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Resumo

Para tentar minimizar as perdas provocadas pelo estresse por calor, os bovinos, principalmente os
zebuinos que foram selecionados em clima tropical, conseguiram desenvolver mecanismos de tolerancia ao
calor. Entretanto, o desempenho reprodutivo de bovinos, principalmente de taurinos, é severamente afetado pelo
calor dos meses quentes do ano. Desta forma, considerando que a diminuicdo da fertilidade devido ao estresse
por calor constitui um problema multifatorial, esta revisdo tem por objetivo compreender como e quando o
estresse por calor afeta o desenvolvimento oocitario e o embrionério, a fim de desenvolver estratégias potenciais
que aumentem a fertilidade de rebanhos bovinos sob estresse por calor.
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Abstract

Bovines developed in tropical areas acquired genes that determine thermotolerance allowing these
animals to reach success in reproductive performance. However, fertility, mainly in Bos taurus, is severely
affected by heat stress in the hot months of the year. Thus, considering that the deleterious effect of heat stress is
a multifactorial problem, this review aims to present the relevant and recent information to obtain a better
understanding of how and when heat stress affects the embryonic development, offering a basis for the
development of potential strategies to increase fertility in a hot environment.
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Introducdo

Os bovinos que evoluiram em clima tropical, especialmente os zebuinos, sdo mais adaptados a climas
guentes por conseguirem preservar e/ou adquirir genes que determinam maior tolerancia ao calor, o que propicia
maior habilidade termorregulatéria e diminui sua passividade em apresentar hipertermia como resposta ao
estresse por calor (EC; choque térmico quando in vitro - CT). Sendo assim, exposicao a elevadas temperaturas
tem menos efeitos deletérios e pode ser um fator importante para determinar a sobrevivéncia embrionaria
(Krininger et al., 2003; Hansen, 2009).

Em programas de multiplicacdo de material genético por meio de transferéncia de embrides ou
producdo de embrides in vitro (PIV), por exemplo, se submetida ao EC, a vaca doadora pode apresentar elevada
temperatura nos odcitos e/ou embrides e aumentar a mortalidade embrionéria, restringindo, desta forma, a coleta
ou PIV a niveis insatisfatorios. Assim sendo, fica clara a necessidade de informagdes a respeito da influéncia
térmica sobre os o6citos e embrides, com o objetivo de aperfeicoar o manejo de fémeas em programas
reprodutivos e melhorar quantitativa e qualitativamente os embrifes. Esta revisdo tem por objetivo buscar um
melhor entendimento de como e quando o EC afeta o desenvolvimento oocitério e o embrionario.

Efeito do choque térmico (CT) sobre o desenvolvimento oocitario e 0 embrionario

Durante o verdo em regides tropicais, embriGes em estadio inicial de desenvolvimento sdo expostos a
altas temperaturas maternas, o que pode afetar sua qualidade. Vacas sob EC tém uma baixa porcentagem de
odcitos fertilizados, alta incidéncia de mortalidade embrionaria inicial e, consequentemente, menor prolificidade
(Eberhardt et al., 2009). O desenvolvimento embrionario no estadio de clivagem é muito suscetivel a elevadas
temperaturas. Estas provocam pequenos efeitos na sobrevivéncia de muitas células, mas podem ser letais para
embrides pré-implantados (Rivera et al., 2003; Garcia-Ispierto et al., 2006). Os efeitos deletérios do CT na taxa
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de clivagem s&o inconsistentes entre os diferentes estudos. E possivel que esta variagio se deva ao efeito do CT
na cinética das divisGes mitéticas, resultando em retardo na clivagem, com efeitos mais pronunciados no zigoto
do que nos estadios de mérula e blastocisto (Gendelman et al., 2010).

Muitos estudos, tanto in vivo como in vitro, evidenciam o efeito negativo do calor sobre o
desenvolvimento embrionario. Exposicdo de vacas ao EC durante o inicio da gestacdo limita a sobrevivéncia
embrionaria (Putney et al., 1989; Ealy et al., 1993). Culturas de embriBes expostas a elevadas cargas térmicas
apresentam reduzido desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto (Rivera e Hansen, 2001).

