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EFEITO DO ESTRESSE POR CALOR NA REPRODUCAO DA FEMEA BOVINA

RESUMO: Visando elevar os indices de produtividade do rebanho brasileiro instaurou-
se a inser¢ao de caracteristicas de animais especializados oriundos de regides do planeta
predominantemente frias através da aquisi¢ao de animais ou do uso de biotécnicas como
a inseminacao artificial e a transferéncia de embrides. Como resultado, obtemos animais
que ndo podem expressar seu potencial produtivo de forma plena, pois ndo possuem
total condicionamento fisioldgico para viverem em ambiente predominantemente
estressante por calor, devido as altas temperaturas médias encontradas nas regides
proximas aos tropicos. O presente estudo tem como objetivo discorrer sobre os efeitos
das altas temperaturas sobre a reprodu¢do de fé€meas bovinas, especificamente

relacionada a atividade folicular ovariana e embrionaria.

Palavras-chave: bovino, estresse térmico, desenvolvimento embrionario, reproducao.
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EFFECT OF HEAT STRESS ON FEMALE BOVINE REPRODUCTION

ABSTRACT: In order to raise productivity levels of Brazilian herd it was implemented
insertion of specialized features of animals from specific cold regions of the world
predominantly through the acquisition of animals or the use of biotechnologies such
as artificial insemination and embryo transfer. As result, we obtain that animals
cannot express their fully productive potential, because they don’t have the
required physiology to overcome a predominantly stressful conditions due to higher
average temperatures found in regions close to the tropics. The present study aimed
to discuss the effects of high temperatures on cow’s reproduction, specifically
related to ovarian follicular activity and embryo.

Keywords: cattle, heat stress, embryonic development, reproduction.
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AVALIACAO DA QUALIDADE DE EMBRIOES DE VACAS DA RACA
HOLANDESA SOB SOMBREAMENTO E EXPOSICAO CONTINUA AO SOL
SUBMETIDAS A SUPEROVULACAO CRIADAS EM CLIMA SEMIARIDO

Luana C. Cortez®, Luiz A. V. Cordeiro®.

*Departamento de Ciéncias Animais, Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossord, RN, 59.625-
900,Brasil
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RESUMO: Objetivou-se avaliar o efeito do estresse térmico sobre a quantidade e
qualidade de embrides de vacas holandesas criadas no semidrido nordestino submetidas
a superovulacdo. Mensurou-se a freqiiéncia respiratoria (FR, movimentos/minuto),
temperatura retal (TR, °C) e de superficie corpoérea (TS, °C) dos animais durante a
realizacdo experimento, em condicdo de sombreamento artificial e sob luz solar
incidente; avaliagdo de condigdes ambientais: temperatura do ar, umidade relativa e
temperatura de globo negro nos dois ambientes experimentais. Dosagens séricas de
hormoénios tireoidianos e cortisol, exame ultrassonografico para avaliar dimensdo
ovarios e seus foliculos. Apds aplicacdo de protocolo hormonal de superovulagdo e
inseminacao artificial, foi feita coleta e feita avaliacdo estereomicroscopica da
morfologia dos embrides coletados. As condi¢des ambientais verificadas caracterizaram
um ambiente possivelmente estressante para os animais de ambos os grupos. Os
parametros fisiologicos mensurados apresentaram diferencas significativas entre os
grupos experimentais, mais elevadas nos animais expostos ao sol em comparagao aos
animais confinados em sombra, queda de T3 e T4 e aumento do Cortisol, no intuito de
diminuir a gera¢do de calor endégeno. Nao houve diferencas significativas quanto a
dimensao ovariana e folicular, nem nimero de embrides, entretanto, apenas as doadoras
expostas ao sol apresentaram embrido do tipo Nao fecundado, e maiores médias de
embrides com degeneragdo, sugerindo que a condi¢do de estresse ambiental por luz

solar intensa tenha influenciado a baixa qualidade desses embrides.

Palavras-chaves: bovino, estresse por calor, protocolo hormonal, embrido.
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QUALITY ASSESSMENT OF EMBRYOS OF HOLSTEIN COWS IN SHADE AND CONTINUOUS
EXPOSURE TO THE SUNLIGHT IN SEMIARID CLIMATE AND SUBMITTED TO
SUPEROVULATION.

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the effect of heat stress on the quantity and
quality of embryos of Holstein cows submitted to superovulation raised in the northeast
semiarid. Was measured the respiratory rate (RR, movements / min), rectal temperature
(RT, © C) and body surface (TS, °© C) while conducting animal experiments, in
conditions of artificial shading and sunlight incidence; assessment of environmental
conditions: air temperature, relative humidity and black globe temperature in the two
experimental environments. Serum thyroid hormones and cortisol, ultrasound to assess
ovarian size and their follicles. After inducing hormonal superovulation and artificial
insemination, measurements were made and subsequently stereomicroscopic assessment
of the collected embryos morphology. The surrounding environment condition featured
a possible stressful environment for the animals in both groups. Physiological
parameters measured showed significant differences between the experimental groups,
higher in animals exposed to sunlight as compared to animals confined in the shadow,
fall of T3 and T4 and increased cortisol, in order to reduce endogenous heat generation.
There were no significant differences in the ovarian and follicular size, or number of
embryos, however, only donors exposed to sunlight had fertilized non embryo type,
and higher average embryo degeneration, suggesting that the condition of
environmental stress by great sunlight exposure have influenced the low quality of these
embryos.

