI et al.,

2016).

As células da granulosa e da teca desempenham um papel importante para o bom
funcionamento do ovdrio; pois secretam uma série de fatores necessdrios para o
desenvolvimento folicular ovariano normal (LUO et al., 2016; WENG et al., 2016;
DALANEZI et al., 2019). Desta forma, a competéncia do odcito para o crescimento,
diferenciacdo e maturacdo estd intimamente relacionada a proliferacao e diferenciacao
das células da granulosa. Sendo assim, alteracdes da fisiologia das células da granulosa,

mediado, por exemplo, por fatores ambientais como a alta temperatura, pode alterar o
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destino dos foliculos ovarianos (LI et al., 2016). De fato, j& foi descrito o
comprometimento das células da granulosa, resultando em baixa atividade da
aromatase com decréscimo da capacidade esteroidogénica, aumento da apoptose, e da
atresia folicular em camundongos expostos ao ETC (LI et al., 2016). De acordo com
NABENISHI et al. (2012), o ETC contribui para a elevacdo da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e, consequentemente, aumento da apoptose. O estresse
oxidativo mediado pelo aumento de ROS induz danos ao DNA, peroxidacao lipidica e,
além disso, impactam na fun¢do mitocondrial ao promover abertura de poros em sua
membrana, liberando citocromo C e ativando caspases, culminando na morte celular
(PAES et al., 2016; SAKATANI 2017). BEI et al. (2020) observaram, através de estudos
histolégicos de ovarios de camundongos submetidos ao ETC cronico e agudo, que as
células da granulosa, em resposta ao insulto térmico, apresentavam irregularidade,

cariopicnose, desordem e espagamento entre as camadas celulares.

Apoés a formacdao do foliculo secunddrio, o estagio subsequente do
desenvolvimento folicular é dependente de gonadotrofinas hipofisaria: hormonio
foliculo-estimulante (FSH) e hormonio luteinizante (LH). Durante esse processo ocorre o
aparecimento de pequenas cavidades cheias de liquido intrafolicular que se unem para
formar o antro, dando origem ao foliculo antral ou tercidrio (RIMON-DAHARI et al.,
2016; SOBRINHO, 2018). Com a formacdo do antro ocorre a delimitacdo de duas
populacdes distintas de células da granulosa: o cumulus, que envolve o odcito e as
células da granulosa mural que revestem a parede folicular e sdo responsaveis por

secretar hormoénios esteroides (RIMON-DAHARI et al., 2016).

As células da granulosa dos foliculos que continuam o desenvolvimento passam a
expressar alta concentracao de receptores de LH; a aquisicdo de receptores de LH nas
células da granulosa tem efeito funcional no processo de selecdo de futuros foliculos
dominantes (RIMON-DAHARI et al., 2016). Perturbacdes nesses eventos podem
comprometer o grau de dominancia dos foliculos. Durante o ETC, ocorre a ativa¢do do
eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HPA) e a inibicdo do eixo hipotdlamo-hipodfise-
gonadal (HPG) acarretando a supressdao da secrecao do hormonio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), consequentemente, na hipéfise anterior, ocorre a reducdo da

liberacdo do FSH e do LH (LA SALLES et al., 2016). Niveis reduzidos de FSH e LH, durante
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a fase final do desenvolvimento folicular, podem exercer efeitos substanciais no
crescimento de foliculos dominantes (VANSELOW et al., 2016). Em decorréncia disso, os
eventos de retomada meidtica oocitdria, expansdao do cumulus, ruptura folicular e
liberagdao do CCO sao prejudicados (HANSEN, 2009). A redu¢dao do diametro e menor
capacidade esteroidogénica em foliculos pré-ovulatérios, que apds a ovulagdo sofrem
diferenciagao para formar o corpo luteo (CL), reflete negativamente no tamanho da
estrutura lUtea e na capacidade de sintese de progesterona, hormonio essencial para o
sucesso da implantacdo e desenvolvimento embrionario (VANSELOW et al., 2016;

AMINTHA et al., 2019) .
1.2.3 EFEITO DO ESTRESSE TERMICO NO OOCITO

O crescimento do odécito é influenciado pelo microambiente folicular e ocorre de
forma gradual, portanto, impactos durante o processo de foliculogénese, induzida pelo
ETC, pode resultar na diminuicdo da competéncia odcitaria (KHAN et al., 2020). Odcitos
de boa qualidade sdo considerados a chave para um bom desenvolvimento embrionadrio
e reflete na salde da prole (ZHOU et al., 2014; LONERGAN et al., 2019). Nesse sentido,
AROYO et al. (2007) demonstraram que camundongos fémeas submetidas a hipertermia
apresentaram reducdo da competéncia odcitaria para o desenvolvimento embrionario.
Os zigotos recuperados, apds o acasalamento, das fémeas previamente estressadas
apresentaram comprometimento do padrdao de clivagem e menores taxas de

desenvolvimento embrionario em cultivo.

Marcadores moleculares e a morfologia celular dos oécitos podem servir como
critérios de qualidade para selecdo dos odcitos que terdo melhor capacidade no
desenvolvimento embrionario apds a fertilizacdo (ZHOU et al., 2014). As interacles
entre o odcito e as células do cumulus desempenham forte influéncia sobre a maturacao
oocitaria. Nesse sentido, ocorre de forma bidirecional, através de projecdes transzonais,
a transferéncia de moléculas que participam do metabolismo celular, desenvolvimento
e regulacao da retomada da meiose. Consequentemente, a quantidade e a qualidade
das células do cumulus no foliculo desempenham papéis criticos no crescimento,
desenvolvimento e maturacdo do odcito (EMANUELLI et al., 2018). Desta forma, a

observacdo quanti-qualitativa das células do cumulus e a homogeneidade

11



citoplasmatica oocitaria tém sido amplamente utilizadas na predi¢ao da qualidade dos

odcitos.

O ETC, por sua vez, demonstrou potencial deletério ao causar perturbagdes que
podem impactar na qualidade das intera¢des odcito/células do cumulus. Em um estudo
in vivo, BEI et al. (2020) relataram altera¢des estruturais em CCO caracterizado pelo
destacamento do odcito da camada de células da granulosa adjacente, além da
formacgao de inumeros vacuolos nas células da granulosa de foliculos primdrios em
crescimento de camundongos estressados termicamente. HALE et al. (2017), em um
estudo anterior, ja havia relatado a formacgao de vacuolos nas células da granulosa e nos
odcitos de porcas submetidas ao ETC. LI et al. (2016) demostraram que células da
granulosa de foliculos antrais de camundongos fémeas expostas ao ETC (43 °C por trés
horas durante 21 dias) apresentaram sinais apoptdticos graves. Ainda de acordo com LI
et al. (2016), células da granulosa de camundongos colhidas de ovarios expostos a alta
temperatura (41°C por duas horas) tiveram reducdo da taxa de crescimento em cultivo,

maior indice apoptdtico e viabilidade celular reduzida.

Os odcitos e todos os seus componentes estruturais e organelares devem
apresentar uma fisiologia adequada. Qualquer alteracao que possa causar disfuncao
organelar ou danos estruturais em seus componentes, diminuird a competéncia
odcitaria e terd efeitos prejudiciais na qualidade do embrido (WANG et al., 2007).
Entretanto, alteracdes ultraestruturais em CCO, mediados pelo ETC, ja foram relatados.
AHMED et al. (2017), por meio da microscopia eletronica de transmissdo, demonstraram
gue CCO de bovinos maturados in vitro, e estressados termicamente a 41 °C por
12 horas apresentaram colapso da organizagao citoesquelética, edema mitocondrial,
alteragdes nos granulos corticais e diminuicdao da expansao das células do cumulus com
alteragdes indistinguiveis de apoptose. Da mesma forma, ULLAH et al. (2019) relataram
alteragdes ultraestruturais em células esteroidogénicas luteas de camundongos fémeas
expostas ao ETC (40,5 °C por duas horas durante sete dias consecutivos) caracterizadas
pela expansao do nucleo celular, inchaco mitocondrial, cristas mitocondriais esparsas

ou ausentes e apresentando vacuolizagdo.

