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Resumo

A exposigdo de bovinos a temperaturas elevadas pode causar hipertermia e alteragdes fisiologicas
denominadas de estresse térmico. Este fendmeno tem sido caracterizado em varias espécies, sendo
exacerbado em vacas leiteiras de alta produgdo. Apesar de estas alteragdes serem observadas em diversos
orgios e tipos celulares, oocitos e embrides pré-implantacionais sdo mais susceptiveis ao estresse térmico,
resultando em redugdes na fertilidade das vacas lactantes durante os meses mais quentes do ano. Os odcitos
bovinos expostos ao estresse térmico apresentam alteragdes celulares e moleculares que reduzem a
competéncia oocitaria sendo carreados ao embrido pré-implantacional. A maturagdo in vitro de odcitos bovinos
em condi¢des de temperatura elevada (choque térmico) recapitula as principais alteragdes observadas in vivo,
permitindo investigar em mais detalhes a susceptibilidade e os mecanismos de sobrevivéncia. O
entendimento dos processos mediados pelo estresse térmico na fisiologia do odcito permitird o
desenvolvimento de estratégias para mitigar os efeitos negativos mantendo a competéncia oocitaria.
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Abstract

The exposure of cattle to high environmental temperatures may lead to hyperthermia and
physiological changes known as heat stress. This phenomenon has been characterized in several species,
albeit is a more profound problem in high-yielding dairy cows. Although these alterations are observed in
several organs and cell types, oocytes and preimplantation embryos are more susceptible to heat stress,
resulting in reductions in the fertility of lactating cows during the hottest months of the year. Bovine
oocytes exposed to heat stress undergo cellular and molecular changes reducing oocyte competence
which is carried out to the preimplantation embryo. In vitro maturation of bovine oocytes under
conditions of high temperature (heat shock) recapitulates the main changes observed in vivo, allowing us
to investigate the susceptibilities and survival mechanisms. Understanding the processes mediated by
heat stress in oocyte physiology will allow the development of strategies to mitigate the negative effects
while maintaining oocyte competence.
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Introducao

Os bovinos fazem parte de um grupo de animais chamados de endotérmicos, ou seja, capazes de
gerar o proprio calor devido a alta taxa metabodlica e baixa condutividade térmica (Kleiber, 1961). Além
disso, bovinos sdo homeotérmicos por manter a temperatura corporal consideravelmente constante em
torno de 38 a 39 °C (Hafner et al., 1993; Robbins, 1999). A exposi¢dao animal as condigdes adversas de
temperatura causa inumeras alteragdes fisioldgicas a fim de manter a temperatura corporal constante.
Nesse contexto de termoregulacdo ocorre aumento da frequéncia respiratoria, desvio do fluxo sanguineo
para periferia corporal, redugdo da ingestdo de alimentos e aumento no consumo de dgua (Johnson et al.,
1962; Rowell et al., 1966; Roman-Ponce et al., 1978; Srikandakumar e¢ Johnson, 2004). No entanto,
dependendo da severidade das condi¢des ambientais e da capacidade termoregulatoria do animal pode
haver aumento da temperatura corporal (hipertermia) resultando em estresse térmico.

Em nivel celular o estresse térmico causa desnaturagido global de proteinas (Vigh et al., 2014) e
acumulo de proteinas desdobradas levando a ativagdo da resposta a proteinas desdobradas (UPR) no
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reticulo endoplasmatico (Alemu et al., 2018), ativagdo da resposta ao choque térmico (HSR) (Morimoto
et al., 1990; Welch et al., 1991; Agarwal e Ganesh, 2020), inibigdo global na sintese de proteinas (Curci
et al., 1987; Shalgi et al., 2013; Gao et al., 2019), aumento na sintese de chaperonas moleculares como as
proteinas do choque térmico (HSPs) (Edwards e Hansen, 1996; Pennarossa et al., 2012), danos nas
membranas celulares (Zeron et al., 2001), entre outros. Dessa forma, a regulagdo da temperatura corporal
¢ uma das fungdes essenciais do organismo.