Em modelos in vivo, a quantidade e a qualidade de blastocistos (ou prenhez) sdo afetadas por EC tanto
nos o6citos como em embrides no estadio inicial de desenvolvimento. Trabalhos antigos ja indicavam o efeito do
calor em odcitos cujas doadoras Holandesas sob EC (42°C por 10 horas) no dia da inseminagdo apresentavam
reducdo na taxa de viabilidade de blastocistos (Putney et al., 1989).

Odcitos de vacas Holandesas de alta producdo apresentam menor taxa de blastocisto e maior
fragmentacdo embriondria quando obtidos no verdo, assim como vacas repetidoras de servi¢co produzem menos
embrides no verdo (Ferreira et al., 2011).

Com a melhoria nos protocolos de PIV, elevou-se a quantidade de pesquisas em culturas embrionérias,
com o objetivo de obter-se melhor esclarecimento celular/molecular do efeito do CT sobre os embrides jovens.
Para isso, é necessario que a temperatura do CT nos embrides seja semelhante a de vacas sob EC, com elevacéao
lenta (°C) até chegar ou ultrapassar 42°C. Sugiyama et al. (2003) avaliaram o desenvolvimento de dois grupos de
embrides produzidos in vitro e expostos a altas temperaturas (41°C por quatro horas) nos dois primeiros dias ou
no quarto dia. Nas duas situag¢@es, foi menor (P < 0,001) a quantidade de embriGes sob CT que chegaram ao
estadio de blastocisto. Os embriGes com CT nos dois primeiros dias de idade tiveram desenvolvimento inferior
ao do grupo com CT no quarto dia. Assim, CT durante estadios iniciais do desenvolvimento embrionério
aumenta a incidéncia de mortalidade de embrides jovens, principalmente nos dois primeiros dias de idade. No
mesmo sentido, Ealy et al. (1995) observaram que a incubacdo de embrides de duas células a 40,8°C por trés
horas ndo afeta seu desenvolvimento, mas tratamento térmico de 41 ou 42°C diminui o desenvolvimento
embrionario (P = 0,004). Porém, em temperatura menor (40°C) por um tempo maior (24 horas), zigotos
apresentam menor taxa de blastocisto que embribes recebendo o CT no momento da formacéo da moérula (dia 5;
Sakatani et al., 2012). Assim, CT a temperaturas e tens6es de oxigénio semelhantes as observadas in vivo pode
prejudicar a competéncia de desenvolvimento de zigotos bovinos.

E importante salientar que temperaturas de cultura de odcitos e embrides, para demonstrar os efeitos do
calor no desenvolvimento, sdo geralmente maiores que a temperatura corporal de vacas em EC. Neste sentido,
Rivera e Hansen (2001), ao buscarem mimetizar a condi¢do fisiolégica de vacas em EC (verdo da Flérida, EUA),
observaram que a fertilizacdo de odcitos a 41,5°C, comparada a 38,5 e 40°C, reduz a taxa de clivagem e a de
blastocisto. Também, zigotos e embribes de duas células expostos a 38,5, 40,0, ou 41,1°C, por trés, seis, nove e
12 horas, possuem menor taxa de blastocistos apenas quando a 41,1°C por nove ou 12 horas. Por fim, zigotos
expostos por oito dias a temperaturas flutuantes diérias similares a de vacas em EC (elevando-se de 38,5 a
40,5°C) apresentam menor taxa de blastocisto do que aqueles embrifes expostos por um dia apenas. Estes
resultados evidenciam que o desenvolvimento embrionario pode ser prejudicado em um CT por um periodo
curto de altas temperaturas, ou prolongado com temperaturas menores.

Efeito do choque térmico na expressao génica do embrido e influéncia do
grupo genético (Bos taurus x Bos indicus)

Para amenizar os efeitos do calor materno sobre o embrido, é possivel realizar-se modificagdes no
ambiente e na genética do animal por meio da utilizacdo de racas mais tolerantes ao calor para obter-se
melhorias nos indices reprodutivos (Rocha et al., 2012). O pool de genes dos mamiferos contém variantes
alélicas de genes especificos, que controlam a regulacdo da temperatura corporal e a capacidade de resposta
celular a hipertermia. Assim, a sele¢do genética, tanto natural quanto artificial, pode modular o impacto do EC
sobre a fungdo reprodutiva (Hansen, 2009).

