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FERRAZZA, R. de A. Aspectos fisiologicos e reprodutivos da exposicéo de
vacas leiteiras ao estresse térmico. Botucatu, 2016. 159 p. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual

Paulista (UNESP), Botucatu.

RESUMO

O estresse térmico reduz a eficiéncia reprodutiva em vacas leiteiras. O fluido
folicular (FF) contém proteinas envolvidas na atividade e diferenciacéo celular
do foliculo e maturacdo oocitaria. A caracterizacao das proteinas do FF pode
contribuir para melhor compreensao dos mecanismos fisioldgicos envolvidos na
foliculogénese e comprometimento da funcdo reprodutiva durante o estresse
térmico. No primeiro experimento avaliou-se o perfil proteomico do FF de vacas
em diferentes estagios do desenvolvimento folicular (pré-desvio, desvio,
dominancia e pré-ovulatério) e foi testada a associacdo das proteinas com as
concentracdes intrafoliculares de hormonios esteroides. Foram encontradas 22
proteinas diferentemente expressas (P < 0.05) entre as categorias foliculares,
sendo o desvio um momento-chave na determinacdo da expressado das
proteinas. Além disso, trés proteinas foram correlacionadas (P < 0.05) com as
concentracbes intrafoliculares de estradiol, enquanto dezesseis foram
correlacionadas (P < 0.05) com as concentracdes locais de progesterona. A
analise de vias canodnicas identificou a ativacao/inibicdo das vias associadas com
a resposta de fase aguda, sistema de coagulacdo, sistema complemento,
receptor X do figado e retindide e producéo de Oxido nitrico e espécies reativas
de oxigénio. No segundo experimento, testou-se o efeito do estresse térmico

sobre a expressdo das proteinas do FF de vacas. Na validacdo do modelo



experimental, foi observado que a exposi¢cao continua ao estresse térmico afetou
0S mecanismos termorregulatérios, levando a um aumento pronunciado da
frequéncia respiratéria, seguido pelo aumento da temperatura retal. As variaveis
ambientais do dia anterior foram mais importantes para explicar as respostas do
parametros fisiolégicos e ingestdo de matéria seca, sendo a temperatura
ambiente o principal fator envolvido na troca de calor. Embora a exposicéo
prolongada ao estresse térmico indicar um ajuste adaptativo, neste estudo foi
observada apenas aclimatacdo parcial. O crescimento folicular das vacas
expostas ao estresse térmico foi afetado e pode, em parte, ser explicado pela
expressao alterada das proteinas do FF. As 28 proteinas diferentemente (P <
0.05) expressas no FF de vacas estressadas por calor foram associadas,
principalmente, as vias da fungcéo imune e cascata da coagulacao. Tais achados
indicam potenciais mecanismos moleculares e vias de sinalizacao envolvidos na

foliculogénese e reducéao da fertilidade observada durante o verao.

Palavras-chave: Estresse térmico; Termorregulagdo; Foliculogénese;

Protebmica; Bovino
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ABSTRACT

Heat stress reduces the reproductive efficiency in dairy cows. Follicular fluid (FF)
contains proteins involved in the follicle activity and cell differentiation and oocyte
maturation. The characterization of the proteome of FF may contribute to a better
understanding of the physiological mechanisms involved in folliculogenesis and
impairment of reproductive function during heat stress. In the first experiment, the
FF proteomic profile of cows at different stages of follicle development (pre-
deviation, deviation, dominance and pre-ovulatory) was evaluated and the
association of proteins with intrafollicular concentrations of steroid hormones was
tested. Twenty-two differentially expressed proteins (P < 0.05) were found among
the follicular categories, with deviation being a critical time-point in the
determination of protein expression. In addition, three proteins were correlated
(P < 0.05) with the intrafollicular concentrations of estradiol, while sixteen were
correlated (P < 0.05) with the local concentrations of progesterone. The canonical
pathway analysis identified the activation/inhibition of the pathways associated
with acute phase response, coagulation system, complement system, liver X
receptor and retinoid, and production of nitric oxide and reactive oxygen species.
In the second experiment, the effect of heat stress on the expression of cow FF
proteins was tested. In the experimental model validation, we observed that the

continuous exposure to heat stress affected thermoregulatory mechanisms,



leading to a marked increase in respiratory rate, followed by an increase in rectal
temperature. The influence of environmental variables from the previous day on
physiological parameters and dry matter intake were more important than the
immediate effect and ambient temperature represented the most determinant
factor for heat exchange. Although prolonged exposures to heat stress indicate
an adaptive adjustment, in this study the acclimation process was only partial.
The follicular growth of cows exposed to heat stress was affected and may be
partly explained by the altered expression of the FF proteins. The 28 differentially
(P < 0.05) expressed proteins in FF from heat stressed cows were closely
associated to the immune function and the coagulation cascade pathways. Such
findings indicate potential molecular mechanisms and signaling pathways

involved in folliculogenesis and reduction fertility observed during the summer.

Keywords: Heat stress; Thermoregulation; Folliculogenesis; Proteomics; Bovine



Capitulo 7



1. INTRODUCAO

O estresse térmico diminui a producéo e a fertilidade de rebanhos leiteiros
e, portanto, € um fator de significativo impacto econdmico. Embora avanc¢os nas
estratégias mitigadoras de calor foram obtidos nos dltimos anos, os efeitos
negativos do estresse térmico na producao ainda sédo observados e a fertilidade
continua reduzida durante o verdo. Além disso, preocupacdes existem sobre o
aguecimento global agravar ainda mais esse problema.