Keywords: cattle, heat stress, hormonal protocol, embryo.
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REVISAO DE LITERATURA

1.1 O ESTRESSE TERMICO EM BOVINOS

Grande parte do territorio brasileiro estd situado na faixa tropical do planeta, onde
predominam elevadas temperaturas e alta radiacdo. Mais de 60% da pecuéria bovina no
mundo se d& na regido tropical. Entretanto, a produtividade animal ¢ menor que a
encontrada nas regides temperadas, com lentas taxas de crescimento e reduzida
producdo de leite (BACCARI JR., 1990), além de queda na eficiéncia reprodutiva dos
bovinos, tendo como possiveis causas do rendimento produtivo o baixo valor nutritivo
das pastagens, as doencas e parasitas e o estresse pelo calor (TIZIKARA, 1985).

A temperatura ambiente representa a principal influéncia climatologica sobre as
variaveis fisioldgicas como temperatura retal e freqiiéncia respiratoria, seguida, em
ordem de importancia, pela radiagdo solar, a umidade relativa do ar e o movimento do
ar. Os fatores abioticos devem ser associados as analises das condi¢gdes de manejo e das
caracteristicas particulares de cada animal ou rebanho (espécie, raga, idade, sexo, estado
fisiologico) que, juntos, podem vir a interferir nos padrdes de comportamento,
favorecendo situacdes de estresse (GRANT & ALBRIGHT, 1995), ou, caso os
mecanismos de termolise sejam acionados de maneira eficiente, os animais possam
manter a homeotermia. (SILVA,2008).

A temperatura de conforto ¢ aquela na qual se torna dispensavel qualquer atividade
metabolica por parte do animal para aquecer ou esfriar o corpo, na qual o metabolismo
animal ¢ minimo (OLIVEIRA et al., 2003), para bovinos da raga Holandesa, os limites
térmicos ambientais da zona de conforto variam de —1°C a 21°C, o de termoneutralidade
situa-se em 27°C, e o limite de umidade relativa ideal para animais domésticos varia de
60 a 70% enquanto a referéncia fisiologica, sob mensuragdo da temperatura retal, para
bovinos, varia de 38,1°C a 39,1°C para animais das ragas de corte especializadas, de
38,0°C a 39,3°C para animais leiteiros (ROBINSON, 2004).0s bovinos dissipam calor
para o ambiente através da pele por radiacdo, conducdo e convecgdo, considerados

perda de calor sensivel (CUNNINGHAM, 1999).
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Estdo expostos a este estresse, animais acomodados em local cuja temperatura
ambiente estiver acima da zona de conforto térmico e for gasta energia para manutencao
da temperatura corporal, as perdas de calor sensiveis sdo diminuidas e aumenta o
resfriamento por evaporagdo, por sudorese, por ofego, ou ambos. Este resfriamento
evaporativo ¢ o unico processo de perda de calor disponivel quando a temperatura
ambiente excede a temperatura da pele (ROBINSON, 2004).

O estresse térmico ou caldrico altera a apresentacao de eventos reprodutivos uma
vez que afeta a expressdo de comportamento de estro, altera o desenvolvimento

folicular e inibir o desenvolvimento embrionario (HANSEN et al., 2001).

1.2 ESTRESSE TERMICO E DESENVOLVIMENTO FOLICULAR

A vaca pertence as espécies poliéstricas, de tipo estral continuo. A duragdo média do
ciclo é de 21 dias, o cio ¢ de curta duracdo, em média de 14 a 15 horas, e a ovulacao que
¢ espontanea, sobrevém de 10 a 14 horas ap6s o fim do cio. O ciclo estral ¢ regulado por
mecanismos enddécrinos e neuroenddcrinos, principalmente os  hormdnios
hipotaldmicos, as gonadotrofinas e os esterdides secretados e pelo ovario. Um
componente conhecido como tendo importante influéncia ¢ o horménio liberador do
hormonio luteinizante (LH-RH). O crescimento folicular, em bovinos, ocorre em ondas
sucessivas, durante as quais ha o estabelecimento e posterior atresia de um foliculo
dominante (FIGUEIREDO et al., 1995).

O foliculo ovariano ¢ uma estrutura que sofre uma profunda mudanga por todo o
ciclo estral. Com o crescimento folicular, antes da ovulacdo, dois tipos de células podem
ser identificados cercando o ovocito: células da granulosa que formam a camada interior
circundando o ovocito e as células da teca que formam a camada exterior (LAMARRE
et al., 1999) e sua regressao folicular é caracterizada por separagdo de células da
granulosa da parede do foliculo interno e sua liberag@o subseqiiente dentro do antro.

O foliculo pré-ovulatorio € um componente chave no sistema reprodutivo sendo as
taxas de concepcdo em vacas de leite inversamente relacionadas a temperatura ambiente
durante a fase folicular. O estresse térmico diminui a selecdo dos foliculos e
longevidade da onda folicular e, desta forma, potencializa efeitos adversos sobre a
qualidade dos foliculos e estercoidogénese. O estresse térmico nos periodos de verao

reduzem o grau de dominancia do foliculo dominante e foliculos de tamanho médio
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acabam por se manter e prevalecer. Assim, a duragdo da dominancia dos foliculos pré-
ovulatérios aumenta no verao e, em vacas de corte, a duracao da dominancia tem efeito
negativo sobre a fertlidade. Quando a dominancia folicular individual ¢ reduzida, mais
do que um foliculo podem se desenvolver e tornarem-se dominantes, fato que pode
explicar a ocorréncia em maior intensidade de partos gemelares durante o verao no
hemisfério norte. Desta forma, o estresse térmico pode a0 mesmo tempo diminuir a
secrecao de estrogeno folicular e aumentar a ocorréncia de partos gemelares (DE

RENSI; SCARAMUZZI, 2003).