E possivel que 0 mesmo gene ou genes que conferem termotolerancia celular estejam presentes em
zebus e taurinos adaptados, como o Senepol, 0 Romosinuano e o Caracu (Magee et al., 2002). Uma hipdtese
alternativa € que distintos genes de termotolerancia estdo presentes em diferentes genétipos e que a transferéncia
de genes para geracBes posteriores é extremamente relevante, mas todas as espécies podem suspender as
atividades reprodutivas se a situacdo se tornar desfavoravel (Von Borell et al., 2007).

A resposta ao estresse térmico inclui alteragdo de expressdo génica sob a regulagdo do fator de
transcri¢do de choque térmico (HSF) com uma répida inducéo de transcricdo de proteinas do choque (HSP) em
uma grande variedade de células e tecidos (Collier et al., 2008). No embrido, 0 HSF1 € essencial para a resposta
ao CT e também é necessario para o processo de desenvolvimento, sendo considerado o principal fator de
transcricdo de CT que se liga na regido promotora dos genes das HSPs e permite uma rapida inducdo de
expressdo de HSPs nas células submetidas a um ambiente estressor (Silva et al., 2013).

Os efeitos negativos da hipertermia materna sdo mais pronunciados durante o estro e a inseminagéo e
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durante as primeiras clivagens do embrido em desenvolvimento. Desta maneira, efeito deletério do EC na
fertilidade, o qual em parte depende da inibigdo do desenvolvimento embrionario (Ealy et al., 1993), pode ser
afetado pelo genodtipo e pelo estadio embrionario. O genoma embrionario em bovinos ndo pode ser totalmente
ativado antes do estadio de oito a 16 células, sendo, portanto, possivel que efeitos genéticos na resisténcia
embrionaria a elevadas temperaturas ndo sejam vistos antes deste estadio de desenvolvimento (Memili e First,
2000). O desenvolvimento embrionario inicial em muitas espécies é suportado por RNAs e proteinas sintetizadas
durante a oogénese. Dependendo da espécie, a transcricdo zigética/embriondria inicia em momento especifico
pos-fertilizacdo, sendo a ativacdo da expressdo dos genes do zigoto/embrido feita pela gradual degradacdo do
RNAm e proteinas reservadas pelo odcito (Memili e First, 2000). Isto devido ao fato de que ha um baixo nivel da
atividade transcricional (sintese de RNAm) na estrutura da cromatina, que pode ser chamada de “menor ativacao
genética”, entre os estadios de uma a quatro células, e uma gradual elevagéo desta sintese, a qual representa um
papel importante no controle da expressdo genética, sugerindo que ha maior ativacdo comecando no estadio de
oito células em embrides bovinos (Memili e First, 1999).

Termorresisténcia vs. grupo genético

EmbriGes de animais Bos indicus submetidos ao EC durante os estadios iniciais de desenvolvimento
apresentam maior habilidade de sobrevivéncia em comparacdo a embrifes de animais Bos taurus ou cruzados
(Paula-Lopes et al., 2003; Eberhardt et al., 2009; Rocha et al., 2012). Entretanto, Krininger et al. (2003)
abateram vacas Brahman e Holandesas e coletaram embrifes nos dias dois e cinco apoés a IA, a 41°C por quatro
horas e meia, e observaram que os efeitos genéticos na termotolerancia celular que fazem embrides Brahman
mais resistentes ao CT ndo sdo expressos no estadio de duas a quatro células no segundo dia pés-1A.

Em embrides PIV, no estadio de nove a 16 células (dia 5 pds-1A) expostos a 41°C por seis e hove horas,
a diminuicdo na taxa de blastocisto causada pela temperatura de 41°C por seis horas é menor na raca Brahman
(29% a 38,5°C; 15% a 41°C) do que na raga Holandesa (32% a 38,5°C; 0% a 41°C; Rivera e Hansen, 2001).
Similarmente, embrides de Angus sob CT apresentam menor taxa de blastocisto e menor nimero de blastdmeros
do que embrides de Brahman (Paula-Lopes et al., 2003), sugerindo que células de ragas termotolerantes sao
menos comprometidas por elevadas temperaturas do que células de ragas sensiveis.