De acordo com SAKATANI et al. (2017), o ETC provoca o aumento da producdo de

ROS levando ao estresse oxidativo, que por sua vez, causam impactos diretos na fungao
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celular ao promover danos no DNA e nas fungbes organelares. Nesse sentido,
NABENISHI et al. (2011) demonstraram que odcitos bovinos estressados termicamente
apresentaram niveis aumentados de ROS, decréscimo dos niveis de glutationa,
alteragbes da maturagdo nuclear, aumento de corpos apoptdticos nas células do
cumulus, com consequente diminuic3o da taxa de formac3o de blastocistos. PAES et al.
(2016) também relataram alteragdes na maturag¢ao nuclear ao observar menores taxas
de odcitos bovinos em meiose |l cultivados in vitro sob ETC. Varios autores relataram
transcritos aumentados de mRNA de genes relacionados as vias apoptodticas como BAX

e Caspase-3 em CCOs de camundongos expostos ao ETC (LUO et al., 2015; Ll et al., 2016).

Estudos foram conduzidos direcionados a investigacdes metodolédgicas e na
elucidacao de mecanismos celulares que possam desempenhar efeitos protetivos contra
o ETC na reproducdo. Nesse sentido, NABENISHI et al. (2011) verificaram que a
suplementacdo do meio de cultivo com cisteina durante a maturacdo in vitro, a altas
temperaturas (39,5 a 40,5 °C durante o cultivo), aumentou a capacidade antioxidante
oocitdria por estimular o incremento dos niveis de glutationa, promovendo a redugao
de ROS, decréscimo da apoptose, melhoria da maturacdo dos oécitos e da competéncia
do desenvolvimento embriondrio. KOYAMA et al. (2012) demostraram que a
suplementacao do meio de cultura, durante o desenvolvimento embrionario in vitro,
com 4cido fdlico reduz a formacdo de ROS em embrides de camundongos estressado
termicamente (39,5 °C). HALE et al. (2017) exploraram o mecanismo da autofagia como
um potencial mecanismo celular pelo qual o ovério e o oécito podem mitigar os efeitos
prejudiciais do ETC; tendo em vista que a autofagia é um regulador chave da homeostase
celular, e foi positivamente regulada nos ovarios e odcitos de suinos (HALE et al. 2017)

e camundongos (ULLAH et al. 2019 ) estressados termicamente.

Assim como na autofagia, os genes relacionados a familia HSPs, altamente
conservados entre diferentes espécies, sdo ativados durante a resposta celular a varios
estressores (LI et al., 2016). Em situacGes adversas, os niveis de HSPs aumentam,
auxiliando na sintese e maturacdo de novas proteinas (SOUZA-CACARES et al., 2019).
Varios autores correlacionam os niveis de expressdao de HSPs com a capacidade de
termotolerancia animal (ROUT et al., 2016; AL-ZGHOU E EL-BAHR, 2019). Foi relatado

gue a superexpressdo da proteina HSP70 confere citoprotecdo em células da granulosa
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cultivadas sob ETC, pois sdo capazes de prevenir a morte celular bloqueando a indugao

da apoptose (SOUZA-CACARES et al., 2019).
1.2.4 EFEITO DO ESTRESSE TERMICO NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

A embriogénese em mamiferos inicia-se com a fusao dos pronucleos masculino e
feminino formando o zigoto (SOZEN et al., 2019) e, em seguida, passa por sucessivas
clivagens mitdéticas (CHAZAUD E YAMANAKA 2016). Durante esse processo as organelas
citoplasmaticas sdo redistribuidas, ocorre a reprogramacao do DNA e a ativacdo do
genoma embrionario (LU et al., 2017). A ativacao do genoma embriondrio configura um
dos principais acontecimentos durante o desenvolvimento pré-implantacional (ORON E
IVANOVA, 2012). Este, ocorre a partir do estagio de duas células no camundongo
(FRASER E LIN, 2016). De forma geral, em mamiferos, a ativagao do genoma embrionario
caracteriza a aquisicdo da autonomia transcricional, o desenvolvimento embrionario
torna-se independente dos transcritos maternos e sera conduzido pela transcricdo do

préoprio embrido (ALONSO et al., 2020).

A implantacdo embriondria em mamiferos € um mecanismo extremamente
regulado, erros durante esse processo inicial pode resultar em perda da gestacdo
(ADAMS E DEMAYO, 2015). Em camundongos, a implantacdo do embrido ocorre no
quarto dia da gestacdo no estagio de blastocisto (CHA et al., 2012). Apds a implantacao,
a estrutura embriondria é remodelada no chamado ovo cilindro (SOZEN et al., 2019).
Durante esse processo, ocorre a formag¢ao do ectoderma extra-embrionario e do
endoderma visceral (CHISTODOULOU et al., 2019). O ambiente uterino desempenha um
papel critico para o sucesso da implantacdo embrionaria em roedores, que envolve
transporte de nutrientes e secrecdo, pelas células epiteliais uterinas, de uma variedade
de moléculas necessdrias para apoiar o desenvolvimento embrionario, regulagdo da
invasdo trofoblastica e modulacdo da imunidade materna (ADAMS E DEMAYO, 2015).
De acordo com OZAWA et al. (2002), a exposicdo materna ao ETC de camundongos nos
momentos iniciais da gestacdo, durante o estagio de zigoto, inibe o desenvolvimento
embrionario subsequente em cultura numa proporc¢do superior aos zigotos submetidos
ao ETC diretamente (fora do ambiente uterino). Isto indica que as possiveis mudancas

no ambiente uterino, mediadas pelo ETC, tem forte influéncia na competéncia do
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desenvolvimento embrionario de camundongos. Em adi¢do, o impacto do ambiente

uterino mediado pelo ETC pode afetar os processos de implantagao embrionaria.

Segundo PUSCHECK et al. (2015), variadas condi¢des de estresse, incluindo o ETC,
podem impactar negativamente no desenvolvimento embriondrio levando ao
abrandamento da embriogénese pré-implantagdo, proliferacdo de células-tronco e
morfogénese. Além disso, ja foi relatado que o ETC é capaz de causar reducdo do peso
da placenta, o Unico canal de fornecimento de nutrientes e oxigénio ao feto, além de
reduzir o fluxo sanguineo e aumentar a resisténcia da placenta ao oxigénio, dificultando
a difusdo transplacentdria do oxigénio causando hipdxia (AKBARINEJAD et al., 2017).
CHOI et al. (2015) demostraram que embrides de camundongos expostos a uma
temperatura relativamente alta (39 °C) se desenvolveram até o estdgio do blastocisto
sem alteragGes aparentes, mas, o blastocisto resultante, apds a transferéncia para uma
receptora, apresentou competéncia comprometida do desenvolvimento embrionario,
exibindo menor evolugdo do trofectoderma e padrdes de expressao génica aberrantes.
MONDAL et al. (2017) demostraram que o ETC in vitro aumentou a sintese de
prostaglandinas em células endometriais de ovinos. Segundo os autores, a secre¢ao
endometrial aumentada de prostaglandinas, em resposta ao ETC, diminui a sobrevida
embrionaria alterando os sinais necessarios para a manutenc¢ao da fun¢ao do CL durante

o inicio da gestacao.

De acordo com WOLFENSON E ROTH (2019), os embrides em desenvolvimento
inicial, antes da ativacdao do genoma embrionario, sdo particularmente suscetiveis ao
ETC, por ndo possuirem plena capacidade de montar uma resposta celular efetiva para
atenuar os efeitos deletérios do insulto térmico. Entretanto, segundo CHOI et al. (2015),
embrides iniciais expostos ao ETC leve, a curto prazo, podem se desenvolver até
blastocisto mesmo ocorrendo um segundo momento de ETC mais severo e longo.
Porém, se a experiéncia inicial de ETC ndo ocorre, grande parte dos embrides morrem,
indicando que os embrides de clivagem precoce podem adquirir termotolerancia. Tal
fato vai de encontro com a teoria da programacdao do desenvolvimento, em que, a
exposicdo a variadas condicdes ambientais durante o desenvolvimento embrionario /

fetal pode induzir adaptacdes direcionadas a sobrevivéncia muito antes de nascer. Essa
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capacidade de alterar o fendtipo apds o estabelecimento do gendtipo é usualmente

chamada de plasticidade do desenvolvimento (RHOADS, 2020).

