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Project abstract:

O efeito deletério do estresse térmico na fertilidade animal é um problema multifatorial, afetando tecidos e
células do sistema reprodutor em mamiferos. No sistema reprodutor masculino, o estresse térmico compromete a
espermatogénese afetando negativamente a morfologia, a cinética, e a capacidade fecundante do espermatozoide,
induzindo ao estresse oxidativo e aos danos no DNA, entre outras alteracdes celulares e moleculares. Existem
evidéncias de que a exposi¢do de animais puberes a diferentes condi¢des de estresse durante a espermatogénese
causa alteracdes epigenéticas imediatas e transgeracionais no gameta masculino. No entanto, pouco se sabe sobre
os efeitos imediatos e/ou tardios do estresse térmico em animais pré-ptberes. Desta forma, este projeto visa
determinar: 1) os efeitos do estresse térmico aplicado em camundongos machos pré-ptiberes e avaliado nos
periodos pré-pubere (efeito imediato) e pibere (efeito tardio) sob aspectos morfofisiol6gicos, hormonais,
epigenéticos e bioquimicos das células testiculares e dos espermatozoides; 2) os efeitos tardios do estresse
térmico em camundongos pré-puberes sob a fertilidade destes animais. Para tanto, casais da linhagem CD1-Suico
serao utilizados para obtengao de ninhadas. No 10° dia de desenvolvimento pds-natal (P10), as femeas lactantes e
seus filhotes serdo aleatoriamente alojados em camara climética sob as condi¢des controle (21°C durante o dia
todo) e estresse térmico (35°C por 12 horas do periodo de luz e 21°C por 12 h durante o periodo escuro) até o 21°
dia de desenvolvimento pds-natal (P21). Em seguida, os animais serdo mantidos na condi¢io controle até o dia
da eutanasia. No primeiro experimento, os camundongos serdo eutanasiados nos periodos pré-ptbere (P22) e
ptibere (P90) para coleta de sangue (avaliagdao dos niveis de testosterona sérica) e dos testiculos. Um dos
testiculos serd fixado em 4% (p/v) paraformaldeido visando a quantificagdo das células testiculares (histologia
classica e Escore de Johnsen), o outro testiculo serd congelado a -80°C para avalia¢do dos niveis testosterona
testicular. Exclusivamente no periodo ptibere, os espermatozoides serdao coletados do epididimo para a avaliagio
da metilacao de DNA (imunofluorescéncia), do perfil funcional (CASA) e bioquimico (Microespectroscopia
Raman). Em um segundo experimento, os camundongos serdo submetidos a0 mesmo modelo de estresse térmico
e acasalados com fémeas controle para avaliacao da fertilidade pela coleta de blastocisto no dia 3,5 apds o
acasalamento e a taxa de gestacao.
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Efeitos do Estresse Térmico na Espermatogénese de Camundongos Pré-Puberes: Aspectos
Celulares e Epigenéticos

No Experimento 1 — Efeito imediato e tardio do estresse térmico na espermatogénese de camundongos machos pré-
puberes, serdo coletados os seguintes dados: Peso corporal e testicular; Niveis de testosterona sérica e testicular;
Quantificagao e qualificagc@o de células da espermatogénese; Niveis de metilagdo de DNA espermético; Perfil

funcional e bioquimico de espermatozoides.

No Experimento 2 — Efeito do estresse térmico em camundongos machos pré-puberes sob a fertilidade, serdo

coletados os seguintes dados: (Taxa de blastocistos e taxa de gestacao)

Expectativa de 3 a 5 réplicas por experimento.

Ap6és os tratamentos os camundongos serdo anestesiados, decapitados para coleta de sangue da regidio do tronco e
dissecados para coleta das demais amostras. Assim, os dados serdo coletados da seguinte forma:

« Pesagem corporal: Os animais serdo pesados nos dias 10, 15, 21 de desenvolvimento pds-natal (n= 20
machos/grupo);

« Pesagem testicular: Os testiculos coletados dos animais eutanasiados serdo pesagem em balanca analitica (n=
40 testiculos/grupo);

« Niveis de testosterona sérica: Sangue serd coletado da regido do tronco do animal e seguird para avaliagdo dos
niveis de testosterona sérica por Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (n= 20 amostras/grupo);

« Niveis de testosterona testicular: Os testiculos esquerdos serdo coletados, congelados e seguirdo para
avaliar¢do da testosterona testicular por Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (n= 20
testiculos/grupo);

« Perfil Bioquimico do espermatozoide: Os espermatozoides serdo coletados da cauda do epididimo e seguirdao
para coleta dos espectros das cabecas dos espermatozoides por Espectrometria Raman.Os espectros serdo
tratados e analisados com o software IgorPro versdo 8 (n= 10 espermatozoides/grupo);

