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INTRODUÇÃO 

 

Acima de 50% do rebanho bovino mundial se encontra nos trópicos e é 

submetido a temperaturas mais altas do que animais que habitam climas 

temperados. A raça Nelore é a raça zebuína (Bos indicus) predominante no 

Brasil (90 milhões de cabeças; ACNB, 2006) e está se tornando mais popular 

em outros países tropicais e subtropicais da América do Sul e no mundo 

(Barros & Nogueira, 2001; Bo et al., 2003), devido a sua maior resistência a 

altas temperaturas, umidade e parasitas, quando comparada às raças 

derivadas do gado europeu (Bos taurus, Hansen, 2004; Barros et al., 2006).   

Os processos reprodutivos em mamíferos, machos e fêmeas, são muito 

sensíveis às alterações pela hipertermia, com as conseqüências mais 

pronunciadas sendo a redução quantitativa e qualitativa da produção de 

esperma nos machos e queda da fertilidade nas fêmeas. A infertilidade dos 

machos ocasionada pelo estresse térmico (ET) pode ser eliminada por meio da 

inseminação artificial com sêmen coletado e congelado em ambiente adequado 

(Hansen et al., 2001). 

Nas fêmeas, esta situação é mais complicada (Hansen et al., 2001). Está 

bem documentado que a exposição de fêmeas de mamíferos ao ET aumenta a 

mortalidade embrionária (Thatcher & Hansen, 1993).  A maior causa da 

redução na sobrevivência embrionária induzida pelo ET pode ser originada 

pelos efeitos adversos das temperaturas elevadas no desenvolvimento dos 

zigotos e dos embriões (Ealy et al., 1993). 

Existem diferenças genéticas na resistência ao ET, com as raças 

adaptadas apresentando menores temperaturas durante o ET do que raças 

não adaptadas (McDowell et al., 1953; Finch, 1986; Gaughan et al., 1999; 

Hammond et al., 2004). Devido ao gado zebuíno ser termotolerante, as 

conseqüências da exposição ao ET na produção de leite e carne são menores 

para o gado Bos indicus do que para o Bos taurus (Hansen, 2004). Assim, se 

comparado com o gado europeu, o gado zebuíno sofre redução menos severa 

na ingestão alimentar (Allen et al., 1963; Seif et al., 1979), taxa de crescimento 

(O’Bannon et al., 1955, Cartwright, 1955), produção de leite (Johnson, 1965) e 

funções reprodutivas (Johnston et al., 1963; Skinner & Louw, 1966; Rocha et 

al., 1998) em resposta ao ET. 
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A fase de pré-implantação representa um período extremamente dinâmico 

da embriogênese, no qual o embrião se desenvolve a partir de uma única 

célula, dependente do controle genético da transcrição materna, para um 

conjunto de células altamente ativa metabólica e sinteticamente, possuindo 

controle genético próprio. Durante esse período o embrião passa por várias 

divisões celulares, ativa o genoma embrionário, sofre compactação, forma um 

epitélio de transporte, diferencia-se em dois tipos celulares distintos e 

desenvolve a cavidade da blastocele. Essas funções requerem a regulação 

precisa de várias funções celulares como a homeostasia, metabolismo e 

expressão gênica (Lane, 2001). 

A capacidade de um embrião responder a mudanças no seu ambiente é 

limitada durante as primeiras divisões de clivagem, quando grande parte do 

genoma embrionário é ainda inativo. Esse período da baixa atividade 

transcricional cria uma janela na qual os embriões são particularmente 

sensíveis a certas formas de estresse. Uma das alterações no ambiente 

materno que causam efeitos profundos na sobrevivência embrionária é um 

aumento na temperatura corpórea em decorrência do calor ou da febre (Paula-

Lopes & Hansen, 2002). Utilizando sistema de cultivo in vitro, Rocha et al. 

(1998); Al-Katanani & Hansen (2002), mostraram que a temperatura elevada 

reduziu a sobrevivência dos embriões em estágios iniciais de desenvolvimento 

embrionário. 

Os efeitos do ET sobre a viabilidade do embrião diminuem de acordo com 

o avanço da prenhez (Biggers et al., 1987; Ealy & Hansen, 1994; Edwards & 

Hansen, 1997; Hansen, 1999; Edwards et al., 2001), sendo mínimos a partir do 

terceiro dia em bovinos (Ealy et al., 1993). Uma possível explicação para esse 

fenômeno é que os embriões se tornam mais resistentes aos efeitos negativos 

do ET à medida que avançam no seu desenvolvimento (Edwards & Hansen, 

1997). 

Paula-Lopes et al. (2003) observaram que embriões ( 9 células) de raça 

resistente ao calor (Brahman), se desenvolveram melhor até o estágio de 

blastocisto após ET (41 ºC por 6 horas) do que embriões de raças sensíveis ao 

calor (Holandesa e Angus). De forma similar, embriões da raça Nelore 

(zebuíno) são mais resistentes ao ET do que embriões mestiços (oócito taurino 
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x sêmen zebuíno; Barros et al., 2002) ou taurinos (HPB, Barros et al., 2006) 

desenvolvidos in vitro. 

Os mecanismos celulares envolvidos no fenômeno da termotolerância 

estão sendo estudados e um dos aspectos explorados é que a resposta 

termoprotetora do embrião envolve a produção das proteínas conhecidas como 

HSP (heat shock proteins). A indução da produção de HSP(s) em resposta ao 

estresse serve para proteger as células contra a agressão, aumentando a 

recuperação e induzindo um estado de resistência a um subseqüente estresse 

(Neuer et al., 2000). HSP(s) são preferencialmente expressas em resposta a 

um grupo de injúrias, incluindo a hipertermia, metais pesados, etanol, 

inflamação e infecção. Sua produção é aumentada durante o cultivo de 

embriões in vitro e estão entre as primeiras proteínas produzidas durante o 

crescimento de embriões de mamíferos (Neuer et al., 2000). A ação das 

HSP(s) é atribuída a uma ativa participação na minimização de interações 

incorretas entre as moléculas, mantendo-as em seu estado natural e reparando 

ou promovendo a degradação de proteínas alteradas (Neuer et al., 2000). Além 

disso, as HSP(s) podem modular a apoptose celular, que é um dos 

mecanismos envolvidos na proteção embrionária durante a exposição ao ET 

(Al-Katanani & Hansen, 2002; Neuber et al., 2002). 

A apoptose nos mamíferos tem um papel importante no controle da 

qualidade do desenvolvimento embrionário, uma vez que, através desse 

mecanismo são eliminadas células danificadas, não funcionais e anormais. Por 

outro lado, a habilidade do embrião inicial sobreviver em temperaturas 

elevadas pode estar ligada à diminuição da taxa de apoptose (Paula-Lopes & 

Hansen, 2002), com conseqüente aumento no número de células nos 

embriões, ou ao desenvolvimento de mecanismos termoprotetores bioquímicos 

como, por exemplo, as proteínas HSP, antioxidantes como a glutationa 

(Malayer & Hansen, 1990; Edwards & Hansen, 1997) e fatores de crescimento 

como o IGF-1 (Jousan & Hansen, 2004, 2006). 

Sartorelli et al. (2006) observaram que o estresse térmico aumentou a 

taxa de apoptose em embriões tanto da raça Nelore quanto da raça Angus. 

Além disso, a porcentagem de células apoptóticas, 120 horas após a 

inseminação, foi mais elevada nos embriões da raça Angus, quando 

comparados aos da raça Nelore.  
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Outros mecanismos que podem influenciar os fenômenos da 

termoproteção são os fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGFs), 

que foram identificados no líquido folicular (Spicer & Echternkamp, 1995), em 

secreções uterinas (Geisert et al., 1991), no trato reprodutivo feminino 

(Schimidt et al., 1994; Brigstock et al., 1996; Gabler et al., 1997) bem como em 

oócitos e embriões bovinos (Yoshida et al., 1998; Yaseen et al., 2001; 

Lonergan et al., 2000, 2003). Além disso, foi demonstrado que, em vacas da 

raça Brahman, as concentrações plasmáticas de IGF-I e IGFBP (Simpson et 

al., 1994), bem como a concentração sanguínea de IGF-1 total (Alvarez et al., 

2000) são mais elevadas do que em vacas da raça Angus. 

O transporte e a função dos IGFs são modulados pelas interações de pelo 

menos seis proteínas de ligação a fatores de crescimento semelhante à 

insulina (IGFBPs), que estão presentes em muitos líquidos extracelulares e em 

embriões em fases adiantados de desenvolvimento (Heyner et al., 1993; Kaye 

& Harvey, 1995; Winger et al., 1997; Luciano et al., 2000). As IGFs aumentam 

a proliferação celular, a mitogenêse e a atividade de hormônios esteróides 

(Adashi et al., 1985; Kamada et al., 1992).Tanto os IGFs tipos 1 e 2, como seus 

receptores (IGFR-1 e IGFR-2), são expressos durante todo o desenvolvimento 

de embriões bovinos e ovinos produzidos in vitro (Schultz, et al., 1992; Watson 

et al., 1992, 1994; Winger et al., 1997; Yoshida et al., 1998). Além disso, a 

expressão das IGFBPs (tipos 1, 2, 3, 4, 5, 6) foi demonstrada em embriões de 

ratos (Schultz et al., 1992; Schüller et al., 1993) e de bovinos (Winger et al., 

1997; Sawai et al., 2005).  

Os efeitos benéficos do IGF-1 no desenvolvimento embrionário, tanto na 

presença quanto na ausência de estresse, têm sido demonstrados em várias 

espécies. A adição de IGF-1 ao meio de cultura proporcionou um aumento no 

número de mórulas e blastocistos, bem como reduziu a incidência de apoptose 

embrionária em várias espécies (Lighten et al., 1998; Herrler et al., 1998; 

Fabian et al., 2004), inclusive em bovinos (Matsui et al., 1995; Lonergan et al., 

1996; Byrne et al., 2002; Makarevich et al., 2002; Jousan & Hansen, 2004). 

Além de aumentar a taxa de blastocisto, Block et al. (2003) demonstraram 

também um aumento nas taxas de prenhez e nascimento de embriões 

produzidos in vitro tratados com IGF-1 e transferidos para vacas holandesas 

em lactação submetidas a estresse térmico. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral: estudar in vitro e de forma comparativa a resistência ao 

estresse térmico (ET) de embriões das raças Nelore (NEL) e Holandesa Preto 

e Branco (HPB). 

 

Objetivos específicos:  

Capítulo 2: 

1) verificar se a adição de IGF-I ao meio de cultivo, na ausência de soro fetal 

bovino (SFB), é capaz de manter as taxas de produção embrionária 

semelhantes àquelas obtidas em meio de cultivo com SFB; 

2) verificar in vitro e de forma comparativa (NEL vs HPB) a influência da 

adição de IGF-I ao meio de cultivo no desenvolvimento de embriões 

submetidos ao ET; 

3) verificar in vitro e de forma comparativa (NEL vs HPB) a influência do ET 

na taxa de apoptose de embriões bovinos; 

Capítulo 3 

4) determinar a expressão dos RNAm dos IGF-I e II, seus receptores (IGFR-I e 

II), as proteínas ligantes (IGFBP-2 e 4) e PAPP-A em oócitos e blastocistos 

bovinos (NEL vs HPB), submetidos ou não ao ET. 

 

HIPÓTESES A SEREM TESTADAS 

1) a adição de IGF-I ao meio de cultivo, na ausência de SFB, é capaz de 

manter as taxas de produção embrionária semelhantes àquelas obtidas em 

meio de cultivo com SFB; 

2) a adição de IGF-I ao meio de cultivo é mais eficiente em diminuir ou efeitos 

deletérios do ET em embriões da raça HPB quando comparados a embriões da 

raça Nelore; 

3) o efeito deletério do ET no desenvolvimento embrionário e na taxa de 

apoptose é mais acentuado em embriões da raça HPB, quando comparados a 

embriões da raça Nelore; 

4) verificar se o sistema IGF está mais expresso tanto em oócitos como em 

blastocistos provenientes de vacas da raça Nelore, quando comparados aos da 

raça Holandesa Preto e Branco (HPB), submetidos ou não ao ET. 
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EFEITOS DELETÉRIOS DO ESTRESSE TÉRMICO CALÓRICO (ET) 

 

Estudos in vivo 

 

Os bovinos, mamíferos pertencentes à família Bovidae, são divididos em 

dois gêneros: Bos taurus, que abrange o gado europeu e Bos indicus, gado 

originalmente encontrado na Índia, Ásia e África, também conhecido como 

gado zebu ou indiano. Esses gêneros são constituídos por várias raças com 

características para produção de carne (gado de corte), leite (gado leiteiro) ou 

para dupla aptidão (Albright & Arave, 1997; Getty, 1986; Santiago, 1985).  

Acima de 50% do rebanho bovino mundial se encontra nos trópicos 

(Wolfenson et al., 2000), onde fatores estressantes como as altas temperaturas 

e umidades em certos períodos do ano, a sub-alimentação crônica, os riscos 

de doenças e de parasitas, notavelmente são maiores do que em regiões de 

clima temperado (Hansen, 2004; Barros et al., 2006). Nestas condições 

ambientais, às raças zebuínas são as que predominam, devido a sua maior 

adaptação em relação às raças européias. 

Nos mamíferos, os processos reprodutivos são sensíveis às alterações 

por hipertermia, resultando em redução da qualidade e quantidade de 

espermatozóide nos machos e queda da fertilidade nas fêmeas (Hansen et al., 

2001). A infertilidade dos machos ocasionada pelo ET pode ser eliminada por 

meio da inseminação artificial. Nas fêmeas esta situação é mais complicada 

(Hansen et al., 2001). 

Está bem documentado que a exposição de fêmeas de mamíferos ao ET 

aumenta a mortalidade embrionária (Thatcher & Hansen, 1993). A maior causa 

da redução da sobrevivência embrionária induzida pelo ET pode ser originada 

pelos efeitos adversos das temperaturas elevadas no desenvolvimento dos 

zigotos e dos embriões (Ealy et al., 1993). Putney et al. (1989) observaram que 

a exposição de novilhas HPB ao ET entre o primeiro estro e a inseminação 

aumentou a proporção de embriões anormais e com desenvolvimento 

retardado quando comparados a novilhas mantidas em termo-neutralidade. 

  A fase de pré-implantação embrionária corresponde a um período 

extremamente dinâmico da embriogênese onde o embrião se desenvolve de 

uma única célula quiescente sobre o controle genético de transcrição materna, 
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para um grupo de células altamente ativo tanto na função metabólica como na 

síntese protéica, sobre o seu próprio controle genético. Durante esse período o 

embrião deve passar por várias divisões celulares, ativar o genoma 

embrionário, sofrer compactação celular, formar um epitélio de transporte, 

diferenciar-se em dois tipos celulares e desenvolver a cavidade chamada de 

blastocele. Essas funções requerem a regulação precisa de várias funções 

celulares como a homeostasia, o metabolismo e a expressão gênica (Lane, 

2001). 