1.3 DESENVOLVIMENTO INICIAL DO EMBRIAO SOB
ESTRESSE TERMICO

O odcito maduro precisa passar por varios processos para dar origem a um embrido
capaz de concluir seu desenvolvimento. Entre tais processos se inclui a aquisicdo de
proteinas receptoras de espermatozoide e de moléculas sinalizadoras no ooplasma para
permitir a fertilizacdo, o acimulo de reservas intracelulares de célcio, execucao do
bloqueio a polispermia, maturagdo nuclear com segregacdo correta dos cromossomos, a
aquisi¢do de agentes redutores e outras moléculas necessarias para a descondensacio
dos pronucleos, o desenvolvimento do sistema citoesquelético necessdrio para a
singamia e a sintese e o armazenamento do RNA mensageiro, de proteinas e de outras
moléculas necessarias para auxiliar no desenvolvimento antes da implantag¢do. Qualquer
falha em um ou mais processos acima descritos pode levar a bloqueios na aquisicao de
competéncia e nao geracao do embrido (HANSEN, 2002).Para ser bem sucedido em seu
desenvolvimento um embrido deve ajustar sua fisiologia em resposta aos sinais
maternos € a outras mudangas no ambiente uterino, como aumento de temperatura,
mudangas de pH, hipoxia. As células do cumulus, que circundam o odcito no momento
da ovulacao tém um papel crucial estimulando a sintese de antioxidantes pelos odcitos e
protegendo-os contra altas temperaturas (EDWARDS & HANSEN, 1996).

Experimentos com camundongos mostram que o ET reduz as concentragdes
intracelulares de glutationa (GSH), um tripeptideo com agdo antioxidante, que
neutraliza os radicais livres (ARECHIGA et al., 1995). A administracdo de substincias
antioxidantes (vitamina E e selénio) aos animais sob ET apresentou efeitos positivos

nos niveis de fertilidade de vacas normotérmicas (ARECHIGA et al., 1998).
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Um fenomeno bastante comum em embrides sob ET € a ocorréncia de apoptoses,
que ¢ a morte programada de células, mecanismo pelo qual o embrido elimina células
que estao danificadas, degeneradas ou anormais. Em embrides em estagio de 16 células,
no dia quatro pos-fertilizagdo, o choque térmico aumenta o percentual de células que
sofrem apoptose. Contrariamente o ET ndo aumenta o numero de células apoptdticas
nos estagios de duas a oito células (HANSEN, 2004). Ainda de acordo com ele, existem
duas possibilidades que podem explicar porque os embrides se tornam mais
termotolerantes conforme se desenvolvem: a primeira ¢ a de que um embrido mais
desenvolvido, com mais células, apresenta menor comprometimento em sua
sobrevivéncia do que aqueles com menor numero de células. Considerando a ocorréncia
de apoptoses, por exemplo, em um embrido de duas células, poderia comprometer a
viabilidade deste embrido, enquanto sua ocorréncia quando este se encontra na fase de
morula ou blastocisto teria percentualmente um menor numero de células afetadas. A
segunda possibilidade ¢ a de que o embrido adquire durante seu desenvolvimento
mecanismos de termoprotecao, como a producao de proteinas do choque térmico (HSP).
Embrides produzidos através da fertilizacdo de oocitos provenientes de vacas da raca
Brahman com sémen de touro da raca Angus foram mais resitentes ao ET que embrides
produzidos pela fertilizacdo de odcitos provenientes de vacas da raga Holandesa com
sémen de touros da raga Angus. Entretanto, ndo houve diferenca com relagdo a
resisténcia ao ET para embrides Brahman x Holandés e Angus x Holandés Estes
resultados indicam que a contribui¢do do odcito pode ser mais importante do que a do
espermatozoide na capacidade dos embrides Brahman resistirem aos efeitos do estresse
térmico. (BLOCK et. al., 2002).

De maneira geral, o estresse térmico (ET) atua negativamente no embrido de varias
formas, seja pela formacdo de radicais livres ou peroxidos, ou pela indugdo exagerada
de apoptoses celulares (HANSEN, 2002). Durante os primeiros dias de fecundacao os
embrides sdo mais susceptiveis ao ET, enquanto se tornam mais resistentes a partir de
16 células (terceiro a quarto dia;), provavelmente devido a indug¢do da sintese de
proteinas de ET (HSP70 e 90), que atuam de forma a proteger o embrido estabilizando
suas estruturas protéicas € RNA ribossomal (EDWARDS & HANSEN, 1997) para
impedir apoptoses, ou outras moléculas antioxidantes, como a glutationa (ROCHA et