1.3 ADAPTACAO EPIGENETICA A TEMPERATURA

A maioria dos fatores ambientais e toxicos, ndo tem a capacidade de alterar a
sequéncia do DNA ou promover mutac¢des genéticas diretamente (JIRTLE E SKINNER,
2007), apesar da capacidade de promoverem fendtipos anormais ou aumentar o risco
de doencas (HANSON E SKINNER, 2016). Esses impactos ambientais sobre o fendtipo e
o risco de doengas muitas vezes sao mediados por mecanismos epigenéticos que podem
afetar o fendtipo de descendentes ao longo de varias geragdes (SKINNER, 2014). Os
mecanismos epigenéticos envolvidos incluem metilagdo do DNA, modificagdes de
histonas, RNAs ndo codificantes (ncRNAs) e estrutura da cromatina (SKINNER, 2014). As
exposicdes ambientais que influenciam diretamente esses processos epigenéticos
podem variar de nutricdo, temperatura e estresse a um grande nimero de téxicos

ambientais (JIRTLE E SKINNER, 2007; SKINNER, 2014).

No Glossary of terms for Thermal Physiology (JAMES, 2001), o termo adaptacdo é
definido como "mudancas direcionadas a redugdio da tensdo fisiolégica produzida por
componentes estressantes como um todo”. Isto pode ocorrer durante a vida de um
organismo, ou ser o resultado da selecdo genética em uma espécie ou subespécie.
Segundo TZSCHENTKE E BASTA (2002), a adaptacdo a temperatura ocorre durante o
desenvolvimento inicial, dentro de um periodo critico em janelas de tempo curtas, por
meio de alteracOes epigenéticas que modificam o padrdo de expressdo de genes
relacionados a termotolerdncia. Dessa forma, a adaptacdo epigenética a temperatura
em embrides pode ser induzida por altera¢des na temperatura ambiental durante o seu
desenvolvimento, o que levaria a alteracbes nos mecanismos termorreguladores

relacionados a adaptacao.

Nessa perspectiva, LOH et al. (2004) demonstraram que no primeiro dia apds a
eclosdo, patos incubados em temperaturas mais baixas que as normais produziram 56%
mais calor, e apresentaram temperatura corporal interna mais alta quando submetidos
ao frio (1 hora a 10 °C), em comparacdo aos controles ndo estressados pelo frio. Assim,

pode-se sugerir que a alteracdo nos mecanismos termorreguladores relacionados a
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adaptacdo ao frio pode ser modulada durante o desenvolvimento embriondrio. Ainda
nessa direcdo, WEYRICH et al. (2016) verificaram que machos de cobaias adultos
expostos a alta temperatura durante a espermatogénese, promoveram respostas
epigenéticas imediatas, e a modificacdo, hipometilacdo da regido promotora que
codifica genes relacionados a termotolerancia como a HSP20, também foram
encontradas nos testiculos de seus descendentes. Isto sustenta a hipdtese de que a
experiéncia de estresse térmico durante o desenvolvimento pode levar a um ajuste no
limiar inferior / superior da zona de conforto térmico do animal, e sugere que os efeitos
epigenéticos podem ser herdados, contribuindo para um aumento da aptiddao dos
descendentes que terdo claramente consequéncias evolutivas (TZSCHENTKE E
NICHELMANN, 1999; HU et al., 2017). Entretanto, as consequéncias relacionadas as
alteracdes epigenéticas nem sempre sdao benéficas. Nesse sentido, WAN et al. (2020)
verificaram que camundongos C57BL/6J expostos a alta temperatura escrotal (39°C),
produziram descendentes com disfungdo metabdlica caracterizada pela intolerancia a
glicose e resisténcia a insulina. A hipermetilagdo associada a disfungao foi encontrada

tanto no espermatozoide paterno quanto no figado dos seus descendentes.
1.4 PRODUCAO IN VIVO DE EMBRIOES

A superovulacdo (SOV) e producado in vivo de embrides tém sido uma das principais
técnicas de reproducdo utilizadas em bovinos, com a finalidade de aumentar a
produtividade (VIEIRA, 2013). E uma ferramenta de grande importancia, que possibilita
incrementar o ganho genético, e melhorar a eficiéncia reprodutiva e produtiva dos
rebanhos ao difundir o material genético de animais de alto rendimento (BARUSELLI et

al., 2019).

O objetivo da SOV na producdo in vivo de embrides é obter o maior nimero de
estruturas vidveis possiveis por meio da estimulacao do crescimento de foliculos antrais,
e, consequentemente, maior nimero de odcitos aptos para a ovulacdo com qualidade
para sustentar o desenvolvimento embriondrio (BO E MAPLETOFT, 2020). Para tanto,
sdo administradas doses exdgenas de gonadotrofinas para promover, ao mesmo tempo,
o crescimento de varios foliculos, com caracteristicas fisiolégicas compativeis com

aqueles selecionados naturalmente para ovularem. Em seguida, apdés o tempo
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necessario para o crescimento folicular, é administrado um indutor de ovulagdo, e
posteriormente procede-se a inseminacao artificial ou monta natural (OLIVEIRA et al.,
2014). Em camundongos, o protocolo usualmente utilizado envolve a administragao de
gonadotrofina coridnica equina (eCG) para promover o crescimento folicular e, em
seguida, apds 46-48 h, administra-se a gonadotrofina corionica humana (hCG) para
induzir a ovulagdo (HASEGAWA et al., 2016; KOLBE et al., 2015). A SOV, além de
contribuir para manutencdo dos bancos de gametas e embrides de cepas de
camundongos geneticamente modificados, tem papel fundamental na diminuicdo do
uso de animais na experimentagao (LUO et al., 2011; TAKEO E NAKAGATA, 2015). Assim,
com o aumento de odcitos e embrides de alta qualidade produzidos por animal
submetidos a SOV, diminui a necessidade de um grande nimero de doadoras (KOLBE et

al., 2015).

De acordo com MA et al. (2019), o método comumente utilizado, ndo invasivo,
para avaliar a qualidade e viabilidade embrionaria em mamiferos baseia-se na inspec¢ao
visual da morfologia do embrido seguindo critérios predefinidos pela International
Embryo Technology Society (IETS), como padrdes de divisdao celular, estagios de clivagem

e caracteristicas fisicas (Figura 3).

Além dos critérios morfoldgicos, a expressdo génica e o indice de células
apoptéticas também sdo utilizados como preditores de qualidade embriondria. Nesse
sentido, para deteccdo de células apoptdticas, o teste de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) é amplamente utilizado e baseia-
se na deteccdo da fragmentacdo do DNA de fita simples e dupla, ao incorporar
nucleotideos modificados (marcados com um corante fluorescente) diretamente no
local fragmentado (LI E FLOYD, 2020). Apdés a incorporacdao dos nucleotideos
modificados, o sinal fluorescente é amplificado por rea¢cGes enzimaticas secundarias e
mensurados por microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo (MARTINS et al.,

2007).

18



GRAU | ( excelente ou bom ) - estadgio de desenvolvimento
compativel ao esperado; massa embrionaria simétrica e esférica
com blastémeros individuais possuindo uniformidade de
tamanho, cor e densidade; forma regular, zona peltcida lisa e,
intacta; menos de 15% de células extrusadas.

GRAU I (regular) - estagio de desenvolvimento compativel ao
esperado; forma regular, zona pelicida intacta ou apresentando
irregularidades moderadas; possui pelo menos 50% das células
que compdem a massa embrionaria integra.

GRAU 11 (pobre) - estagio de desenvolvimento ndo compativel ao
esperado; zona peltcida irregular; apresentando extrusdes ou
fragmentag@o de mais que 50% da massa celular; deve apresentar
pelo menos 25% das células que compdem massa embrionaria
viavel.

GRAU IV (morto ou degenerado) - estagio de desenvolvimento
ndo compativel ao esperado, embrido em processo de
degeneracdo, blastébmeros de tamanhos variados; massa
embrionaria de menos de 25% de todo material celular presente
no interior da zona pelicida.

0OCITO NAO FECUNDADO — Odcitos sem sinais de clivagem,
apresentando retragdo, fragmentacdo ou sedimentagdo do
citoplasma.

Figura 3. Classificacdo de embriGes bovinos de acordo com a qualidade morfoldgica (adaptado

de VIANA 2009).