 O desenvolvimento do embrião no período pré-implantação é muito 

suscetível a interrupção, principalmente pelo ET (Putney et al., 1989; Badinga 

et al., 1993; Edwards & Hansen, 1997; Rocha et al., 1998; Paula-Lopes et al., 

2001; Zeron et al., 2001). Em rebanhos criados nos Estados Unidos da 

América, o aumento na temperatura de 29,7 ºC em abril para 33,9 ºC em julho 

foi associado com um declínio nas taxas de concepção no primeiro serviço de 

25% para 7% (Cavestany et al., 1985). 

Durante os períodos sazonais de ET, a fertilidade declina resultando em 

menores taxas de concepção (Thatcher & Collier, 1986; Her et al., 1988; Wilson 

et al., 1998a).  Na Flórida, as taxas de concepção de vacas em lactação caem 

de 48% em março para 18% em julho e não se recuperam até novembro 

(Badinga et al., 1985). Ingraham et al. (1976) observaram que as taxas de 

concepção de vacas leiteiras estão inversamente relacionadas à temperatura 

ambiente durante a fase folicular. Durante o outono, as taxas de concepção de 

vacas leiteiras em regiões subtropicais e países de clima quente são menores 

que no inverno, embora a temperatura ambiente tenha diminuído e as vacas 

não estejam mais expostas ao ET de verão, indicando a existência de um efeito 

retardado do ET na fertilidade (Roth et al., 1999, Roth et al., 2001). Além disso, 

a redução nas taxas de prenhez durante o verão pode atingir valores de 20 a 

30% quando comparado ao inverno (Cavestany et al., 1985; Badinga et al., 

1985; De Rensis et al., 2002). 

A dificuldade dos animais, sob ET, em estabelecer prenhez pode ser 

decorrente de alterações nos processos fisiológicos em vários níveis. As 

funções dos oócitos (Lenz et al., 1983) e do embrião inicial (Ealy et al.,1993, 

1995) são alteradas por temperaturas elevadas. Para Zeron et al., (2001) uma 

possível explicação para os efeitos da temperatura ambiente no 
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desenvolvimento embrionário está na modificação das propriedades físicas e 

bioquímicas das membranas celulares. Esses autores, ao avaliarem o efeito da 

estação do ano na dinâmica folicular, viabilidade do oócito e possíveis 

interações com as propriedades físicas e bioquímicas das suas membranas, 

encontraram diferenças na morfologia de oócitos no inverno e verão, e uma 

maior porcentagem de ácidos graxos saturados presente nos oócitos durante o 

verão, enquanto que a porcentagem de ácidos graxos poli-insaturados era 

maior em oócitos e células da granulosa durante o inverno. Essas alterações 

podem levar a mudanças nas propriedades bioquímicas das membranas e, 

consequentemente, influenciar na funcionalidade e fertilidade dos oócitos. 

Contudo, Edwards & Hansen (1996) sugerem que as células do cumulus 

podem fornecer termoprotetores extracelulares ou produzir moléculas 

regulatórias que causem a ativação de mecanismos de proteção térmica do 

oócito. 

Além disso, o ET pode comprometer o desenvolvimento embrionário por 

reduzir o fluxo de sangue uterino e aumentar a temperatura uterina 

(Gwazdauskas et al., 1975; Roman-Ponce et al., 1978), reduzir as 

concentrações plasmáticas de estradiol (Gwazdauskas et al., 1981; Wilson et 

al., 1998a; Wilson et al., 1998b), e por alterar a secreção de proteínas uterinas 

(Malayer et al., 1988; Malayer & Hansen, 1990). Estas alterações inibem o 

desenvolvimento embrionário (Rivera & Hansen, 2001), aumentam a perda do 

embrião nos estágios iniciais de desenvolvimento, reduzem o sucesso da 

inseminação artificial e da produção de embriões por superovulação (Gordon et 

al., 1987; Alfujairi et al., 1993). O ET pode promover o aumento da secreção de 

prostaglandina pelo endométrio e promover luteólise prematura em decorrência 

da dificuldade do embrião gerar sinais bioquímicos que sinalizam a gestação 

(Putney et al., 1988; Putney et al., 1989). 

  Adicionalmente, o ET altera o padrão de desenvolvimento folicular em 

bovinos (Roth et al., 2000), diminui o tamanho do folículo dominante da 

primeira e segunda ondas foliculares do ciclo estral (Badinga et al., 1993; 

Wilson et al., 1998a; Wilson et al., 1998b) e deprime a dominância folicular 

(Badinga et al., 1993; Wilson et al., 1998b; Guzeloglu et al., 2001). 

Consequentemente, mais de um folículo dominante poderia se desenvolver no 

período pré-ovulatório, resultando em dupla ovulação (Kornmatitsuk et al., 
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2008; Ryan & Boland 1991). Em estudo realizado por Torres Júnior et al. 

(2008), vacas da raça Gir (Bos indicus) foram submetidas ao ET e 

apresentaram efeito retardado sobre a função reprodutiva, manifestando maior 

incidência de folículos grandes e codominância folicular, reduzindo a duração 

do ciclo estral, concentração de progesterona (P4) e capacidade de 

desenvolvimento do oócito. As alterações no desenvolvimento folicular durante 

o ET provavelmente afetam outros eventos reprodutivos como a secreção de 

gonadotrofinas (Gilad et al., 1993), desenvolvimento do corpo lúteo (Wolfenson 

et al., 1993) e consequentemente secreção de P4 (Breuel et al., 1993).  

Os efeitos da alta temperatura ambiente nas funções reprodutivas são 

exacerbados pelo aumento na produção de calor metabólico associado à 

lactação (Sartori et al., 2002) e pelo aumento da umidade relativa (Bianca, 

1965; West, 2003). Vacas em lactação são mais suscetíveis ao ET do que 

novilhas (Cavestany et al., 1985; Wilson et al., 1998b; Pires et al., 2001) e uma 

explicação seria o fato de que o calor metabólico produzido pelas vacas em 

lactação promove hipertermia durante o verão, enquanto que em novilhas a 

produção de calor metabólico é menor e, provavelmente, não apresentam 

hipertermia nas mesmas temperaturas ambientais que as vacas (Wilson et al., 

1998b). 

Pires et al. (2001), trabalhando com animais puros de origem (PO) da 

raça HPB no estado de Minas Gerais, relataram influência positiva do verão 

(época das chuvas) nas taxas de prenhez de novilhas (85,4% no verão e 

78,3% no inverno). Por outro lado, as taxas de prenhez de vacas em lactação 

foram 45,7 e 71,2% no verão e no inverno, respectivamente, demonstrando um 

efeito negativo do aumento da temperatura (verão) na fertilidade das vacas. 

A resistência ao ET está possivelmente relacionada com características 

genéticas e raciais do animal. Desta forma, raças adaptadas apresentam 

menores temperaturas corpóreas durante o ET do que raças não adaptadas 

(Hammond et al., 1996, 1998; Gaughan et al., 1999). A habilidade de raças 

adaptadas em regular a temperatura corpórea durante o ET é o resultado de 

menores taxas metabólicas, bem como maior capacidade de perda de calor 

(Hansen, 2004), contribuindo assim para a maior fertilidade desses animais 

(Hansen, 1999). Entre as raças zebuínas e européias, há diferenças quanto à 

resistência ao ET. O gado zebuíno possui maior capacidade de regular a 
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temperatura corporal em resposta ao ET do que o gado de origem européia 

(Hansen, 2004). 

Evidências comprovam que raças adaptadas a climas quentes adquirem 

genes que protegem suas células contra os efeitos deletérios do ET (Hansen, 

2004). A influência do ET sobre as células pode ser observada nas raças HPB 

e Brahman, onde ocorre uma maior redução na síntese de DNA das células 

endometriais de vacas HPB do que em vacas Brahman (Malayer & Hansen, 

1990). Adicionalmente, a exposição a elevadas temperaturas exerce um efeito 

menos deletério sobre os linfócitos de raças adaptadas ao calor (Brahman e 

Senepol) do que sobre os linfócitos de raças não adaptadas (Angus; Kamwanja 

et al., 1994; Paula-Lopes et al., 2003).  

Dikmen et al. (2009) demonstraram que a regulação da temperatura 

corpórea em vacas em lactação pode ser influenciada pela heterose. Neste 

estudo foi avaliado o efeito do genótipo na capacidade de termorregulação em 

vacas das raças HPB, Jersey, mestiças (Sueca Vermelha x HPB) e mestiças 

(Jersey x HPB). Os resultados apontaram que vacas mestiças (Jersey x HPB) 

apresentaram maior capacidade de termorregulação em relação às outras 

raças, evidenciando assim, o efeito da heterose sobre a termorregulação. Além 

disso, Pegorer et al. (2007) observaram que, durante o verão, a inseminação 

artificial de vacas HPB com touros da raça Gir resultou em taxas de prenhez 

mais elevadas do que a IA com touros HPB. Estes resultados estão de acordo 

com os obtidos por Prayaga (2003), o qual demonstrou que o cruzamento entre 

raças zebuínas e taurinas apresenta melhor adaptabilidade as condições 

ambientais do que o cruzamento apenas entre raças taurinas. Desta forma, é 

provável que a capacidade de termorregulação possa ser melhorada através 

de cruzamentos adequados e pela exploração da heterose. 

 

Estudos in vitro 

 

Trabalhos in vitro demonstram que a exposição do oócito ou do embrião 

ao ET influencia no seu subsequente desenvolvimento. Oócitos de vacas HPB, 

aspirados durante o verão, apresentaram menor capacidade de 

desenvolvimento até a fase de blastocisto após a fertilização in vitro, 

comparado a oócitos obtidos durante o inverno (Rocha et al., 1998; Al-Katanani 
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& Hansen 2002). Além disso, a exposição do complexo cumulus-oócito (COCs) 

de bovinos a elevadas temperaturas nas primeiras 12 horas de maturação in 

vitro comprometem arquitetura do citoesqueleto, reduzem a maturação nuclear 

do oócito (Roth & Hansen, 2005), alteram a síntese de novas proteínas 

(Edwards & Hansen, 1996, 1997), promove o aumento de radicais livres 

(Lawrence et al., 2004) e induzem o oócito à apoptose (Roth & Hansen, 2004). 

Estes efeitos deletérios diminuem a capacidade do oócito se desenvolver a 

blastocisto após a fertilização in vitro (Edwards et al., 1997). 

 Edwards & Hansen (1996) observaram que a exposição de oócitos ao 

ET de 41 ºC por 12 horas reduziu seu desenvolvimento até a fase de 

blastocisto (30% vs 10% para oócitos cultivados a 39 e 41 ºC, 

respectivamente). Resultados semelhantes foram relatados em outro 

experimento realizado por Edwards & Hansen (1997, 35% vs 18% para oócitos 

cultivados a 39 e 41 ºC, respectivamente). Além disso, Rivera & Hansen (2001) 

verificaram que o ET a 41 ºC, aplicado durante a fertilização e nos estágios de 

uma ou duas células, prejudica o desenvolvimento embrionário.  

Experimentos realizados in vitro, nos quais embriões bovinos foram 

expostos a um padrão de temperatura ambiente semelhante àquele 

experimentado por vacas leiteiras em fase de lactação na Flórida, submetidas 

ao ET (EUA; temperatura variando de 38,5 a 40,5 ºC, durante 8 dias de cultivo 

in vitro; Rivera & Hansen, 2001) ou na região sudeste de Queensland 

(Austrália, temperatura variando de 39,5 a 41,0 ºC, durante as primeiras 48h de 

cultivo in vitro; Sugiyama et al. 2007), mostraram desenvolvimento reduzido até 

a fase de blastocisto. Desta forma, estes estudos demonstram que as altas 

temperaturas em determinadas épocas do ano podem influenciar 

negativamente na produção embrionária. 

Vários estudos demonstram que embriões Bos indicus e Bos taurus 

adaptados (Romosinuano) são menos afetados por elevadas temperaturas do 

que embriões Bos taurus não adaptados (HPB e Angus, Block et al., 2002; 

Barros et al., 2006). Paula-Lopes et al. (2001) observaram que embriões de 

raça resistente ao calor (Brahman) se desenvolveram melhor após o ET do que 

embriões de raças sensíveis ao calor (HPB e Angus). De forma similar, Barros 

et al. (2002) e Monteiro et al. (2009) observaram que embriões da raça Nelore 

foram mais resistentes ao ET que embriões mestiços (oócito taurino x sêmen 
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zebuíno) desenvolvidos in vitro. Hernández-Céron et al. (2004) mostraram que 

embriões Brahman e Romosinuano são mais resistentes ao ET que embriões 

da raça Angus, onde os embriões Angus, Brahman e Romosinuano cultivados 

a 38,5 e 41 ºC tiveram taxa de formação de blastocistos de 30,3±4,6%, 

25,1±4,6% e 28,3±4,1% contra 4,9±4,6%, 13,6±4,6% e 17,5±4,1%, 

respectivamente. 

 Não está claro se existem diferenças entre as raças na aquisição de 

termotolerância antes da ativação do genoma embrionário (8 a 16 células). 

Krininger et al. (2003) determinaram que embriões das raças Brahman e HPB, 

quando submetidos ao ET de 41 ºC no estágio de 2 a 8 células, não 

apresentaram diferenças nas taxas de blastocisto. Entretanto, observaram que 

houve uma tendência dos embriões da raça Brahman se desenvolverem mais 

rapidamente do que os embriões da raça HPB. 

A aquisição de termotolerância embrionária pode ser conferida pelo 

oócito, pelo espermatozóide ou por ambos, como demonstram alguns estudos. 

Nabhan et al. (2010), utilizando oócitos provenientes de vacas HPB puras, 

fertilizados com sêmen de touros zebuíno (n=6; raça Gir) e taurino (n=6; raça 

HPB), não evidenciaram o efeito da raça do touro, após o ET. Estes resultados 

estão de acordo com os obtidos por Saito (2006) que também utilizaram seis 

touros das raças Gir e HPB para fertilizar oócitos de vacas HPB e não 

observaram diferenças significativas nas taxas de blastocisto e blastocisto 

eclodido entre os touros Gir e HPB, demonstrando não haver influência da raça 

do touro na aquisição de termotolerância. O efeito da raça do touro na 

sensibilidade embrionária ao ET também não foi evidenciado por Block et al. 