« Perfil Funcional do espermatozoide: Os espermatozoides serdo coletados da cauda do epididimo e seguirdo
para avaliacdo do perfil funcional por Computer Assisted Sperm Analysis (CASA). Os seguintes parametros
de cinética serdo avaliados: velocidade curvilinea (VCL Jm-s-1), velocidade média (VAP m-s-1),
velocidade em linha reta (VSL dm-s-1), amplitude lateral da cabeca (ALH, um) e linearidade (LIN %).
Avaliag@o das imagens serd feito no software CASA nova. (n= 20 videos /animal/grupo) ;

« Quantificacdo e qualificacdo de células da espermatogénese: Os testiculos direitos coletados serdo fixados em
paraformoldeido, emblocados em parafina, seccionados e transferidos para uma ladmina de vidro para
avaliacdo da histologia. Serdo contabilizados o nimero de nimero de espermatogdnias, espermatocitos,
espermétides, células de Sertolli e Leydig, e avaliadas pelo Escore de Johnsen (n= 10
avaliacdes/animal/grupo);

« Niveis de metilacdo de DNA espermético: Os espermatozoides serdo coletados da cauda do epididimo,
fixados, marcados com anticorpo fluor6foro e avaliados em microscépio de fluorescéncia. As imagens serdo
analisadas no programa Image J para a quantifica¢do da intensidade de fluorescéncia da metilacdo de DNA
por espermatozoide. Serd utilizada a ferramenta de marcacgao circular para delimitar a regido de interesse
(espermatozoide) e quantificacdo da flourescéncia média e a area total (10 avaliagdes/animal/grupo);

« Taxas de blastocisto e gestacdo: Fémeas serdo superovuladas e transferidas para gaiolas com um macho. A
confirmagdo do cruzamento serd através da observacao do tampao vaginal na manha seguinte, considerado

dia 0,5 desenvolvimento embriondrio. As fémeas gravidas serdo eutanasiadas no dia 3,5 para a coleta de



blastocistos contabilizados em estéreomicroscopio. A taxa de gestacdo serd calculada pelo niimero de fémeas
gestantes dividido pelo nimero de fémeas disponiveis (40 fémeas/grupo).

Os dados serao submetidos a andlise de variancia (ANOV A) pelo método dos quadrados minimos usando o
procedimento General Linear Models (GLM) do statistical analysis systems (SAS). As varidveis dependentes e
independentes serdo estabelecidas de acordo com o delineamento experimental. Os modelos estatisticos usados

para os experimentos conterdo os efeitos principais.

Os dados serdo inseridos em planilhas do programa Excel, em abas especificas, identificadas para cada tratamento,
para cada andlise realizada. Imagens e arquivamento de laminas e, caso haja, amostras adicionais para repetir os
dados. Posteriormente serdo encaminhados para andlise estatistica em programa especifico respectivo a cada

analise.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da institui¢do antes do inicio da execucio, assegurando o

cumprimento de todos os critérios de bioética.

Os dados gerados por este projeto serdo de propriedade da Instituicio Universidade Federal de Sao Paulo
(UNIFESP). Porém, estes podem ser disponibilizados para comunidade cientifica através da disponibilizagdo em
bancos publicos, além de artigos cientificos publicados em revistas especializadas.

Durante o desenvolvimento do projeto,os dados serdo armazenados no sistema de nuvem do Google Drive
disponibilizado pela Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), nos computadores pessoais dos pesquisadores

envolvidos, e em cOpias armazenadas em um HD externo.

O acesso ao conteddo serd realizado pelos pesquisadores envolvidos no projeto que possuirem a senha de acesso. A
senha serd disponibilizada para aqueles que tenham legitimado e comprovado interesse nos dados obtidos e
solicitado acesso a eles.

Serdo armazenados os livros de laboratério e dados processados no projeto. Os dados brutos poderdo ser

depositados num repositério.
Os dados serao preservados por pelo menos 10 anos a contar do momento Inicio do projeto.

Os dados serdo compartilhados por meio de apresentacdes em congressos e simposios, além da publicagdo de

artigos cientificos e pelo repositorio institucional da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

Os dados estaro acessiveis a todos que tenham interesse cientifico e possam gerar novas conclusdes a partir dos

mesmos.
Os pesquisadores envolvidos no projeto serdo responsdveis por todos os dados produzidos.

Os recursos necessarios para execucdo deste projeto consistem em amplo acesso a plataformas online que permitam

a coleta dos documentos € a conexdo com os interessados.
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