A producdo in vivo de embrides possui boa eficiéncia, no que tange a qualidade
dos embrides produzidos (BARUSELLI et al., 2019). Entretanto, alguns fatores podem
contribuir para o declinio da sua eficacia, como por exemplo, a diminuicdo da fertilidade
do animal associada ao ETC (VIEIRA, 2013; VARGAS et al., 2018). Nesse sentido, o uso de

técnicas in vivo resulta em menores numeros de recuperacdo de embrides, devido auma
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resposta superovulatdria reduzida, menor taxa de fertilizagao, e redugdo da qualidade
dos embriGes durante os meses do ano em que a temperatura ambiente é maior
(VARGAS et al., 2018). Além dos impactos diretos do ETC sobre a capacidade reprodutiva
em mamiferos, inclusive reduzindo a eficiéncias de biotécnias reprodutivas, estudos
preliminares indicam que o ETC durante a gestacdao pode impactar negativamente na
capacidade reprodutiva da prole. Entretanto, pouco se sabe sobre a extensdao desses

efeitos, inclusive em relacdo a resposta superovulatodria.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do ETC durante o desenvolvimento embriondrio/fetal em
diferentes momentos do periodo gestacional na populacdo F1 feminina de

camundongos da linhagem C57BL/6.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do ETC durante diferentes fases da gestacdo na progénie feminina

(geracdo F1) nos seguintes parametros:

e Taxa de gestacdo, prolificidade, peso ao nascimento;
e Desenvolvimento somatico até dois meses de vida;
e Populagdo folicular ovariana aos dois meses de idade;

e Producgdo quanti-qualitativa de embrides coletados apds superovulagao, aos dois

meses de idade.
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3. METODOLOGIA

3.1. ETICA E LOCAL DO ESTUDO

O presente estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica do Uso de Animais
(CEUA), sob o nimero de protocolo 003/2018 (Apéndice 1), da Universidade Federal dos

Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, MG.

A inducdo do ETC, SOV, coleta dos embriGes e andlises histoldgicas dos ovarios
foram conduzidas no laboratdrio de reproducdo animal da Universidade Federal dos

Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, MG.
3.2. DESENHO EXPERIMENTAL

Para avaliar o efeito do ETC durante a gestacdo, 40 camundongos fémeas, com
idade entre cinco e seis semanas, foram acasaladas com 40 machos da mesma idade
numa propor¢ao de 1:1. A presenca do plugue vaginal (dia 1) foi utilizada como
indicativo da ocorréncia do acasalamento. As fémeas acasaladas foram distribuidas
aleatoriamente em quatro grupos experimentais: i) ETC durante a primeira metade da
gestacdo (gestacado inicial, EGI, dias 1-10), ii) ETC durante a segunda metade da gestacao
(gestacdo final, EGF, do dia 11 ao parto), iii) ETC durante o periodo total da gestacdo
(gestacdo total, EGT, do dia 1 ao parto) e iv) gestacdo na auséncia de ETC, grupo controle
(CONT). Os camundongos do grupo CONT foram mantidos em condi¢cdes normotérmicas
(25 °C e 45% de umidade relativa) durante todo o experimento. Apds o parto, o peso ao
nascimento da populacdo F1 de cada tratamento foi registrado e o desenvolvimento
somatico da progénie foi monitorado até os dois meses de idade. Aos dois meses, as
fémeas foram superovuladas e submetidas ao acasalamento com machos do grupo
controle, num total de quatro combinacdes experimentais: Grupo 1 (® EGI x @ CONT);
Grupo 2 (§ EGF x @ CONT); 3 (§ EGT x @ CONT); Grupo 4 (£ CONT x @ CONT). As
72 horas apods a confirmacdo do acasalamento, foi realizada a coleta de embrides. Os
embrides recuperados foram classificados quanto a qualidade morfoldgica e estagio de
desenvolvimento. Os ovarios de todas as fémeas superovuladas foram coletados apds a
eutanasia e foram submetidos a andlise histoldgica para determinacdo da populagao

folicular ovariana.
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3.3 INDUGCAO DO ESTRESSE TERMICO

A inducdo do ETC foi realizada conforme a metodologia descrita por AROYO et al.
(2007), diariamente por 2 horas, durante todo o periodo experimental. De acordo com
os autores, a exposicao de camundongos a uma temperatura de 40 °C e UR de 65% por
1,5 — 2 horas foi suficiente para induzir o ETC (fisiologicamente relevante). Em resumo,
uma gaiola padrao com 2 cm de serragem 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 4). A
camara foi aquecida por duas lampadas vermelhas de siccatherm, de modo que os
camundongos ndo foram expostos ao calor radiativo. Um recipiente com agua foi
mantido no interior da cdmara para proporcionar a umidade relativa requerida. A
temperatura e a umidade na camara ambiental (41 °C, 65% UR) foram mensuradas por
dois termémetros UNI-T UT330B mantidos no interior da camara. Durante todo o

periodo os animais tinham acesso a alimentos e dgua.

/Sj)i“l// S0
G
7

Acrilico transparente.

70 cm

Portas de acesso
frontal.

Figura 4. Esquema ilustrativo da camara ambiental utilizada para indugdo do ETC em
camundongos C57BL/6 fémeas, em diferentes momentos do periodo gestacional de acordo com

0 grupo experimental.
3.4 DESENVOLVIMENTO SOMATICO DA PROGENIE

Apds o parto, o numero de crias nascidas vivas por fémea foi registrado. A

progénie total (machos e fémeas) foi monitorada quanto ao desenvolvimento somatico
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da primeira a oitava semana de idade. Apds a terceira semana de idade, quando foi
possivel distinguir com clareza fémeas de machos, a progénie feminina foi
paralelamente avaliada, no periodo da terceira a oitava semana de idade. Em todos os
momentos, foi utilizada uma balancga analitica (Gehaka® BG2000) para aferi¢ao do peso

corporal (BATISTA et al., 2010).

3.5 SUPEROVULACAO E COLETA DE EMBRIOES

As fémeas foram superovuladas pela administracao intraperitoneal de 5 Ul de eCG
(Folligon®, Intervet, Sdo Paulo, SP, Brasil), seguida de uma injecdao de 5 Ul de hCG
(Chorulon®, Intervet, Sdo Paulo, SP, Brasil) apds 48 horas, ambas diluidas em 0,1 mL de
solucdo salina estéril (BATISTA et al., 2010). Apds a ultima aplicacdo, as fémeas foram
acasaladas com machos durante a noite. 72 horas apds a cépula, as fémeas foram
eutanasiadas por deslocamento cervical, e, em seguida, submetidas a retirada do trato
reprodutivo. Os cornos uterinos foram perfundidos com 0,5 mL de tampao fosfato-
salino (PBS) acrescido de 0,4% de albumina sérica bovina (BSA) para recuperacdo das
estruturas. O meio recuperado foi colocado em placas de Petri quadradas e a busca e
selecdo dos embrides realizada sob estereomicroscépio. As estruturas foram
classificadas de acordo com o manual da International Embryo Technology Society

(STRINGFELLOW E GIVENS, 2010).

3.6 HISTOLOGIA OVARIANA

Os ovarios foram fixados em paraformaldeido, desidratado na solugdo crescente
de etanol (50-100%), diafanizados em xilol, incorporados em parafina e cortado em
secOes de 5 um. As laminas foram montadas e coradas com hematoxilina-eosina (HE).
Apds a montagem e secagem das laminas, as secdes foram avaliadas em microscopio
Zeiss Axioskop® com uma objetiva de 40 X. A estimativa da populacdo folicular por
ovario foi realizada conforme a metodologia descrita por CAMPQOS-JUNIOR et al. (2012).
Em resumo, cada terceira secao foi analisada, a contagem e classificacdao do foliculo foi
realizada de acordo com o seu estado funcional. Apenas foram considerados foliculos
aqueles que apresentaram o nucleo do odcito visivel. Os foliculos foram classificados de
acordo com a morfologia e o nimero de camadas de células da granulosa em: i) foliculos

primordiais, onde o odcito era circundado por uma Unica camada de células achatadas;
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i) foliculo primario, presenga de camada Unica de células cuboides ao redor do odcito;
iii) foliculo secundario, presenca de uma segunda camada de células cuboides ao redor
do odcito e iv) foliculo tercidrio (antral), com presenca de antro folicular. A quantificacdo
total de cada grupo folicular por ovario foi estimada segundo GOUGEON E CHAINY

(1987) utilizado o fator de correcdo a seguir:

pp_ NFxNSxEC
" NSO x DNOoc

Onde: PF = Populagao folicular; NF = Numero de foliculos, que serd estimado,
contados no ovario (primordial, primario, secunddrio e tercidrio); NS = Numero de
seccOes; EC = Espessura do corte histologico; NSO = Niumero de secgdes observadas;
DNOoc = Diametro médio do nucleo do odcito do foliculo que sera estimado (primordial,

primario, secundario e terciario).