(2002) que utilizaram sete touros das raças Angus e Brahman na fertilização de 

oócito HPB submetendo-os ao ET (96hpi, 41 ºC, 6 horas). Todos estes 

experimentos sugerem que o oócito tem um papel crucial na termotolerância 

embrionária. Por outro lado, Eberhardt et al. (2009) observaram que oócitos de 

vacas HPB, fertilizados com sêmen Nelore (n=2), são mais resistentes ao ET 

do que oócitos HPB fertilizados com sêmen Angus, indicando que, além do 

oócito, a raça do touro também pode influenciar a resistência do embrião ao 

ET. 

O fato de Eberhardt et al. (2009) terem utilizado apenas dois touros para 

cada raça, pode ter influenciado os resultados, ou seja, o efeito do touro em si 
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pode ter sido preponderante em relação a influência da raça (Bos indicus vs 

Bos taurus) na resistência ao ET. De fato, vários estudos mostram que a 

produção in vitro de embriões pode variar de 0 a 36% de acordo com o touro 

utilizado (Lacandra et al., 1993; Lazzari & Galli, 1993; Parrish et al., 1986). 

Palma & Sinowatz (2004) testaram 63 touros na produção de embriões in vitro 

e observaram que houve variações de touro para touro nas taxas de clivagem 

(36,3 a 93,4%) e de blastocisto (6,9 a 51,2%). Estes dados são indicativos de 

que há diferenças entre touros quanto a sua capacidade de fertilização (Hillery 

et al., 1990; Shi et al., 1990). 

 

Ppapel dos fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGFs) em 

oócitos e embriões bovinos 

 

A família de fatores de crescimento semelhante à insulina é formada pelos 

fatores de crescimento IGF-I e IGF-II. Ambos são polipeptídeos estruturalmente 

relacionados à pró-insulina e apresentam receptores específicos na superficie 

celular. O IGF circula no plasma ligado a proteínas específicas, as proteínas de 

ligação ao IGF (do inglês IGF-binding proteins - IGFBP), que têm como função 

levar o IGF às suas células alvos (Kane et aI., 1997). O transporte e a função 

dos IGFs são modulados pelas interações de pelo menos seis IGFBPs. 

Os membros da família IGF desempenham papel importante na função 

ovarina e desenvolvimento embrionário. Receptores de IGF-I estão presentes 

em COCs (Nuttinck et al., 2004) e embriões no estádio de pré-implantação 

(Lonergan et al., 2000) sugerindo a importância deste fator de crescimento na 

função oocitária e embrionária. 

As ações do IGF são muitas, sendo geralmente efeitos anabólicos no 

metabolismo de proteínas e carboidratos. Seus efeitos mais conhecidos são: 

na progressão do ciclo celular, estimulando a síntese de DNA e replicação 

celular; na proliferação celular, devido ao fato de diversos tipos celular terem 

mostrado uma resposta mitogênica à estimulação com IGF-I; na apoptose, por 

ter a capacidade de, em certas células, inibir a morte celular; na função celular, 

por regular a secreção hormonal e potencializar a função em diversos tipos 

celulares; na diferenciação celular, por induzir a expressão de determinados 
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genes e levar a célula a se diferenciar (Jones & Clemmons, 1995; Adashi et aI., 

1985). 

Tanto as IGFs tipos I e II, como seus receptores (IGFR-I e IGFR-II), são 

expressos em oócitos e durante todo o desenvolvimento de embriões bovinos e 

ovinos produzidos in vitro (Winger et al, 1997; Yoshida et al, 1998). Além disso, 

a expressão das IGFBPs (1 a 6) foi demonstrada em oócitos (Yoshida et aI., 

1998; Lonergan et aI., 2000, 2003) e embriões de ratos e bovinos (Winger et 

al., 1997; Sawai et al., 2005; Heyner et al., 1993; Kaye & Harvey 1995; Winger 

et al., 1997; Luciano et aI., 2000). Sabe-se que a redução das proteínas 

ligantes de IGF (IGFBPs) tem sido associada a aumento da atividade 

proteolítica da proteína sérica A associada à prenhez (PAPP-A, Monget et al., 

2003). A PAPP-A é responsável pela degradação de IGFBPs, levando ao 

aumento da biodisponibilidade de IGF livre (Monget et al., 2003). 

Vários autores demonstraram que o sistema IGF desempenha importante 

papel na foliculogênese, participando do crescimento, dominância, desvio e 

maturação folicular (Fortune et al., 2004; Gutiérrez-Adán et al., 2000; Louhio et 

al., 2000; Zhao et al., 2001; Itoh et al., 2002) e oocitária (Itoh et al., 2002; 

Walters et al., 2006; Lorenzo et al., 1994; Sirotkin et al., 2000). Os IGFs são 

sinérgicos ao FSH na promoção de crescimento folicular e produção de 

estradiol [57]. Apesar do mecanismo preciso para a seleção do folículo 

dominante ainda não estar completamente elucidado, sabe-se que durante este 

evento além do possível papel do LH e seus receptores, estão também 

envolvidos os fatores de crescimento semelhante à insulina (IGFs), que 

parecem desempenhar papel importante neste processo. Os IGFs são 

sinérgicos ao FSH na promoção de crescimento folicular e produção de 

estradiol (Fortune et al., 2004). O aumento nas concentrações intrafolicular 

deste esteróide, bem como os de ativina A e a diminuição dos níveis de IGFBP-

2 e 4 estão relacionados à dominância folicular (Ginther et al., 2002; Kojima et 

al., 2003). 

A redução das proteínas ligantes de IGF (IGBPs) tem sido associada a 

aumento da atividade proteolítica da PAPP-A (Monget et al., 2003) e a 

expressão de seu RNAm é mais abundante no folículo dominante em 

crescimento nos bovinos do que em folículos pequenos não selecionados 

(Fayad et al., 2004, Fortune et al., 2004). Além disso, a PAPP-A é responsável 
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pela degradação IGFBP-2, levando ao aumento da biodisponibilidade de IGF 

(Monget et al., 2003). Embora não se tenha encontrado diferenças nas 

concentrações de IGF total de folículos dominantes em relação aos 

subordinados (De La Sota et al., 1996), a concentração de IGF-I livre foi maior 

no fluido folicular do maior folículo comparado ao segundo maior da mesma 

onda, mesmo antes da observação de diferenças no diâmetro e na 

concentração de estradiol (Beg et al., 2002). Essas observações, sugerem a 

existência de um sistema modulador da disponibilidade de IGF intra-folicular, 

diferencialmente regulado em folículos dominantes e subordinados, o que 

permitiria ao maior folículo, ter uma dominância bioquímica antes do 

estabelecimento da dominância morfológica (Fortune et al., 2004). 

Austin et al. (2001) propuseram que as primeiras mudanças 

intrafoliculares que distinguem o folículo destinado a tornar-se dominante dos 

outros folículos em crescimento seria a capacidade aumentada em produzir 

estradiol e a manutenção de baixos níveis de IGFBPs. Portanto, o sistema IGF 

parece desempenhar papel crítico no desvio folicular e na aquisição de 

dominância pelo folículo (Fortune et al., 2004). 

A viabilidade e o grau de capacitação atingido por um folículo são, em 

grande parte, refletidos pela composição bioquímica do fluido presente em sua 

cavidade antral. Os produtos resultantes do metabolismo das células do COCs, 

da granulosa mural, e mesmo da teca são difundidos pelo fluido folicular, 

fornecendo um panorama da atividade esteroidogênica e da biodisponibilidade 

de fatores de crescimento. Estudos em folículos bovinos demonstraram que 

existe uma forte relação entre as concentrações de IGF-I livre e de estradiol 

presentes no fluido folicular e a capacidade desses folículos atingirem a 

dominância e a capacitação final préovulação (Beg et al., 2002; Ginther et al., 

2001; Rivera et al., 2001; Rivera et al., 2001; Austin et al., 2001; Mihm et al., 

2000). Além disso, componentes do sistema IGF expressos em oócitos 

participam acelerando o processo de maturação nuclear e favorecendo a 

competência oocitária (Itoh et al., 2002; Walters et al., 2006; Lorenzo et 

al.,1994; Sirotkin et al., 2000; Sakaguchi et al., 2002). 

Experimentos in vitro demonstraram que a suplementação do meio de 

MIV com 100 ng de IGF-I/mL acelerou a maturação nuclear (Sakaguchi et al., 

2002) e reduziu a apoptose em CCOs bovinos (Kolle et al., 2002). 
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A exposição de vacas produtoras de leite ao estresse térmico in vivo 

diminui o consumo de matéria seca, reduzindo os níveis circulantes de glicose, 

insulina e IGF-I. Essa redução de IGF-I compromete o crescimento folicular e a 

qualidade oocitária (De Rensis & Scaramuzzi, 2003). 

A identificação de RNAm para receptores de IGF-I em embriões bovinos 

em desenvolvimento, já a partir do estágio de uma célula (Izadyar et aI., 2000), 

e de RNAm de IGF-I em embriões bovinos (Lonergan et aI., 2000) sugere que 

este fator deve influenciar o desenvolvimento embrionário desde o seu início, 

principalmente pela função de estimular a proliferação celular (Herrler et aI., 

1998; Lighten et aI., 1998), bem como reduzir os efeitos deletérios do estresse 

térmico (Herrler et aI., 1998; Spanos et aI., 2000). 

Os efeitos benéficos do lGF-I no desenvolvimento embrionário, tanto na 

presença quanto na ausência de estresse, têm sido demonstrados em várias 

espécies. A adição de IGF-I ao meio de cultura proporcionou um aumento na 

taxa de produção de mórulas e blastocistos (Palma et al., 1997; Prelle et al., 

2001; Moreira et al., 2002; Herrler et al., 1998; Block et al., 2003; Sirisathien et 

al., 2003) e no número de células no estágio de blastocisto (Moreira et al., 

2002; Byrne et al., 2002; Sirisathien & Brackett, 2003; Sirisathien et al., 2003), 

bem como reduziu a incidência de apoptose embrionária em humanos (Lighten 

et aI., 1998), em coelhos (Herrler et al., 1998), em ratos (Lin et al, 2003; Fabian 

et al, 2004) e em bovinos (Lonergan et al, 1996; Moreira, et aI. 2002; Jousan & 

Hansen, 2004, Byrne et al., 2002; Makarevich et al., 2002). 

A qualidade do embrião é sensivelmente afetada pelos fatores de 

crescimento à que estão submetidos os oócitos durante a fase de crescimento 

folicular (Sirard et al., 2006). A suplementação do meio CIV com IGF-I tornou 

blastocistos mais resistentes à temperatura elevada, aumentando a taxa de 

prenhez após a transferência de embriões para vacas Holandesas expostas ao 

estresse térmico in vivo (Block et al., 2003). 

Além de aumentar a taxa de blastocisto Block & Hansen (2007) 

demonstraram também um aumento nas taxas de prenhez e nascimento de 

embriões produzidos in vitro tratados com IGF-I e transferidos para vacas 

holandesas em lactação submetidas a estresse térmico calórico. 
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Morte Celular Programada - Apoptose 

 

Um dos processos envolvidos na proteção de embriões expostos ao ET é 

a apoptose. A apoptose nos mamíferos tem um importante papel no controle da 

qualidade do desenvolvimento embrionário, uma vez que, através desse 

mecanismo são eliminadas células danificadas, não funcionais e anormais 

(Paula-Lopes & Hansen, 2002). 

Por volta da metade de século 19, muitas observações indicavam que a 

morte celular tinha um papel importante durante os processos fisiológicos dos 

organismos multicelulares, particularmente durante a embriogênese e a 

metamorfose (Lockshin & Zakeri, 2001). O termo morte celular programada foi 

introduzido em 1964, propondo que a morte celular durante o desenvolvimento 

não é um acidente da natureza e sim uma sequência de passos programados 

(Lockshin & Williams, 1965a,b). 

Entre os genes reguladores da apoptose, existem duas importantes 

famílias: o gene supressor tumoral p53 e a família do gene Bcl-2. O gene p53 

está envolvido em vários eventos, incluindo a pausa no ciclo celular, 

estimulação do reparo celular e apoptose. Quando o DNA celular é danificado, 

o p53 induz uma pausa temporária no ciclo celular, na fase G1, dando à célula 

tempo suficiente para que ele repare o seu DNA. Se o DNA está muito lesado 

para ser reparado, o p53 inicia a morte celular através da ativação do complexo 

de receptores Faz e Bax (membro pro-apoptótico da família de genes Bcl-2) na 

membrana mitocondrial, levando à ativação da caspase-3. Dessa forma, o p53 

previne o desenvolvimento posterior e reprodução de uma célula com genoma 

danificado. A família de genes Bcl-2 é outro sistema regulador da resposta 

apoptótica. Os genes Bcl-2 e suas proteínas correspondentes podem inibir o 

processo apoptótico ou propagá-lo. Fatores anti-morte da família Bcl-2 

previnem a liberação do citocromo c da mitocôndria, estabilizando dessa forma 

o potencial de membrana mitocondrial. No entanto, membros pro-apoptóticos 

da família Bcl2 propagam a permeabilidade de membrana e o desbalanço 

iônico, levando à liberação do citocromo c. No citosol, o citocromo c ativa a 

caspase-9 na presença de uma proteína denominada fator ativador de 

apoptose. A caspase-9, por sua vez, estimula a caspase-3, que possue um 

papel central na execução da apoptose (Afford & Randhawa, 2000). 



34 

 

 

 

Existem vários fatores que alteram os padrões fisiológicos de apoptose. 

Dentre eles, a hipertermia tem sido indicada como indutora de teratogênias 

pela ativação do processo apoptótico em tecidos embrionários importantes 

(Brill et aI., 1999). Em geral, o estresse celular ativa o caminho mitocondrial, 

alterando a razão entre as proteínas pró-apoptóticas e as anti-apoptóticas 

(Motyl, 1999). 

Dessa forma, a habilidade do embrião inicial sobreviver em elevadas 

temperaturas pode estar ligada ao aumento da taxa de apoptose (Paula-Lopes 

& Hansen, 2002), como resposta adaptativa ao dano celular induzido pela 

temperatura elevada, ou ao desenvolvimento de mecanismos termoprotetores 

bioquímicos como, por exemplo, as proteínas do choque térmico (Heat Shock 

Proteins, HSP), antioxidantes como a glutationa (Malayer & Hansen, 1990; 

Edwards & Hansen, 1997) e fatores de crescimento como o IGF-I (Jousan & 

Hansen, 2004). 