Em bovinos, o estresse térmico ¢ um dos fatores que mais contribui para a queda na fertilidade,
comprometendo cerca de 60% da criacdo mundial (Wolfenson et al., 2000). Essa redu¢ao de fertilidade ja
foi demonstrada em vacas de aptiddo leiteira e de corte (Badinga et al., 1985; Al-Katanani et al., 1999;
Schiiller et al., 2014; Hagiya et al., 2017; Fodor et al., 2018; Wolfenson e Roth, 2019; Djelailia et al.,
2020). Por exemplo, o aumento da temperatura ambiente de 23,9°C para 32,2°C reduziu as taxas de
concepcao de 52 para 32% no verdo (Badinga et al., 1985). Um estudo retrospectivo realizado em Israel
durante o periodo de 2000 a 2017 demonstrou que a taxa de concepcdo de vacas em lactagdo caiu de
42,6% quando os animais foram inseminados durante os meses frios de inverno para 27,7% quando
inseminados nos meses de verdo (Wolfenson e Roth, 2019). Da mesma forma, a analise de dados
meteorologicos dos ultimos 20 anos indicou que o declinio da taxa de concepgdo ¢ diretamente
proporcional ao aumento da temperatura ambiente ¢ da umidade relativa do ar (Djelailia et al., 2020).

As vacas leiteiras representam um grupo altamente susceptivel ao estresse térmico, devido ao
alto calor metabodlico associado a producdo de leite. A magnitude dos efeitos deletérios do estresse
térmico na fertilidade é maior para vacas de alta producdo do que vacas de baixa produ¢ao (Al-Katanani
et al., 2002). Nas ultimas décadas, o aumento na producado de leite reduziu as taxas de gestacdo para vacas
inseminadas durante os meses do verdo enquanto permaneceu relativamente constante nos meses do
inverno (Lopez-Gatius, 2003).

A disponibilidade de ambientes sombreados ¢ importante para o controle do estresse térmico
animal, pois reduz a frequéncia respiratoria e a temperatura retal (Gebremedhin et al., 2007), embora ndo
anule o efeito negativo do estresse térmico sobre as taxas de concepcdo (Flamenbaum e Ezra, 2003).
Além disso, o manejo ambiental com ventiladores e aspersores de agua ¢ uma das medidas de mitigagao
mais importantes para vacas lactantes bem como vacas no termo final da gestagdo sob condi¢des de
estresse térmico. No entanto, estas medidas promovem apenas uma melhora parcial na eficiéncia
reprodutiva do rebanho, precisando ser associada a outras estratégias (Laporta et al., 2020; Roth, 2020).

O resfriamento ambiental (cooling) durante o periodo seco de vacas expostas ao estresse térmico
aumentou a produgdo leiteira em 5,0 a 7,5 kg por dia (Dahl et al., 2017; Fabris et al., 2017). Ja foi
demonstrado que o resfriamento frequente, em ciclos de 20 e 40 minutos, reduz a frequéncia respiratdria e
a temperatura retal em aproximadamente 0,5 °C/h (Hillman et al., 2001). Houve também reducdo da
temperatura de 0,6, 0,7 ¢ 1,0 °C, quando os ciclos foram de 15, 30 e 45 minutos, respectivamente
(Flamenbaum et al., 1986). Portanto, investigar novas alternativas a fim de evitar/mitigar os prejuizos
reprodutivos provocados em decorréncia de temperatura e umidade elevadas em vacas leiteiras tem sido
prioridade para o setor de laticinios em regides tropicais.

Os danos causados pelo estresse térmico sobre os aspectos reprodutivos e produtivos levam a
uma perda anual de aproximadamente US$ 371 milhdes (Laporta et al., 2020). Ademais, as filhas e netas
dessas vacas também apresentam declinio nas lactacdes, sendo indiretamente afetadas pelo estresse
térmico (Laporta et al., 2020). De maneira geral estima-se que a prejuizo financeiro para a industria de
laticinios chega a US$ 897 milhdes por ano nos Estados Unidos da América (EUA) (St-Pierre et al.,
2003). A previsdo é que esse cendrio se torne ainda mais critico em decorréncia das mudangas climaticas,
uma vez que a temperatura ambiental aumentou aproximadamente 1,5 °C no ultimo século (IPCC, 2019)
¢ a tendéncia é que aumente entre 0,3 ¢ 4,8 °C até o proximo século (IPCC 2014; 2014a; 2018). Dessa
forma, pressupde-se que as perdas econdmicas cheguem a US$ 2,2 bilhdes até 2080 (Mauger et al. 2015).