al., 1998).
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INTRODUCAO

O estresse térmico (ET) pode ser definido como a somatoria de forgas externas
ao animal homeotérmico que atuam de forma a alterar a temperatura corporal do estado
de repouso. Em ambientes de temperaturas elevadas, nas quais a producao de calor
excede a dissipagcdo pelos animais, todas as fontes que geram calor endogeno sao
inibidas, principalmente o consumo de alimento e o metabolismo basal e energético,
enquanto a temperatura corporal, a freqliéncia respiratoria e a taxa de sudacdo
aumentam. As alteragdes dos pardmetros indicam tentativas do animal de minimizar o
desbalango térmico para manter a homeotermia (SOTA et al., 1996). De acordo com
Lee et al. (1974) a temperatura ambiente representa a principal influéncia climatologica
sobre as varidveis fisiologicas, temperatura retal e freqiiéncia respiratdria, seguidas, em
ordem de importancia, pela radiagdo solar, a umidade relativa do ar e o movimento do
ar. Também tém sido objeto de estudo os constituintes sangiiineos (BIRGEL JUNIOR et
al., 2001). Sob altas temperaturas, especialmente na fase aguda do estresse por calor,
ocorre a redugdo na concentracdo dos hormonios tireoideanos (Tiroxina e
triiodotironina) na tentativa de diminuir a producdo de calor endogena (McNABB,
1995), e elevacdo da concentracdo sanguinea de Cortisol (RUCKEBUSCH et. Al,
1995), modificando a fun¢do endocrina (HANSEN, 2009).

Os animais doadores de embrides devem ser mantidos em ambiente
climatizados, ndo havendo interferéncia do calor no desenvolvimento do odcito, assim,
embrides transferidos para vacas receptoras no 7° dia apds o estro ja passaram em
condi¢do confortavel pelo periodo mais sensivel do desenvolvimento (EALY et al.,
1993; EDWARDS & HANSEN, 1997). Caso essa situacao de conforto térmico nao seja
garantida, o estresse calorico pode atuar negativamente no embrido de varias formas,
seja pela formacao de radicais livres ou peroxidos, ou pela indug¢do exagerada de
apoptoses celulares, (EDWARDS et al., 2001, PAULA-LOPES & HANSEN, 2002),
reduzindo a taxa de sucesso da biotécnica.

Sao observados efeitos diretos sobre o odcito (ROTH e HANSEN, 2004) e o
indice de mortalidade embriondria aumenta quando os animais sao expostos a altas
temperaturas (MASSEY et al.,, 1984; SHEA et al., 1984), além de qualidade ser
inferiorizada (de CASTRO e PAULA e HANSEN, 2008). Ainda assim, ha a
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necessidade de estudos aprofundados que oferecam maior consisténcia aos anteriores.
Este trabalho, portanto, objetiva estudar a influéncia do calor sobre a produgao

embrionaria de vacas holandesas.

MATERIAL E METODOS

Para a realiza¢do deste trabalho foram utilizadas vinte fémeas bovinas da raca
Holandesa Branca e Preta criadas no Setor Didatico de Bovinocultura Leiteira (5° 12’
32.03”° de latitude e 37° 18 59.38°" de longitude) do Departamento de Ciéncias
Animais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, em Mossoro- RN, alimentadas
com volumoso, sal mineral e agua ad libitum e racdo comercial concentrada do cocho .

Formou-se dois grupos experimentais diferentes entre si apenas pela forma de
confinamento, sendo o grupo 1 (n=10) com vacas mantidas em estabulos individuais de
sombreamento artificial, uso de aspersores e livre espago para circulagdo de ar e no
grupo 2 (n=10), as vacas permaneciam em piquetes descobertos para receber luz solar
incidente durante todo o dia. Um periodo de adaptacdo aos ambientes experimentais de
20 dias foi instaurado antes do inicio do experimento. Estabeleceu-se um unico
tratamento hormonal de superovulagdo para ambos os grupos experimentais ( tabela A).
O dia inicial de tratamento foi chamado dia Zero (Dia 0 = inicio), com a administragao
de 1 ml Cipionato de Estradiol, (E.C.P.®, Pfizer, Animal Health, Brasil), numa
concentracdo de 2mg/ml, por via intra-muscular-IM, e de dispositivo intravaginal
liberador de progesterona de forma lenta (CIDR®, Pfizer, Animal Health, Brasil), numa
concentracdo de 1,9 g de progesterona. Por conseguinte, nos 5° ¢ o 8° dias de tratamento
(do Dia = 5 ao Dia = 8), a cada 12 horas, as 7 e as 19 horas foram administradas doses
decrescentes diariamente na propor¢do %, de Hormonio Foliculo Estimulante (FSH),
(Foltropin-V®, Vetrepharm Inc./Tecnopec), frasco de liofilizado contendo 400mg de
NIH-FSH-P1 e 1 frasco com 20ml de diluente.

No 8° dia (Dia = 8) foi retirado o dispositivo intravaginal e administrada
prostaglandina (PGF2a) sintética, cloprostenol (Ciosin ® 0,530 mg/ml — Schering-
Plough do Brasil) na dose de 2ml, por via IM, as 7 e as 19 horas, para melhor efeito de
sincronizagdo, visando regredir o corpo luteo ciclico. No 10° dia (Dia = 10) foram

realizadas duas inseminagdes artificiais em tempo fixo (IATF), de acordo com
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Reichenbach et al. (2002), com sémen de touro holandé€s branco e preto, cerca de 48 e
72 horas respectivamente, apds a primeira dose de prostaglandina. No momento anterior
a primeira inseminacao artificial por tempo fixo, foi realizado o exame
ultrassonografico por via transretal com o aparelho Honda Diagnostc Scanner HS-1500
(Honda Electronics Co., LTD; Medical Division, Toyohashi, Japao), utilizando sonda
de 5 Hz de freqiiéncia, para detectar ovulagdo e estimar as dimensdes de ovarios e
foliculos dominantes.