A resposta termoprotetora do embrião envolve a produção das proteínas 

conhecidas como HSP (heat shock proteins). A indução da produção de 

HSP(s) em resposta ao estresse serve para proteger as células contra a 

agressão, aumentando a recuperação e induzindo um estado de resistência a 

um subsequente estresse (Neuer et aI., 2000). HSP(s) são preferencialmente 

expressas em resposta a um grupo de injúrias, incluindo a hipertermia, metais 

pesados, etanol, inflamação e infecção. Sua produção é aumentada durante o 

cultivo de embriões in vitro e estão entre as primeiras proteínas produzidas 

durante o crescimento de embriões de mamíferos (Neuer et aI., 2000). A ação 

das HSP(s) é atribuída a uma participação ativa na minimização de interações 

incorretas entre as moléculas, mantendo-as em seu estado natural e reparando 

ou promovendo a degradação de proteínas alteradas (Neuer et aI., 2000). Além 

disso, as HSP(s) podem modular a apoptose celular, que é um dos 

mecanismos envolvidos na proteção embrionária durante a exposição ao ET 

(Al-Katanani & Hansen, 2002; Neuber et aI., 2000). 
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O IGF-I aumenta a produção in vitro e protege os embriões dos efeitos 

deletérios do estresse térmico nas raças Nelore (Bos indicus) e 

Holandesa (Bos taurus) 
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Resumo 37 

 38 

A fim de melhor compreender as diferenças entre zebuínos e taurinos em relação 39 

à resistência ao estresse térmico (ET), objetivou-se com o presente trabalho: (1) 40 

verificar se a adição de IGF-I ao meio de cultivo, na ausência de Soro Fetal Bovino 41 

(SFB), seria capaz de manter as taxas de produção embrionária semelhantes àquelas 42 

obtidas em meio de cultivo com SFB; (2) verificar se a adição de IGF-I ao meio de 43 

cultivo é mais eficiente em diminuir os efeitos deletérios do ET em embriões da raça 44 

Holandesa preto e branco (HPB) quando comparados aos da raça Nelore; (3) verificar se 45 

o efeito deletério do ET no desenvolvimento embrionário e na taxa de apoptose é mais 46 

acentuado em embriões da raça HPB, quando comparado aos da raça Nelore. No 47 

experimento 1, oócitos de vacas aneloradas oriundas de matadouro foram maturados, 48 

fertilizados com sêmen de touros da raça Nelore e, 10 horas pós inseminação (hpi), os 49 

embriões foram distribuídos ao acaso em quatro grupos, de acordo com a composição 50 

do meio de cultivo: SFB (5% de SFB + 0 ng/mL de IGF-I; n=165); IGF (0% de SFB + 51 

100 ng/mL de IGF-I; n=163); SFB+IGF (5% de SFB + 100 ng/mL de IGF; n=169) e 52 

controle (0% de SFB + 0 ng/mL de IGF-I; n=168). Foram avaliadas as taxas de 53 

clivagem, mórula, blastocisto e blastocisto eclodido. Nos experimentos 2 e 3, oócitos de 54 

vacas Nelore e HPB oriundas de matadouro foram maturados em meio TCM 199, 55 

fertilizados com sêmen de touros das raças Nelore (n=6) e HPB (n=6), respectivamente, 56 

e cultivados em meio SOF (synthetic oviduct fluid, na ausência de SFB) até o estágio de 57 

blastocisto. Dadas 10 hpi, os embriões foram distribuídos ao acaso em quatro grupos: 58 

controle (cultivados na ausência de IGF a 39 
o
C); ET (cultivados na ausência de IGF e 59 

expostos a 41 
o
C, 96 hpi, por 9 horas, retornando a seguir para 39 

o
C); IGF (cultivados 60 

na presença de IGF a 39 
o
C) e ET/IGF (IGF e ET). No experimento 2 foram avaliadas as 61 

taxas de clivagem, mórula e blastocistos e no experimento 3 avaliou-se a taxa de 62 

apoptose celular dos embriões. Os dados foram analisados pelo Proc GENMOD do SAS 63 

(SAS, 1999), utilizando-se os testes de regressão logística e de regressão Binomial-64 

Negativa. No experimento 1, a taxa de blastocisto foi semelhante (p>0,05) entre os 65 

grupos SFB (40,6±3,4) e IGF (36,2±5,6). No experimento 2, o ET diminuiu as taxas de 66 

blastocisto, independente do tratamento com IGF, na raça Nelore (29,6% vs 24,1%) e 67 

principalmente na raça HPB (20,1% vs 15,5%). A adição de IGF-I no meio de cultivo, 68 

independente do ET, promoveu aumento (p<0,05) nas taxas de produção de blastocisto 69 

tanto na raça Nelore (23,3% vs 29,9%) quanto na raça HPB (15,7% vs 21,4%). No 70 

experimento 3, o ET, independente do tratamento com IGF, aumentou 71 

significativamente a taxa de apoptose na raça Nelore (3,3±0,2 vs 4,1±0,3) e 72 

principalmente na raça HPB (4,8±0,3 vs 6,0±0,4). Conclui-se que: a) a adição de IGF-I 73 

ao meio de cultivo pode ser utilizada em substituição ao SFB; b) a adição de IGF-I no 74 

meio de cultivo de embriões de ambas as raças melhorou a produção embrionária e 75 

diminuiu a incidência de apoptose; c) a raça HPB foi mais sensível aos efeitos deletérios 76 

do ET do que a raça Nelore, ou seja, apresentou diminuição mais acentuada na produção 77 

de blastocisto, bem como maior incidência de apoptose.  78 

 79 
Palavras-chave: IGF, bovino, embrião, estresse térmico, apoptose, FIV 80 
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Introdução 81 

 82 

 Acima de 50% do rebanho bovino mundial se encontra nos trópicos e é 83 

submetido a temperaturas mais altas do que animais que habitam climas 84 

temperados. A raça Nelore é a raça zebuína (Bos indicus) predominante no 85 

Brasil (90 milhões de cabeças; [1]) e está se tornando mais popular em outros 86 

países tropicais e subtropicais da América do Sul e no mundo [2, 3] devido, 87 

entre outros fatores, pela sua maior resistência a altas temperaturas, umidade 88 

e parasitas, quando comparada às raças derivadas do gado europeu (Bos 89 

taurus, [4, 5]).   90 

Os processos reprodutivos em mamíferos, machos e fêmeas, são muito 91 

sensíveis às alterações, principalmente pelo aumento da temperatura 92 

ambiente, levando a uma redução quantitativa e qualitativa da produção de 93 

esperma nos machos e queda da fertilidade nas fêmeas [6].  94 

Existem diferenças genéticas na resistência ao estresse térmico (ET), com 95 

as raças adaptadas apresentando menores temperaturas corporais do que 96 

raças não adaptadas [6-9]. Devido ao gado zebuíno ser termotolerante, as 97 

consequências da exposição ao ET na queda de produção de leite e carne são 98 

menores para o gado Bos indicus do que para o Bos taurus [4].  99 

A capacidade de um embrião responder a mudanças no seu ambiente é 100 

limitada durante as primeiras divisões de clivagem, quando grande parte do 101 

genoma embrionário está ainda inativa. Esse período de baixa atividade 102 

transcricional cria uma janela na qual os embriões são particularmente 103 

sensíveis a certas formas de estresse como, por exemplo, o ET calórico, pelo 104 

aumento na temperatura corpórea em decorrência do calor ou da febre [10]. 105 

Utilizando um sistema de cultivo in vitro, Rocha et al. [11] e Al-Katanani & 106 

Hansen [12], mostraram que a temperatura elevada reduziu a sobrevivência 107 

dos embriões em estágios iniciais de desenvolvimento embrionário. 108 

Paula-Lopes et al. [13] observaram que embriões ( 9 células) de raça 109 

resistente ao calor (Brahman), se desenvolveram melhor até o estágio de 110 

blastocisto após ET (41 ºC por 6 horas) do que embriões de raças sensíveis ao 111 

calor (Holandesa e Angus). De forma similar, embriões da raça Nelore 112 

(zebuíno) são mais resistentes ao ET do que embriões mestiços (oócito taurino 113 

x sêmen zebuíno; [14]) ou taurinos (HPB, [5]) desenvolvidos in vitro. 114 
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Um dos aspectos envolvidos no fenômeno da termotolerância do embrião 115 

envolve a produção das proteínas conhecidas como HSP (heat shock proteins). 116 

A indução da produção de HSP(s) em resposta ao estresse serve para proteger 117 

as células contra a agressão, aumentando a recuperação e induzindo um 118 

estado de resistência a um subsequente estresse [15]. HSP(s) são 119 

preferencialmente expressas em resposta a um grupo de injúrias, incluindo a 120 

hipertermia [16, 17], estresse oxidativo [18, 19], metais pesados, etanol, 121 

inflamação e infecção. Sua produção é aumentada durante o cultivo in vitro de 122 

embriões e estão entre as primeiras proteínas produzidas durante o 123 

crescimento de embriões de mamíferos [15]. A ação das HSP(s) é atribuída a 124 

uma ativa participação na minimização de interações incorretas entre as 125 

moléculas, mantendo-as em seu estado natural e reparando ou promovendo a 126 

degradação de proteínas alteradas [15]. Além disso, as HSP(s) podem modular 127 

a apoptose celular, que é um dos mecanismos envolvidos na proteção 128 

embrionária durante a exposição ao ET [12, 20]. 129 

A apoptose nos mamíferos tem um papel importante no controle da 130 

qualidade do desenvolvimento embrionário, uma vez que através desse 131 

mecanismo são eliminadas células danificadas, não funcionais e anormais. Por 132 

outro lado, a capacidade do embrião inicial sobreviver em temperaturas 133 

elevadas pode estar ligada à diminuição da taxa de apoptose [10], com 134 

consequente aumento no número de células nos embriões, ou ao 135 

desenvolvimento de mecanismos termoprotetores bioquímicos como, por 136 

exemplo, as proteínas HSP, antioxidantes como a glutationa [21, 22] e fatores 137 

de crescimento como o IGF-I [16, 17]. 138 

Sartorelli et al. [23] observaram que o estresse térmico aumentou a taxa 139 

de apoptose em embriões tanto da raça Nelore quanto da raça Angus. Além 140 

disso, a porcentagem de células apoptóticas observada 120 hpi foi mais 141 

elevada nos embriões da raça Angus quando comparados aos da raça Nelore.  142 

Os efeitos benéficos do IGF-I no desenvolvimento embrionário, tanto na 143 

presença quanto na ausência de estresse, têm sido demonstrados em várias 144 

espécies. A adição de IGF-I ao meio de cultura proporcionou um aumento no 145 

número de mórulas e blastocistos, bem como reduziu a incidência de apoptose 146 

embrionária em várias espécies [24-26], inclusive em bovinos [16, 27-33]. 147 
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Além de aumentar a taxa de blastocisto, alguns trabalhos [34-37] 148 

demonstraram também um aumento nas taxas de prenhez e nascimento de 149 

embriões produzidos in vitro tratados com IGF-I e transferidos para vacas 150 

holandesas em lactação submetidas a estresse térmico. 151 

 Considerando-se a predominância do gado Nelore no Brasil devido, entre 152 

outros fatores, a elevada resistência ao ET, objetivou-se com o presente 153 

trabalho testar as seguintes hipóteses: a) a adição de IGF-I ao meio de cultivo, 154 

na ausência de SFB, é capaz de manter as taxas de produção embrionária 155 

semelhantes àquelas obtidas em meio de cultivo com SFB; b) a adição de IGF-I 156 

ao meio de cultivo é mais eficiente em diminuir ou efeitos deletérios do ET em 157 

embriões da raça HPB quando comparados a embriões da raça Nelore; c) o 158 

efeito deletério do ET no desenvolvimento embrionário e na taxa de apoptose é 159 

mais acentuado em embriões da raça HPB, quando comparados a embriões da 160 

raça Nelore. 161 

 162 

Material e Método 163 

 164 

Produção in vitro de embriões 165 

 166 

Todos os reagentes e meios foram adquiridos dos Laboratórios Sigma-167 

Aldrich (St. Louis, MO, USA), Gibco (Langley, OK, USA; soro fetal bovino), 168 

Vivimed (Ribeirão Preto, SP, Brasil; Choriomon®) e Hertape Calier (Juatuba, 169 

MG, Brasil; Pluset®). 170 

 171 

Recuperação e classificação dos oócitos 172 

 173 

O processo de produção in vitro de embriões baseou-se na técnica 174 

descrita por Eberhardt et al. [37]. Os ovários coletados nos frigoríficos foram 175 

transportados em recipientes térmicos contendo solução salina (NaCl 0,9%) 176 

mantida em uma temperatura entre 30 e 37 ºC.  177 

As aspirações foliculares foram realizadas em dias aleatórios do ciclo 178 

estral, utilizando-se uma seringa de 10 mL e agulha 19 G. Os folículos de 179 

tamanho entre 3-8 mm foram puncionados e os complexos cumulus-oócitos 180 

(COCs) imaturos depositados em tubos cônicos (Corning®) estéreis imersos em 181 
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Banho Maria à 37 ºC. Após a sedimentação, os oócitos foram classificados em 182 

quatro categorias, de acordo com suas características celulares [38]: I) oócitos 183 

com citoplasma homogêneo, circundados por três ou mais camadas compactas 184 

de células do cumulus; II) oócitos com menos de três camadas de células do 185 

cumulus ou parcialmente desnudos, porém com granulação homogênea no 186 

citoplasma; III) oócitos circundados apenas por células da corona radiata; IV) 187 

oócitos desnudos.       188 

 189 

Maturação in vitro 190 

 191 

Os COCs classificados nas categorias I, II e III foram lavados três vezes 192 

em meio TCM 199 com HEPES contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 2 193 

µg/mL de piruvato e 75 µg/mL de gentamicina. Posteriormente, os oócitos 194 

foram lavados duas a três vezes no meio de maturação e distribuídos em 4 195 

gotas contendo 90 µL de meio de maturação, com uma média de 25 oócitos 196 

por gota, cobertas com 3,5 mL de óleo mineral em placas de Petri (Corning®) 197 

de 35 x 10 mm. O meio de maturação utilizado foi o TCM 199 com bicarbonato 198 

contendo 10% de SFB, 2 µg/mL de piruvato, 75 µg/mL de gentamicina, 20 199 

µg/mL de  FSH (Pluset®) e 10 UI/mL de LH (Choriomon®). Os meios, 200 

preparados com 2 horas de antecedência, foram mantidos a 39 ºC em 201 

incubadora. A maturação do COCs foi realizada em incubadora a 39 ºC (5 % 202 

de CO2 em ar), durante 22 - 24 horas. 203 

 204 

Preparo do sêmen e fertilização in vitro 205 

 206 

O descongelamento do sêmen foi realizado em água a 37 ºC por 30 207 

segundos. Em seguida, o sêmen foi depositado sobre a superfície do gradiente 208 

de Percoll com densidade descontínua (2 mL a 45% sobre 2 mL a 90%) em 209 

tubo cônico de 15 mL e centrifugado a 900 x g por 30 minutos.                 210 

