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Impacto do estresse térmico na maturacgio oocitaria in vitro em bovinos: uma revisao
Impact of heat stress on oocyte in vitro maturation in bovine. a review
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Resumo

O estresse térmico, que ocorre nos meses mais quentes do ano, é a principal causa da redugdo da
fertilidade em mamiferos nesse periodo. Pode ser ocasionado por respostas indiretas com efeitos sist€émicos, bem
como por respostas locais nas células ovarianas. Estudos tém demonstrado uma sensibilidade dos odcitos
bovinos crescidos in vivo ao estresse térmico, culminando com efeitos negativos na maturagdo tanto in vivo
quanto in vitro. Os efeitos negativos mais observados sdo: aumento nas taxas de apoptose e de espécies reativas
de oxigénio, altera¢des na produgdo hormonal e redugdo nas taxas de odcitos que alcancam o estagio de metafase
II in vitro. A presente revisdo tem como propdsito abordar os principais aspectos relacionados ao impacto do
estresse térmico em odcitos bovinos.
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Abstract

During the summer period, heat stress is the main cause of infertility in mammals. Heat stress can be
caused by indirect responses with systemic effects, as well as local responses in ovarian cells. Studies have
shown a sensitivity of oocytes grown in vivo to heat stress, culminating with negative effects on in vivo and in
vitro maturation. The most common negative effects of heat stress are. increasing the apoptotic rate and reactive
oxygen species production, altering the hormone production, and reducing the number of oocytes that reach
metaphase 11 stage in vitro. This review addressed some important aspects related to the impact of heat stress in
cattle oocytes.
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Introducao

O estresse térmico que ocorre nos meses mais quentes do ano ¢ a principal causa da reducdo da
fertilidade em mamiferos nesse periodo (Dobson e Smith, 2000), em especial, na espécie bovina (Gendelman e
Roth, 2012). Tal fendmeno pode ser ocasionado por respostas indiretas com efeitos sistémicos, alterando a taxa
de perfusdo vascular no ovario, bem como por respostas locais nas células ovarianas, com destaque para o
comprometimento da maturagdo do odcito (Wise et al., 1988).

Estudos anteriores vém demonstrando que os 06citos bovinos crescidos in vivo sdo sensiveis ao estresse
térmico, que pode ocasionar efeitos negativos na maturagdo tanto in vivo (Gendelman e Roth, 2012) quanto in
vitro (Nabenishi et al., 2011). Dentre esses efeitos negativos destacam-se: aumento nas taxas de apoptose e de
espécies reativas de oxigénio (EROs; Nabenishi et al., 2011); alteragdes na produgdo de progesterona (Rispoli et
al., 2013), bem como redugdo nas taxas de odcitos que alcancaram o estagio de metafase II (MII) in vitro
(Nabenishi et al., 2011; Maya-Soriano et al., 2012). Por outro lado, Payton et al. (2011) observaram um aumento
na expressdo das proteinas de choque térmico (HSP), quando complexos cumulus-odcito (CCOs) foram
submetidos a elevadas temperaturas durante a maturacdo in vitro (MIV). HSP sdo proteinas extremamente
importantes, que desempenham um papel chave na sobrevivéncia celular, modulando as vias da apoptose ante o
estresse térmico (Castro et al., 2013).

Tendo em vista a gama de respostas oriundas do estresse térmico que reduzem as taxas de maturacao
oocitaria, este trabalho ird abordar alguns aspectos importantes relacionados ao impacto do estresse térmico em
odcitos de bovinos.

Maturacio oocitaria
A maturagdo oocitaria compreende uma sequéncia complexa de eventos nucleares, citoplasmaticos e

moleculares. Esse evento ocorre devido a varias modificagdes estruturais e moleculares no citoplasma, que, por
sua vez, culminam com o odcito em MII, apto a ser fecundado (Sirard, 2001).
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No inicio da maturagdo oocitaria, o odcito estd com os cromossomos descondensados e envolto por uma
membrana nuclear integra, caracterizando a vesicula germinativa (VG). Quando os odcitos sdo cultivados in
vitro, estes sdo capazes de retomar a meiose de forma espontanea (Pincus ¢ Enzmann, 1935). O rompimento da
VG ¢ o primeiro sinal de retomada da meiose (Anas et al., 2000). Posteriormente a retomada da meiose, o odcito
alcanca a fase de metafase I, agora com a formacdo de uma placa metafésica no citoplasma. Por fim, ocorre a
extrusdo do primeiro corpusculo polar. Essa fase é caracterizada como o odcito em MII (maturacdo nuclear)
(Edwards et al., 2005).