Os efeitos do estresse térmico sobre a fertilidade incluem aumento dos
dias em aberto, diminuicdo da taxa de concep¢ao e maior incidéncia de vacas
em anestro, com efeito ndo soO limitado ao verdo, mas também nos meses
subsequentes. A reducdo na fertilidade causada pelo estresse térmico é um
problema de ordem multifatorial, pois o estresse térmico afeta as funcdes
fisiolégicas e celulares em varios tecidos. No que diz respeito a funcéo
reprodutiva, ja foi demonstrado que o estresse térmico compromete o
crescimento folicular (BADINGA et al., 1994; WOLFENSON et al.,, 1995), a
secrecdo hormonal (WOLFENSON et al.,, 1995; ROTH et al., 2000), o fluxo
sanguineo para o utero (ROMAN-PONCE et al., 1978), a funcédo do endométrio
(MALAYER; HANSEN; BUHI, 1988) e do odcito (AL-KATANANI; PAULA-
LOPES; HANSEN, 2002). Uma vez confirmada a gestacdo, o estresse térmico
também pode afetar a capacidade de desenvolvimento do embrido (PAULA-
LOPES; HANSEN, 2002).

Diante dos efeitos negativos do estresse térmico na reproducéo, torna-se
imprescindivel a realizagdo de estudos a fim de melhorar a eficiéncia dos
sistemas de produgédo animal em ambientes de clima quente. Diversos estudos

apontam que o estresse térmico reduz a eficiéncia reprodutiva em vacas leiteiras,



porém, os mecanismos moleculares que levam a infertilidade no verdo sao
apenas parcialmente compreendidos. Dessa forma, um melhor entendimento
dos mecanismos envolvidos na foliculogénese permitira ndo s6 maior controle
sobre a funcao reprodutiva, mas também novas abordagens no tratamento da
infertilidade ocasionada pelo estresse térmico. Neste contexto, 0s presentes
estudos tém como objetivo caracterizar o perfil prote6mico do fluido folicular em
diferentes estagios do desenvolvimento folicular em condi¢cdes termoneutras;
investigar os mecanismos de termorregulacao e preditores de balancgo calorico
envolvidos durante o estresse térmico; e testar o efeito do estresse térmico sobre

a expressao das proteinas do fluido folicular de vacas leiteiras.
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Considerac0es finais

O estresse térmico diminui a producdo e a eficiéncia reprodutiva em
rebanhos leiteiros, ocasionando significativo impacto econémico. O decréscimo
da fertiidade associado ao estresse térmico € um problema de ordem
multifatorial, pois prejudica as func¢des fisioldgicas e celulares em varios tecidos
do sistema reprodutivo, incluindo o microambiente folicular que banha os odcitos.
A determinacédo da composicao das proteinas do fluido folicular pode ser uma
ferramenta Util para investigar a fisiologia ovariana, especialmente no que diz
respeito ao desenvolvimento folicular e maturacdo oocitaria. Além disso, a
protedmica pode melhorar o entendimento dos mecanismos patofisiolégicos que
levam a infertilidade durante o verdo. Neste contexto, os objetivos do presente
estudo foram caracterizar o perfil protedémico do fluido folicular em momentos-
chave do desenvolvimento folicular em condi¢Bes termoneutras; investigar os
mecanismos de termorregulacdo e preditores de balanco caldrico envolvidos
durante o estresse térmico intenso; e testar o efeito do estresse térmico sobre a
expressao das proteinas do fluido folicular de vacas leiteiras.

A partir dos resultados obtidos, demonstrou-se a modulagéo temporal da
expressao de proteinas do fluido folicular e a associacdo dessas proteinas com
as concentracdes intrafoliculares de horménios esteréides. O estagio do
desenvolvimento folicular levou a ativacao/inibicdo das vias candnicas
relacionadas com a resposta de fase aguda, sistema de coagulacao, sistema
complemento, receptor X do figado e retindide e producdo de oxido nitrico e
espécies reativas de oxigénio. A exposi¢cao continua ao estresse térmico afetou
0S mecanismos termorregulatérios, levando a um aumento pronunciado da

frequéncia respiratéria, seguido pelo aumento da temperatura retal. As variaveis
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ambientais do dia anterior foram mais importantes para explicar as respostas dos
parametros fisiolégicos e ingestdo de matéria seca, sendo a temperatura
ambiente o principal fator envolvido na troca de calor. Embora a exposicao
prolongada ao estresse térmico indiqgue um ajuste adaptativo, neste estudo foi
observada apenas aclimatacdo parcial. O crescimento folicular das vacas
expostas ao estresse térmico também foi afetado e pode, em parte, ser explicado
pela expressdo alterada das proteinas do fluido folicular. As proteinas
diferentemente expressas no fluido folicular revelaram que as vias da funcéo
imune e da cascata da coagulacao foram intimamente associadas com a inducao
experimental do estresse térmico.

Coletivamente, tais achados expandem o conhecimento corrente sobre o
efeito da hipertermia nos processos termorregulatorios da espécie bovina e
sobre os mecanismos moleculares e vias de sinalizacdo envolvidos na
foliculogénese e na reducdo da fertilidade de vacas leiteiras durante o verao,

oferecendo novas perspectivas para futuras pesquisas sobre o tema.