Durante a centrifugação do sêmen, os oócitos já maturados foram 211 

lavados três vezes no meio TCM 199 com HEPES e uma vez no meio de 212 

fertilização, antes de serem transferidos para gotas do mesmo meio de 213 

fertilização cobertas com 3,5 mL de óleo mineral em placas de Petri de 35 mm 214 

x 10 mm. 215 
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Após a centrifugação, os espermatozóides viáveis obtidos do sedimento 216 

foram submetidos à avaliação de motilidade (lâmina e lamínula) e concentração 217 

(câmara de Neubauer) e diluídos em volume apropriado do meio de fertilização 218 

para se obter uma concentração de 1 x 106 espermatozóides/mL. 219 

Em seguida, foi realizada a fertilização dos oócitos utilizando 10 µL de 220 

sêmen diluído por gota. O processo de fertilização foi realizado por 10 a 12 221 

horas a 39 ºC em 5% de CO2 em ar. O meio de fertilização era composto por 222 

TALP-FIV suplementados com 6 mg/mL BSA livre de ácidos graxos, 2 L/mL 223 

de piruvato, 75 g/mL de gentamicina, 11g/mL de heparina  e  44 L/mL de  224 

solução de Penicilamina, Hipotaurina e Epinefrina (PHE). 225 

 226 

Desnudamento e cultivo in vitro dos embriões 227 

 228 

De 10 a 12 hpi os prováveis zigotos foram transferidos do meio de 229 

fertilização para tubos cônicos com 1mL de meio TCM 199 com HEPES, 230 

descrito anteriormente, os quais foram submetidos à agitação no vortex 231 

(Phoenix®, AP-56) a 3000 rpm durante 3 a 5 minutos para remoção das células 232 

do cumulus circundante e também dos espermatozóides associados. Em 233 

seguida, os prováveis zigotos foram lavados duas vezes em meio TCM 199 234 

com HEPES e por último, uma vez em meio de cultivo, sendo então 235 

transferidos para gotas de cultivo de 90 µL (20 a 25 oócitos por gota), cobertas 236 

com óleo mineral, em placas de Petri de 35 mm. Utilizou-se o meio de cultivo 237 

SOF (“synthetic oviduct fluid”; Holm, 1999), acrescido de SFB (25%; somente 238 

no experimento 1, não sendo utilizado nos experimentos 2 e 3), BSA (5%) e 239 

piruvato de sódio (0,2%). 240 

Durante todo o cultivo, as placas contendo os embriões foram colocadas 241 

em sacos plásticos contendo uma mistura gasosa de 5 % de O2, 5 % de CO2 e 242 

90 % de N2 (White Martins, São Paulo, SP, Brasil). As trocas parciais do meio 243 

de cultivo foram realizadas a cada 48 horas, quando foram retirados 50 µL de 244 

meio já presente, juntamente com estruturas degeneradas, e acrescentou-se 245 

50 µL de meio de cultivo fresco em cada gota. 246 

 247 

 248 

 249 
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Análise estatística 250 

 251 

Os dados foram analisados pelo Proc GENMOD do SAS [39]. Foi 252 

utilizado o teste de regressão logística e de regressão Binomial-Negativa para 253 

as análises de produção in vitro e da taxa de apoptose, respectivamente. 254 

Foram estudados o efeito da raça, do tratamento, do estresse térmico, número 255 

de células, apoptose e suas interações. As diferenças foram consideradas 256 

significativas quando o p<0,05 e como tendência quando p>0,05 e <0,1. 257 

 258 

Experimento 1. Efeito da adição de IGF-I ao meio de cultivo no 259 

desenvolvimento de embriões produzidos na ausência de soro fetal 260 

bovino (SFB) 261 

 262 

Foram utilizados ovários de vacas aneloradas, coletados no frigorífico 263 

“Frigol”, na cidade de Lençóis Paulista (SP), localizado a 47 km do laboratório. 264 

O tempo decorrido entre a coleta dos ovários e sua chegada ao laboratório foi 265 

de aproximadamente 1 hora. 266 

Os oócitos de vacas da raça Nelore foram maturados, fertilizados com 267 

sêmen de touros da raça Nelore e 10 hpi os embriões foram distribuídos ao 268 

acaso em quatro grupos experimentais, de acordo com a composição do meio 269 

de cultivo: grupo SFB (5% de SFB + 0 ng/mL de IGF-I; n=165); grupo IGF (0% 270 

de SFB + 100 ng/mL de IGF-I; n=163); grupo SFB+IGF (5% de SFB + 100 271 

ng/mL de IGF; n=169) e grupo controle (0% de SFB + 0 ng/mL de IGF-I; 272 

n=168). Em todos os grupos experimentais foram avaliadas as taxas de 273 

clivagem (48 hpi), mórula (96 hpi), blastocisto (168 hpi) e blastocisto eclodido 274 

(240 hpi). 275 

 276 

Experimento 2. Influência da adição de IGF-I ao meio de cultivo no 277 

desenvolvimento de embriões submetidos ao ET 278 

 279 

Foram utilizados ovários de vacas Nelore e HPB, coletados no frigorífico 280 

“Mondelli”, na cidade de Bauru (SP), localizado a 90 km do laboratório. O 281 

tempo decorrido entre a coleta dos ovários e sua chegada ao laboratório foi de 282 

aproximadamente 2 horas. 283 
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Oócitos de vacas Nelore e HPB foram maturados, fertilizados com 284 

sêmen de touros das raças Nelore e HPB, respectivamente e foram distribuídos 285 

em dois grupos experimentais. No grupo controle, os embriões ( 16 células) 286 

foram maturados, fertilizados e cultivados em temperatura constante de 39 ºC. 287 

No grupo ET, os embriões ( 16 células; 96 hpi) foram submetidos a ET de 41 288 

ºC, durante 9 horas consecutivas e, a seguir, voltaram para a temperatura de 289 

39 ºC. Foram utilizadas seis palhetas de sêmen para cada raça de touro. 290 

Os embriões dos grupos controle e ET foram distribuídos ao acaso em 291 

dois sub-grupos, onde foram tratados (+ IGF; 100 ng/mL) ou não (- IGF) com 292 

IGF-I recombinante humana no meio de cultivo. Foram observadas as taxas de 293 

clivagem (48 hpi), mórula (96 hpi) e blastocisto (168 hpi). 294 

 295 

Experimento 3. Influência da adição de IGF-I ao meio de cultivo na taxa de 296 

apoptose de embriões submetidos ao ET 297 

 298 

Foram utilizados ovários de vacas Nelore e HPB coletados no frigorífico 299 

“Mondelli”, na cidade de Bauru (SP), localizado a 90 km do laboratório. O 300 

tempo decorrido entre a coleta dos ovários no frigorífico “Mondelli” e sua 301 

chegada ao laboratório foi de 2 horas. 302 

Os oócitos de vacas Nelore e HPB foram maturados, fertilizados com 303 

sêmen de touros das raças Nelore e HPB, respectivamente, e foram 304 

distribuídos em dois grupos experimentais. No grupo controle, os embriões ( 305 

16 células) foram maturados, fertilizados e cultivados em temperatura 306 

constante de 39 ºC. No grupo ET, os embriões ( 16 células; 96 hpi), foram 307 

submetidos a ET de 41 ºC, durante 9 horas consecutivas e, a seguir, voltaram 308 

para a temperatura de 39 ºC. Foram utilizadas seis palhetas de sêmen para 309 

cada raça de touro, em um único ensaio. 310 

Os embriões dos grupos controle e ET foram distribuídos ao acaso em 311 

dois sub-grupos, onde foram tratados (+ IGF; 100 ng/mL) ou não (- IGF) com 312 

IGF-I recombinante humana no meio de cultivo, respectivamente. 313 

A técnica do TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated X-314 

dUTP nick end labeling) descrita por Paula-Lopes et al. [10], foi utilizada para 315 

detectar a fragmentação de DNA nos estágios finais da apoptose (morte celular 316 
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programada). Para tanto, após 5 dias de cultivo (120 hpi), os embriões foram 317 

coletados do cultivo e lavados em PBS acrescido de 1 mg/mL de polivinil-318 

pirolidona (PVP). Posteriormente foram fixados em solução de paraformoldeído 319 

3,7% durante uma hora em temperatura ambiente e novamente lavados em 320 

PBS acrescido de PVP, transferindo-os de gota para gota. Após fixação, os 321 

embriões foram permeabilizados (0,5% de Triton X-100 e 0,1% citrato de sódio 322 

em PBS) por mais uma hora em temperatura ambiente e lavados em PBS 323 

acrescido de PVP, transferindo-os de gota para gota. Sob câmara úmida, os 324 

embriões do controle positivo foram pré-incubados em solução de DNase (50 325 

U/mL) a 37 oC por 1 hora. Em seguida, os embriões do controle positivo foram 326 

submetidos à solução de Mix TUNEL durante uma hora a 37 oC sob câmara 327 

úmida no escuro. O controle negativo foi incubado na ausência da solução 328 

enzimática. Posteriormente foram lavados em PBS acrescido de PVP. Para a 329 

visualização do DNA em microscopia de epifluorescência as lâminas foram 330 

montadas com Hoechst 33342 diluído em glicerol (1 g/mL). 331 

Com filtro de excitação de 365 nm e de emissão 420 nm os núcleos 332 

fluorescentes em azul (corante Hoechst 33342) indicaram células viáveis e com 333 

filtro de excitação de 450-490 nm e de emissão 515 nm os núcleos 334 

fluorescentes em verde (FITC) indicaram células com fragmentação no DNA. 335 

    336 

Resultados 337 

 338 

Experimento 1. Efeito da adição de IGF-I no desenvolvimento in vitro de 339 

embriões bovinos produzidos na ausência de SFB 340 

 341 

 Não houve diferença significativa nas taxas de clivagem e mórula entre 342 

os quatro grupos experimentais (figura 1). Entretanto, as análises das taxas de 343 

blastocisto e blastocisto eclodido mostraram diferenças significativas entre os 344 

grupos SFB + IGF e controle (figura 1). 345 

 346 

 347 
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 348 

Figura 1. Taxas (Média ± EPM) de clivagem (CLI), mórula (MO), blastocisto (Bl) e 349 

blastocisto eclodido (Be) de embriões dos grupos SFB (5% de SFB + 0 ng/mL de IGF-350 

I), IGF (0% de SFB + 100 ng/mL de IGF-I), SFB+IGF (5% de SFB + 100 ng/mL de IGF) 351 

e controle (0% de SFB + 0 ng/mL de IGF-I). a,b letras diferentes representam diferenças 352 

significantes (p< 0,05). 353 

 354 

Experimento 2. Influência da adição de IGF-I ao meio de cultivo no 355 

desenvolvimento de embriões submetidos ao ET 356 

 357 

A adição de IGF-I ao meio de cultivo de embriões das raças Nelore ou 358 

HPB não alterou significativamente as taxas de clivagem, mórula e blastocisto 359 

quando os quatro grupos experimentais foram analisados simultaneamente 360 

(tabela 1). Entretanto, observou-se diferença significativa na taxa de blastocisto 361 

na análise dos efeitos principais (temperatura, tratamento e raça; tabela 1 e 362 

figura 2). 363 

364 
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Tabela 1. Taxas de clivagem (CLI), mórula (MO) e blastocisto (Bl) de embriões das raças Nelore 365 

ou Holandesa Preto e Branco (HPB), tratados (+ IGF) ou não (- IGF) com IGF-I recombinante 366 

humana no meio de cultivo e mantidos a 39 ºC ou submetidos ao estresse térmico calórico (ET) 367 

de 41ºC por 9h, 96hpi. 368 

Raça 
Temp. 

(°C) 
Tratamento 

Oócito 
(n) 

CLI 
(%) 

MO 
(%) 

Bl 
(%) 

Nelore 

39 
- IGF 101 89,4 68,4 26,3 

+ IGF 95 94,0 77,2 32,6 

41 
- IGF 97 81,6 61,2 20,4 

+ IGF 98 83,5 72,0 25,7 

HPB 

39 
- IGF 106 76,1 52,3  18,1 

+ IGF 105 80,1 56,6  23,5 

41 
- IGF 118 72,3  53,5  13,3  

+ IGF 112 80,5  55,0  19,4  

       

Efeitos Principais             

       

                          Nelore 
Temperatura        

39   196 91,8  72,9 29,6 

41   195 82,6 66,7  24,1* 

                      HPB 
39   211        78,2 54,5 20,1 

41   230        76,5 54,3  15,5** 

                         Nelore 
Tratamento 

  - IGF 198 85,5 64,8    23,3 

  + IGF 193 88,9a 55,8  29,9* 

                    HPB   - IGF 224 74,2 53,0   15,7 

  + IGF 217 80,4 55,8   21,4** 

* representa diferença significativa (p<0,05) na taxa de blastocisto na raça Nelore 369 
**representa diferença significativa (p<0,05) na taxa de blastocisto na raça HPB  370 

 371 
   372 

 373 

  374 

Figura 2. Taxas de blastocistos de embriões das raças Nelore ou Holandeas Preto e 375 

Branco (HPB), cultivados na presença (+ IGF) ou ausência (- IGF) de IGF-I e mantidos 376 

a 39 ºC ou submetidos ao ET de 41ºC por 9h, 96 hpi. *p<0,05 377 

* 
* * 
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Experimento 3. Influência da adição de IGF-I ao meio de cultivo na taxa de 378 

apoptose em embriões submetidos ao ET 379 

 380 

O ET não alterou significativamente o número total de blastômeros bem 381 

como a taxa de apoptose nos embriões das raças Nelore ou HPB, quando os 382 

quatro grupos experimentais foram analisados simultaneamente (tabela 2). 383 

Entretanto, quando foram analisados os efeitos principais (temperatura e raça; 384 

tabela 2 e figura 3) observou-se, após o ET, aumento na taxa de apoptose em 385 

ambas as raças, sendo mais evidente na raça HPB quando comparada à raça 386 

Nelore (tabela 2). 387 

 388 

 389 

Tabela 2. Média (± EPM) do número total de células e da taxa de apoptose de embriões das 390 

raças Nelore ou Holandesa Preto e Branco (HPB), tratados (+ IGF) ou não (- IGF) com IGF-I 391 

recombinante humana no meio de cultivo e mantidos a 39 ºC ou submetidos ao estresse 392 

térmico calórico (ET) de 41ºC por 9h, 96hpi  393 

Raça 
Temp. 