O calculo da taxa de recrutamento folicular foi realizado de acordo como descrito

por CAMPOS-JUNIOR et al. (2012), utilizando a seguinte formula:

FPa+ FS+ FT
TAF = TF X 100

Onde: TAF = Taxa de ativacdo folicular; FPa = Foliculos primarios; FS = Foliculos

secundarios; FT = Foliculos tercidrios (antrais); TF = Total de foliculos.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As taxas de prenhez foram analisadas pelo teste de qui-quadrado. Os dados de
crias nascidas por fémea, peso ao nascimento, desenvolvimento somatico, populacao
folicular e ativagao folicular foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk, antes de serem submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste Tukey
HSD. Os parametros da superovulagdo ovariana: estruturas recuperadas por fémea
estruturas veidveis por fémea, niumero de estruturas ndo fecundadas e estruturas
degeneradas foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. Foi considerado como
diferenca entre os grupos P <0,05. Valores de P acima de 0,05 até 0,06 foram

considerados como tendéncia.
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4. RESULTADOS

4.1 TAXA DE GESTAGCAO, PROLIFICIDADE E PESO AO NASCIMENTO

Dos 40 camundongos C57BL/6 fémeas com plugue vaginal indicativo de cépula, 24
camundongos foram confirmados como gestantes, resultando no nascimento de 163
crias (76 fémeas e 87 machos). A taxa de gestacdao, média de crias nascidas e peso ao

nascimento estdo representados na tabela 1.

Tabela 1 - Taxa de prenhez, média de crias nascidas e peso ao nascimento da populacdo F1 de
camundongos C57BL/6 fémeas submetidas ao ETC em diferentes momentos do periodo

gestacional (Média * EP).

Grupos Taxa de gestagao (%) Crias nascidas Peso ao nascimento (g)
CONT" 80 (8/10)° 7,0 + 1,02 2,2+0,1°

EGI™ 40 (4/10)2 6,0+1,5° 1,1+0,2°

EGF™ 60 (6/10)° 6,5+1,5° 1,8+0,1°
EGT™*" 60 (6/10)2 5,1+ 1,52 1,2 +0,1°

*CONT: controle; “"EGI: estresse térmico gestacdo inicial; ~~ EGF: estresse térmico gestacdo
final; “""EGT: estresse térmico gestacdo total. Letras distintas indicam diferenca estatistica

entre os grupos de uma mesma coluna (P < 0,05).

N3o foram encontradas diferencas na taxa de gestacdo e média de crias nascidas
entre os grupos. Entretanto, o ETC, independentemente do momento da inducao,
afetou o desenvolvimento intrauterino, peso ao nascimento, das proles nos grupos
submetidos ao ETC em relagdo ao grupo CONT (P < 0,0001). A comparagdo entre os
grupos submetidos ao ETC demonstrou que o impacto no desenvolvimento intrauterino
foi mais proeminente durante a primeira metade da gestacao, resultando na diferenca

(P <0,05) entre os grupos EGIl e EGT em comparagdo com o grupo EGF.
4.2 DESENVOLVIMENTO SOMATICO

De acordo com os resultados da analise do desenvolvimento somatico da progénie
total (machos e fémeas), o ETC, experimentado durante o periodo gestacional, impactou
na dindmica de crescimento da prole (Tabela 2). Na primeira semana do nascimento, os

grupos de EGI e EGT apresentaram peso corporal abaixo dos grupos CONT e EGF (P =
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0,0001). Com duas semanas de idade, o peso da prole dos grupos EGI e EGT foi inferior
ao do grupo CONT (P < 0,0001), o grupo EGT foi mais proeminentemente afetado,
resultando na diferenca (P < 0,05) na comparac¢do com os grupos EGI e EGF. Na terceira
semana apds o nascimento, o peso do grupo EGI e EGT foi menor em relagdo ao CONT
(P =0,006 e P <0,0001) respectivamente; ainda nessa analise, o grupo EGT apresentou
peso inferior ao grupo EGF (P = 0,011). Na quarta semana de idade, o peso dos grupos
EGI e EGT foi inferior ao CONT (P = 0,01 e P = 0,0006), respectivamente. Na quinta e
sexta semana ndo foram encontradas diferencas de peso entre os grupos. Na sétima
semana, o grupo EGT foi mais leve do que o CONT (P < 0.019) e na oitava semana todos

0s grupos experimentais apresentaram peso corporal similar ao CONT.

Tabela 2 - Andlise do desenvolvimento somatico, evolucdo do peso (em gramas), da
populagdo F1 (machos e fémeas) de camundongos C57BL/6 submetidos ao ETC durante

diferentes momentos do periodo gestacional (Média + EP).

kK ok ok ok

Idade CONT” EGI™ EGF EGT
(semanas)
1 6,2 £0,9° 5,2 +0,5° 6,4 +£0,9° 5,5+0,8°
2 8,2+0,7° 7,5+0,3° 7,7 +0,7%® 7,1+0,9¢
3 11,6 £+1,9° 10,5+ 1,1° 11,3+1,72 10,0 + 1,4°
4 15,3+ 2,6° 14,0 +1,9° 15,2 +1,32 13,6 + 1,5°
5 18,0+ 2,82 16,5 £ 2,52 17,1+ 2,68 16,8 £ 3,1°
6 19,7 £ 2,58 19,0 £ 3,32 19,1 +£2,98 18,9+ 2,32
7 21,5+2,43 20,6 + 3,420 20,5 + 2,3% 19,6 + 3,3
8 23,2 +2,8° 22,6 £ 3,2° 23,0+ 2,43 22,8 £ 3,52

*CONT: controle (n = 52); “"EGI: estresse térmico gestacdo inicial (n = 45); ~"EGF: estresse

% %k %k %k

térmico gestacgdo final (n=24);  EGT: estresse térmico gestagdo total (n = 42). Letras distintas

indicam diferenca estatistica entre os grupos de uma mesma linha (P < 0,05).

A andlise do desenvolvimento somatico da progénie feminina a partir da terceira
semana de idade, quando foi possivel realizar a sexagem com clareza, esta representada
na Tabela 3. Na terceira semana de idade, a progénie feminina do grupo EGT apresentou
peso inferior em relacdo ao grupo CONT e EGF (P < 0,0001) e o grupo EGI foi mais leve
em relacdo ao grupo EGF (P =0,0483). Na quarta semana, o peso do grupo EGT foi menor
em relacdo aos grupos CONT e EGF (P < 0,05). Na quinta semana, o grupo EGI foi o Unico
a divergir apresentando menor peso em relacdo ao grupo CONT (P < 0,05). Na sexta,

sétima e oitava semanas nao foram encontradas diferencas de peso entre os grupos.

27



Tabela 3 - Andlise do desenvolvimento somatico, evolugdo do peso (em gramas), da

populacdo F1 (fémeas) de camundongos C57BL/6 submetidos ao ETC durante diferentes

momentos do periodo gestacional (Média + EP).

Idade CONT” EGI™ EGF™ EGT™
(semanas)
3 10,2 +1,7% 9,2 +0,7° 10,4 + 1,22 8,2+1,2°
4 14,0 + 1,8° 13,2 + 1,4%° 14,4 +1,7° 12,3+ 1,3P
5 16,7 £1,1° 15,2 +1,8° 15,3 + 1,82 15,5+ 1,7°
6 17,4+0,9° 17,3+1,9° 17,3 +1,32 16,6 £ 1,7°
7 19,2 + 1,4° 18,3+ 1,9° 18,3 +1,8° 17,8+ 1,8°
8 20,9 + 2,22 20,3 2,32 20,2 2,22 19,9 + 2,8°

*5k ok

*CONT: controle (n = 22); “"EGI: estresse térmico gestacdo inicial (n = 22); " "EGF: estresse

*
’

térmico gestacdo final (n = 12); ~""EGT: estresse térmico gestac3o total (n = 20). Letras distintas

indicam diferenca estatistica entre os grupos de uma mesma linha (P < 0,05).
4.3 POPULACAO FOLICULAR OVARIANA

As imagens representativas das diferentes fases foliculares e o resultado da
guantificacdo da populacdo folicular ovariana estdo representados na Figura 5. Ndo
foram observadas diferengas na quantificacdo folicular dos grupos experimentais em
relacdo ao CONT. Entretanto, na comparagao entre os grupos expostos ao ETC observou-
se que o grupo EGI apresentou reducdo da populacdo de foliculos primordiais quando

comparado aos grupos EGF e EGT (P < 0,05).
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Figura 5. Quantificagdo da populagdo folicular ovariana da progénie feminina (populagdo F1) de
camundongos C57BL/6 expostas ao ETC durante o desenvolvimento embrionario em diferentes
momentos do periodo gestacional (n = 5 por grupo). (A) andlise quantitativa da populacdo de
foliculos primordiais; (B) andlise quantitativa de foliculos primarios; (C) andlise quantitativa da
populacdo de foliculos secundarios; (D) andlise quantitativa de foliculos antais; (E) analise
quantitativa da populagdo total de foliculos. CONT: controle; EGI: estresse térmico gestacao
inicial; EGF: estresse térmico gestacao final; EGT: estresse térmico gestacdo total. Os dados sao

apresentados em Média  EP, letras distintas indicam diferenca estatistica (P < 0,05).