Desta maneira, a tolerancia ao CT ¢é inerente a raca (origem do odcito, espermatozoide, ou ambos). O
CT (41°C, 12 horas pos-I1A, 96 hpi) influencia no desenvolvimento embrionario de odcitos de vacas Nelore e
Holandesa, e a resisténcia ao CT de embrides PIV por fertilizacdo de odcitos de animais Holandeses nao foi
influenciada pela raca do pai (Gir x Holandés), indicando que o odcito desempenha um papel mais importante do
que o espermatozoide no desenvolvimento de termotolerancia embrionaria inicial (Satrapa et al., 2011).

Silva et al. (2013), ao compararem a expressao dos genes COX2, CDX-2, IFN-t, HSF1, HSP70 e
PLACS relacionados com o desenvolvimento embrionario inicial, em embrides bovinos PIV (zebuinos vs.
taurinos) submetidos ou ndo ao EC, puderam observar que o CT (41°C, seis horas, 96 hpi) reduziu
significativamente a produgdo de blastocistos em taurinos, mas ndo em zebuinos. Além disso, foi identificado
que os genes CDX-2, COX2, HSF1 e PLACS (importantes para o desenvolvimento embrionario inicial) possuem
expressdo reduzida principalmente em taurinos sob CT.

As HSPs sdo chaperonas que promovem a protecdo celular contra efeitos deletérios do calor,
prevenindo a desnaturacdo proteica (Kregel, 2002). Suas transcrigdes sdo aumentadas com o choque térmico e
outros estimulos estressantes e constituem um indicador de estresse em embrides bovinos (Kiang et al., 1998).
As HSPs podem estabilizar os efeitos negativos do ambiente como uma resposta ao estresse e, assim, aumentar,
a proliferacdo/reparo celular e a sobrevivéncia embrionéria, inibindo a apoptose e, consequentemente,
prevenindo a morte celular. A HSP70 e a HSP40 implicam a protecdo contra apoptose induzida por uma
variedade de estimulos (Gotoh et al., 2004).

Defesas celulares contra o choque térmico em diferentes fases do desenvolvimento embrionario
Zigoto a embrido de oito células

A capacidade de transcricdo celular em resposta a elevadas temperaturas parece ser importante para
protecdo ao CT e expressao de diferencas genéticas (Memili e First, 2000; Krininger et al., 2003). A aquisicao de
termotolerancia pode incluir mudancas na capacidade de producéo de moléculas envolvidas em termoprotecéo,
tais como HSPs ou antioxidantes (Kawarsky e King, 2001).

Células submetidas a varios fatores estressantes aumentam a producdo de HSPs, que estdo presentes em
organismos, abrangendo da bactéria ao homem. A identificacdo de genes HSP especificos que contribuam para a
sobrevivéncia dos embrides pode ser uma oportunidade Gnica para melhorar a protecdo dos embrides de PIV de
diferentes condices tdxicas, favorecendo a concepgdo e a manutencéo da gestagdo (Zhang et al., 2011).

O fato de embriGes nos estadios de duas a quatro células serem mais susceptiveis a elevacGes de
temperatura do que embrides no estadio de mérula deve-se, principalmente, a incapacidade destes embrides em
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sintetizar HSP70 como resposta ao EC (Kawarsky e King, 2001). A sintese das HSPs ocorre prematuramente no
estadio de oito células devido a completa ativacdo do genoma embrionario (Ealy et al., 1993). No estadio de oito
células em diante, 0 aumento da sintese de RNAm HSP70 em resposta ao CT pode ser responsavel pela
resisténcia embrionaria a elevadas cargas térmicas (Kawarsky e King, 2001).