A infertilidade sazonal causada pelo estresse térmico deve-se as agdes diretas e indiretas da
temperatura elevada nas células e o6rgdos do sistema reprodutor. O eixo hipotalamo-hipofise-ovario
(Badinga et al., 1993; Wolfenson et al., 1995; Lew et al., 2006), os oocitos (Rocha et al., 1998; Al-
Katanani et al., 2002) e os embrides nos estadios pré-implantacionais (Dunlap e Vincent, 1971; Ealy et
al., 1993) sdo especialmente susceptiveis a hipertermia. Por exemplo, em condi¢des de estresse térmico o
foliculo pré-ovulatortio produz baixas concentragdes de androstenediona, estradiol e inibina (Wolfenson
et al., 1997; Roth et al., 2000). A redug@o nos niveis de estradiol compromete a expressdo do estro em
vacas estressadas, reduzindo a eficiéncia dos programas de inseminacdo artificial durante o verdo. As
alteragdes na esteroidogénese folicular também reduz o pico pré-ovulatério de hormoénio luteinizante
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(LH) (Wise et al., 1988; Gilad et al., 1993; Nanas et al., 2020), comprometendo os eventos envolvidos na
ovulacdo, maturagdo oocitaria e luteiniza¢do. O estresse térmico também reduz a dominancia do foliculo
pré-ovulatorio (Torres-Junior et al., 2008), aumenta os niveis circulantes de FSH (Roth et al., 2000) e o
nimero de foliculos de tamanho médio (6-9 mm de didmetro) (Torres-Jinior et al., 2008; Roth et al.,
2000). Todos esses danos associados a grande susceptibilidade dos oocitos (Al-Katanani et al., 2002;
Risolia e Paula-Lopes, 2013; Rodrigues et al., 2016; Lima et al., 2017) e embrides (Paula-Lopes e
Hansen, 2002a, 2002b; Paula-Lopes et al., 2003) aos efeitos diretos da temperatura comprometem a
competéncia oocitaria e desenvolvimento embrionario inicial. Em contraste, os efeitos do estresse térmico
nos niveis de progesterona sdo varidveis (Howell et al., 1994; Trout et al., 1998; Roth et al., 2000), mas
existem evidéncias de que o estresse térmico crénico reduz funcdo do corpo luteo e a producdo de
progesterona (Howell et al., 1994).

Apesar do entendimento sobre as consequéncias do estresse térmico na reproducdo animal ter
avangado nos ultimos anos, o estabelecimento de medidas de mitigagdo que contornem os efeitos
deletérios do estresse térmico permitiu apenas uma melhora parcial, podendo muitas vezes envolver alto
custo para propriedade (Hansen, 2019; Baruselli et al., 2020). O mapeamento dos tipos ¢ da extensdo dos
danos causados pelo estresse térmico em odcitos pode levar ao desenvolvimento de alternativas mais
promissoras de mitigacdo, considerando a particular susceptibilidade deste gameta (Figura 1). As
mudancas climaticas agravam os desafios impostos pelo estresse térmico, aumentando a severidade
climatica, a extensdo das regides de clima quente e a frequéncia de ondas de calor, exacerbando ainda
mais a pressdo por alternativas de combate no contexto da pecudria (Moura e Paula-Lopes, 2020).
Portanto, esta revisdo visa abordar o efeito do estresse térmico sobre aspectos funcionais, celulares e
moleculares de odcitos de bovinos que devem ser considerados para o desenvolvimento de novas
estratégias de mitigagao.

Respostas funcionais e celulares do odcito ao estresse térmico

Estudos in vivo demonstraram o impacto do estresse térmico sobre o potencial funcional do odcito.
Ja foi relatado que o estresse térmico no verdo reduz as taxas de fertilizacdo em bovinos (Sartori et al., 2002;
Ferreira et al., 2011), provavelmente devido a redugcdo da competéncia oocitaria (Rocha et al., 1998; Al-
Katanani et al., 2002; Lawrence et al., 2004; Torres-Junior et al., 2008; Ferreira et al., 2011; Watanabe et al.,
2017). Embora o efeito do estresse térmico sobre a taxa de clivagem seja varidvel, a redugdo no
desenvolvimento embrionario é consistente entre diferentes estudos. Um estudo pioneiro demonstrou que
quando novilhas foram submetidas ao estresse térmico durante o periodo de maturacdo oocitiria houve
declinio do nimero de embrides viaveis (Putney et al., 1989). A andlise retrospectiva de registros referentes
a coleta de oocitos durante os diferentes meses do ano seguida da produgéo in vitro de embrides bovinos de
fazendas brasileiras demonstrou redugdo na produgdo de blastocisto quando os oocitos foram coletados nos
meses mais quentes (Watanabe et al., 2017). De maneira similar, a produgéo in vitro de embrides a partir de
oocitos coletados de vacas e novilhas expostas ao estresse térmico também comprometeu o desenvolvimento
a blastocisto, sendo maior em vacas do que novilhas (Ferreira et al., 2011).

