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Titulo: Efeito do estresse térmico na maturagdovitro de o0citos caprinos e ovinos em
protocolo de producéo de embrides
Autor : Edivaldo Rosas dos Santos Junior
Orientador: Prof. Dr. Marcos Antonio Lemos de Oliveira

RESUMO

Esse estudo teve como objetivo determinar o ethitestresse térmico durante a maturacao de
oocitos e seu reflexo na produgéovitro de embrides nas espécies caprina e ovina. Ososvari
foram coletados em abatedouro e transportados laar&i@rio de Biotécnicas da Reproducdo da
UFRPE. Os complexosumulus oophorugCCOs) foram coletados pela técnica dicing” dos
foliculos entre 2 a 6 mm de diametro, selecionados base na morfologia e colocados em meio
basico de maturagédo. Nas 10 repeticbes, os CC@s feubmetidos aos tratamentos de estresse
térmico caldrico a 41°C por 0 (termoneutralidad9%C), 3, 6, 12, 18 e 24 horas de maturagdo
vitro. Os dados foram avaliados na maturacdo, fecundati§iagem (D-3), estadio de 8-16
células (D-4), moérula (D-5), blastocisto (D-8) ap@ésundacdo e blastocistos positivos para
apoptose através do ensaio de TUNEL. Foi obsemdidel@nca significativa (P < 0,05) em todos
os tempos estudados de estresse térmico na matlgacambas espécies. Em caprinos, houve
diferenca significativa (P < 0,05) também na feagdb, D-3, D-4, D-5. No D-8 néo foi
observada diferenca significativa (P > 0,05) emtsetempos de 3 vs 6 e 18 vs 24 h e nos
blastocistos TUNEL positivos nos tempos de 0 v8 85 6, 12 vs 18 e 18 vs 24 h de estresse
térmico. Em ovinos, ndo foi observada diferencaiaativa (P > 0,05) na fecundacéo, D-3, D-
4, D-5 e D-8 entre os tempos de 18 vs 24h e naddaiatos TUNEL positivos nos tempos de O
vs 3,3 vs 6, 12 vs 18 e 18 vs 24h de estressécteribas condicdes observadas neste estudo, os
resultados permitem concluir que o tempo em quécitmé exposto ao estresse térmico durante
a maturacaadn vitro € fundamental para definir o desenvolvimento eom#iio e o nivel
apoptético de suas células.

Palavras-chave:Foliculos, complexosumulus oophorysapoptose, Teste de TUNEL.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA
Tese de Doutorado em Ciéncia Veterinaria

Recife, 24 de fevereiro de 2010.
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Title: Effect of heat stress during maturation of oesyandn vitro production of embryos in
goats and sheep.

Author : Edivaldo Rosas dos Santos Junior

Advisor: Prof. Dr. Marcos Antonio Lemos de Oliveira

Abstract

This study aimed to determine the Effect of hemdsst during maturation of oocytes andvitro
production of embryos in goats and sheep. Ovariese veollected in a slaughterhouse and
transported to the Laboratory of Biotechnical Repiagion of UFRPE. Theumulus oophorus
complexes (COCs) were collected by the techniquslafing’ of the follicles from 2 to 6 mm in
diameter and selected based on morphological titzggn and placed on the basic stages. In 10
replicates the COCs were submitted to the calaat btress at 41 ° C for O (the thermoneutral 39
°C), 3, 6,12, 18 and 24 hours of maturaiiowitro. The percentage of oocytes was determined
in the maturation, fertilization, cleaved (D-3)agé of 8-16 cells (D-4), morale (D-5), blastocyst
(D-8) after fertilization and blastocyst positiver fapoptosis by TUNEL assay. Significant
difference (P < 0.05) in all time periods of he@éss in ripening. In sheeps the fertilization, D-3
D-4, D-5 and D-8 was not significantly different $70.05) between the times of 18 vs 24 hours
in blastocyst TUNEL positive at 0 vs 3, 3 vs 6,V6218 and 18 vs 24 h of heat stress. The results
in goats showed on maturation, fertilization, DE34, D-5. The D-8 was not significantly
different (P > 0.05) between the periods of 3 v Gl8 vs 24 h and the blastocyst TUNEL
positive at 0 vs 3, 3vs 6, 12 vs 18 and 18 vs Bétreat stress. Under the conditions observed in
this study, the results indicate that the time hmolk the oocyte is exposed to heat stress during
maturationin vitro is essential to define the embryonic developmedttaeir level of apoptotic

cells.

Keywords: Follicles,Cumulus oophorusomplexes, apoptosis, TUNEL Test.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA
Doctor’s Thesis Veterinary Science

Recife, February 24, 2010.
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1. INTRODUCAO

A caprinovinocultura representa um grande potenush o desenvolvimento
socioecondmico do pais. A organizacdo do setoruprade a adocdo de tecnologias
que possam contribuir para a melhoria da prodwdaeddos rebanhos séo fatores
importantes para acelerar o crescimento destalatiei

O Brasil, especialmente a regido Nordeste tem zedd importacdes de
significativo nimero de embrides congelados, naales@aprinos, como também de
ovinos, de racas especializadas para corte, praviasi da Africa do Sul (GUSMAO et
al., 2003). A baixa produtividade dos rebanhositotam sido contornada através da
importacdo de racas exoticas para o semi-aridoestind, porém € preciso cautela
devido a susceptibilidade destas racas as tempesatlevadas encontrada nesta regiao.