A diminuicdo da sobrevivéncia embrionaria apés a exposicdo a elevadas temperaturas envolve um
aumento na producdo de radicais livres, 0s quais sdo moléculas que possuem elétrons sem par, ou seja, que estao
desbalanceadas e que se ligam a outras moléculas, como lipidios, proteinas e &cidos nucleicos, causando dano
celular (Sakatani et al., 2012). A geracdo de espécies reativas do oxigénio em resposta ao EC diminui com o
avanco do desenvolvimento dos embrifes bovinos, enquanto a concentracdo intracelular de antioxidantes
citoplasméticos aumenta (Hansen, 2009).

Embrido acima de oito células

Mesmo com ativacdo genética e sintese de RNAm em embriGes com estaddio de desenvolvimento
avangado, como morula e blastocisto, o CT interfere de forma negativa, diminuindo as taxas de prenhez. Isto se
da pelo fato de elevadas cargas térmicas destruirem o material genético (DNA), induzindo as células a apoptose.
A apoptose tem papel no desenvolvimento de mamiferos como um mecanismo de controle de qualidade para
eliminar células danificadas, afuncionais, anormais ou malformadas. Células muito danificadas pelo EC que néo
sofreram apoptose sempre se tornam necréticas (Paula-Lopes e Hansen, 2002). A apoptose no estadio acima de
oito células coincide com o periodo de maior ativacdo genética, e & possivel, portanto, que a transcri¢ao
embrionéria esteja envolvida na resposta apoptdtica em embrides. Além disso, a apoptose é critica para a
aquisicdo de competéncia de desenvolvimento dos odcitos de animais pré-puberes (Zaraza et al., 2010).

A exposicdo de embribes de 16 a 32 células a CT resulta em aumento do nimero de blastdmeros com
ndcleo apoptdtico. Sendo assim, a eliminacdo de blastdmeros comprometidos com apoptose pode ser critica para
a continuacdo da sobrevivéncia de embribes a estadios avancados (Paula-Lopes e Hansen, 2002).

Em receptoras inovuladas com embrides de sete dias pos-1ATF, a taxa de concepgcdo € menor em vacas
receptoras que apresentam maiores temperaturas de pele, e a probabilidade de prenhez eleva-se em cerca de 25%
desde o inicio até o final da tarde (Costa e Silva et al., 2010). A exposicdo de novilhas superovuladas submetidas
ao estresse por 10 horas comegando no inicio do estro ndo afetou a taxa de fertilizacdo, porém reduziu a
proporcdo de embrides normais coletados (Hansen e Aréchiga, 1999).

Rensis e Scaramuzzi (2003) puderam observar uma varia¢do de 20 a 30% na taxa de concepg¢do quando
compararam as estagdes quente e fria, em vacas de leite sob mesmo manejo e alimentacdo. Esta reducdo na
fertilidade pode ser significativa, visto que taxas de concep¢do de 10% ou menos sdo comuns durante 0s meses
quentes (Hansen, 2009).

Macedo et al. (2012) avaliaram o efeito da temperatura e umidade do ar, no verdo em regido tropical, na
recuperacdo de embrides bovinos de fémeas Nelore e puderam observar que uma alta carga térmica nesta época
do ano, expressa pelo indice de temperatura e umidade, no dia da inseminagéo e nos dias seguintes (durante a
clivagem embrionéria), compromete a quantidade de embrides, sua viabilidade e, consequentemente, o
desempenho reprodutivo. Pode-se, entdo, considerar que o calor tem sido determinante no comprometimento da
eficiéncia reprodutiva, além de requerer a associagdo de eventos diversos, como maturacdo folicular, biossintese
de estradiol, inducdo do pico de horménio luteinizante, ovulacdo e expressdo do comportamento sexual, que
devem ocorrer de forma coordenada e ser expressos cada qual no seu momento exato.

Considerac6es finais

Odcitos e embrides até o estadio de blastocisto sdo muito sensiveis ao calor. Desta maneira, 0 estresse
por calor afeta severamente o desenvolvimento embriondrio inicial. Portanto, ao se ponderar o conhecimento
discutido nesta revisdo, pesquisas sobre o tema propiciariam o desenvolvimento de estratégias potenciais para
elevar a fertilidade de fémeas bovinas, principalmente considerando-se os aversivos verdes das regifes tropicais.
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