Foi coletado sangue de todas as vacas, apés antissepsia do local com dalcool
iodado, através de puncdo da venosa caudal, retirando-se uma amostra de 10 ml de
sangue, utilizando o sistema a vacuo, em tubos de vidro siliconizados sem
anticoagulante, no dia inicial do experimento (Dia = 0) e no momento da IATF (Dia =
10), as amostras foram centrifugadas, imediatamente, a 3.000 rotacdes por minuto
(r.m.p.) durante dez minutos e o soro armazenado em microtubos do tipo “eppendorf” e
congelado a — 20°C, para posteriores dosagens de Tiroxina (T4 Livre), triiodotironina
(T5 Livre), Cortisol, pelo método ELISA, no Laboratério do Nucleo de Estudo de
Pesquisa em Pequenos Ruminantes na UFERSA.

No décimo sétimo dia (Dia = 17), os embrides foram coletados através do
método transcervical de colheita de embrides, acordo com Gambarini (2004), e m
imediatamente classificados, de acordo com este mesmo autor, em: moérula, morula
compacta, blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido,
através de visualizacdo por Microscopio de lentes invertidas, na escala de aumento de
40 vezes. Ainda foi mensurado grau de degeneracdes e numero de nao fertilizados.

Foram avaliadas variaveis fisioldgicas: freqiiéncia respiratoria (movimentos/
minuto), temperatura retal (TR, °C), e temperatura de superficie (Ts °C), e ambientais:
temperatura do ar (ta, °C ) e umidade relativa do ar (Ug, %), e temperatura de globo
negro em ambos ambientes experimentais. Os animais passaram por um dia de coletas
consecutivas a cada 1 hora, de todos estes parametros fisiologicos e paralelamente os de
ambientais (abioticos), durante um dia todo, das 7 as 17 horas, além de coletas didrias
durante todo o periodo experimental.

Na analise estatistica foram realizadas analises de variancia e teste de Tukey a 1

% de significancia, por meio do programa estatistico SAS, versdo 6.12 (SAS, 1998).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os valores das variaveis ambientais correspondentes as médias
registradas durante todos os dias experimentais, percebe-se que o ambiente apresentou
elevada temperatura do ar, caracterizando, possivelmente, um ambiente estressante aos

animais (Tabela B).

Pode-se observar que a temperatura média ambiental, bem como suas
amplitudes maximas foram superiores a temperatura de 26°C, considerada limite critico
por Berman et. al. (1985) em relacdo a ocorréncia de estresse por calor em vacas da raga
holandesa. ~Em vacas leiteiras, a temperatura ambiente ¢ um importante fator
determinante para a sua performance reprodutiva. (BETTY et. al., 2006), ao trabalharem
com bovinos taurinos ¢ indicos, saindo de clima temperado para clima quente do oriente
médio, observaram que o gado Bos taurus sofreu significativas alteragdes fisiologicas
durante exposicdo prolongada e continua a altas temperaturas e umidade, com alteracdes
que persistiram ainda por alguns dias apds a melhora nas condigdes de estresse por calor

enquanto o gado Bos indicus sofreu alteragdes fisiologicas menos pronunciadas.

Houve diferenga significativa para todos os parametros fisiologicos € hormonais

analisados, exceto o cortisol, (Tabela C).

As médias gerais dos parametros foram avaliadas (Tabela D). As médias de
frequéncia respiratoria (FR) foram elevadas, estando acima do considerado normal para
vacas adultas, que gira em torno de 24 movimentos/ minuto, em condigdes de conforto
térmico de acordo com Randall et. al., (1997). Os valores de temperatura retal se
encontraram dentro da normalidade de 38,0°C a 39,3°C, para animais leiteiros
(ROBINSON et. al., 2004). Os animais pertencentes ao grupo experimental expostos a
radiacdo solar (GRUPO 2) apresentaram médias superiores tanto para frequéncia
respiratdria como para temperatura retal, indicando que estes tiveram maior necessidade
de dissipar calor, através da evaporagao respiratoria. Devido a incidéncia solar direta, a
temperatura de superficie média dos animais expostos ao sol (GRUPO 2) foi 3,72 °C
maior que a dos animais estabulados (GRUPO 1), vindo ao encontro com o exposto por
Navarini et. al, (2009), que se tratando de diferentes condi¢cdes de sombreamento natural
e exposi¢do solar direta de gado Nelore, obteve uma diferenca de temperatura de

superficie de 0,9°C entre animais expostos sol e um dos tratamentos de sombreamento.
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Souza et. al., (2007), analisando bovinos da raga Sindi criados extensivamente no
semiarido Paraibano, obteve valores médios de temperatura retal de 38,9°C e frequéncia
respiratoria de 35 movimentos/minuto em €poca seca, ¢ temperatura de superficie de
33,1 °C em época chuvosa. Em resumo, foi valor bastante significativo por se tratar de
média e de animais homeotérmicos, que usam mecanismos naturais para regular sua

temperatura corporea.