Na Regido Nordeste do Brasil, as condicdes amlgeatlversas comprometem
a eficiéncia reprodutiva dos animais de interessgéznico, resultando em perdas
econbmicas para regidao (HANSEN et al., 1992). Meslique minimizem os efeitos
negativos das temperaturas elevadas irdo incremermieodutividade nos rebanhos de
pequenos ruminantes.

O odcito e o embrido sédo os alvos principais degasf negativos induzidos
pelo estresse calorico, provocando danos celulgues resultam em apoptose. O
conhecimento destes mecanismos possibilitara ondelsemento de estratégias
aplicadas a sobrevivéncia celular frente aos vaimss de estresses, minimizando
efeitos deletérios. Dessa forma, este estudo tews @bjetivo determinar o efeito do
estresse térmico caldrico na inducao de apoptasaitua maturacda vitro de odcitos

em protocolo produgdo de embridevitro das espécies caprina e ovina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A exploracdo comercial de pequenos ruminantes dousspode contribuir
para o desenvolvimento socioecondmico do Paisgedgsel realizada de forma racional.
A populacédo brasileira caprina no ano de 2005 erd@306.722 cabecas, sendo que
9.542.910 deste efetivo esta localizado na reg@méste com 1.601.522 no Estado de
Pernambuco. O rebanho ovino no Brasil possuia 838& sendo 9.109.668 na regido
Nordeste, dos quais 1.067.103 em Pernambuco (IRGE).

Apesar das limitacdes existentes, tem havido umscente demanda por parte
da iniciativa privada, por biotécnicas da reprodugéie visem a produtividade e a
rentabilidade dos rebanhos e das unidades produtgaegando valor ao seu produto.
Ressalte-se que a organizacéo e gestao da atiyvigladeonsonancia com os principios
do agronegoécio e o uso de tecnologias, em regi@dglesenvolvidas ou em
desenvolvimento, s&o muitas vezes penalizadas peldada capacidade de
investimento do produtor, pelo baixo nivel de aagib e de adocao de tecnologias, bem
como pelo pouco grau de instrucdo do cliente deeeficiado (SALLES et al., 2002).

Uma das primeiras biotécnicas desenvolvidas e dispis aos produtores foi a
inseminacdao artificial (IA) que se constitui, seavida, na ferramenta mais expressiva
para a melhoria do pontencial reprodutivo do rebadtém da IA, a transferéncia de
embrides (TE), veio contribuir para melhorias deéepoial produtivo (GONZALES e
OLIVEIRA, 1991), permitindo a multiplicacdo rapidée individuos geneticamente
superiores dentro de uma raga, favorecendo tambémeducdo do intervalo entre
geracgOes por possibilitar a obtencdo de embridéémdeas doadoras jovens, até mesmo

puberes, como descrito por Majumbar et al. (199%Bales et al. (1998, 2000).
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3

Com o desenvolvimento da TE, técnicas de criopvagséo foram desenvolvidas
para conservacgao por tempo indeterminado, manteadoviabilidade do embrido poés-
descongelacdo, o que favorece a importacdo e exportde germoplasmas,
dispensando o transporte de animais e o periodmaentena, o que significa reducao
Nnos custos e riscos na aquisicdo de reprodutorésm Alisso, destacam-se: a
possibilidade da transferéncia de embrides paraedémem estro natural, sem a
necessidade de sincronizacdo artificial do estralae ovulacdo da receptora; a
preservacdo de embrides coletados excedentes aerodi® receptoras sincronicas; a
adequacao da época de partos, independentemedtgadda colheita de embrides; a
formacéo de banco de germoplasma, objetivandosemacao de espécie e/ou raca em
perigo de extincdo e a comercializacdo, o transpertdisseminacdo de material
genético entre produtores, regides e paises, cormiono de risco de introducédo e/ou
disseminacédo de doencas (SIMPLICIO et al., 2002j)ecdhndacaan vitro (FIV) tem
ocupado lugar de destaque nestas biotecnologiaiirego do potencial que oferece
para acelerar a melhoria genética dos rebanhosl(HRS1992).

A producdaoin vitro de embrides (PI1V) é um procedimento que consiateetihpas
de maturacdo e fecundacdo de odcitos e da cultu@dacco-cultura desde a fase de
zigoto até a de blastocisto. Em bovinos, a adigagathadotropinas, estradiol, vitaminas
e fatores de crescimento aos meios de culturaacdlin determinado um aumento das
porcentagens de blastocisto (MONTAGNER, 1999; BORDDTO, 2000; ALVES et
al., 2001; LIMA, 2004).

Alguns experimentos demonstraram que o embridmictido desenvolvimento é
afetado pelo estresse calorico e qgue o0 mesmo ada@siisténcia a temperatura elevada
a medida que progride no desenvolvimento (EALY kt 4993). Um numero

consideravel de evidéncias demonstra que o odaitdbém pode ser danificado pelo
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4
estresse térmico caldrico, causando uma reducamapacidade de desenvolvimento
oocitario (PUTNEY et al., 1989a; ROTH e HANSEN, 2@) antes da maturacéo
(estadio de vesicula germinativa) (PAYTON et a8004), durante a maturacao (ROTH
e HANSEN, 2004a) e apos a maturacédo (JU e TSEN®)2@ diminuicdo drastica
nas taxas de gestacdo (BADINGA et al., 1985; AL-KWNIANI et al., 1999) e a grande
incidéncia de morte embrionaria no inicio da prentiaduz a natureza do problema
(DUNLAP e VINCENT, 1971; EALY et al., 1993).