A maturacdo citoplasmatica ¢ considerada um conjunto de eventos em que o o6cito torna-se capaz de
ser fecundado e assegurar um desenvolvimento embriondrio inicial normal. Esse processo se da por uma
redistribuicdo das organelas, que ocorre no citoplasma do odcito e se inicia no estdgio de VG, culminando com o
oocito em MII (Mao et al., 2014). A maturagdo molecular, por sua vez, compreende a fase de transcrigdo,
armazenamento e processamento de RNAm (Crocomo et al., 2013). O controle celular observado durante a
progressdo meiodtica do odcito do estagio de VG para MII é realizado por meio de diversas sinalizagdes celulares,
que envolvem a interagdo de varios genes. Dessa forma, o desenvolvimento do odcito depende dos transcritos
maternos que foram armazenados no seu citoplasma (Paynton et al., 1988), ou ainda da passagem desses
transcritos das células somaticas circundantes para o o6cito por meio das jungdes “gap” (Assou et al., 2013).
Alteragdes temporais nos transcritos presentes no oocito no decorrer da progressdo meiotica podem ser devido a
presenca de micro RNAs (Tesfaye et al,, 2009). Os micro-RNAs sdo pequenas moléculas de RNA ndo
codificantes que regulam a expressido génica pos-transcricional (Hutvagner et al., 2002). Gilchrist et al. (2016)
observaram auséncia de alguns micro-RNAs em odcitos em estagio VG, porém presentes em odcitos em MII,
indicando transcri¢do durante a matura¢do oocitaria em bovinos.

Esteroidogénese

A esteroidogénese ovariana ocorre por meio da interagdo de duas células que compdem o foliculo
ovariano (células da teca e da granulosa), as quais tem a capacidade de biossintese de esteroides (Hickey et al.,
2005).

A produgdo de progesterona (P4) ¢ feita mediante a conversdo de pregnenolona em P4 por meio da
enzima 3f-hidroxidesidrogenase (3BHSD) nas élulas da teca. A P4 sintetizada pode atuar como substrato na
produ¢do de androstenediona, que, por sua vez, pode ser convertida em testosterona. Este horménio tem a
capacidade de adentrar nas células da granulosa, onde a enzima aromatase, sob influéncia do horménio foliculo
estimulante (FSH), converte a testosterona em estradiol (E2; Lima-Verde et al., 2011).

Durante a MIV, ¢é observada uma reducdo dos niveis de E2 concomitante ao aumento de P4 Tal fato
pode ser explicado por uma redugdo e um aumento na expressdo de RNAm para as enzimas aromatase e 3HSD,
respectivamente (Lima-Verde et al., 2011). Por outro lado, quando os CCOs estdo sob estresse térmico durante a
MIV, ocorre tanto uma queda na sintese de E2 quanto um aumento substancial dos niveis de P4 (Rispoli et al.,
2013; Paes et al., 2016). A redug@o de E2 pode ser explicada por uma baixa expressdo de RNAm para caveolina,
que tem um papel chave na transducéo de sinal de muitos fatores (Ceresa e Schimidt, 2000), como, por exemplo,
o FSH (McKenize e Cohen, 2009). Ja o aumento de P4 pode ser devido a um aumento na expressao de RNAm
para as enzimas CYP11A1l e 3BHSD, que @stenvolvidas na conversdo de colesterol para pre gnenolona e
pregnenolona para progesterona, respectivamente (Rispoli et al., 2013).