A andlise da taxa de ativagao folicular esta representada na Figura 6. De acordo
com o resultado nao foi evidenciado diferenca no perfil de ativacdo folicular entre os
grupos de ETC em relagdao ao CONT. Entretanto, o grupo EGT apresentou redug¢ao da

ativacao folicular quando comparado ao grupo EGI (P = 0.0021).

100 - Foliculos ativados
75
a
L 50 A ab
~ ab

N
(¢
L

Foliculos ativados /ovéario

CONT EGI EGF EGT

Figura 6. Taxa de foliculos ativados contabilizados a partir das analises histolégicas da populagdo
folicular ovariana, da progénie feminina (populacdo F1) de camundongos da linhagem C57BL/6
fémeas expostas ao ETC durante o desenvolvimento embrionario e submetidas ao protocolo de
superovulacdo (n = 5 por grupo). CONT: controle; EGI: estresse térmico gestacdo inicial; EGF:
estresse térmico gestacdo final; EGT: estresse térmico gestagdo total. Os dados sdo

apresentados em Média t EP, letras distintas indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
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4.4 RESPOSTA SUPEROVULATORIA E PRODUGAO EMBRIONARIA

O total de estruturas recuperadas e viabilidade embriondria estdo representados
na Tabela 4. O numero de estruturas vidveis do grupo EGT foi inferior ao controle (P =
0,03). Ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos em relacdo ao controle
nos demais parametros avaliados, entretanto, uma tendéncia de redu¢do do numero de

estruturas totais foi observada no grupo EGT (P = 0,058).

Tabela 4 — Producdo de embrides da populacao F1, apds a superovulacao, por fémea de camundongos
C57BL/6 submetidas ao ETC durante o desenvolvimento embrionario em diferentes momentos do periodo

gestacional (Média * EP)

Grupos N2 de fémeas Total de Estruturas Estruturas Estruturas
superovuladas estruturas vidveis nao-fecundadas degeneradas
CONT® 10 11,8+5,0° 95+4,6° 1,6+2,0° 0,7+0,9°
EGI™ 10 76+24° 5,8+2,4% 09+1,0° 0,7+0,9°
EGF™ 10 10,8 +5,5° 8,1+4,33 1,0+1,0° 2,3+1,6°
EGT™ 10 6,9+3,1° 43+2,7° 0,7+0,9° 1,9+1,9°

*CONT: controle; “EGI: estresse térmico gestacdo inicial; =~ EGF: estresse térmico gestacdo final; ~* "EGT:
estresse térmico gestagdo total. Letras distintas indicam diferenga estatistica em uma mesma coluna (P <

0,05).
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5. DISCUSSAO

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 foram submetidas ao ETC em
diferentes momentos da gestacdo. Independente do momento da inducdo, o ETC foi
capaz de comprometer o desenvolvimento intrauterino (peso ao nascimento) da prole,
guando comparados ao grupo controle. Corroborando com os relatos de MAYVANEH et
al. (2020), que demonstraram que a exposi¢do de camundongos a temperaturas
subdtimas, incluindo 40°C e 42°C, 1 horas por dia durante a segunda e terceira parte da
gestacdo promoveram nao s6 a reducgao do peso fetal, mas também do peso e diametro
da placenta. Anteriormente, CHOI et al. (2015) demostraram que a exposicao
prolongada de embrides de camundongos a temperaturas elevadas, afetou o
desenvolvimento embriondrio durante a gestacdo ao atenuar a evolugdo do
trofectoderma. O trofectoderma é um tecido extraembriondrio que se apresenta
subdividido em trofectoderma polar e mural. Durante o desenvolvimento embriondrio,
na implantacdo, o trofectoderma polar, multipotente, dard origem ao ectoderma
extraembrionario que contribuira para formacdo da placenta (CHRISTODOULOU et al.,
2019). Segundo AKBARINEJAD et al. (2017), a reducdo da maturacdo e crescimento
placentdrio, impacta negativamente no fluxo sanguineo comprometendo as trocas
gasosas e o transporte de nutrientes para o feto. Portanto, a interrupgdo da fungdo

placentdria, em resposta ao ETC, pode causar desnutri¢do fetal.

De acordo com os resultados, os grupos EGl e EGT apresentaram os menores
indices de desenvolvimento intrauterino (peso ao nascimento) quando comparados ao
CONT, indicando que o ETC na primeira metade da gestacao representa um periodo
critico para o desenvolvimento embrionario de camundongos. E consenso que embrides
em estdgios iniciais sdo mais susceptiveis aos efeitos negativos induzidos pelo ETC; essa
vulnerabilidade é relatada em uma ampla gama de espécies incluindo o camundongo
(OZAWA et al., 2002). De fato, altas temperaturas podem causar ruptura de
microfilamentos e microtldbulos, inchaco mitocondrial, desorganizacdo organelar,
elevacdo de ROS e aumento do numero de células apoptdticas, comprometendo a
competéncia do desenvolvimento embrionario (SAKATANI, 2017). Além disso, é
amplamente descrito na literatura que o comprometimento do crescimento

embrionario no Utero contribui para o desenvolvimento de comorbidades na vida adulta
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que podem levar a subfertilidade (CHEONG et al., 2016; LIMESAND et al., 2018;
VERSTRAETEN et al., 2019; MAYVANEH et al., 2020).

No presente estudo, o tamanho da ninhada nao foi afetado pelo ETC. Entretanto,
os grupos EGI e EGT, tanto na avaliacdo global (machos e fémeas) quanto na avaliacdo
individual das fémeas, apresentaram altera¢des do desenvolvimento somatico durante
o periodo avaliado. Esse resultado corrobora com os relatos de HAMID et al. (2012) que
verificaram que ratos expostos ao ETC durante o periodo inicial da gestacao e durante
toda gestacdo apresentaram reducdo do desenvolvimento somatico. O mesmo nao
ocorreu com o grupo exposto ao ETC durante a segunda metade da gestagao, apesar da
reducdo do desenvolvimento intrauterino, indicando que o efeito adverso do ETC sobre

o crescimento da prole é mais proeminente quando ocorre no inicio da gestacao.

Além da possivel repercussdo do subdesenvolvimento intrauterino mais
fortemente pronunciado nos grupos EGI e EGT, o menor peso da prole dos referidos
grupos durante a fase lactacional pode estar relacionado, em parte, pela reducdo da
guantidade e qualidade do leite produzido. De acordo com a literatura, a exposi¢ao
materna a uma grande variedade de agentes estressores inclusive o ETC, durante o
periodo nao lactante, deprime a proliferacdo das células da glandula mamaria
responsaveis pela producdo do leite, além de alterar o balanco energético do animal que
terd, inevitavelmente, consequéncias na eficiéncia produtiva (SKIBIEL et al., 2018;
DADO-SENN et al., 2019). Isto é condizente com os relatos de BERGHANEL et al. (2017),
dados meta-analisados, em que, quando a prole de um mesmo grupo de tratamento foi
amamentada por mades de diferentes grupos, aqueles amamentados por maes que
sofreram estresse durante a gestagdo cresceram menos em comparagdo com 0S
amamentados por maes do grupo nao estressado. Em reforco a isso, observa-se que
apos o periodo lactacional (21 dias) ocorre, gradativamente, a recuperacao do peso dos
animais dos diferentes grupos, e no final de oito semanas, na analise total (machos e
fémeas), e a partir da sexta semana, na analise que considera apenas as fémeas, o peso
dos animais dos grupos EGI e EGT ndo apresentou diferenga entre os tratamentos e o

CONT.