A mensuragdo destes horménios como indicadores de estresse pelo calor,
facilita a compreensao dos mecanismos fisioldgicos envolvidos nos processos de
termolise e homeotermia (STARLING et al., 2005). Hormonios tireoidianos circulam na
corrente sangiiinea quase que totalmente ligados as proteinas plasmaticas, apenas 0,02%
da Tiroxina (T4) e 0,2% da Triiodotironina (T3), entretanto suas as concentragdes
livres sdao tdo relevantes quanto as do hormonio total, pois o hormoénio livre ¢ o
hormoénio biologicamente ativo. Além disso, as vdrias alteragdes nas proteinas
transportadoras (adquiridas ou herdadas) alteram as concentragdes séricas do T4 e do T3
total, independente do status tireoidiano (MCDONALD & PINEDA,1989). Os valores
séricos de Triiodotironina (T3) e Tiroxina (T4) encontraram-se mais baixos do que o
visto por FACANHA-MORAIS et. al.,, 2008), que avaliando a variacdo desses
hormoénios em vacas leiteiras em clima quente, encontraram médias para T3 total de
1,05 ng/ml e para T4 total de 6,02 png/dl, considerados dentro da faixa da normalidade.
Zambrano & Marques Jr., (2009) ao estudar o perfil metabdlico de vacas mesticas
leiteiras do pré-parto ao quinto més da lactagdo, obteve média para tiroxina livre (T4) de
5,37+1,69 pmol/l considerando-o baixo quando comparado com os valores encontrados
na literatura. Como os hormonios tireoidianos estimulam a termogénese em varios
tecidos, provavelmente, animais menos adaptados podem utilizar esta alternativa
fisioloégica de diminuir a secre¢do de T3 e T4 para reduzir a producdo de calor
endogeno, na tentativa de se ajustar ao ambiente quente (FACANHA-MORALIS et. al.,
2008). Nesta mesma tentativa, os animais desse experimento apresentaram elevacio da
concentracao sanguinea de cortisol, corroborando com o encontrado por Starling (2005),
que encontraram maiores médias de cortisol nas épocas de primavera e verdo,
correlacionando-as com elevagdo da temperatura e alta umidade, o que correspondeu a

um aumento no desconforto térmico dos animais por dificultar o processo de termolise.

Os valores de diametro folicular (mm), didmetro ovariano (mm), nimero de

embrides nao diferiram significativamente entre os grupos analisados de acordo com o
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Teste Tukey. (figura A.1.) Shehab-El-Deen et. al., (2010) estudando animais da raga
holandesa de alta producao leiteira, em época de inverno e verdo, no periodo pos-parto,
perceberam que o estresse térmico diminuiu o valores de escore corporal € o diametro
de foliculo dominante, além de alterar as concentracdes bioquimicas no fluido celular
do foliculo dominante, podendo resultar em baixa qualidade dos odcitos e de células da
granulosa e, portanto, baixa fertilidade. Silvestre et. al, (2009), observaram que no
verao, foliculos ovarianos desenvolviam-se com maior indice de danos, quer seja para
os de maior dimensdo (dominantes), quer sejam os menores, se comparado aos meses
mais frios, pois foliculos ovarianos sdo susceptiveis ao estresse caldrico (BADINGA et

al.,1993).

Embora pareca que a habilidade da superovulacdo das vacas estressadas pela
temperatura elevada nao se altere (PUTNEY et. al., 1988), temperatura acima de 32°C
pode aumentar a quantidade de embrides retardados (PUTNEY et al.,1989). O nimero
de embrides de categoria Moérula e Moérula compacta foi 0 mesmo para ambos 0s grupos
(Figura A.2), entretanto os ndo fertilizados apareceram somente nas doadoras
pertencentes ao grupo de animais expostos ao sol (GRUPO 2) e o maior nimero de
embrides na forma de blastocisto, com maior niumero de células, se deu no grupo de
animais estabulados a sombra ( GRUPO 1). Foi realizada uma classificacdo geral dos
embrides de acordo com seus niveis de degeneragdo (Figura A.3), variando de até 30%,
de 40 a 60%, 70% a 90% e 100% de degeneracao. Percentualmente, os embrides das
vacas criadas em condi¢des de sombreamento (GRUPO1) apresentaram mesmo niimero
de embrides com o menor grau de degeneracgdo (até 30%) ao se comparar com animais
expostos ao sol (GRUPO 2 ). Em contrapartida, este ultimo obteve mais embrides em
degeneracao mais avancada, de 40 a 60% e de 70 a 90% do total do embrido. As vacas
do GRUPO 1 ndo apresentaram embrides com 70 a 90% de degeneragdes, e para
embrides totalmente degenerados, a percentagem entre grupos foi a mesma. No total,
entre embrides com algum grau de degeneragdo a maior parte foram provenientes de

vacas expostas ao sol (GRUPO 2).

Assim como nesse estudo, (WANG et. al, 2011) avaliando o desenvolvimento de
ococitos e blastocistos de 7 dias, in vitro, concluiram que ovarios armazenados a
temperatura de 35°c originaram menor nimero de odcitos, blastocistos de menores
nameros de células e maior apoptoses e degeneracdes do que os ovarios mantidos a

temperaturas de 25 e 15°C.Corroborando com os anteriores, D1 Francesco et. al, (2011),
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também com o objetivo de avaliar a influéncia da época do ano na taxa de recuperacao
de oocitos, na qualidade dos ovdcitos, através da morfoldgica, e capacidade de
desenvolvimento apoés fertilizacdo in vitro de embrides bubalinos, obtiveram odcitos
menores nas épocas quentes, assim como uma maior taxa de clivagem e de embrides
nas épocas mais frias do ano. Ainda, (KRININGER et. al, 2003) ap6s analisarem a
formacao de embrides no calor de vacas das racas Brahman e Holandesas, encontraram
embrides de Brahman sofreram clivagem mais cedo, sugerindo a diferenca entre as
racas, entretanto, exposi¢ao do embrido de 2-4 células ao calor de 41°C por 4,5h reduziu
a propor¢do de embrides que se desenvolveram a blastocisto, igualmente em ambas as

ragas.