Estresse oxidativo

As EROs sdo importantes segundo mensageiros, podendo atuar na regulacdo da expressdo de genes
sensiveis aos sinais redox. Entretanto, em concentragdes elevadas, causam danos celulares, que podem culminar
com o processo de apoptose (Circue e Aw, 2010). Esse acontecimento ¢ produto de um desequilibrio do
potencial redox intracelular, levando a célula ao estado de estresse oxidativo. A disparidade do potencial redox ¢é
oriunda de um aumento das EROs e/ou da reducdo dos niveis de antioxidantes (Deleuze e Goudet, 2010). A
mitocondria é a maior geradora desse produto intracelular, desviando aproximadamente 1 a 2% de todo o seu
oxigénio consumido para a formagao de EROs (Circu e Aw, 2010).

Entre os antioxidantes, a glutationa exerce uma importante fungdo na defesa aos danos provenientes das
EROs (Hammond et al., 2001). A glutationa ¢ sintetizada no citosol e posteriormente distribuida tanto em nivel
intracelular, atuando nas mitocondrias, no reticulo endoplasmatico e no nucleo, quanto no espago extracelular,
para poder ser utilizada por outras células e tecidos (Ballatori et al., 2009).

Durante a MIV de complexos cumulus-o6citos bovinos, ndo ¢ detectado um aumento na produgdo de
EROS, quando comparado antes e depois da MIV. Contudo, quando os CCOs estdo sob estresse térmico, €
observado um aumento significativo de EROS, bem como uma redugdo dos niveis de glutationa, principalmente
no oo6cito, levando a apoptose das células do cumulus (Nabenishi et al., 2011; 2012). Sabe-se que o odcito e as
células do cumulus estdo em constantes trocas de diversas substancias por meio das jungdes comunicantes (Lima
et al., 2016). Nesse sentido, pode-se inferir que as células do cumulus podem ter um papel termoprotetor para o
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odcito, pois 0 aumento da temperatura leva a uma resposta de ambas as células (oocito e células do cumulus),
porém com a apoptose apenas das células do cumulus (Nabenishi et al., 2011, 2012). Esse fato leva a um
comprometimento nutricional do odcito e, por consequéncia (Thompson et al., 2007), a um impacto negativo na
retomada da meiose do odcito (Van Soom et al., 2007). E importante ressaltar que as EROs ¢ uma das principais
vias que levam a abertura de poros na membrana mitocondrial e, por consequéncia, a liberacdo de fatores pro-
apoptoticos, culminando com o processo de apoptose celular (Beere, 2004).

Paes et al. Impacto do estresse térmico na maturagdo oocitaria in vitro em bovinos: uma revisao.

Apoptose

A apoptose € um processo de morte celular ativo (Franco e Cidlowski, 2009), que pode ser iniciado por
duas vias distintas: extrinseca e intrinseca. A via intrinseca tem como caracteristica a liberacdo de fatores pro-
apoptoticos, tais como o citocromo ¢, fator indutor de apoptose (AIF) e smac/diablo, em fun¢do de um aumento
da permeabilidade da membrana externa da mitocondria. O citocromo c livre no citosol se liga a uma proteina
adaptadora conhecida como fator ativador de protease apoptdtica I (Apaf-I), que, por sua vez, recruta e ativa a
caspase iniciadora (pro-caspase-9), formando um complexo proteico denominado apoptossoma. O apoptossoma
cliva a caspase efetora (pro-caspase-3), possibilitando que ela exerga sua fung@o proteolitica. Ja a via extrinseca
¢ desencadeada pela relacdo de alguns ligantes a receptores de morte na superficie celular. Dentre eles, pode-se
destacar o receptor do fator de necrose tumoral I (TNFR1) e o receptor FAS (FasR), que contém um dominio
citoplasmatico, tendo este um papel chave na transmissdo de sinal, induzindo o recrutamento e a ativagdo da pro-
caspase-8. A ativagdo da caspase-8 aciona a clivagem da proteina Bid em sua forma ativa tBid, que recruta e
ativa Bak e Bax, desencadeando a liberagdo de fatores apoptoticos pela mitocondria. O dominio DD também
atua na ativag@o de outras proteinas sinalizadoras, tais como a JNK e ASK I, que ativam Bax (Beere, 2004). Por
outro lado, existem outras proteinas conhecidas como antiapoptose (BCL-2, BCL-XL e MCLI1), que
antagonizam esses efeitos (Zong et al., 2001), por meio de um bloqueio da a¢do de Bax Bak, mantendo a
integridade da membrana mitocondrial (Perciavalle et al., 2012; Fig. 1).
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Figura 1. Representagdo esquematica das vias da apoptose extrinseca e intrinseca, e a atuagdo da HSP70 frente a
este processo.
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Nabenishi et al. (2011) observaram que o emprego de uma temperatura suprafisiologica (40°C) durante
a MIV de CCOs bovinos leva a uma redugdo tanto das taxas de maturagdo oocitaria (38.5°C: 72.7% e 40°C:
34.3%) quanto de blastocisto (38.5°C: 31.4% e 40°C: 18.15%) quando comparado ao controle (38.5°C). Por
outro lado, neste mesmo trabalho, a temperatura de 40°C levou a um aumento da apoptose, com destaque nas
células do cumulus que circundam o odcito. Esses achados indicam uma relacdo inversa entre a competéncia
oocitaria e a apoptose. Corroborando tal afirmac¢do, Roth e Hansen (2004) utilizaram um inibidor de caspase (z-
DEVD-fmk) em CCOs bovinos submetidos & condi¢do de estresse térmico durante a MIV e observaram um
restabelecimento das taxas de clivagem e de blastocisto, que foram semelhantes ao controle.