Quando vacas das racas Holandesa (Bos taurus taurus) e Nelore (Bos taurus indicus) foram
submetidas ao estresse térmico em camera climatica por 28 dias houve efeito imediato do estresse térmico
reduzindo quantidade e qualidade de odcitos recuperados em ambas as racas. No entanto, a reducao na
taxa de blastocisto ocorreu apenas quando os odcitos foram coletados de vacas Holandesas estressadas
(Risolia e Paula-Lopes, 2013). Quando vacas da raga Gir (Bos taurus indicus) foram submetidas ao
mesmo modelo de estresse térmico em camera climatica ndo houve efeito imediato do estresse térmico na
fungdo reprodutiva. No entanto, o estresse térmico causou efeitos retardados apds o final do tratamento. Por
exemplo, estresse térmico interferiu no crescimento folicular, no padrdo hormonal e na competéncia
oocitaria, reduzindo o desenvolvimento até o estadio de blastocisto (Torres-Junior et al., 2008). Existem
evidéncias de que danos imediatos e tardios do estresse térmico na competéncia oocitaria podem ser
revertidos pela remogdo dos foliculos danificados por aspiragdo folicular (Roth et al., 2001). Estes
animais apresentaram maior quantidade de odcitos viaveis e de taxa de desenvolvimento embriondrio
(Roth et al., 2001).

A estrutura celular oocitaria também sofre influéncia do estresse térmico. As membranas
celulares dos odcitos bovinos coletados durante o verdo possuem menos acidos graxos poli-insaturados e
mais acidos graxos saturados (Zeron et al., 2001) quando comparados com os odcitos coletados durante o
inverno. Baixos niveis de acido graxos poli-insaturados ja& foram relacionados com atresia folicular e
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infertilidade em murinos (Stoffel et al., 2020). Além disso, a quantidade de DNA mitocondrial foi
reduzida em odcitos coletados no verdo (Ferreira et al., 2016) em relagdo ao inverno. Essa ocorréncia
pode estar atrelada com a capacidade de desenvolvimento, uma vez que a mitocondria ¢ a organela
responsavel pela producdo de energia, e até mesmo foi observado que a quantidade de mitocondria
aumenta no decorrer do crescimento oocitario (Dumollard et al., 2007).

Outro aspecto funcional importante afetado pelo estresse térmico no odcito € a cinética do
desenvolvimento embrionario inicial. A exposi¢do de odcitos ao choque térmico de 41°C durante a
maturagdo in vitro (MIV) reduziu a porcentagem de embrides que atingiu o estddio de 2 células as 29, 32
e 35 horas apos a inseminagdo (hai). Da mesma forma, o estresse térmico reduziu o desenvolvimento ao
estadio de 4-8 células as 41 hai e > 8 células as 48 hai bem como a porcentagem de embrides clivados as
29, 32, 35, 38, 41 e 48 hai (Latorraca et al., 2019). De maneira similar, quando odcitos foram coletados de
vacas Holandesas em lactacdo na estagdo quente e ativados partenogeneticamente houve atraso na
cinética do desenvolvimento embrionario. Por exemplo, enquanto na estagdo fria o pico da primeira e
segunda clivagem ocorreu com 22-27 e 46-52 h, na estagdo quente a primeira e segunda clivagem
demorou 40 e 52-70 h apds ativacdo, respectivamente (Gendelman et al., 2010). Nesse mesmo estudo a
média de oocitos aspirados foi menor durante as estacdes mais quentes, além de haver diminui¢do na
quantidade de transcritos relacionados ao metabolismo energético e crescimento folicular em embrides
tardios, tanto de estacdes quentes quanto frias, e de transcritos relacionados a sobrevivéncia embrionaria e
estabelecimento da pluripoténcia em embrides precoces de estagdes quentes (Gendelman et al., 2010).

A confiabilidade do modelo de choque térmico (in vitro) em mimetizar o efeito de estresse
térmico foi demonstrada por Gendelman e Roth (2012). Nesse estudo comparativo, tanto o
desenvolvimento embrionario, quanto a producao de transcritos foram afetados pela temperatura elevada
de maneira muito similar, demonstrando as semelhangas entre os modelos in vivo e in vitro (Gendelman e
Roth, 2012). Ja foi demonstrado que a exposi¢@o de oocitos ao choque térmico reduz as taxas de clivagem
(Payton et al., 2004; Roth e Hansen, 2004a; Camargo et al., 2019; Rodrigues et al., 2019; Latorraca et al.,
2020), assim como de morulas (Edwards et al., 2009) e blastocistos (Payton et al., 2004; Roth e Hansen,
2004a, 2004b; Rodrigues et al., 2016; Lima et al., 2017; Rodrigues et al., 2019).