Na analise da populacdo folicular ovariana o grupo EGI apresentou reducdo da

populacdo de foliculos primordiais quando comparado com os grupos EGF e EGT,
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demonstrando que o efeito do ETC é dependente do momento em que ocorre a
exposicao, tendo em vista a assimetria dos acontecimentos durante o desenvolvimento
embrionario. Esse resultado corrobora com os relatos de SUCCU et al. (2020) que
verificaram que bezerras expostas ao ETC pré-natal durante o primeiro trimestre da
gestacdo, apresentaram menores concentracdes de hormoénio anti-mulleriano. Este
hormonio é secretado principalmente pelas células da granulosa de foliculos iniciais em
desenvolvimento e é frequentemente utilizado como indicador do tamanho da reserva
folicular ovariana. Isto demonstra que a exposicao materna ao ETC durante a fase inicial
da gestacdo pode influenciar negativamente o tamanho da reserva folicular ovariana da

prole, tanto em bovinos como em camundongos.

O aumento do numero de foliculos primordiais nos grupos EGF e EGT quando
comparado com o grupo EGI parece ter um denominador comum. De acordo com
PFEIFFER et al. (2018) a exclusdao da proteina HSP90 durante o desenvolvimento
embrionario de peixes-zebra afeta negativamente a migracdo e retiddo das células
germinativas primordiais em direcdo as génadas. O mesmo ocorreu com camundongos
expostos a geldanamicina, um potente inibidor funcional da proteina HSP90, resultando
em diminuicdo da populacdo de células germinativas primordiais nas gonadas (LEJONG
et al., 2018). Esses resultados apontam para um papel importante da proteina HSP90 no
estabelecimento da reserva folicular ovariana. Além disso, a HSP90 é fundamental para
a eficiéncia da progressdo do ciclo celular (PFEIFFER et al., 2018). E sabido que as
proteinas do choque térmico, altamente conservadas entres diferentes espécies,
incluindo a HSP90 sdo expressas em resposta a varios agentes estressores, incluindo o
ETC (AL-ZGHOU E EL-BAHR, 2019). Desta forma, é possivel que o ETC experimentado
durante a gestacdo tenha promovido um incremento na expressao de HSP90, que pode
ter contribuido para o aumento da taxa migratéria e ou aumento da proliferacdo das

células germinativas primordiais nos grupos EGF e EGT.

Em condicBes naturais, o inicio da atividade migratdria das células germinativas
primordiais ocorre por volta do dia 8,5 e passam por sucessivas divisdes mitdticas entre
os dias 10,5 e 14,5 apds a fertilizacdo em roedores (MASSIMO DE FELICI, 2016;
WATANABE et al., 2020). E importante salientar que em condi¢des de ETC os padrdes

temporais dos acontecimentos durante o desenvolvimento embriondrio podem mudar.
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De acordo com AROYO et al. (2007), a hipertermia materna causa atraso no tempo de
clivagem embrionaria levando a reducdo da taxa de desenvolvimento total. Além disso,
a exposicdo a temperaturas elevadas durante o inicio da gestacdo pode retardar a

implantag¢dao embriondria em ratos (HAMID et al., 2012).

Sabe-se que a populagdo de foliculos primordiais sofre uma redugdo importante
no periodo pds-parto em camundongos (FAIRE et al., 2015). Durante a transi¢cdo do
ambiente uterino para o neonatal ocorre uma mudanga brusca da interface de
fornecimento nutricional, de placentdrio para a lactacdo. Essa transicdo resulta em um
estresse nutricional devido a menor disponibilidade de nutrientes, que pode ter um

aspecto importante na perda de células germinativas primordiais (SUN et al., 2018).

Foi proposto que a autofagia funciona como um importante mecanismo
responsavel pela manutencao da sobrevivéncia das células germinativas primordiais no
periodo pds-parto em camundongos (RODRIGUES et al., 2009). Logo, tendo em vista que
a autofagia representa uma resposta adaptativa ao estresse nutricional do recém-
nascido a privacao de nutrientes da placenta, e é positivamente regulada em condi¢Ges
de ETC (HALE et al., 2017), é possivel supor que os grupos EGF e EGT com a autofagia
ativada, mediada pelo ETC nos momentos finais da gestacao, tenham sofrido menor
impacto da mudanca de interface nutricional no pds-parto. Adicionalmente, ndo se
descarta a possibilidade de que os grupos EGF e EGT tenham sofrido adaptacdes
epigenéticas para suportar um ambiente de fome, pois, a desnutricdo fetal também é
uma das consequéncias do ETC. Nessa perspectiva, uma possivel adaptacao direcionada
a expressao positiva de genes relacionados a autofagia pode ter contribuido para o
maior numero de foliculos primordiais nos grupos EGF e EGT. Segundo WATANABE et
al. (2020), a regulagdo positiva da autofagia em camundongos neonatais aumenta o poo/
de foliculos primordiais e confere melhora da fertilidade ao alongar a vida reprodutiva
do animal. No presente estudo, o grupo EGT apresentou aumento do nimero de
foliculos primordiais e reducdo da ativacdo folicular em relacdo ao grupo EGI. Essa
combinacdo pode ter repercussao positiva na expectativa da fertilidade ao longo da vida

reprodutiva do animal.

Tanto os genes relacionados a expressao das proteinas do choque térmico, quanto

os relacionados a ativacdo da autofagia, altamente conservados entre diferentes
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espécies, estao relacionados a mecanismos de manutencdo da homeostase celular e
podem sofrer alteragdes epigenéticas em resposta a estimulos ambientais. De acordo
com RHOADS (2020), um embrido ou feto em desenvolvimento pode preparar
adaptacgdes para sobreviver a um ambiente pds-natal potencialmente hostil muito antes
de nascer. Vale ressaltar que mudancas no epigenoma podem ocorrer em varios
momentos durante o desenvolvimento embrionario, principalmente nas situa¢cdes em
que o DNA se encontra desmetilado (FRASER E LIN, 2016). Nesse contexto, a
programacdo epigenética das células germinativas primordiais ocorre durante o
desenvolvimento embrionario, no momento do processo migratério, quando sdo
submetidas a desmetilacdo do DNA e poderdo, futuramente, transmitir as informacdes

epigenéticas adquiridas para as geragoes subsequentes (HUBER et al., 2020).

Ao comparar os grupos EGl e EGT é notavel um comportamento oposto em relagao
a ativacao folicular. O grupo EGI apresentou reducdao do numero de foliculos primordiais
e aumento da ativagao folicular, enquanto o grupo EGT apresentou maior nimero de
foliculos primordiais e reducdo da ativacdo folicular. Os motivos que levaram a esse
resultado ndo estdo claros, mas podemos considerar a seguinte hipdtese: o destino dos
foliculos em repouso pode ser explicado pelas diferencas do microambiente local, onde
a aglomeracao folicular em repouso atua como um fator que influencia a taxa de
recrutamento folicular. O aglomerado de foliculos em repouso seria a fonte de sinais
inibitérios locais que reduzem a probabilidade de ativacdo de foliculos adjacentes
(GAYTAN et al., 2015). Logo, condi¢bes que envolvam diminuicdo do volume ovariano,
ou aumento da reserva de foliculos primordiais, resultaria em maior aglomeracao
folicular e, consequentemente, menor taxa de recrutamento de foliculos em repouso.
Por outro lado, condi¢cdes que envolvam aumento do volume ovariano ou reducdo da
reserva de foliculos primordiais, diminuiriam a aglomeracao folicular levando a uma

maior taxa de ativacao (GAYTAN et al., 2015).

De acordo com a literatura, a exposicdo materna a altas temperaturas ambientais
durante a gestacao, tem sido amplamente associada a redugdo do peso da prole ao
nascer (LIMESAND et al., 2018; COLOMA-GARCIA et al., 2020; MAYVANEH et al., 2020).
Isto também pode estar associado ao subdesenvolvimento de o6rgaos. Nessa

perspectiva, é possivel que o grupo EGT tenha sofrido maior impacto no processo de
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organogénese, tendo em vista o seu perfil de exposi¢ao ao ETC, abrangendo tanto o
inicio da organogénese, durante a primeira metade da gestacao, quanto a finalizagdo
durante a segunda metade da gestacdo, que é caracterizada pelo crescimento e
maturacdo dos érgdaos em mamiferos (SKIBIEL et al., 2018b). Sendo assim, pode-se
especular que uma possivel reducdo do tamanho do ovario no grupo EGT, somado ao
aumento de foliculos primordiais, resultaria em uma combina¢do perfeita para
sustentar a hipdtese da aglomeracao de foliculos atuando como fator inibitério da

ativacao folicular.