A despeito dos avancos nos estudos em bovinos,opsacsabe sobre a
susceptibilidade dos odcitos caprinos e ovinosn@pésatura elevada. Em bovinos, o
estresse térmico caldrido vitro reduz o potencial de maturacdo, fecundacdo e de
desenvolvimento do odécito bem como alteracdesar@siltipicas de apoptose (ROTH e

HANSEN, 2004a; 2005).

2.1 Foliculogénese e gametogénese

A celula oocitaria antes do seu surgimento € plideepor dois tipos celulares
sucessivos, as células germinativas primordiaisRC& as oogbnias. As CGP tém
origem extragonodal com formacéo durante o peridbrionario, a partir do saco
vitelino, sendo caracterizadas por alta mobilidadte serem altamente invasivas. Nos
bovinos e ovinos, ainda durante a vida fetal, Adaggerminativas primordiais migram
para o mesénquima da crista genital, ocupando adgbmdiferenciada, perdendo a
capacidade de mobilidade e multiplicando-se pooseit podendo na espécie bovina,
atingir dois milhdes de células por individuo (ERERDN, 1966). Para se diferenciar
em ovogonias, as CGP passam por processo de ceesgicelular e redistribuicdo de

organelas citoplasmaticas, multiplicando-se de &ativa, dando origem aos odcitos
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5
primario, que iniciam um ciclo de divisbes meiasiqgaara enfim originar os gametas
hapldéides. Nos nucleos dos odcitos que se encomteafase de diploteno da profase |
da meiose I, também denominado de vesicula gervan@fG), ocorrera a primeira
estabilizacdo da meiose que permanecera pelo nada@spuberdade (WASSARMAN
1994).

Enquanto o nucleo oocitario permanecer nesta fasgrdfase I, o od0cito,
juntamente com as células somaticas inclusas ngaimento folicular sofrem uma
intensa fase de crescimento, caracterizada por ooremento na atividade
transcripcional (sintese de RNA), acumulo de lipgde absorcéo ativa e/ou passiva de
diferentes nutrientes. O hormonio luteinizante (UiBerado algumas horas antes da
ovulacdo promovera o retorno da meiose e o nucheitamio inicia a diacinese. A
cromatina sofre condensacdo, a vesicula germin§{f@) se rompe e 0 primeiro
corpusculo polar é expulso, formando o oodcito seéétin (DEKEL et al., 1988;
BETTERIDGE et al., 1989; HYTTEL et al., 1989; SUNVOOR, 1991; SUM et al.,
2001; SILVA et al., 2002).

Na segunda divisdo meidtica, a fase de profasmatfcterizada por ocorrer de
forma rapida e, as vezes inexistente, avancafaseale metafase Il, culminando com a
segunda parada da meiose, estando 0 o0cito nueledmplasmaticamente apto para
reiniciar o processo. Para a retomada da meiosécito devera ser fecundado pelo
espermatozodide, entdo, no nucleo oocitario ocqoruréessivamente, os estadios de
anéafase Il e telofase I, expulsdo do segundo sorgd polar e formacdo do odcito
hapléide fecundado, determinando o encerramento pdmcesso da oogénese

(MILOVANOQV e SIRARD, 1994; RUMPF et al., 1995; GOMCVES et al., 2008).
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2.2 Maturacaoin vitro de oocitos

A maturacaoin vitro (MIV) é um processo, no qual odécitos oriundos de
pequenos e medios foliculos, meioticamente intgoidos (préfase | ou fase de
vesicula germinativa), sdo cultivados em laboratgpara se tornarem aptos a
fecundacéo e alcancar a metafase Il (MIl) com esgmido primeiro corpusculo polar.
No decorrer do crescimento do odécito e no finabda maturacdo ocorrem mudancas
estruturais e bioquimicas que podem ser perceljgasdo o odcito atinge 65 a 70% do
seu volume final, ainda no estagio de vesicula getma (SCHULTZ, 1986).

A qualidade dos odcitos pode ser avaliada por taiaticas definidas das
células documuluse o aspecto do citoplasma, sendo de bom poteparial maturacéao
agueles com trés ou mais camadas de células mt@acam expansao, com citoplasma
homogéneo, sem granulacao e de cor marrom (KINiE,et986; YOUNIS et al., 1989;
YANG e LU, 1990). Todavia, em caprinos e ovinosemprego dos od6citos na
maturacaoin vitro, ndo obedece a um critério rigido, variando desgigeles com
cumuluscompacto até os que apresentam apenas uma camaétulds documulus
(MARTINO et al., 1994: IZQUIERDO et al., 1999).

No interior dos foliculos ovarianos estdo os @&ciem varios estadios de
desenvolvimento e regressao, 0s quais, envoltogdlalas da granulosa, formando o
complexo cumulus oophorus(CCO). Circundando o o0d0cito, através de juncdes
intercomunicantes préximo a zona pellcida, locaEZzaum conjunto de células
foliculares radiais, sob forma de massa solidapagmada decorona radiata Essas
células documulus em consequéncia do contato intimo com o odcipoesentam
funcéo diferenciada daquelas localizadas na mwdbliculo (GONCALVES et al.,

2008).
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No odcito sdo produzidas substancias reguladoras foocdo relacionada a
atividades das células dmmulus,bem como componentes dessas células somaticas
atuam ativamente no mecanismo de crescimento eragatu oocitaria. Mesmo nao
sendo essenciais para a maturacdo de odcitos, efai@ncia é observada, quando as
células documulus estdo presentes nos processos de maturacao, deéonc
desenvolvimento de embrides, evidenciando a impodédessas células na maturacéo
de odcitosn vitro (GONCALVES et al., 2008).