O efeito direto da temperatura elevada em oocitos na fase de vesicula germinativa (VG) e
durante a MIV foi determinado por experimentos in vitro (Payton et al., 2004; Rodrigues et al., 2016;
Lima et al., 2017), recapitulando diversos dos danos causados pelo estresse térmico in vivo. O6citos em
VG submetidos ao choque térmico de 41°C por 6 h apresentaram menor taxa de embrides nos estadios de
8 a 16 células (Payton et al., 2004), enquanto que durante 12-14 h houve redu¢do da taxa de blastocistos
(Payton et al., 2004; Lima et al., 2017). Alguns estudos demonstraram o efeito do choque térmico sobre a
cinética da maturacdo nuclear. Sabe-se que hé atraso na progressdo meidtica, aumento na porcentagem de
oodcitos em metafase 1 e subsequente redugdo na porcentagem de oodcitos no estddio de metafase II
(Payton et al., 2004; Roth e Hansen, 2005; Rodrigues et al., 2016).

Foi observado prejuizo na expansdo do cumulus apos o tratamento com choque térmico (Ahmed
et al.,, 2017; Rodrigues et al., 2019; Yin et al., 2019), bem como na comunica¢do cumulus-odcito
(Campen et al., 2018; Yin et al., 2019). A incubag@o de complexos cumulus-o6citos a 41-42 °C durante a
MIV utilizando marcadores fluorescentes para as jungdes comunicantes permitiu observar o declinio
causado pela temperatura elevada (Campen et al., 2018). Sabe-se que este canal de transporte é essencial
para o suprimento energético oocitario (Biggers et al., 1967; Eppig et al., 2005; Sugiura et al., 2005;
Wang et al., 2012; Corbett et al., 2014). Além disso, as células do cumulus parecem ter um papel protetor
em o06citos expostos a condigdes de estresse. Por exemplo, quando odcitos desnudos foram expostos ao
choque térmico houve diminuicdo da sintese proteica oocitaria. No entanto, esse efeito deletério nao foi
observado em complexos cumulus-o6citos (Edwards e Hansen, 1996).

O choque térmico tem permitido descrever em detalhes as alteragdes celulares e moleculares
causadas por temperaturas elevadas, que sdo os possiveis responsaveis pela reducdo da competéncia do
desenvolvimento do odcito. Dessa forma, Shen et al. (2010) realizaram experimentos de transferéncia
nuclear para avaliar a diferenga entre citoplasma e nicleo em relagio a sensibilidade térmica. O grupo que
teve o ooplasma exposto ao choque térmico antes da transferéncia nuclear teve taxa de blastocisto
reduzida, evidenciando a maior susceptibilidade do citoplasma a temperatura elevada (Shen et al., 2010).

Dentre as alteragdes citoplasmaticas causadas pelo choque térmico, a desorganizagdo do
citoesqueleto é uma das mais conhecidas (Ju e Tseng, 2004; Tseng et al., 2004; Ju et al., 2005; Roth e
Hansen, 2005; Rodrigues et al., 2016; Yin et al.,, 2019; Yang et al., 2021). Em od6citos bovinos, a
desorganizacdo dos microtubulos foi proporcional ao tempo de exposi¢do ao choque térmico (Tseng et
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al., 2004). Também foi descrito que o cultivo de complexos cumulus-oécitos a 41,5°C levou a alteragdo
na distribui¢do de F-actina e a-tubulina (Yin et al., 2019; Yang et al.,, 2021). Sabe-se que como
consequéncia, a desorganizacdo dos microtibulos pode resultar em distribuicdo anormal de
compartimentos celulares, como mitocondrias (Sun et al., 2001) e fuso meiodtico (Tseng et al., 2004; Roth
e Hansen, 2005).

Odcitos expostos ao choque térmico tiveram redugdo da migracdo dos granulos corticais (Wang
et al., 2009; Gharibzadeh et al., 2014; Ahmed et al., 2017) e aumento da taxa de granulos corticais do tipo
IIT (Payton et al., 2004; Edwards et al., 2005), que pode ser relacionada com uma aceleracdo da
maturagdo citoplasmatica. Foi observado também alteragdo no padrdo de localizacdo do reticulo
endoplasmatico em relacdo a odcitos em condi¢des termoneutras (Latorraca et al., 2019), além da
presenca de marcadores do estresse do reticulo em células da granulosa apds estresse térmico in vitro
(Alemu et al., 2018).