Nao se pode considerar, entretanto, que uma maior ou menor taxa de ativacao
folicular represente eficiéncia ovariana. De acordo com AKBARINEJAD et al. (2017),
qualquer fator que possa aluir a formacao de foliculos primordiais, que agilize ou retarde
a sua transicdo para foliculos primdrios, tem potencial de causar o esgotamento da
reserva folicular ou inatividade ovariana, impactando adversamente na capacidade
reprodutiva de um individuo. Geralmente animais com maior taxa de ativacao folicular

apresentam, em contrapartida, maiores indices de perda folicular por apoptose.

De acordo com a andlise da producdo embriondria em F1, apds a superovulacao,
0 numero de estruturas viaveis foi reduzido no grupo EGT. Isto indica que a frequéncia
em que ocorre o ETC durante a gestacdo pode determinar os efeitos na prole. E bem
relatado que o ETC durante a gestacdo impacta na saude global dos descendentes,
muitas vezes levando a uma reducdo da capacidade reprodutiva, que, na fémea, pode
estar relacionada com o declinio da qualidade oocitaria, que por sua vez, compromete

o desenvolvimento embriondrio subsequente a fertilizacdo (HUBE et al., 2020).

BARRA et al. (2014) relataram que o estresse térmico induzido pela exposicdo a
baixa temperatura durante o pré-natal, 4 °C por trés horas ao dia durante toda a
gestacdo, impactou na populacdo folicular ovariana da prole de ratas Sprague-Dawley
ao reduzir o numero de foliculos primarios e secundarios. Além disso, reduziu a
capacidade de resposta ovariana ao FSH, resultando no declinio do desenvolvimento de
foliculos secundarios sob estimulacdo de gonadotrofina. Entretanto, no presente
estudo, possivelmente devido as diferengcas metodoldgicas utilizadas para a inducdo do
estresse térmico, intensidade, e modelo experimental, ndo foram observadas diferencas

na média de foliculos primarios, secunddrios e antrais entre os grupos experimentais,
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indicando que os foliculos que foram ativados tiveram igual capacidade de
desenvolvimento durante a foliculogénese. Tomando essa observacdo, é possivel que a
reducdo de estruturas embrionarias vidveis verificada no grupo EGT esteja relacionada
a falhas ou comprometimento das fungdes uterinas mediado, por exemplo, pela
reducdo dos niveis locais de progesterona. A progesterona é fundamental para o
desenvolvimento embrionario inicial, responsavel por regular a secre¢ao de uma série
de fatores de crescimento pelo Utero, essenciais para o desenvolvimento pré-
implantacional (HUANG et al., 2014). Em reforco, nota-se que além da reducdo de
estruturas vidveis, o grupo EGT também apresentou tendéncia de redugao no nimero

total de estruturas.

E bem conhecido que uma variedade de agentes estressores induz o aumento da
expressao de IL-1P (interleucina 1 beta) em mamiferos, inclusive o ETC (TANEBE et al.,
2000; LEON et al., 2006; GOSHEN E YIRMIYA, 2009; LEE et al., 2015; KOCH et al., 2019).
Recentemente foi relatado que o tratamento materno com IL-1f3 (estresse imunoldgico)
em ratas Long-Evans gestantes induziu a regulacdo negativa da expressao uterina dos
genes STAT5b e Zeb2, relacionados ao metabolismo local da progesterona na prole
(VERSTRAETEN et al., 2019). Este resultado indica que o estresse materno durante a
gestacdo pode causar implicagcdes na capacidade reprodutiva da prole em roedores, ao
comprometer as funcdes uterinas mediado por modificacdes da expressdo génica,
possivelmente por mecanismos epigenéticos. Nesse sentido, ndo se pode descartar a
hipdtese de que o grupo de EGT, devido a sua maior carga alostdtica, tenha sofrido
maiores impactos de uma possivel superexposicao a IL-1B, que, em teoria, poderia
afetar as func¢des uterinas da prole e reduzir viabilidade e sobrevivéncia embrionaria.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para verificar se os efeitos observados
por VERSTRAETEN et al. (2019) em ratas Long-Evans se repetem em camundongos, e se
o ETC repetido aumenta os niveis de IL-1B o suficiente para causar o mesmo efeito do

tratamento materno com administracdo direta do agente estressor.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
6.1 CONCLUSOES

A exposicdo materna ao ETC durante a gestacdo afetou negativamente o
desenvolvimento intrauterino da prole de todos os grupos experimentais, com efeito
mais pronunciado quando a exposi¢ao ocorreu na primeira metade da gestagao. O ETC
afetou ainda o desenvolvimento somadtico da prole e alterou o perfil da populacdo
folicular ovariana, e, além disso, comprometeu a eficiéncia da produgao de embrides no
grupo EGT. Em conjunto, os resultados indicam que a primeira metade da gestacao
representa um periodo critico para desenvolvimento embrionario de camundongos, e
traz consequéncias para o desenvolvimento da prole no periodo pds-parto, e que o ETC
prolongado (durante toda a gestacdo) demonstrou comprometer a eficiéncia da

resposta ovariana a superovulacdo e producdo de embrides vidveis.
6.2 PERSPECTIVAS

Considerando as inumeras projecbes de aumento da temperatura global,
aprimorar os conhecimentos dos efeitos do ETC na oética transgeracional é de suma
importancia. Nesse sentido, uma perspectiva futura é analisar os efeitos da exposicao
materna ao ETC na prole a luz da Biologia Molecular, por meio de estudos de expressao
génica com foco na identificagdo de modificacdes epigenéticas entre sucessivas

geracOes (F1, F2, F3...).

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, e com respaldo da literatura,
ficou claro que o efeito da exposicdo materna ao ETC na prole é dependente do
momento em que ocorre e do tempo de exposi¢ao, e a resposta ao insulto pode ser
especifica conforme o tecido ou tipo celular. Desta forma, uma abordagem interessante
seria mapear estrategicamente intervalos de tempo em que ocorre determinado evento
durante o desenvolvimento embrionario, como por exemplo, o periodo pré-
implantacional, o momento da migracdo das células germinativas primordiais, o
intervalo em que ocorre a colonizacdao e multiplicacdo das oog6nias nas gonadas, entre
outros. A inducdo do ETC em momentos pontuais pode gerar informacdes importantes

com menor sobreposicdo de resultados.
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8. APENDICES E ANEXOS

8.1 ANEXO | FOLHA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Certificado de aprovacao do projeto pela comissdo de ética no uso de animais.

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES DO JEQUITINHONHA E MUCURI

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS U FVJM

CERTIFICADO

Diamantina, 14 de marco de 2018
Certificamos que o projeto intitulado " Efeito do estresse térmico durante a
gestagiio no desenvolvimento somatico, parimetros reprodutivos e nivel de termotolerancia
da progénie em camundongos da linhagem CS57BL/6". protocolo n® 003/2018. sob a
responsabilidade de Ribrio Ivan Tavares Pereira Batista - que envolve a produgio.
manutengdio e/ou utilizagdio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o0 homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra se¢ de acordo com os preceitos
da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008. do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009. ¢ com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA). ¢
foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA/UFVIM) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES DO JEQUITINHONHA E MUCURI, em reunido
de 14/03/2018.

Finalidade () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto  18/04/2018 a 10/12/2018

Espécie/linhagem Camundongos isogénico C57BL/6

N® de animais 80

Peso/Idade 20£5¢/3 — 6 meses

Sexo 40 Machos e 40 fémeas

Origem Biotério do Centro de Biologia da Reproducdo da Universidade Federal

de Juiz de Fora (Biotério/CBR/UFJF). Campus de Juiz de Fora — MG

O prazoe de validade desse Certificado € equivalente a vigéncia do Projeto prorrogavel por
mais 1 ano, desde que seja enviada justificativa a CEUA/UFVIM durante a vigéncia do
projeto.

Com o recebimento deste parecer, o responsdvel compromete-se a entregar o relatorio
final da proposta até 60 dias apds o término. Em caso de planos de aula, a cada seis meses
estes deverdo ser revalidados.

Ressaltamos que, conforme a Resolug¢do Normativa 1, de 9 de Julho de 2010, qualguer
alteracao no protocolo previamente aprovado, na equipe (écnica, bem como acidentes
envolvendo os animais, competem ao responsavel a comunicagdo a CEUA/UFVIM.

U 3 J@Qmﬁm@

Gustavo Henrique de Frias Castro
Vice-Coordenador da CEUA/UFVIM

Campus JK

Comissdo de Etica no Uso de Animais/ UFV IV
Prédio da Reitoria-PRPPG- Rodovia MGT 36
Diamanting/MG — CEP 39100-000 Telefone: 55 (3
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