(°C) 
Tratamento 

≥ 16 células 
(n) 

Número total 
de células 

Apoptose 
(%) 

Nelore 

39 
     - IGF 19 20,1±1,4 3,5±0,1 

     + IGF 20 22,7±1,9 2,9±0,3 

41 
     - IGF 19 19,1±1,0 4,3±0,2 

     + IGF 19 22,9±2,4 3,9±0,2 

HPB 

39 
     - IGF 20 18,8±1,9 5,3±0,2 

     + IGF 19 21,7±1,1 4,8±0,3 

41 
     - IGF 20 18,6±1,7 6,8±0,1 

     + IGF 21 21,4±1,0 5,6±0,1 

      

Efeitos Principais           

      

                          Nelore 
Temperatura        

39   39 21,4±1,7 3,3±0,2 

41   38 21,0±1,7  4,1±0,3* 

                      HPB 
39   39      20,3±1,5   4,8±0,3 

41   41      20,0±1,4  6,0±0,4** 

                         Nelore 
Tratamento 

       - IGF 38 19,6±1,2   4,0±0,2 

       + IGF 39 22,8±2,2   3,3±0,3 

                    HPB 
       - IGF 40 18,7±1,8   5,8±05 

       + IGF 40 21,6±1,0 5,0±0,2 

* representa diferença significativa (p<0,05) na taxa de apoptose na raça Nelore 394 
**representa diferença significativa (p<0,05) na taxa de apoptose na raça HPB  395 

396 
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 397 

 398 

Figura 3. Taxa de apoptose (Média ± EPM) de embriões das raças Nelore ou 399 

Holandesa Preto e Branco (HPB), cultivados na presença (+ IGF) ou ausência        400 

(- IGF) de IGF-I e mantidos a 39 ºC ou submetidos ao ET de 41ºC por 9h, 96 hpi. 401 

*p<0,05 402 

 403 

Discussão 404 

 405 

No presente trabalho, o ET diminuiu o desenvolvimento embrionário 406 

inicial de forma mais evidente na raça HPB quando comparada à Nelore. 407 

Resultados similares obtidos por Paula Lopes et al. [41] ao compararem a 408 

resistência ao ET (41 ºC, 6h, 96hpi) entre Bos indicus (Brahman) e Bos taurus 409 

(HPB e Angus), demonstraram que a porcentagem de blastocisto de embriões 410 

Brahman submetidos ao ET foi significativamente maior do que embriões HPB 411 

e Angus. Da mesma forma, Barros et al. [5] e Eberhardt et al. [37] 412 

demonstraram que embriões Bos taurus e mestiços apresentaram maior 413 

sensibilidade ao ET (41 ºC, 12 h, 96hpi) quando comparados aos embriões Bos 414 

indicus e mestiços, resultando na redução das taxas de blastocisto após o ET. 415 

Além disso, Sartorelli et al. [23] verificaram que a taxa de prenhez em 416 

receptoras inovuladas com embriões da raça Nelore submetidos ao ET (41 ºC, 417 

12h, 96hpi) foi maior do que em receptoras inovuladas com embriões da raça 418 

Angus submetidos ao ET. Estes resultados indicam que embriões da raça 419 

* 
* 
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zebuínos tem maior capacidade de sobreviver ao ET nos estágios iniciais de 420 

desenvolvimento e estabelecerem prenhez do que embriões taurinos. 421 

No presente experimento, a adição de IGF-I no meio de cultivo de 422 

embriões de ambas as raças, independente do ET, não afetou os primeiros 423 

estágios do desenvolvimento embrionário (taxas de clivagem e mórula), 424 

corroborando estudos anteriores [30, 32, 36, 42]. Sirisathien et aI. [32] 425 

sugeriram que a clivagem é um reflexo da taxa de fertilização dos oócitos, e 426 

não é afetada pela adição de fatores de crescimento no cultivo, pois relaciona-427 

se com a capacidade do oócito em se dividir, após ter ocorrido o acúmulo de 428 

RNAm em seu citoplasma e reorganização celular durante a maturação 429 

oocitária. 430 

Entretanto, adição de IGF-I no meio de cultivo, na ausência de SFB, 431 

promoveu aumento nas taxas de produção de blastocisto em ambas as raças. 432 

Além disso, em embriões submetidos ao ET, observou-se uma tendência de 433 

queda menos acentuada na taxa de blastocisto e redução na taxa de apoptose 434 

com a adição de IGF-I ao meio de cultivo. 435 

Estes resultados estão de acordo com vários trabalhos que 436 

demonstraram os efeitos benéficos do lGF-I no desenvolvimento embrionário, 437 

tanto na presença quanto na ausência de ET. A adição de IGF-I ao meio de 438 

cultura induziu aumento na taxa de produção de blastocistos [16,17, 25, 29-35, 439 

40, 45-48], no número de células no estágio de blastocisto [29, 31, 32, 45, 47, 440 

48] bem como reduziu a incidência de apoptose embrionária em bovinos [16, 441 

17, 27-31, 45]. 442 

Entre as explicações para os efeitos benéficos e termoprotetores do uso 443 

de IGF-I na produção de embriões, pode-se destacar a maior absorção de 444 

glicose pelo embrião durante seu desenvolvimento inicial [49], o aumento da 445 

síntese protéica, do metabolismo embrionário e da proliferação celular [50], o 446 

aumento da transcrição de alguns genes envolvidos com o desenvolvimento 447 

embrionário (Desmocolin II - formação e expansão do blastocisto [50, 51]; Na/K 448 

- controle de fluidos da blastocele [52] e formação de junções celulares [53]), o 449 

aumento da síntese das proteínas do choque térmico (HSP [12, 15, 54, 55]), 450 

bem como favorece a transcrição de alguns genes anti apoptóticos  [56] e 451 

inativa alguns genes pró apoptóticos [57]. 452 
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De forma similar ao observado por outros autores [10, 58], o ET não 453 

alterou significativamente o número de blastômero nas raças Nelore e HPB. 454 

Entretanto, Sartorelli et al. [23] observaram que embriões da raça Nelore, 12 455 

horas após serem submetidos ao ET, apresentaram maior número de 456 

blastômeros, quando comparados os da raça Angus. 457 

Uma das possíveis explicações para esta discrepância nos resultados 458 

obtidos por Sartorelli et al. [23], além da diferença nas raças estudadas (HPB 459 

vs Angus), seria o menor tempo de ET (9 h) utilizado no presente estudo, 460 

quando comparado ao de Sartorelli et al. (12 h). Além disso, os blastocistos 461 

produzidos no presente experimento foram oriundos de oócitos obtidos de 462 

ovários de abatedouro, enquanto que no experimento realizado por Sartorelli et 463 

al. [23], os oócitos foram obtidos através da técnica de aspiração folicular 464 

guiada por ultrassonografia (OPU – ovum pick up). Existem indicações que 465 

oócitos obtidos por OPU são de pior qualidade quando comparados aos de 466 

matadouro [59, 60]. De fato, dados não publicados obtidos em nosso 467 

laboratório indicaram menor produção in vitro (5 ensaios) de blastocisto com 468 

oócitos oriundos de OPU quando comparados aos obtidos em matadouro [25% 469 

(n= 103 oócitos) vs 36% (n = 162 oócitos), respectivamente]. Assim sendo, é 470 

possível que oócitos oriundos de OPU sejam mais sensíveis aos efeitos 471 

deletérios do ET que os obtidos em matadouro. 472 

O ET aumentou significativamente a taxa de apoptose independente da 473 

raça estudada, corroborando trabalhos anteriores [10, 12, 20, 22 61-65]. 474 

Contudo, a taxa de apoptose foi maior na raça HPB quando comparada à raça 475 

Nelore. Este dado está de acordo com os obtidos por Sartorelli et al. [23], que 476 

observaram taxas de apoptose mais elevadas na raça Angus quando 477 

comparada à raça Nelore. 478 

O fato da raça Nelore ter apresentado menor taxa de apoptose do que a  479 

HPB pode estar associado à possibilidade da raça Nelore ter maior 480 

concentração plasmática de IGF-I que a raça HPB, uma vez que, a raça 481 

Brahman (zebuíno) apresenta  níveis circulantes de IGF-I mais elevados 482 

quando comparada à raça Angus (taurino; [66, 67]). Recentemente, Sartori et 483 

al. (2010, dados não publicados apresentados durante a Reunião Anual da 484 

Sociedade Brasileira de Tecnologia de embriões) verificaram que vacas Nelore 485 

possuem maior concentração sanguínea de IGF-I do que vacas HPB. Além 486 
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disso, quando blastocistos Nelore e HPB foram submetidos a ET, observou-se 487 

que a expressão gênica de IGF-I foi mais elevada na raça Nelore, o que 488 

poderia contribuir para uma maior tolerância ao ET desta raça (Satrapa et al., 489 

dados não publicados, capítulo 3 da presente tese). 490 

Conclui-se que: a) a adição de IGF-I ao meio de cultivo pode ser 491 

utilizada em substituição ao SFB; b) o emprego de IGF-I no meio de cultivo de 492 

embriões bovinos (Bos taurus e Bos indicus) melhora a produção embrionária e 493 

diminui a incidência de apoptose; c) a raça HPB é mais sensível aos efeitos 494 

deletérios do ET do que a raça Nelore, ou seja, apresenta diminuição mais 495 

acentuada na produção de blastocisto, bem como maior incidência de 496 

apoptose.  497 

 498 
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Resumo 37 

 38 
Evidências indicam que o sistema IGF está envolvido na aquisição de 39 

competência oocitária e qualidade embrionária. Para melhor compreender as possíveis 40 

diferenças no desenvolvimento embrionário in vitro entre as raças zebuínas e taurinas, 41 

objetivou-se com o presente estudo determinar a expressão do RNAm do IGF-I e II, 42 

seus receptores (IGFR-I e II), proteínas ligantes (IGFBP-2 e 4) e PAPP-A em oócitos e 43 

blastocistos proveniente das raças Nelore (NEL) e Holandês Preto e Branco (HPB). 44 

Vacas NEL (n=4) e HPB (n=7) foram submetidas à aspiração folicular ovariana guiada 45 

por ultrassonografia (OPU) e os oócitos selecionados (graus 1, 2 e 3) foram submetidos 46 

a desnudamento em vortex (3 minutos, 900xg) e tratamento com protease para remoção 47 

das células do cumulus e da zona pelúcida, respectivamente. ―Pools‖ de 20 oócitos de 48 

NEL (n=8) e HPB (n=4) foram submetidos à extração de RNA total. Além disso, 49 

oócitos de vacas NEL ou HPB obtidos por OPU foram maturados em meio TCM 199, 50 

fertilizados com sêmen de touros das raças NEL (n=6) e HPB (n=6), respectivamente, e 51 

cultivados em meio SOF (synthetic oviduct fluid, na ausência de SFB) até o estágio de 52 

blastocisto. Noventa e seis horas pós-inseminação (96 hpi), os embriões com mais de 16 53 

células foram separados ao acaso em dois grupos: controle e Estresse Térmico (ET). Os 54 

embriões do grupo controle foram cultivados a 39 
o
C continuamente e do grupo ET 55 

expostos a 41 
o
C por 9 horas, retornando a seguir para 39 

o
C. Os embriões, 168 hpi, 56 

foram retirados do meio de cultivo, formando-se 5 ―pools‖ com 5 embriões em cada 57 

grupo experimental que foram submetidos ao protocolo de extração de RNA, 58 

armazenados à –80 
o
C. A expressão dos genes alvos foi realizada por RT-PCR em 59 

tempo real com o uso de oligo-dT na transcrição reversa e ―primers‖ específicos para a 60 

espécie bovina na técnica do PCR. A expressão de ciclofilina A (CYC-A) foi utilizada 61 

como controle endógeno. As médias dos níveis de mRNA dos genes alvos foram 62 

comparadas entre as raças por meio do teste t e Man-Whitney quando os dados seguiam 63 

ou não um padrão normal de distribuição, respectivamente. Os valores médios da 64 

expressão de IGF-I e II, IGFR-I e II e IGFBP-2 e 4 foram maiores em oócitos HPB 65 

(0,96±0,21; 0,74±0,27; 1,08±0,04; 1,19±0,5; 1,21±0,23; 0,53±0,15; respectivamente) 66 

quando comparados à NEL (0,48±0,10; 0,07±0,02; 0,04±0,03; 0,06±0,02; 0,05±0,01; 67 

0,03±0,15, respectivamente; p<0,01). Entretanto, a expressão de PAPP-A foi muito 68 

maior em NEL (28,10±18,96) do que em HPB (1,32±0,17; p<0,05). Os valores médios 69 

da expressão de IGF-I foram maiores (p<0,05) em ―pools‖ de blastocistos submetidos 70 

ao ET (41 °C), tanto em NEL quanto HPB, sendo este aumento mais evidente na raça 71 

Nelore. Além disso, os valores relativos das expressões gênicas das IGFBP-2 e 4 foram 72 

mais elevados (p<0,05) em ―pools‖ de blastocisto provenientes de vacas da raça HPB 73 

submetidos ao ET, quando comparados aos da raça NEL e HPB controle. Estes 74 

resultados indicam que a elevada expressão de PAPP-A e a baixa expressão de IGFBP-2 75 

e 4 relacionam-se com uma degradação mais eficiente de IGFBPs, aumentando assim a 76 

biodisponibilidade de IGF em oócitos de vacas das raças NELe, quando comparados 77 

àqueles de vacas HPB. Além disso, a alta biodisponibilidade de IGF encontrada em 78 

blastocistos NEL, submetido ao ET, pode contribuir para a maior tolerância desta raça 79 

ao ET, quando comparada à raça HPB. 80 

 81 

Palavras-chave: IGF, expressão gênica, bovino, oócito, embrião, estresse térmico, FIV 82 