Outras alteragdes citoplasmaticas provocadas pela temperatura elevada estdo associadas ao
aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio (Ispada et al., 2018; Yaacobi-Artzi et al., 2020),
prejuizo na migracdo e na atividade mitocondrial (Wang et al., 2009; Rodrigues et al., 2016; Lima et al.,
2017), indugao da autofagia (Latorraca et al., 2020) e indugao da apoptose (Roth e Hansen, 2005; Rodrigues
et al., 2016; Lima et al., 2017). Estudos mostraram que oocitos submetidos ao choque térmico tiveram
reducdo da fertilizagdo, geraram blastocistos com numero de células reduzido e maior marcagao positiva
para TUNEL (Roth e Hansen, 2005; Rodrigues et al., 2016). Todos esses achados auxiliam na compreensao
dos mecanismos essenciais para a competéncia de desenvolvimento do odcito, levando a possibilidades de
minimizar os efeitos do estresse térmico na fertilidade de vacas (Moura e Paula-Lopes, 2020).

Respostas transcricionais e epigenéticas do odcito ao estresse térmico

A comparagdo da abundancia de transcritos génicos em odécitos submetidos ao estresse ou
choque térmico em relagdo aos expostos as condi¢des termoneutras permite compreender melhor o
impacto deste desafio ambiental e estimar a magnitude do efeito negativo sobre o desenvolvimento
embriondrio. Uma andlise transcriptomica avaliou o efeito da raca (Holandesa versus Nelore) sobre a
resposta dos odcitos ao choque térmico durante a MIV (Ticianelli et al., 2017). De um total de 23.000
transcritos génicos investigados, 127 genes foram afetados por raga, 9 genes afetados por temperatura e 6
genes afetados pela interagdo raga x temperatura. Entre os 15 afetados diretamente ou indiretamente pela
temperatura, foram encontrados genes associados ao metabolismo de lipideos/producdo de energia
(ACOXI) e controle do estresse oxidativo (MT1E) (Ticianelli et al., 2017). Outro estudo de transcriptoma
encontrou 52 transcritos génicos diferencialmente expressos entre odcitos submetidos ao choque térmico
(41 °C por 12 h/38.5 °C por 12 h durante a MIV) e condi¢des termoneutras (38.5 °C por 24 h), com
grande representagdo de genes associados a atividade mitocondrial (Payton et al., 2018). Estudos
utilizando genes candidatos confirmaram que odcitos expostos a temperaturas elevadas aumentam a
expressdo de genes relacionados a resposta ao estresse térmico (Kawarsky e King, 2001; Stamperna et al.,
2021), atividade mitocondrial (Ferreira et al., 2016; Payton et al., 2018), estresse oxidativo e apoptose
(Ticianelli et al., 2017; Stamperna et al., 2021). Essa resposta transcricional restrita dos o6citos expostos
ao choque térmico durante a MIV sugere duas possiveis explicagdes: devido a inatividade transcricional
dos odcitos provenientes de foliculos antrais (possivel modulagdo pés-transcricional da abundancia de
transcritos) ou uma resposta especifica sem grande impacto na abundancia de RNAs. Além disso, estes
resultados demonstram que odcitos utilizam mecanismos celulares de sobrevivéncia em resposta ao
estresse térmico (Moura ¢ Paula-Lopes, 2020).