Proteinas de choque térmico

As HSPs sdo proteinas chaperonas moleculares, assim denominadas por poderem ligar-se de forma
reversivel a outras proteinas, as quais atuam de forma conjunta na formagdo, no dobramento ¢ no transporte
trans-membrana (Castro et al., 2013).

As HSPs sdo ativadas da seguinte maneira: logo apds um estresse térmico, ocorre uma resposta ao
choque térmico (HSR), em que um fator transcricional, conhecido como fator de choque térmico I (HSF1), que
se encontra na sua forma inativa, passa rapidamente por uma trimeriza¢ao, permitindo que ele se ligue a uma
regido promotora dos genes que codificam as HSPs. Tal regido ¢ descrita como elemento de choque térmico
(HSE). Dessa forma, ocorre um aumento da expressdo dos genes para HSP (Castro et al., 2013).

HSPs podem ser classificadas de acordo com suas sequéncias de aminoacidos e o seu peso molecular
em KD, sendo distribuidas em seis familias: pequenas HSP, HSP 40, HSP 60, HSP 70, HSP 90 ¢ HSP 100
(Fuller et al., 1994).

A HSP 70 exerce um importante papel modulando as vias da apoptose. Essa proteina regula a apoptose
tanto na via intrinseca como na extrinseca. Na via intrinseca, ela atua na prevengdo da perda de potencial da
membrana mitocondrial externa. Resumidamente a HSP 70 impede a translocagdo da proteina Bax para a
membrana mitocondrial, evitando que ela crie poros na membrana (Castro et al., 2013); na via extrinseca, a HSP
70 atua inibindo a ativacdo de moléculas apoptoéticas, tais como JNK, caspase-8, Bax, AIF, Apaf-I e a caspase-3
(Castro et al., 2013; Wang et al., 2014; Vasaikar et al., 2015; Fig. 1).

Ja tem sido descrito na literatura que CCOs tanto de bubalino (Yadav et al., 2013) quanto de bovino
(Payton et al., 2011), quando submetidos a elevadas temperaturas durante a MIV, respondem a esse estresse
incrementando a expressdo de RNAm para HSP 70. As proteinas de choque térmico, além de atuarem
modulando as vias da apoptose, podem também ser utilizadas como marcador de estresse celular e, por
consequéncia, influenciar na competéncia oocitaria (Camargo et al., 2007).