As células documulus oophorusipresentam-se em policamadas compactas e,
por ocasido da maturacao, sob o estimulo dos haoséhl e FSH entram em processo
de expanséo, interrompendo as comunica¢cfes conctito BIYTTEL, 1987; 1988;
SZOLLOSI, 1991). Essas células, assim como as daulyrsa, sdo essenciais na
nutricdo, crescimento, divisdo meiotica, maturagd@plasmatica e na fecundacédo do
oocito (EPPIG, 1980; FUKUI e SAKUMA, 1980). Naswék somaticas que envolvem
0 od0cito, durante as maturacdes citoplasmaticasickeares, ocorrem modificacdes
morfologicas especificas. As ceélulas domulus iniciam um arranjo na matriz
extracelular, rica em acido hialurénico, e tal feedo é denominado de expanséo ou
mucificacdo das células @omulus(EPPIG et al., 1982; BUCCIONE et al., 1990).

In vitro, a expanséo das células damulusé visivel a partir de 12 horas de
cultivo (SUTOVSKY et al., 1993). A presenca consitel de glicosaminoglicanos nas
células documulusimpede a acdo do estresse oxidativo dos radiseies Isobre os
odcitos, evitando a reducdo na taxa de clivagemVQ@NI et al., 1996), e o choque
térmico que blogueia a sintese de proteinas (EDWARBRBIANSEN, 1996).

As células integras doumulus exercem maior influéncia no processo de
maturacadn vitro do que no grau de granulacdo citoplasmatica, inaate ovariana

ou no tamanho do foliculo (FUKUI e SAKUMA, 1980)meconsequéncia, o
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8
desenvolvimento do odcito ndo é afetado pelo ciettral da fémea doadora
(LEIBFRIED-RUTLEDGE et al., 1989). A remocédo dasutass documulusde odcitos
oriundos de pequenos foliculos antrais afeta shdidede para atingir a maturacao
nuclear e citoplasmatica (SUM et al., 2001).

As células da granulosa, sob acdo das gonadotsofifmfisarias, secretam o
liquido folicular, que como consequéncia do acunaglentuado desse liquido, promove
a dissociacdo dessas células e a formacdo de wnedegcavidade repleta de fluido,
denominada de antro folicular (HAFEZ, 1994). Exiswmrelacdo entre o grau de
metabolismo do odécito e o tamanho do foliculo, ondeitos de foliculos grandes
podem iniciar o fendmeno metabodlico da maturaciguanto que os de foliculos
pequenos continuam com o0 metabolismo caracterisdeo odcitos imaturos
(RODRIGUEZ et al., 2003).

A aquisicdo da competéncia oocitaria para retomarogzesso meiético tem
relacdo com o surgimento da cavidade antral nouiglie o tamanho do odcito, que se
expande progressivamente durante o periodo deiroe#o folicular (GRUNERT,
1989), processo este que na cabra dura em médiaras (MARTINO et al., 1994,
RHO et al., 2001). Nos caprinos, de acordo com Deds et al. (1994) e Gall et al.
(1996), os odcitos competentes para a maturacao dsnhtro de foliculos com diametro
superior a 3 mm. Assim, 0s 00citos necessitam gégaom didmetro minimo para
reiniciar a meiose, que em bovinos é de 110 um (FMTet al., 1997) e caprinos 119
um para Ariyaratna e Gunawardana (1997) e de 12%arna Rodriguez-Gonzalez et
al., (2002).

No procedimentoin vitro, oécitos de mamiferos que atingem o estadio de
dipléteno da profase | da meiose |, reiniciam etgpmgamente a maturacdo meibtica

guando n&o estao sob a influéncia do ambienteufai¢PINCUS e ENZMANN, 1935;
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9
EDWARDS, 1965; THIBAULT, 1973; SIRARD e COENEN, 139 Desta forma, em
todos os mamiferos, a maturacédo nuclear pode ocpramdo 0s o0citos sdo removidos
de foliculos antrais e cultivadasvitro (THIBAULT et al., 1987). De modo semelhante
a maturacao que ocorre no organismo da fémea,im@bcanca a fase de metafase Il e,
novamente interrompe a meiose, sendo o processoiagio mediante a fecundacédo ou
ativacao partenogenética (WASSARMAN e ALBERTINI9Z9.

Nos odcitos maturados, as mitocondrias apresenbaalidzacdo mais central,
enquanto os granulos corticais (GCs), associadoama segmento do reticulo
endoplasmatico liso, se deslocam para a periferiaitdplasma (RUMPF et al., 1995).
Durante o desenvolvimento do odcito, o aparelh&Gdigi aumenta gradativamente sua
funcdo, aumentando o numero de membranas envolralascrecao de glicoproteinas
para a formacédo da zona pellcida e de substanarasapestruturacdo dos granulos
corticais (WASSARMAN e ALBERTINI, 1994). Com locadcdo logo abaixo da
membrana plasmatica, esses granulos causam mgddégana zona peldcida,
impedindo a penetracdo de gametas masculinos supeaarios (THIBAULT et al.,
1987).

