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RESUMO

LOPES, G.V.R. EFEITO DO ESTRESSE TERMICO SOBRE EMBRIOES
EQUINOS PRODUZIDOS IN VIVO DURANTE SIMULACAO DE
TRANSPORTE. Botucatu — SP. 2024. 51p. Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

O aumento da temperatura global e seus extremos climaticos impactam na reproducéo,
bem como nos métodos de transporte de embrides. Este estudo objetivou avaliar efeito
do estresse térmico (ET) sobre o embrido equino durante diferentes simulacGes de
transporte. Os embrides foram coletados através de lavados uterinos 8 ou 9 dias apos a
ovulacdo, analisados (MO0) quanto a sua morfologia e divididos em grupo controle (n=7,
avaliacdo imediatamente apos colheita); 15°C (n= 6, mantidos & 15°C por 24h); 32°C (n=
6, mantidos a 32°C por 24h); 15°C-ET (n= 6, mantidos a 15°C por 24h e submetido a
estufa & 50°C por 2h); 32°C-ET (n= 6, mantidos a 32°C por 24h e submetido a estufa &
50°C por 2h ) e ET (n= 7, submetido ao estresse térmico por 2h em estufa a 50°C em
criotubo). O acondicionamento dos embrifes foi realizado em caixas isotérmicas
(Botuflex®, Botupharma, Botucatu, SP) seguindo as descri¢des do fabricante nos grupos
15°C e 15°C-ET e, nos grupos 32°C e 32°C-ET, foram colocados dois gelos descartaveis
mantidos em banho maria a 32°C por 48h. Os grupos submetidos ao ET ficaram 2h em
estufa a 50°C. Os embribes passaram por avaliacdo (M1) morfologica e estresse oxidativo
(TBARS-ng/mL). Na analise estatistica foi usado ANOVA e Kruskal-Wallis comparando
0s grupos, seguido por Tukey comparando as médias, para avaliagdo morfoldgica foi
utilizado teste Wilcoxon e o modelo linear para estresse oxidativo a um nivel de
significancia de 5%. O ET em estufa promoveu aumento da temperatura da caixa em 4h
e 6h, e reducdo até 24h (grupos 15°C-ET e 32°C-ET). O grupo ET mostrou aumento
(P<0,001) a partir dos 30 minutos e manteve acima de 41,2°C durante as 2h. A taxa de
crescimento o grupo 32°C-ET foi maior que os grupos 15°C, 15°C-ET e ET; o grupo ET
menor que o0 15°C, 32°C e 32°C-ET. Apenas o grupo ET diferiu (P=0,0006) o grau de
qualidade do M0 (G1+) para o M1(G2-), e obteve resposta oxidativa (1627 ng/mL;
P<0,0001) maior que todos os grupos. Os grupos controle (227 ng/mL), 32°C (193,7
ng/mL) e 15°C-ET (160,3 ng/mL) foram semelhantes quanto a resposta oxidativa,
enquanto o grupo 15°C (93,7 ng/mL) foi menor que os demais grupos. Considerando o
grupo controle representativo da resposta oxidativa esperada para os embrides produzidos
in vivo (D8/D9), o acondicionamento a 32°C se mostrou mais seguro quando nao
submetido a condigdes de temperaturas elevadas, justificado pela curva de temperatura
homogénea e a taxa de crescimento embrionario. Porém, a refrigeracdo a 15°C pode ser
mais adequada quando o sistema de acondicionamento for exposto as altas temperaturas.

Palavras-chave: estresse térmico, qualidade embrionéria, resposta oxidativa,
acondicionamento.
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ABSTRACT

LOPES, G.V.R. EFFECTS OF HEAT STRESS ON IN VIVO PRODUCED EQUINE
EMBRYOS DURING SHORT STORAGE SIMULATION. Botucatu— SP. 2024. 51p.
Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