Efeito do estresse térmico sobre oocitos durante a MIV

Atualmente j& vem sendo demonstrado um efeito negativo do estresse térmico em CCOs bovinos
durante a MIV, com a redug@o nas taxas de oo6citos em MII (Nabenishi et al., 2011). Roth e Hansen (2005)
observaram que o estresse térmico pode acelerar a quebra da vesicula germinativa, entretanto logo parece haver
um efeito compensatdrio com o bloqueio desses o6citos em metafase I, anafase I e telofase I, consequentemente
reduzindo as taxas de MII. Como ja descrito anteriormente, para a obtencdo de um odcito competente, é
necessaria a sincronizagdo dos eventos nucleares e citoplasmaticos (Sirard, 2001). Contudo Maya-Soriano et al.
(2012) observaram que essa aceleragdo da progressdo meidtica pode causar uma perda dos granulos corticais,
levando a uma MII anormal.

Outras células importantes para a maturacdo dos odcitos sdao as células do cumulus, as quais tém um
papel essencial na esteroidogénese (Lima-Verde et al., 2011). Rispoli et al. (2013) observaram que, quando
aplicado um choque térmico de 41°C durante as 12h iniciais da MIV, as células do cumulus aumentavam a
expressdo de duas importantes enzimas na cascata da esteroidogénese, a CYP11Al (converte colesterol em
pregnenolona) e a 3HSD. Como consequéncia dessas alteragdes, ocorre um aumento da secrecdo de P4. O
aumento desse hormonio pode ser uma das causas na acelera¢ao da quebra da vesicula germinativa relatada nos
odcitos que passaram pelo estresse térmico durante a MIV. Ja foi relatado anteriormente em suinos que o
aumento de P4 acelera o rompimento da vesicula germinativa (Yamashita et al., 2003).

Uma alteragdo importante nos odcitos bovinos submetidos ao estresse térmico durante a MIV ocorre
pela producdo de EROs. Estudos anteriores (Nabenishi et al., 2011) verificaram que, em CCOs bovinos, o
estresse térmico causa um desbalango na capacidade oxidativa, com o aumento das EROs ¢ a diminui¢do da
glutationa. Tal efeito culminou com o processo de apoptose nas células do cumulus. A célula, ao passar por um
estresse causado por alta temperatura, ativa um fator transcricional HSF-I, levando a um aumento da expressdo
de RNAm para as HSP (Massone Christians 2011). Como ja relatado anteriormente, as HSPs podem atuar
modulando a apoptose tanto na via intrinseca (Gotoh et al., 2004) quanto na extrinseca (Vasaikar et al., 2015).
Interessante que, em CCOs bovinos, somente as células do cumulus aumentaram a expressdo de RNAm para a
HSP 70, sugerindo que os danos causados durante a MIV de odcitos dessa espécie podem ser mediados pelas
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células do cumulus (Payton et al., 2011). Nabenishi et al. (2011) observaram que somente as células do cumulus
de CCOs bovino estressados termicamente durante a MIV entravam em processo de apoptose. Sabe-se que as
células do cumulus sdo importantes no fornecimento de substincias, entre elas substratos energéticos como a
glicose (Thompson et al., 2007). Logo, um comprometimento dessas células pode ter um grande impacto no
desenvolvimento oocitario (Van Soom et al., 2007; Fig. 2).

CCOs
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Figura 2. Tlustra CCO bovinos sem (2A) e com estresse térmico (2B). Na figura 2A, oocito do CCO alcangou o
estagio de metafase II, com extrusdo do 1° corpusculo polar e a perfeita distribuicdo dos granulos corticais. Na
figura 2B, pode-se observar que a exposi¢do dos CCOs a elevada temperatura durante a MIV, ocasiona uma
elevacdo da expressdo de RNAm para HSP70, bem como, dos niveis de ERos nas células do cumulus,
culminando com o processo de apoptose. Desta forma, reduz o transporte de importantes substancias das células
do cumulus para o odcito, impactando na progressdo meidtica e granulos corticais.

Consideracdes finais

O estresse térmico ¢ um grande obstaculo na eficiéncia reprodutiva dos rebanhos. Em nivel celular, o
estresse térmico leva a danos nas células do cumulus com o aumento das EROS e da expressdo de RNAm para
genes relacionados com a resposta ao choque térmico e apoptose, culminando com a morte dessas células. Esse
processo prejudica a passagem de substancias para o oocito, comprometendo o processo da maturagdo oocitaria e
provocando perda da competéncia oocitaria.
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