A maturacdo oocitaria € alcancada em decorréncia alteracbes nas
concentracdes de proteinas e a outros fatores pooesoda maturacdo, presentes no
citoplasma (THIBAULT, 1977). A importancia dessashstancias no processo de
maturacdo foi demonstrada por Milanov e Sirard 4)3%ue, através do bloqueio da
sintese de proteinas com cicloheximide em o6cibeinbs, impediu 0 rompimento da
vesicula germinativa e a configuracdo da metatasgdenciando a existéncia da relagcéo
entre a ativacao do fator promotor da maturacao)jMFa sintese protéica.

In vitro, utilizando-se substancias quimicas que interfemanconcentracao do

monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (SIRARDakt 1998) ou através de um
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inibidor do fator promotor de maturacdo (FPM), comntroscovitine” (MERMILLOD
et al., 2000; MARCHAL et al., 2001; MITALIPOV et.al2001), os odécitos bovinos
podem permanecer em meiose, no estadio de vegjeahinativa. A retomada da
meiose dessa forma, também denominada de pré-g@dranduz a maturacao
citoplasmatica para o desenvolvimento embrion&@ULADI NASHTA et al., 1998).

A maturacaan vitro quando feita de forma inadequada pode causaitaete
nivel nuclear ou citoplasmatico ou ainda, em anasasstruturas (YANG et al., 1998).
Durante o processo, inumeros fatores podem agresolnaturacdo de odcitos, dentre
eles, a substancia inibidora da maturacdo do odcdl) presente no fluido de
pequenos e médios foliculos bovinos, suinos, hasmsteamundongo (TSAFRIRI et
al., 1982) atuando por meio das unides intercedslantre as células @omuluse o
o6cito (WASSARMAN e ALBERTINI, 1994).

Fatores como as purinas, que também apresentara paso molecular, sao
encontrados no fluido folicular de varias espéc({@®WNS, 1990), juntos a
hypoxantinas e a adenosina atuam sinergicamentéentd o0 o0cito em bloqueio pela
inibicdo da atividade da fosfodiesterase e poraglevnivel de AMPc (EPPIG et al.,
1985; DOWNS, 1993).

No decurso da maturacdo de odQcitos, a enzima atesle, quando ativada,
transforma o trifosfato de adenosina (ATP) em AMBe mantém o odcito em inibicao
meiodtica, por ativar a proteina quinase. Para rewitalta concentracdo intercelular de
AMPc que impede a retomada da meiose (DOWNS, 1398nzima fosfodiesterase
transforma o AMPc em 5’AMP que é ineficaz para ma&ioa proteina quinase
(MOCHLY-ROSEN, 1995). A redugdao da concentracdo AMPc induz a
desfosforilacdo das proteinas inativas que se rnoratvas e provocam a dissolugéo

nuclear (DOWNS, 1993).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

11

O reinicio da meiose ocorre mediante a acdo dasdgtmofinas, liberando
calcio para atuar na dissolucéo do envelope nyadewando a concentracdo de ATP,
provocando as reacdes de fosforilacdo (DOWNS, 198@rrompendo a comunicacao
entre o o6cito e as células domuluse impedindo o fluxo de substancias inibidoras da
meiose (DEKEL, 1988) com o OMI e o AMPc.

As células foliculares, mediante acdo dos hormgmiodem liberar fatores que
induzem os odcitos a estimular a fosfodiesterasecansequéncia ocorre a reducao da
concentracdo de AMPc, a reacdo de proteinas gsieaaativacao do fator intercelular
promotor da fase-M (MPF), que coordena a retomadae€iose em 00citos caprinos
(DE SMEDT et al., 1994) e bovinos (TATEMOTO e TERADL998).

Para a maturacda vitro de o0citos é necessario encontrar um meio devoulti
que proporcione alta qualidade aos embrides parm agi mesmos continuem o
desenvolvimento, realizem a implantacdo e resatten@scimento de conceptos viaveis
(MENEZO et al.,, 1998), podendo ser acrescido de, saninoacidos, hormonios,
substratos energéticos, fatores de crescimentmnwias, soro, albumina sérica bovina
(BSA), outros fluidos biolégicos, bem como, com umiatura definida de hormonios e
fatores de crescimento (SIRARD et al., 1988; BERER&EM, 1989; MARQUANT-LE
GUIENNE et al., 1989, 1990; GARDNER e LANE, 1993ARK e LIN, 1993;
GANDOLFI, 1994; GARDNER et al., 1994; BORMANN et,&2003).

Diversos meios simples tém fornecido bons reso#tath maturacédo de od4citos,
tais como 0 meio-6 de cultura de embrides de hasm§ROSE-HELLEKANT et al.,
1998), meio basico modificado (MBM) (KRISHER et, d999) e fluido sintético de
oviduto (SOF) (GANDHI et al., 2000; HASHIMOTO et ,a2000). Os meios sintéticos
permitem melhor compreensdo dos fatores envolvidpgrocesso de maturacéo

vitro de odcitos (SIRISATHIEN, 2002).
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Na maioria dos estudos sobre a maturagaatro de oocitos de mamiferos, o
meio mais utilizado € o TCM-199 suplementado comm da EARLE (LEIBFRIED-
RUTLEDGE et al., 1986), modificado de acordo comprotocolo de cada laboratorio.
A adicdo de substancias neste meio tem demonstrawimibuir para melhorias no
processo de maturac#ovitro (MIV) de odcitos.

A decisdo sobre o meio de maturacao a ser utilizassim como a selecéo de
hormoénios e proteinas que participam como supleyeend processo de MIV, é de
grande importancia no condicionamento e na viadilkéddo odcito para a fecundacao e
o desenvolvimento dos embrides (PAWSHE et al., 19&0OTIA et al., 2001). O grau
de sucesso na producigiovitro (PIV) de embrides € proporcional ao grau na haduiliéd

de se criar condi¢cbes semelhantes ao ambientenodi¢ANROOSE et al., 2001).