A analise do transcriptoma de células da granulosa 12h apds um choque térmico de 2h a 40,5 °C
revelou uma grande modulacdo da expressdo génica (Li et al., 2016). Cerca de 1.200 genes foram
diferencialmente expressos ap6s o choque térmico, representando genes associados a morte celular
programada, metabolismo proteico, estereodogénese, processamento de RNAs, organizagao celular, entre
outros processos. Uma analise transcriptomica da resposta aguda em células da granulosa de bovinos
identificou 321 e 294 genes diferencialmente expressos apds choque térmico de 2h a 40 e 41°C,
respectivamente (Khan et al., 2020). Os genes modulados pelo choque térmico nas células da granulosa
fazem parte de diversas vias celulares, incluindo resposta ao estresse térmico, estereodogénese, apoptose
e estresse oxidativo (Khan et al., 2020). Portanto, as células de bovinos apresentam respostas
transcricionais coordenadas ao desafio apresentado por temperaturas elevadas, com magnitude de
modulacdo dependente do tipo de estresse, do tipo celular e ao nivel de atividade transcricional.
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Embrides produzidos a partir de odcitos expostos as temperaturas elevadas representam uma
alternativa importante para avaliar o impacto do estresse sobre a competéncia oocitaria (Gendelman e
Roth, 2012; Payton et al., 2018; Camargo et al., 2019), considerando os aspectos celulares ¢ moleculares
persistentes nos embrides apos o estresse (Figura 1). Por exemplo, a diferenca entre embrides
provenientes de odcitos submetidos ao choque térmico e condigdes termoneutras apareceu apenas no
estadio de blastocisto, onde os oriundos do estresse apresentaram menor quantidade de RNA total (Payton
et al., 2011). As alteragdes celulares nos niveis de glutationa, espécies reativas de oxigénio, ATP
identificados em od6citos submetidos ao choque térmico permaneceram por poucas horas ou até as
primeiras clivagens (Payton et al., 2018), enquanto que difereng¢as na atividade génica e perfil epigenético
persistiram até pelo menos a fase de blastocisto (Payton et al., 2011; Gendelman e Roth, 2012; Roth,
2018; Camargo et al., 2019). Em relacdo aos possiveis mecanismos que causariam estas variagdes no
transcriptoma, observou-se aumento da expressdo do microRNA bta-miR-19b e reducdo da DROSHA
(enzima que participa do processamento dos microRNAs) em embrides de oito células obtidos a partir de
odcitos expostos ao choque térmico (Souza et al., 2021).
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Figura 1: Impacto do estresse térmico sobre a competéncia oocitaria em bovinos. A) Foliculos antrais, odcitos e
embrides nas primeiras clivagens representam o periodo do desenvolvimento bovino mais susceptivel as temperaturas
elevadas (area vermelha). B) O impacto das temperaturas elevadas sobre a competéncia oocitaria pode ser avaliado
nos odcitos e nos embrides resultantes, embora os efeitos moleculares persistam por mais tempo do que os efeitos
celulares. C) Modelo hipotético do impacto das temperaturas elevadas sobre a competéncia oocitaria, considerando
evidéncias recentes a partir de dados retrospectivos de populagdes de vacas holandesas (dados reprodutivos e
produtivos). Os niveis de competéncia oocitaria (linhas verde, azul e roxa) diminuem devido as temperaturas
elevadas (escala em vermelho) no periodo mais quente do ano, retornando aos niveis fisiolégicos meses depois.
Quando uma fémea (FO) concebe durante o estresse térmico no verdo (estresse no oo6cito ou embrido pré-
implantacional), a progénie F1 terd menor competéncia oocitaria (linha verde versus azul), independente do estresse
térmico. Caso a fémea da segunda geragdo (F2) seja concebida durante o periodo termoneutro, possivelmente esta
tera competéncia oocitaria semelhante a avo FO (linha verde versus roxa).

Os mecanismos epigenéticos (metilagdo de DNA e modificagdes covalentes de histonas) regulam
a atividade génica de forma independente da sequéncia primaria do DNA e podem ser herdadas durante o
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processo de divisdo celular. Portanto, a investigagdo de mecanismos epigenéticos seria uma alternativa
para inferir a viabilidade e competéncia de odcitos expostos a temperaturas elevadas. Existem evidéncias
de que odcitos bovinos maturados em condi¢des de choque térmico (41 °C durante as primeiras 12 h da
MIV) formaram embrides com maior acimulo de tri-metilagdo na lisina 9 da histona H3 (H3K9me3) e
deposi¢do da proteina HPI nos estadios de 4 e 8 células, sugerindo compactacdo anormal da cromatina
(Camargo et al., 2019). Estes resultados se tornam ainda mais importantes ao considerar que neste modelo
ndo houve efeito do choque térmico sobre a taxa de clivagem e numero total de células nos blastocistos
(Camargo et al., 2019). A exposicdo de odcitos de camundongos recém-fecundados (zigotos) ao choque
térmico de 40 °C por lh afetou a metilacdo de DNA nas regides de controle dos genes Igf2r e H19 no
estadio de blastocisto, refor¢ando a idéia de que monitorar aspectos epigenéticos contribui para avaliar o
potencial de odcitos expostos a temperaturas elevadas. Avaliagdes globais das alteragdes epigenéticas
causadas por temperaturas elevadas deverdo contribuir para melhor predizer a competéncia oocitaria
nestas condi¢des, apontando genes, sequéncias regulatorias e processos celulares afetados.

Efeitos multigeracionais do estresse térmico

A andlise dos dados produtivos de 75.000 vacas holandesas nos EUA indicou que o estresse
térmico durante a concep¢ao diminuiu a produgdo de leite em 80 a 400 kg por lactagdo (Brown et al.,
2015). Esta redugdo também foi associada a queda da qualidade do leite (menor teor de proteina e
gordura) que persistiu nas trés lactacdes avaliadas. Os efeitos do estresse sobre a produgdo de leite foram
menores nas lactacdes seguintes, possivelmente devido ao processo seletivo nas fazendas e descarte de
vacas menos produtivas (Rhoads, 2020). Outro estudo retrospectivo nos EUA mostrou redugdo na
produgdo de leite em filhas e netas de vacas expostas ao estresse térmico no terco final da gestagdo
(Laporta, 2021), indicando que o estresse térmico in utero causa efeitos negativos na progénie. Portanto,
o estresse térmico afeta a capacidade produtiva de vacas leiteiras de forma multigeracional (Brown et al.,
2015, 2016; Dahl et al., 2017)