 83 
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Introdução 85 

 86 

 Acima de 50% do rebanho bovino mundial se encontra nos trópicos e é 87 

submetido a temperaturas mais altas do que animais que habitam climas 88 

temperados. A raça Nelore é a raça zebuína (Bos indicus) predominante no 89 

Brasil (90 milhões de cabeças; [1]) e está se tornando mais popular em outros 90 

países tropicais e subtropicais da América do Sul e no mundo [2, 3], devido, 91 

entre outros fatores, a sua maior resistência a altas temperaturas, umidade e 92 

parasitas, quando comparada às raças derivadas do gado europeu (Bos taurus, 93 

[4, 5]).   94 

Os processos reprodutivos em mamíferos, machos e fêmeas, são muito 95 

sensíveis a variações, principalmente pelo aumento da temperatura ambiente, 96 

levando a uma redução quantitativa e qualitativa da produção espermática nos 97 

machos e queda da fertilidade nas fêmeas [6]. 98 

Está bem documentado que a exposição de fêmeas de mamíferos ao 99 

estresse térmico (ET) aumenta a mortalidade embrionária [6,7].  A maior causa 100 

da redução na sobrevivência embrionária induzida pelo ET pode ser originada 101 

pelos efeitos adversos das temperaturas elevadas no desenvolvimento dos 102 

zigotos e dos embriões [8]. 103 

Existem diferenças genéticas na resistência ao ET, com as raças 104 

adaptadas apresentando menores temperaturas durante o ET do que raças 105 

não adaptadas [9-12]. Devido ao gado zebuíno ser mais termotolerante, as 106 

consequências da exposição ao ET na produção (carne ou leite) são menores 107 

para o gado Bos indicus do que para o Bos taurus [4]. 108 

A fase de pré-implantação representa um período extremamente dinâmico 109 

da embriogênese, no qual o embrião se desenvolve a partir de uma única 110 

célula, dependente do controle genético da transcrição materna, para um 111 

conjunto de células altamente ativa metabólica e sinteticamente, possuindo 112 

controle genético próprio. Durante esse período o embrião passa por várias 113 

divisões celulares, ativa o genoma embrionário, sofre compactação, forma um 114 

epitélio de transporte, diferencia-se em dois tipos celulares distintos e 115 

desenvolve a cavidade da blastocele. Essas funções requerem a regulação 116 

precisa de várias funções celulares como a homeostasia, metabolismo e 117 

expressão gênica [13]. 118 
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A capacidade de um embrião responder a mudanças no seu ambiente é 119 

limitada durante as primeiras divisões de clivagem, quando grande parte do 120 

genoma embrionário está ainda inativa. Esse período da baixa atividade 121 

transcricional cria uma janela na qual os embriões são particularmente 122 

sensíveis a certas formas de estresse. Uma das alterações no ambiente 123 

materno que causam efeitos profundos na sobrevivência embrionária é um 124 

aumento na temperatura corpórea em decorrência do calor ou da febre [14]. 125 

Utilizando sistema de cultivo in vitro, Rocha et al. [15] e Al-Katanani & Hansen 126 

[16], mostraram que a temperatura elevada reduziu a sobrevivência dos 127 

embriões em estágios iniciais de desenvolvimento embrionário. 128 

Os mecanismos celulares envolvidos no fenômeno da termotolerância 129 

estão sendo estudados e um dos aspectos explorados é que a resposta 130 

termoprotetora do embrião envolve a produção das proteínas conhecidas como 131 

HSP (heat shock proteins). A indução da produção de HSP(s) em resposta ao 132 

estresse serve para proteger as células contra a agressão, aumentando a 133 

recuperação e induzindo um estado de resistência a um subsequente estresse 134 

[17]. Além disso, as HSP(s) podem modular a apoptose celular, que é um dos 135 

mecanismos envolvidos na proteção embrionária durante a exposição ao ET 136 

[16, 17]. 137 

A apoptose nos mamíferos tem um papel importante no controle da 138 

qualidade do desenvolvimento embrionário, uma vez que, através desse 139 

mecanismo são eliminadas células danificadas, não funcionais e anormais. Por 140 

outro lado, a habilidade do embrião inicial sobreviver em temperaturas 141 

elevadas pode estar ligada à diminuição da taxa de apoptose [14], com 142 

conseqüente aumento no número de células nos embriões, ou ao 143 

desenvolvimento de mecanismos termoprotetores bioquímicos como, as 144 

proteínas HSP e fatores de crescimento como o IGF-I [18, 19]. 145 

Os fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGFs) foram 146 

identificados no líquido folicular [20], em secreções uterinas [21], no trato 147 

reprodutivo feminino [22-24] bem como em oócitos e embriões bovinos [25-28]. 148 

O transporte e a função dos IGFs são modulados pelas interações de pelo 149 

menos seis proteínas de ligação a fatores de crescimento semelhante à 150 

insulina (IGFBPs), que estão presentes em muitos líquidos extracelulares e em 151 

embriões em fases adiantados de desenvolvimento [29-32]. 152 
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As IGFs aumentam a proliferação celular, a mitogênese e a atividade de 153 

hormônios esteróides [33, 34]. Tanto os IGFs tipos I e II, como seus receptores 154 

(IGFR-I e II), são expressos em oócitos e embriões bovinos e ovinos 155 

produzidos in vitro [25, 27, 28, 33, 35-37]. Além disso, a expressão das IGFBPs 156 

(1 a 6) foi demonstrada em embriões de camundongos [35, 38] e de bovinos 157 

[31, 39].  158 

Os efeitos benéficos do IGF-I no desenvolvimento embrionário, tanto na 159 

presença quanto na ausência de estresse, têm sido demonstrados em várias 160 

espécies. A adição de IGF-I ao meio de cultura proporcionou um aumento no 161 

número de mórulas e blastocistos, bem como reduziu a incidência de apoptose 162 

embrionária em várias espécies [40-42], inclusive em bovinos [18, 43-48]. 163 

Considerando a prevalência do gado Nelore, bem como sua elevada 164 

tolerância ao estresse térmico calórico, objetivou-se com o presente trabalho 165 

verificar se o sistema IGF está mais expresso tanto em oócitos como em 166 

blastocistos provenientes de vacas da raça Nelore, quando comparados aos da 167 

raça Holandesa Preto e Branco (HPB), submetidos ou não ao ET. 168 

 169 

Material e Método 170 

 171 

Expressão gênica de membros do sistema IGF (IGF-I, IGF-II, IGFR-I, IGFR-172 

II, IGFBPs 2, 4 e PAPP-A) em oócitos bovinos Nelore e HPB. 173 

 174 

A investigação da expressão do RNAm dos genes alvos foi realizada em 175 

“pools” de 20 oócitos de vacas Nelore (n=8) e HPB (n=4), respectivamente, 176 

obtidos através de aspiração folicular guiada por ultrassonografia (OPU – ovum 177 

pick up), submetidos ao protocolo de extração de RNAm, armazenados em 178 

freezer a  – 80 oC, para posterior utilização da técnica de transcrição reversa 179 

(RT), seguida por PCR em Tempo Real, para a determinação e quantificação 180 

da expressão dos RNAm de alguns membros do sistema IGF (IGF-I, IGF-II, 181 

IGFR-I, IGFR-II, IGFBPs 2, 4 e PAPP-A) em oócitos bovinos das raças Nelore 182 

e HPB. 183 

 184 
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Expressão gênica de membros do sistema IGF (IGF-I, IGF-II, IGFR-I, IGFR-185 

II, IGFBPs 2, 4 e PAPP-A) em embriões bovinos Nelore e HPB, submetidos 186 

ou não ao estresse térmico. 187 

 188 

Produção in vitro de embriões 189 

 190 

Todos os reagentes e meios foram provenientes da Sigma-Aldrich (St. 191 

Louis, MO, USA), Gibco (Langley, OK, USA; soro fetal bovino), Vivimed 192 

(Ribeirão Preto, SP, Brasil; Choriomon®) e Hertape Calier (Juatuba, MG, Brasil; 193 

Pluset®). 194 

 195 

Recuperação e classificação dos oócitos 196 

 197 

O processo de produção in vitro de embriões foi realizado com base em 198 

Eberhardt et al. [49]. Oócitos obtidos através de OPU de vacas Nelore e HPB 199 

em dias aleatórios do ciclo estral foram classificados de acordo com as suas 200 

características celulares em quatro categorias [50]: I) oócitos com citoplasma 201 

homogêneo, circundados por três ou mais camadas compactas de células do 202 

cumulus; II) oócitos com menos de três camadas de células do cumulus ou 203 

parcialmente desnudos, porém com granulação homogênea no citoplasma; III) 204 

oócitos circundados apenas por células da corona radiata; IV) oócitos 205 

desnudos.       206 

 207 

Maturação in vitro 208 

 209 

Os COCs classificados como categoria I, II e III foram lavados três vezes 210 

em meio TCM 199 com HEPES contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 2 211 

µg/mL de piruvato e 75 µg/mL de gentamicina. Posteriormente, os oócitos 212 

foram lavados duas a três vezes no meio de maturação e distribuídos em 4 213 

gotas contendo 90 µL de meio de maturação, com uma média de 25 oócitos 214 

por gota, cobertas com 3,5 mL de óleo mineral em placas de Petri (Corning®) 215 

de 35 x 10 mm. O meio de maturação utilizado foi o TCM 199 com bicarbonato 216 

contendo 10% de SFB, 2 µg/mL de piruvato, 75 µg/mL de gentamicina, 20 217 

µg/mL de  FSH (Pluset®) e 10 UI/mL de LH (Choriomon®). Os meios, 218 
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preparados com 2 horas de antecedência, foram mantidos a 39 ºC em 219 

incubadora. A maturação do COCs foi realizada em incubadora a 39 ºC (5 % 220 

de CO2 em ar), durante 22 - 24 horas. 221 

 222 

Preparo do sêmen e fertilização in vitro 223 

 224 

O descongelamento do sêmen foi realizado em água a 37 ºC por 30 225 

segundos. Em seguida, o sêmen foi depositado sobre a superfície do gradiente 226 

de Percoll com densidade descontínua (2 mL a 45% sobre 2 mL a 90%) em 227 

tubo cônico de 15 ml e centrifugado a 900 X g por 30 minutos.                 228 

Durante a centrifugação do sêmen, os oócitos já maturados foram 229 

lavados três vezes no meio TCM 199 com HEPES e uma vez no meio de 230 

fertilização, antes de serem transferidos para gotas do mesmo meio 231 

(fertilização) cobertas com 3,5 mL de óleo mineral em placas de Petri de 35 232 

mm x 10 mm. 233 

Após a centrifugação, os espermatozóides viáveis obtidos do sedimento 234 

foram submetidos à avaliação de motilidade e concentração (câmara de 235 

Neubauer) e diluídos em volume apropriado do meio de fertilização para se 236 

obter uma concentração de 1 x 106 espermatozóides/mL. 237 

Em seguida, foi realizada a fertilização dos oócitos utilizando 10 µL de 238 

sêmen diluído por gota. O processo de fertilização foi realizado por um período 239 

de 10 a 12 horas a 39 ºC em 5% de CO2 em ar. O meio de fertilização era 240 

composto por TALP-FIV suplementados com 6 mg/mL BSA livre de ácidos 241 

graxos, 2 L/mL de piruvato, 75 g/mL de gentamicina, 11g/mL de heparina  e  242 

44 L/mL de  solução de Penicilamina, Hipotaurina e Epinefrina (PHE). 243 

Foram utilizados seis touros diferentes para cada uma das duas raças, a 244 

fim de minimizar a influência do touro. Em cada ensaio foram utilizadas duas 245 

palhetas de sêmen para cada raça de touro. 246 

 247 

Desnudamento e cultivo in vitro dos embriões 248 

 249 

De 10 a 12 horas após a fertilização (hpi), os prováveis zigotos foram 250 

transferidos do meio de fertilização para o meio TCM 199 com HEPES já 251 

descrito anteriormente em tubos cônicos, os quais foram submetidos à agitação 252 
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no vórtex (Phoenix®, AP-56) a 3000 rpm por 3 a 5 minutos para remover as 253 

células do cumulus circundante e os espermatozóides associados. Em seguida, 254 

os prováveis zigotos foram lavados em meio TCM 199 com HEPES e por 255 

último, em meio de cultivo, sendo então transferidos para gotas de meio de 256 

cultivo de 90 µL (20 a 25 oócitos por gota), cobertas com óleo mineral, em 257 

placas de Petri de 35 mm. Utilizou-se o meio de cultivo SOF (“synthetic oviduct 258 

fluid”; [51]), livre de SFB, acrescidos de BSA (5%) e piruvato de sódio (0,2%). 259 

Durante todo o cultivo, as placas contendo os embriões foram colocadas 260 

em sacos plásticos contendo uma mistura gasosa de 5 % de O2, 5 % de CO2 e 261 

90 % de N2 (White Martins, São Paulo, SP, Brasil). As trocas parciais do meio 262 

de cultivo foram realizadas a cada 48 horas, quando foram retirados 50 µL de 263 

meio já presente juntamente com estruturas degeneradas, e acrescentados 50 264 

µL de meio de cultivo fresco em cada gota. 265 

 266 

Grupos experimentais 267 

 268 

Após o desnudamento (10 hpi) os embriões foram distribuídos em dois 269 

grupos experimentais. No grupo controle, foram cultivados em temperatura 270 

constante de 39 ºC. No grupo ET, os embriões foram submetidos a estresse 271 

térmico de 41 ºC (96 hpi), por 9 horas e a seguir voltaram para o cultivo a 272 

temperatura de 39 ºC.  273 

Nos grupos controle e ET, os embriões, 168 hpi, foram retirados do meio 274 

de cultivo, formando-se “pools” com 5 embriões em cada grupo experimental 275 

que foram submetidos ao protocolo de extração de RNA, armazenados a –80 276 

oC, para posterior utilização da técnica de (RT), seguida por PCR em Tempo 277 

Real, para a investigação da expressão gênica dos RNAm de alguns membros 278 

do sistema IGF (IGF-I, IGF-II, IGFR-I, IGFR-II, IGFBP-2, 4 e PAPP-A) em 279 

embriões Nelore e HPB. 280 

 281 

Avaliação e análise dos dados de PCR em tempo real 282 

 283 

Para avaliação da expressão gênica de IGF-I, IGF-II, IGFR-I, IGFR-II, 284 

IGFBP-2 e 4 e PAPP-A em oócitos e blastocisto utilizou-se o protocolo de 285 

amplificação do “kit” Power Sybr Green Master Mix® – Applied Biosystems. A 286 
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expressão do RNAm do gene constitutivo ciclofilina A (CYC-A) foi utilizada 287 

como normalizadora da expressão dos genes alvo. 288 

 As reações de amplificação foram realizadas em placas de 96 poços, as 289 

quais continham 12,5 µl de Power Sybr Green Master Mix® - Applied 290 

Biosystems, 1µl de cDNA (para CYC-A) ou 2 µl (para os genes relacionados ao 291 

sistema IGF) e oligonucleotídeos iniciadores bovino-específico para completar 292 

o volume final de 25 µl. 293 

A análise dos dados foi feita pela estimativa da eficiência de 294 

amplificação de cada amostra em questão utilizando o software “LinRegPCR” 295 

[52] que considera a eficiência com base na curva de amplificação individual de 296 

cada tubo. No mínimo 4 pontos de cada curva de amplificação na fase 297 

exponencial foram delimitados e a média desses valores determinou o limiar 298 

para cada gene. A eficiência de cada gene foi calculada pela média das 299 

eficiências individuais de cada tubo para cada tipo celular analisado. 300 

Diferenças na taxa de expressão dos genes foram normalizadas pela 301 

frequência de expressão daquele que foi considerado o melhor controle 302 

endógeno, o qual neste caso foi a CYC-A. A expressão relativa dos genes 303 

analisados foi determinada pelo método de Pfaffl [53]. 304 

 305 

Análise estatística 306 

 307 

Para testar o efeito da raça e do ET sobre a expressão dos genes alvo 308 

em “pools” de oócito e blastocisto, foi realizada a seguinte sequência de 309 

análise: 1) teste de normalidade dos dados e de homogeneidade de variâncias 310 

entre grupos com transformação para logaritmos quando necessário para 311 

realização de análise paramétrica; 2) a análise do efeito dos tratamentos sobre 312 

os níveis de RNAm dos genes alvos foi realizado por ANOVA, com utilização 313 

de teste a posteriori, quando necessário. As análises foram realizadas 314 

utilizando-se o programa JMP [54]. A comparação das médias dos níveis de 315 

RNAm dos genes alvos entre as raças foi realizada, respectivamente, 316 

utilizando-se teste t ou  teste de Man-Whitney, quando os dados tinham ou não 317 

normalidade. As médias das expressões gênicas foram comparadas por 318 

contraste ortogonal. 319 

 320 
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Resultados 321 

 322 

Expressão do RNAm dos genes do sistema IGF em oócitos 323 

 324 

Os valores relativos (média ± EPM) da expressão gênica dos IGF-I e II, 325 

de seus receptores (IGFR-I e II; figura 1) e das IGFBP-2 e 4 (figura 2) foi maior 326 

nos “pools” de oócitos provenientes de ovários de vacas HPB do que nos 327 

óocitos de vacas da raça Nelore (p<0,01). Entretanto, a expressão gênica da 328 

PAPP-A (figura 3) teve maiores níveis de expressão do RNAm nos “pools” de 329 

oócitos provenientes de vacas da raça Nelore, quando comparados aos oócitos 330 

de HPB (p<0,05). 331 

 332 

 333 

Figura 1. Expressão gênica de IGF-I e II e seus receptores nos “pools” de oócitos 334 

provenientes de ovários de vacas das raças Nelore e Holandesa Preto e Branco (HPB). 335 