2.3 Fertilizagcaoin vitro

O sucesso na obtencao de resultados consistentestiizacaoin vitro (FIV)

iniciou com a maturacdo de oocitos bovinos (BRACKE&t al., 1978; 1980) e
melhorias na etapa da capacitacdo espermaticajnamdo com o nascimento do
primeiro concepto bovino através da FIV (BRACKETTag, 1982). Com avancos da
técnica de maturacdo de odcitos, seguiram-se dwerdatos de prenhez por FIV na
espécie (BRACKETT et al., 1984; SIRARD e LAMBERT98b; LAMBERT et al.,
1986; LEIBFRIED-RUTLEDGE et al., 1987; SIRARD et,dl988).

A baixa repetibilidade dos resultados iniciais d& Em odcitos de bovinos
maturadosin vitro, acontecia em funcdo da n&o compreensao dos mecanigue
geravam o blogueio do desenvolvimento embrion&riestadio pré-nuclear. Relatos de

Iritani e Niwa (1977) mostraram taxas de 6 a 7%odmacao pro-nuclear apos a FIV
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de odécitos maturadas vitro. Com aprimoramento nos meios de maturacdo de gocito
Fulka et al. (1982), perseguindo os mesmos obgtiebtiveram taxas de 45% de
formacdao pro-nuclear.

A fecundacdo é um evento seqiencial que se iniclm a passagem do
espermatozoide pela membrana pellcida, penetragdnembrana plasmatica e seu
alojamento no interior do citoplasma do gameta f@mi Os espermatozoéides dispdem
de dois mecanismos para efetuar a penetracédo agpeticida. Um deles € enzimatico
e se caracteriza pela acéo proteolitica do contdaddacrossomo e o outro € mecanico,
decorrente da motilidade espermatica (YANAGIMACH?94). Na espécie caprina, tal
penetracdo do espermatozoide no citoplasma dooogodrre proximo de quatro horas
apos a inseminacado, seguindo-se da descondensag&vodnatinas (de seis para oito
horas pos-inseminacédo), e da formacéo dos pro-asjaeasculino e feminino, de dez
para dezesseis horas apos a inseminacdo (MOGAS KI%Y).

A compreensdo da capacitacdo espermatica foi dacgor Chang (1951) e
Austin (1951). Estes autores observaram que osraafezoides deveriam ser expostos
ao trato reprodutivo feminino para adquirir a cagede de penetrar nos oocitos. O
termo capacitacao espermatica foi criado para eéescio processo, através do qual, as
células espermaticas atingem a capacidade parad@&cuAUSTIN, 1952). Este
conhecimento tornou possivel fecundar odcitos dmifeaos, levando a primeira FIV
por Chang (1959), em odécitos de coelho.

Lavados de ovidutos bovinos revelaram alta conaeatr de
glicosaminoglicanos (LEE e AX, 1984). A Heparinantenostrado ser o mais potente
glicosaminoglicano com capacidade para induzir acde acrossomatica de
espermatozodide epididimario de touro (HANDROW et H82). Com base neste fato,

Parrish et al. (1986) empregaram o meio de pirulztiato albumina tyrode (TALP) e
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observaram que o espermatozoide de touro criomaas®r pré-tratado com heparina
(10 png/mL) por 15 minutos antes da FIV, aumentou a thxéecundacao de 40% para
79%, entretanto, mais de 70% da taxa de fecundimgaatingida com sémen de 4
diferentes touros.

Swim-up (KEEFER et al., 1985; PARRISH et al., 198) gradiente de
densidade de Percoll sdo os dois tratamentos msaos, associados a heparina, na
capacitacdo espermatica. Espermatozéides tratadases do método de swim-up
apresentam maior capacidade de penetracdo no afixigpue aqueles tratados com
Percoll, apresentando também maior taxa de clivaganbora as porcentagens de
blastocistos tenham sido similares. O uso do Hereslltou numa maior taxa de
recuperacdo da motilidade espermatica, quase se¢s \ynais, do que o método swim-
up. (PARRISH et al.,1995)

Véarias substancias quimicas tém sido incluidas @anmentar a taxa de
fecundacéo. Inibidores da fosfodiesterase sdo msumd empregados para aumentar 0s
niveis de AMPc espermatico (CRITSER et al., 198&)afeina tem mostrado aumentar
a motilidade espermatica nos ejaculados pobreas A&tbncentracdes de cafeina (5 mM)
exercem uma acgao sinérgica com a heparina na tapartetracdo espermatica (NIWA
et al., 1991). Contudo, concentracbes mais baigasfeina (2,5-7,pM) tém mostrado
ser ineficazes (COSCIONI et al., 2001). Numabele(2001) obtiveram resultados
semelhantes ao utilizar pentoxilina (5 mM) assaxiadheparina, ou associacdo de
cafeina com heparina.

Usando glutationa (5 mM) durante a FIV, Slaweta8{)9 obteve bons
resultados. Apesar disso, Kim et al. (1999) ob&awuerefeitos tanto positivos quanto
negativos, suplementando o meio da FIV com glutatid mM), dependendo do sémen

do touro. A associacao de penicilamina (2 mM), tapona (10 mM), epinefrina (1
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mM) ou seja a mistura PHE no meio de FIV, most@efetiva nos experimentos com
hamster e tem sido utilizada com frequéncia na &tVbovinos. Trabalhos utilizando
PHE também mostraram resultados positivos (MILLERg 1992) ou negativos na
FIV do bovino (LONG et al., 1994; PALMA et al., 189 Apenas penicilamina tem
mostrado melhorar os resultados da FIV (KESKINTEPEI, 1995).