CONCLUSAO

As condigdes ambientais verificadas juntamente ao acionamento de um conjunto
de mecanismos fisioldgicos termorregulatdérios promoveram um ambiente
possivelmente estressante para os animais de ambos os grupos. Os parametros
fisiolégicos mensurados apresentaram diferencas significativas entre o0s grupos
experimentais, mais elevadas nos animais expostos ao sol em comparagdo aos animais
confinados em sombra, queda de T3 e T4 e aumento do Cortisol, no intuito de diminuir
a geracao de calor endogeno. Nao houve diferencas significativas quanto a dimensao
ovariana e folicular, nem niimero de embrides, entretanto, apenas as doadoras expostas
ao sol apresentaram embrido do tipo Nao fecundado, e maiores médias de embrides com
degeneracao, sugerindo que a condicao de estresse ambiental por luz solar intensa tenha

influenciado a baixa qualidade desses embrides.

Este ambiente influenciou negativamente a qualidade dos embrides produzidos
por estas vacas, gerando odcitos ndo fecundados, pouco desenvolvidos e com
degeneracdes, o que, de modo geral, compromete a eficiéncia reprodutiva desses
animais. Assim, medidas de promo¢do de conforto térmico, como o sombreamento,
podem ser importantes aliadas da elevacdo da performance reprodutivas do gado

holandés leiteiro na regido semidrida nordestina.
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APENDICE

Tabela A- Valores das doses de Cipionato de Estradiol, (E.C.P.®, Pfizer, Animal
Health, Brasil), FSH

(Foltropin-V®, Vetrepharm Inc./Tecnopec),

Cloprostenol (Ciosin® — Schering-Plough do Brasil) e aplicacdo de

dispositivo de progesterona de liberagao lenta (CIDR®, Pfizer, Animal

Health, Brasil), de acordo com o dia e o horario experimental

Dia experimental/ horario (horas)

Droga administrada e doses

Dia 0 (7 horas)
Dia 5 (7 horas)

Dia 5 (19 horas)
Dia 6 (7 horas)

Dia 6 (19 horas)
Dia 7 (7 horas)

Dia 7 (19 horas)

Dia 8 (7horas)
Dia 8 (19 horas)

I ml (E.C.P®) + (CIDR®- implante)
4 ml (Foltropin-V®)

4 ml (Foltropin-V®)
3 ml (Foltropin-V®)

3 ml (Foltropin-V®)
2 ml (Foltropin-V®)

2 ml (Foltropin-V®)
I ml (Foltropin-V®) + 2 ml ( Ciosin®)

1 ml (Foltropin-V®) + 2 ml ( Ciosin®)

Tabela B- Média geral + desvio padrao para variaveis meteoroldgicas durante o

periodo experimental

Variavel Meédia+ Desvio Minima Maxima
Padrao
Tar 31,59 £2,55 25,6 37,9
UR 51,90 + 9,65 28,5 69,8
GNsombra 32,98 +£2,46 26,3 39,3
Gsol 39,04 + 5,04 27,2 50,3
Tar- temperatura do ar; UR- Umidade relativa do ar; GNsombra- temperatura de globo

negro a sombra (°C), GNsol-temperatura de globo negro ao sol ( °C)
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Tabela C Resumo da andlise de varidncia de frequéncia respiratoria (FR, m.p.m.),
temperatura retal (TR, °C), temperatura de superficie (TS, C°), e dos niveis
circulantes de Triiodotironina (T3, pg/ml), Tiroxina (T4 , ng/dL),
Cortisol(ng/ml), das vacas Holandesas criadas no setor de bovinocultura da
UFERSA, Mossord- RN

GL Quadrados Médios

Fontes de
Variacao

FR TR TS T3 T4 Cortisol
G
rupo 0182,60%*  826%*  1420,15%%  131.20%F  582%% 4607.81™
Média

57.76 38.26 36,84 22.72 3,16 57,07
geral
cv

25,55 1,08 8,79 15,89 2436 56,94
(%)
R2

0,095 0,10 0,24 0,61 0,60 0,40

**(P<0,01); ™ Néao Significativo (P>0,05). Grupo ¢ o efeito dos animais dentro dos ambientes
experimentais. GL= Grau de liberdade.