*p<0,05 336 

337 
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 338 

 339 

 340 

 341 

 342 

 343 

 344 

 345 

 346 

Figura 2. Expressão gênica das IGFBP-2 e 4 nos “pools” de oócitos provenientes de 347 

ovários de vacas das raças Nelore e Holandesa Preto e Branco (HPB). *p<0,05 348 

 349 

 350 

 351 

 352 

 353 

 354 

 355 

 356 

 357 

 358 

 359 

 360 

 361 

Figura 3. Expressão gênica de PAPP-A nos “pools” de oócitos provenientes ovários de 362 

vacas das raças Nelore e Holandesa Preto e Branco (HPB). *p<0,05 363 

 364 

Expressão do RNAm dos genes do sistema IGF em blastocistos 365 

 366 

Os valores relativos (média ± EPM) da expressão gênica do IGF-I foram 367 

maiores (p<0,05) em “pools” de blastocistos submetidos ao ET (41 °C), tanto 368 

na raça Nelore quanto na HPB, sendo este aumento mais evidente na raça 369 

Nelore (figura 4). 370 

Além disso, os valores relativos (média ± EPM) das expressões gênicas 371 

das IGFBP-2 e 4 foram mais elevados (p<0,05) em “pools” de blastocisto 372 

provenientes de vacas da raça HPB submetidos ao ET, quando comparados 373 

aos provenientes de vacas da raça Nelore ou HPB controle (figura 5). 374 

Entretanto, não houve expressão gênica do IGF-II, dos IGFR-I e II e da    375 
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 391 

Figura 4. Expressão gênica do IGF-I em “pools” (n=5) de blastocistos provenientes de 392 

ovários de vacas das raças Nelore (N) e Holandesa Preto e Branco (H), submetidos ou 393 

não ao estresse térmico (ET). *p<0,05 394 

 395 

 396 

 397 
 398 

 399 

Figura 5. Expressão gênica das IGFBP-2 e 4 em “pools” (n=5) de blastocistos 400 

provenientes de ovários de vacas das raças Nelore (N) e Holandesa Preto e Branco 401 

(H), submetidos ou não ao estresse térmico (ET). *p<0,05 402 
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Discussão 404 

 405 

Expressão do RNAm dos genes do sistema IGF em oócitos 406 

 407 

Os valores relativos da expressão gênica dos ligantes do sistema IGF, 408 

de seus receptores e das proteínas ligantes de IGF (IGFBPs 2 e 4) foram 409 

maiores nos “pools” de oócitos provenientes de ovários de vacas HPB do que 410 

nos óocitos de vacas da raça Nelore. Entretanto, a expressão gênica da 411 

enzima proteolítica das IGFBPs (PAPP-A) foi mais elevada nos “pools” de 412 

oócitos provenientes de vacas da raça Nelore, quando comparados aos oócitos 413 

HPB. 414 

Considerando que a PAPP-A, principal responsável pela degradação 415 

das IGFBPs [55], é mais expressa em oócitos Nelore e que as IGBPs 416 

(predominantes na raça HPB) estão associadas a menor biodisponibilidade de 417 

IGF [55], os resultados do presente estudo indicam uma maior 418 

biodisponibilidade de IGF em oócitos da raça Nelore, quando comparados aos 419 

da raça HPB.  Este aumento de biodisponibilidade IGF pode influenciar 420 

positivamente a competência oocitária [24, 56] e a qualidade dos embriões [24, 421 

33]. 422 

Vários autores demonstraram que o sistema IGF desempenha 423 

importante papel na foliculogênese, participando do crescimento, dominância, 424 

desvio e maturação folicular [57-61] e oocitária [61-64]. Os IGFs são sinérgicos 425 

ao FSH na promoção de crescimento folicular e produção de estradiol [57]. O 426 

aumento nas concentrações intrafoliculares de estradiol está relacionado à 427 

dominância folicular [65]. O folículo dominante, no momento do desvio folicular, 428 

produz altas concentrações de estradiol que, em conjunto com a inibina, 429 

continuam o decréscimo nas concentrações de FSH [65]. Após o desvio 430 

folicular, somente o folículo dominante é capaz de utilizar baixas concentrações 431 

de FSH [65] devido ao sinergismo com o sistema IGF, aumentando, desta 432 

forma, as concentrações intrafoliculares de estradiol e, consequentemente, o 433 

diâmetro folicular [57]. 434 

A primeira diferença que se observou entre o futuro folículo dominante e 435 

os subordinados foi a maior síntese de PAPP-A induzida pelo FSH, com a 436 

subsequente diminuição das concentrações das IGFBP 4 e 5 pela degradação 437 
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proteolítica [57, 66-68]. A baixa concentração de IGFBP 4 e 5 permite que 438 

grande quantidade de IGF-I esteja biodisponível para promover o crescimento 439 

folicular, amplificando os efeitos do FSH e a síntese de estradiol [57]. 440 

 De forma semelhante, Austin et al. [69] propuseram que as primeiras 441 

mudanças intrafoliculares que distinguem o folículo destinado a tornar-se 442 

dominante dos outros folículos em crescimento seria a capacidade aumentada 443 

em produzir estradiol e a manutenção de baixos níveis de IGFBPs. Portanto, o 444 

sistema IGF parece desempenhar papel crítico no desvio folicular e na 445 

aquisição de dominância pelo folículo [57]. 446 

A viabilidade e o grau de capacitação atingido por um folículo são, em 447 

grande parte, refletidos pela composição bioquímica do fluido presente em sua 448 

cavidade antral. Os produtos resultantes do metabolismo das células do 449 

“cumulus oophorus”, da granulosa mural, e mesmo da teca são difundidos pelo 450 

fluido folicular, fornecendo um panorama da atividade esteroidogênica e da 451 

biodisponibilidade de fatores de crescimento. Estudos em folículos bovinos 452 

demonstraram que existe uma forte relação entre as concentrações de IGF-I 453 

livre e de estradiol presentes no fluido folicular e a capacidade desses folículos 454 

atingirem a dominância e a capacitação final préovulação [56, 65, 67-70]. 455 

Além disso, componentes do sistema IGF expressos em oócitos 456 

participam acelerando o processo de maturação nuclear e favorecendo a 457 

competência oocitária [61-64, 71]. Deste modo, como dito anteriormente, a 458 

maior biodisponibilidade de IGF-I observada na raça Nelore pode contribuir 459 

para a melhor qualidade oocitária observada nesta raça em relação à HPB, 460 

influenciando positivamente o seu desenvolvimento embrionário [72-74]. 461 

De fato, Lonergan et al. [24] observaram que a expressão de IGF-I foi 462 

maior em embriões que apresentaram a primeira divisão celular antes de 36 463 

hpi, quando comparados a embriões que clivaram tardiamente (após 36 hpi) e 464 

sugeriram que  a expressão dos membros do sistema IGF pode ser utilizada 465 

como um indicador de qualidade oocitária e embrionária [75]. 466 

 467 

Expressão do RNAm dos genes do sistema IGF em blastocisto 468 

 469 

Embora não tenha sido detectada expressão gênica de IGF-I em 470 

blastocisto da raça Nelore do grupo controle (39 °C), o ET induziu aumento na 471 
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expressão de IGF-I tanto na raça Nelore quanto na HPB, sendo este aumento 472 

mais evidente na raça Nelore. 473 

Existem controvérsias na literatura em relação à expressão gênica de 474 

IGF-I em blastocistos bovinos em condições normais de desenvolvimento. 475 

Alguns autores não detectaram [23, 30, 76-79] enquanto outros encontraram 476 

expressão gênica do IGF-I [22, 24, 34, 35].  477 

A redução na quantidade de transcritos do sistema IGF à medida que o 478 

embrião se desenvolve é uma característica normal em embriões bovinos [80-479 

82] e ocorre devido a inibição da transcrição até o estagio de 8-16 células e 480 

também pela degradação do RNAm materno ao longo do desenvolvimento 481 

embrionário [83]. Corroborando estes resultados, Bonilla et al. [48] observaram 482 

maior expressão de RNAm do IGFR-I em embriões de duas células, quando 483 

comparado aos de cinco células. De forma similar, Foulstone et al. [84] 484 

demonstraram que a expressão de RNAm para moléculas-chave da cascata de 485 

sinalização de IGF (RAF1, MAPK e PI3) foi maior em embriões de duas 486 

células. 487 

No presente trabalho não foram detectadas expressões gênicas do IGF-488 

II, IGFR-I e II bem como da PAPP-A nos “pools” de blastocisto em ambas as 489 

raças. A ausência dos IGF-II, IGFRs e PAPP-A talvez possa ser explicada pelo 490 

número de blastocistos utilizados para a formação dos “pools” (5 blastocistos 491 

em cada “pool”) quando comparada a outros trabalhos, onde os “pools” 492 

continham número mais elevado de blastocistos (20 a 100 blastocistos; [22, 24, 493 

35, 75, 81, 85]). 494 

Outra possível explicação para a discrepância nos resultados das 495 

expressões gênicas encontradas no presente experimento e de outros autores 496 

seria o método de obtenção dos oócitos. Neste trabalho foram utilizados 497 

blastocistos provenientes de oócitos obtidos por OPU, enquanto que em outros 498 

trabalhos, foram obtidos de matadouro. 499 

 Existem indicações que oócitos obtidos por OPU são de pior qualidade 500 

quando comparados aos de matadouro [86, 87]. Dados não publicados obtidos 501 

em nosso laboratório indicam menor produção de blastocisto com oócitos 502 

oriundos de OPU, quando comparados aos obtidos de matadouro [25% (n= 503 

103 oócitos) vs 36% (n = 162 oócitos), respectivamente]. Assim sendo, é 504 

possível que estes blastocistos, oriundos de oócitos aspirados por OPU, 505 
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expressem o sistema IGF de forma menos evidente que os blastocistos 506 

provenientes de ovários de matadouro. 507 

Como dito anteriormente, a expressão de IGF-I em blastocistos 508 

submetidos ao ET foi mais elevada na raça Nelore quando comparada aos da 509 

raça HPB. Além disso, o ET induziu aumento na expressão gênica dos IGFBPs 510 

2 e 4 apenas nos blastocistos da raça HPB, não sendo observado o mesmo na 511 

raça Nelore. Considerando que os IGBPs estão associados a uma diminuição 512 

da biodisponibilidade de IGF [55], os resultados acima indicam uma maior 513 

biodisponibilidade de IGF causada pela baixa expressão de IGFBPs, o que 514 

poderia contribuir para uma maior tolerância ao ET de embriões da raça 515 

Nelore, quando comparados aos da raça HPB. 516 

De fato, estes dados estão de acordo com outras publicações que 517 

demonstraram que a adição de IGF-I ao meio de cultivo de embriões 518 

submetidos ao ET reduz a incidência de apoptose embrionária em bovinos 19, 519 

[43-46, 88-90] bem como aumenta a taxa de produção de blastocistos [40, 46-520 

48, 88-94]. 521 

Dentre as explicações para os efeitos benéficos e termoprotetores do 522 

uso de IGF-I na produção de embriões, pode-se destacar a maior absorção de 523 

glicose pelo embrião durante seu desenvolvimento inicial [95], o aumento da 524 

síntese protéica, do metabolismo embrionário e da proliferação celular [96], o 525 

aumento da transcrição de alguns genes envolvidos com o desenvolvimento 526 

embrionário (Desmocolin II - formação e expansão do blastocisto [97, 98]; Na/K 527 

- controle de fluidos da blastocele [98] e formação de junções celulares [99]), o 528 

aumento da síntese das proteínas do choque térmico (HSP [17, 100-101]), bem 529 

como a transcrição de alguns genes antiapoptóticos  [102]. 530 

 Em suma, ao comparar-se a raça Nelore com HPB, observou-se que em 531 

óocitos a expressão gênica do sistema IGF (ligantes, receptores e IGFBPs) foi 532 

mais acentuada na raça HPB do que na Nelore, entretanto, a expressão de 533 

PAPP-A foi muito maior na raça Nelore, promovendo uma maior 534 

biodisponibilidade de IGF livre. Por outro lado, em blastocistos, o estresse 535 

térmico provocou maior aumento na expressão gênica de IGF-I na raça Nelore 536 

e aumento na expressão gênica das IGFBP-2 e 4  apenas na raça HPB. 537 

Embora não tenha sido investigada a expressão protéica, estes 538 

resultados sobre expressão gênica indicam que a maior biodisponibilidade de 539 
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IGF em oócitos e blastocistos de vacas da raça Nelore pode contribuir para a 540 

maior tolerância desta raça ao estresse térmico, quando comparada à HPB. 541 
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