A proporcédo de células espermaticas/oocitos nad-hem maior que aquela
ocorridain vivo. E comum nos sistemas de FIV para bovino a propodgi5000 a
10000 espermatozoides por oocitos. A razdo de respezdide para odcito abaixo de
500 para 1 reduz significativamente a taxa de géuwa (LONG et al., 1994; WARD et
al., 2002).

O cultivo embrionéario é a fase final da PIV e coegmde os estagios desde
zigoto até blastocisto eclodido, a depender ddidiade do processo. Apesar de seu
éxito encontrar-se subordinado aos processos deagab e de fecundacéo eficiente, o
cultivo é de grande importancia, pois é nele quéestde o futuro do embrido, a partir
da avaliacdo qualitativa. E nesta fase que se témicm do processo de clivagem, a
ativacdo do genoma embrionario, a agregacdo e gamtatdo dos blastbmeros,
diferenciacéo do trofoblasto e do botdo embriondoionacédo e expansao da blastocele
e, finalmente, o rompimento da zona peltucida (PRERH FIRST, 1988).

Na maioria das espécies mamiferas, a necessidadétgtiva e qualitativa dos
componentes que viabilizam o desenvolvimento emhbrio ainda ndo estd bem
definida (IZQUIERDO et al., 1999). Os meios prodiaa na PIV de embribes caprinos
(maturagao, fecundacao e cultivo) ainda séo detiese(ONGERI et al., 2001), pois
além de prejudicarem as etapas anteriores, promovkeloqueio do desenvolvimento,

inviabilizando o embrido.
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A tensao de oxigénio no trato reprodutivo feminme mamiferos, € mais baixa
que no ar atmosférico (MASTROIANNI e JONES, 1965[TRHELL e YOCHIM,
1968; MAAS et al., 1976; GARRIS e MITCHELL, 1979|S€EHER e BAVISTER,
1993). Esta estabelecido que uma atmosfera conémigigeduzido de 20% para 5%
influencia positivamente o desenvolvimento do nim@e zigotos para o estadio de
blastocisto em ruminantes (BATT et al., 1991; VOHLKe HU, 1992; LONERGAN et
al., 1999), assim como em outras espécies de nmasiifencluindo coelho (LI e
FOOTE, 1993), caprinos (BERTHELOT e TERQUI, 1996juenanos (DUMOULIN et
al.; 1999). Cultura sob baixa tensédo de oxigénimied a necessidade de co-cultura
(XU et al., 1992; WATSON et al., 1994; CAROLAN ét 4995).

Tentativas para melhorar os resultados da cultaramdbries levaram a uma
variedade de sistemas de co-cultura, incluindda®ldo cumulus (GOTO et al., 1988),
vesiculas trofoblasticas (CAMOUS et al., 1984; HEANIet al., 1987) e co-cultura de
células do oviduto ou meio condicionado (GANDOLFM®OR, 1987; REXROAD
JR. e POWELL, 1988, EYESTONE e FIRST, 1989). Vafaieres, tais como o estadio
do ciclo estral em que o tecido do oviduto foi dbti assim como o periodo de
condicionamento do meio devem ser melhores defnidara a repetibilidade dos
resultados (EYESTONE et al., 1991). Permanece déscida a maneira exata como a
co-cultura ou os meios condicionados beneficianegedvolvimento embrionario, no
entanto, alguns pesquisadores tém sugerido queedatte crescimento, tais como
peptideos ou citocinas sdo secretados dentro do (@ANDOLFI, 1995), enquanto
outros argumentam que a co-cultura e o meio sim@ete condicionado reduzem
alguns componentes inibitérios, como as altas taeasxigénio (BAVISTER, 1992,

Watson et al., 1994) ou de glicose (RIEGER et1#195; EDWARD et al, 1997). A
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natureza complexa desses resultados torna impbsdarificar fatores especificos

criticos para o desenvolvimento embrionario.

2.4 Cultivo embrionario in vitro

A fecundacaan vitro sofre influencia de fatores intrinsecos e extriosetais
como composicdo da atmosfera gasosa, pH, lumirdssidaminoacidos, fatores de
crescimento e vitaminas (GONCALVES et al., 20083 f¥ntativa de aperfeicoar o
processo de cultivo embrionario, varios estudosnordesenvolvidos para evitar o
bloqueio no desenvolvimento embrionario (IZQUIERBGI., 1999).

A solucdo para o problema do bloqueio no desemmeivto do embrido
(THOMPSON, 2000), veio na década de 80 com a inty@d da co-cultura com células
da tuba uterina e da granulosa. Zigotos bovinasnidadosn vitro e transferidos para
ovidutos de coelhas (FUKUI, 1989) ou de ovelhas (@tUal., 1987) superaram o
bloqueio do desenvolvimento, atingindo o estadibldstocisto. Segundo Van Inzen et
al. (1995), este fato demonstra que a contribugdd@ooviduto ao desenvolvimento
embrionarioin vitro ndo € espécie-especifica, entretanto, esse pnoeetti apresenta
desvantagens, como o uso de animais para hospedatermediarios. Porém, as
substancias secretadas pelas células do co-cplidem alterar o meio e impossibilitar
uma real avaliagdo das exigéncias do embrido eandelwvimento (BRACKETT et al.,
1989; YOUNIS et al., 1989; OLIVEIRA et al., 19919R.