Tabela D Varia¢dao das médias gerais frequéncia respiratoria (FR, m.p.m.), temperatura
retal (TR, °C), temperatura de superficie (TS, C°), e dos niveis circulantes
de Triiodotironina (T3, pg/ml), Tiroxina (T4 , ng/dL), Cortisol (ng/ml), das
vacas Holandesas criadas no setor de bovinocultura da UFERSA, Mossoro-

RN.
Grupos Parametros
Experimentais
FR TR TS T; T4 Cortisol
GRUPO 1 51.65 38.08 34.48 25.80 3.93 64.57*
GRUPO 2 61.47 38.37 38.20 20.09 2.87 69.48*

Meédia seguidas por asterisco na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de
significancia; GRUPO 1 = vacas estabuladas a sombra; GRUPO 2 = vacas expostas ao sol
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Foliculos Ovarios

MW Grupo Sombreamento Grupo ao Sol

Figura A.1 Valores das médias gerais de diametro de Foliculos ovarianos (mm) e
Ovarios (mm) experimental ao qual pertenciam as vacas doadoras, vacas
estabuladas a sombra (GRUPO 1= Grupo sombreamento) e vacas expostas
ao sol (GRUPO 2= Grupo ao SOI) . Nao houve diferenca significativa ao
Teste de Tukey.

W Grupo Sombreamento  mGrupo ao Sol
21,74

17,39

13,04 13,04

Classificacdo

NF MO MC BL

Figura A.2 Porcentagem de embrides coletados classificados como Nao fecundados
(NF), Morula (MO), Moérula Compacta (MC) e Blastocisto (BL) de acordo
com o grupo experimental ao qual pertenciam as vacas doadoras, vacas
estabuladas a sombra (GRUPO 1= Grupo sombreamento) e vacas expostas
ao sol (GRUPO 2= Grupo ao SOI). . Nao houve diferenga significativa ao
Teste de Tukey.
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Figura A.3 Grau de degeneracdo dos embrides, porcentualmente, de acordo com o
numero de embrides coletados de cada grupo experimental, em que D1=
degeneragdo de até 30%; D2= de 40 a 60 % de degeneragdo; D3=de 70 a
90% de degeneragao; D4 para 100% de degeneracdo e TOT= percentagem
geral de embrides degenerados por grupo experimental. . Nao houve
diferenca significativa ao Teste de Tukey.
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NORMAS DA REVISTA
Article structure

Introduction State the objectives of the work and provide an adequate background,
avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and Methods Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced.
Methods already published should be indicated by a reference: only relevant
modifications should be described.The types of statistical tests used to analyze the data
should be clearly specified.

Results Results of statistical tests should be clearly presented.

Discussion This should explore the significance of the results of the work, not repeat
them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions The main conclusions of the study may be presented in a short
Conclusions section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or
Results and Discussion section.

Appendices If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc.

Formulae and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1),
Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and
figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

» Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a
double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses
(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name and, if available, the e-mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages

of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail
address and the complete postal address. Contact details must be kept up to date
by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address')
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript
Arabic numerals are used for such footnotes.
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Abstract

A concise and factual abstract is required of no more than 250 words. The abstract
should state briefly the purpose of the research, the principal results and major
conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it must be able
to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite
the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be
avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a
concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online.
Authors must provide images that clearly represent the work described in the article.
Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission
system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x
w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a
regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples. Authors can make
use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best presentation of
their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include
3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 10 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title
or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g.,
providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Database linking
Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their

readers one-click access to relevant databases that help to build a better understanding
of the described research. Please refer to relevant database identifiers using the
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following format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking for more
information and a full list of supported databases.

Artwork
Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

* Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please
'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.
TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.
TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500
dpi is required.

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is'.
Please do not:
» Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQG); the
resolution is too low;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS
Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these
figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless
of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For
color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from
Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for
color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of
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electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Please note:
Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in
addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Cover artwork. Authors are encouraged to submit photos or other artwork associated
with their article for possible use on the cover of the issue of Hormones and Behavior in
which the article appears. The author whose artwork is chosen for the cover receives a
gratis issue.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum
but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase
letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

References
Citation in text

References should provide a context for the new results being presented while giving
proper attribution to relevant, prior research on the topic.

The name and date system should be used for citing all references. All citations in the
text should refer to:

1. Single author: The author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year of publication.

2. Two authors: Both authors' names and the year of publication.

3. Three or more authors: First author's name followed by et al. and the year of
publication.

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995).
Kramer et al. (2000) have recently shown. . . ."

References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by letters "a", "b", "c", etc., placed after the year of
publication.
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All author names should be given; do not use et al in the reference list.
Journal titles should be abbreviated according to Index Medicus.
Please note the following examples:

Degroot, L. (Ed.), 1989. Endocrinology. Saunders, Philadelphia.

Fleming, A.S., Corter, C., Stallings, J., Steiner, M., 2002. Testosterone and prolactin
are associated with emotional responses to infant cries in new father. Horm. Behav. 42,
399-413.

McEwen, B.S., Sakai, R.R., Spencer, R.L., 1993. Adrenal steroid effects of the brain:
versatile hormones with good and bad effects. In: J. Schulkin (Ed.), Hormonally
Induced Changes in Mind and Brain. Academic Press, New York, pp. 221-365.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g.,
after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the
reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to Index Medicus journal abbreviations:
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; ~ List of title word  abbreviations:
http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; CAS (Chemical Abstracts Service):
http://www.cas.org/sent.html.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include these within the body of the article. This can
be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content
and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly
labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your
video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation
files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com/. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a
separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to
your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
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embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and
the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary data Elsevier accepts electronic supplementary material to support and
enhance your scientific research. Supplementary files offer the author additional
possibilities to publish supporting applications, high-resolution images, background
datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online
alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com/. In order to ensure that your submitted
material is directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats.
Authors should submit the material in electronic format together with the article and supply
a concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit
our artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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