Os efeitos do estresse térmico em bovinos podem ser divididos em ndo permanentes (reversiveis)
e permanentes (Dahl et al., 2017). Os efeitos reversiveis impactam principalmente a glandula mamaria,
pois reduz a involu¢do no periodo seco e limita o crescimento no final da préoxima gestagdo. Os efeitos
permanentes do estresse térmico afetam diversos orgdos e tecidos. Os animais expostos ao estresse
térmico in utero apresentam menor peso ao nascer (~12% inferior), provem de gestagdes mais curtas
(Dahl et al., 2017; Ouellet et al., 2020) e apresentam alteragdes imunoldgicas e metabolicas (Dahl et al.,
2019). O peso da progénie de vacas expostas ao estresse térmico no momento do desmame foi cerca de
10% inferior as progénies de vacas controles, mesmo quando sob condi¢des de manejo para a mitigagdo
do calor (Ouellet et al., 2020).

As evidéncias crescentes de que os danos causados pelo estresse térmico no complexo cumulus-
odcito podem ser de longo prazo, implicam que estes danos podem ser carreados para as proximas
geragdes (Figura 1). Ja foi demonstrado que vacas holandesas expostas ao estresse térmico no periodo da
concepcdo produziram filhas com menor eficiéncia reprodutiva refletida pelo aumento da idade ao
primeiro servico e da idade a concepgdo bem como maior propensdo ao descarte (Monteiro et al., 2016;
Akbarinejad et al., 2017; Recce et al., 2021). Os problemas de fertilidade observados nas vacas expostas
ao estresse térmico in utero podem permanecer até a quarta lactagao (Akbarinejad et al., 2017). As vacas
submetidas ao estresse in utero apresentaram menores concentragdes séricas do hormonio anti-mulleriano
no periodo da primeira lactagdo (Akbarinejad et al., 2017), embora os valores sejam semelhantes as vacas
geradas em condi¢es termoneutras nas lactagdes subsequentes. Em outro estudo retrospectivo nos EUA,
as vacas expostas ao estresse térmico in utero apresentaram desempenho reprodutivo semelhante as filhas
de vacas submetidas ao resfriamento durante o periodo de estresse, embora as expostas ao estresse
permanegam menos tempo no rebanho (Laporta, 2021). Além disso, vacas expostas ao estresse durante a
gestagdo produziram filhas (F1) com desempenho reprodutivo semelhantes as vacas contemporaneas sob
condi¢oes termoneutras (Laporta, 2021). Em um estudo retrospectivo com dados produtivos de
aproximadamente 250.000 vacas holandesas, sugeriu que houve uma redugao significativa da fertilidade na
geracdo F1 pelo fato de que havia menor disponibilidade de dados produtivos das filhas das vacas desafiadas
pelo estresse (Rhoads, 2020). A énfase desses resultados negativos pelo estresse térmico durante o periodo
in utero (préximo da concepgdo) reforca o fato de que o odcito e o embrido pré-implantacional
representam o periodo mais susceptivel do desenvolvimento bovino (Ealy et al., 1993; Rhoads, 2020).
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Apesar dos trabalhos retrospectivos sofrerem com possiveis fatores que causem viés como
variagdes ambientais e efeito genético dos touros (Rhoads, 2020), os resultados mostram que o impacto
do estresse térmico in utero pode perdurar por até duas geragdes (Ouellet et al., 2020). O delineamento de
experimentos em bovinos (Abbott et al., 2018; Latorraca et al., 2020) ou modelos animais (Moura et al.,
2021) permitird identificar especificamente a magnitude do impacto do estresse sobre a competéncia
oocitaria, bem como identificar os processos celulares e moleculares associados a esta heranga que afeta
negativamente a pecudria.

Consideracoes Finais

O estresse térmico ¢ um desafio antigo para a pecudria de corte e leiteira. Apesar da nitida
percepgao do impacto deste desafio ambiental sobre a atividade, investigagdes descritas nas ultimas trés
décadas identificaram as principais alteragdes celulares nos o6citos expostos ao estresse térmico. A
utilizagdo mais recente de ferramentas moleculares e estudos multigeracionais tem ampliado o panorama
do impacto do estresse térmico sobre bovinos, principalmente em vacas leiteiras. Estes avangos geram
grande expectativa para aumentar a compreensdo dos efeitos deletérios do estresse térmico sobre a
competéncia oocitaria e possivelmente, auxiliar na identificacdo de estratégias promissoras de manejo
reprodutivo ou alternativas farmacoldgicas que preservem a viabilidade e competéncia dos odcitos sob
estresse.
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