The increase in global temperature and its climactic extremes impact reproduction, as
well as embryo transport methods. The aim of this study was to evaluate the effect of heat
stress (HS) on equine embryos during different short storage simulations. The embryos
were collected through uterine lavage 8 or 9 days after ovulation, analyzed (MO) for their
morphology and divided by change into: control (n= 7, evaluation immediately after
collection); 15°C (n= 6, storage at 15°C for 24h); 32°C (n= 6, storage 32°C for 24h); HS-
15°C (storage ate 15°C for 24h and subjected to HS for 2h); HS-32°C (n=6, storage 32°C
for 24h and subjected to HS for 2h) and HS (n= 7, subjected to HS for 2h). The embryos
were storage in isothermal boxes (Botuflex®, Botupharma, Botucatu, So Paulo, Brazil)
according to the manufacturer’s descriptions in the 15°C and HS-15°C groups, and in the
32°C and HS-32°C groups, two disposable ices were placed and kept in a water bath ate
32°C for 48h. The groups submitted to HS were spent 2h in an incubator at 50°C. The
embryos underwent morphological (M1) and oxidative stress (TBARs; ng/mL). In the
statical analysis, ANOVA and Kruskal-Wallis were used to compare the groups, followed
by Tukey comparing the means, for morphological evaluation of the embryos, the
Wilcoxon test and linear model for oxidative stress were used (P<0,005). The HS in the
incubator increased the temperature of the box at 4 and 6h and reduced it up to 24h (HS-
15°C and HS-32°C). The HS group showed an increase (P<0.001) from 30 minutes on
wards and remained above 41,2°C during 2h. The growth rate differed between the groups
at M1, in which the HS-32°C group was higher than 15°C, HS-15°C and HS groups; the
HS group was lower than 15°C, 32°C and HS-32°C. Only the HS group differed
(P=0.0006) the quality grade from M0 (G1+) to M1 (G2-) and obtained an oxidative
response (1627 ng/mL; P<0.001) was higher than all groups. The control (277 ng/mL),
32°C (193.7 ng/mL) and HS-15°C (160.3 ng/mL) groups were similar in terms of
oxidative response, while the 15°C (93.7 ng/mL) group was lower than the other groups.
Considering the control group representative of the oxidative response expected for day
8 or 9 embryos produced in vivo, the storage at 32°C proved to be safer when not
subjected to high temperature conditions, justified by the homogeneous temperature
curve and the embryonic growth rate. However, refrigeration at 15°C seems to be more
appropriate when the storage system is exposed to high temperatures.

Keywords: Heat stress, embryo quality, oxidative response, storage.
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CAPITULO 1



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil ocupa um lugar de destaque na producgédo de embri&o equino no mundo.
A busca constante por novas biotecnologias tornou o pais um dos lideres mundiais na
transferéncia de embrides (TE) produzidos in vivo (VIANA,2021), o que mostra a
relevancia desta tecnologia utilizada a campo, otimizando a economia equestre atual
(SQUIRES, 2020).

O transporte de embrides por periodos curtos € um importante exemplo desta
biotecnologia (MOUSSA et al., 2006; MOYA-ARAUJO et al., 2010), que possibilita o
uso de doadoras e receptoras que ndo se encontram na mesma propriedade e permitiu o
transporte embrionério por até 24h (CUERVO-ARANGO et al., 2015). Apesar da
aplicacdo e importancia dentro dos programas de TE, poucos sdo os estudos que avaliam
as condigdes disponiveis a campo, considerando os meios utilizados atualmente e o
aumento da temperatura média global, para que os embrides sejam transportados em
seguranga e com minimas lesdes celulares (IPCC - Intergovernmental Panel on Climate
Change; CLARK et al., 1987; COOK et al., 1989; CARNEY etal., 1991; CARNEVALE
et al., 2000; MOUSSA et al., 2002, 2003, 2004, 2006).

No Brasil predomina-se o clima tropical caracterizado por altas temperaturas na
estacdo reprodutiva, com médias diarias superiores a 20°C e condi¢des extremas ao longo
do dia, atingindo temperaturas acima de 30°C (Instituto Nacional de Meteorologia,
MAPA). Nos ultimos 50 anos foi observado um aumento médio de pelo menos 1°C em
todas as regides do pais, e o Painel Brasileiro de Mudangas Climéaticas prevé uma
tendéncia de aquecimento entre 1 e 1,5°C até 2040 (MENEGASSI et al., 2023).

Os efeitos prejudiciais das variagfes climaticas no desempenho reprodutivo ja
foram estudados em outras espécies (GARCIA-ISPIERTO et al., 2006; SANTOLARIA
et al.,, 2010), e a influéncia de altas temperaturas reflete na qualidade do embrido
recuperado (MORTENSEN et al.,2009; CAMPBELL, 2014) e nas condi¢cbes de
transporte e qualidade seminal (AVANZI et al., 2006). Entretanto, o efeito do estresse
térmico sobre embries equinos produzidos in vivo durante simulacdo de transporte de
ndo foi estudado até o momento. Estudo recente associou a alta temperatura e umidade
com aumento da perda embrionaria precoce em éguas receptoras de embrido, justificada
pela sensibilidade embrionaria no momento e na semana apés TE (YU et al., 2022). Logo,
€ possivel que os extremos na temperatura durante o transporte curto afetem a viabilidade
embrionéria.

Sendo assim, este estudo tem como objetivo avaliar o efeito do estresse térmico
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