Na década de 90 as primeiras pesquisas sobre oheiosltura quimicamente
definidos demonstraram a possibilidade da utiliaadg# meio simples comokamsters
Embryo Culture MediunfHECM) ou de um complexo como o TCM-199, ambos sem

adicdo de soro, e com potencial para produzirem ule®r e blastocistos
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(PINYPUMMINTER e BAVISTER, 1991). Porém, existem ntmvérsias sobre a
utilizacdo de meios quimicamente definidos paralpcéo de embrides. Krisher et al.
(1999) e Lonergan et al. (1999) ndo obtiveram yessltados ao produzir embrides em
meios suplementados com alcool polivinilico. Coesatddo que a albumina é a
proteina existente em maior quantidade nos orgaoisags das fémeas, talvez a adicao
da mesma ao meio quimicamente definido possa bairtma obtencédo de resultados
satisfatorios no desenvolvimento embrionario. Nessatido, a forma recombinante
dessa proteina alcancou resultados animadores (ETIKEal., 1998).

Pinypumminter e Bavister (1996) desenvolveram wstesia de cultivo em duas
fases. A primeira utiliza um meio quimicamente wielid e a na segunda fase ocorre a
adicdo de soro. Através desse meio, porcentuaisrisugs a 50% de blastocistos
puderam ser alcancados (KRISHER et al.,, 1999), moisneio de cultura é
potencializado pelo soro que tem uma acédo bif&bae os embrides (VANROOSE et
al., 2001). Os riscos da utilizacdo de meios quamiente definidos séo reduzidos por
nao possuirem componentes de origem animal, ewtaassim uma possivel
contaminacdo (YOSHIOKA et al., 1997). A substitoigde parte do meio de cultivo
durante o desenvolvimento embrionario e a adicacodgonentes a esse meio devem
ser cuidadosamente avaliados por exercerem fort@uémntia no processo

(WHITTINGHAM, 1971).

2.5Estresse térmico

Fatores ambientais externos e o microclima dena® idstalacdes exercem

efeitos diretos e indiretos sobre todas as faseproeéucdo, acarretando prejuizos

econbmicos. O conhecimento destas respostas fifak e comportamentais dos
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animais relacionados ao ambiente térmico estresganinite a modificacdo do manejo,
objetivando a maximizacéo da atividade (SILVA, 2000

O Brasil possui extensa area territorial e por mgesenta clima diversificado
entre as regides. No entanto, em grande parteidweafica-se temperatura e umidade
relativa do ar elevada durante todo o ano. Cut883) e Naas (1989) observaram que
0S animais homeotérmicarantém a temperatura corporal dentro de certogekmi
relativamente estreitos, mesmo que a temperatubéeate flutue e que sua atividade
produtiva varie intensamente, através de alteracOegportamentais e metabdlicas,
produzindo calor em baixas temperaturas ou perdealdo para o meio em situacdes
de estresse térmico calorico (CURTIS, 1983).

Os animais homeotérmicos possuem uma zona de teutnalidade, entre
temperatura minima e maxima, ou seja, uma faixteageraturaambiente em que o
animal ndo precisa produzir ou perder temperatorpocal. Essa € a zona de conforto
térmico , na qual podeexpressar seu maximo potencial genético (NAAS, 1989

Naas (1989) observou que essa zona de confortdctérén dependentele
diversos fatores, senddguns ligados ao animal, como peso, idade, edisidtdgico,
tamanho do grupaivel de alimentacdo e genética e outros ligada@namente como a
temperaturayelocidade do vento, umidade relativa do ar, tip@ido.Quando expostos
a temperaturas fora da zona de conforto, os animda@isutilizar a energia de mantenca
para gerar ou dissipar calor, diminuindo a eneggi@ seria utilizada para a producao
e/ou reproducdo. Os mecanismos utilizados nessa matiliz@énergética podem ser
divididos em duas categorias: 0s nao-evaporativbsemsiveis e 0s evaporativos ou
latentes (CURTIS, 1983).

Os meios nao-evaporativos incluem conducao, codeeegadiacdo rquerem

um diferencial de temperatura entre o animal e @ rambiente. Ovaporativos ou
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latentes incluem a perda de calor por evaporacaagde narespiracdo e sudacao
(SILVA, 2000).

A conducéao térmica € o mecanismo de transferéreiangrgia térmica entre
dois corpos ou entre partes de um mesmo corpovéstrda energia cinéticdas
moléculas, esse fluxo passa das moléculas deratgia para as de baixay seja, de
zonas de alta temperatura para outra inferior. degsério um contatdireto entre as
moléculas dos corpos envolvidos (SILVA, 2008).convec¢ao ocorre quando uma
corrente de fluido liquido ou gasoso, @sorve energia térmica em um dado local e
que entdo se desloca para oudtrcal, onde se mistura com porcdes mais frias desse
fluido e para elas transfereaergia térmica. Quando o animal é envolto pelasiena,
cuja temperatura éferior a da sua superficie, a energia térmicaaésterida por
conducdo danimal para a camada limite (adjacente a sua so@rfNAAS, 1989).

A radiacdo pode ser definida como a transferénei@rnergia de um corpo a
outro através de ondas eletromagnéticas. Uma $cipegode refletir, absorver e
transmitir a energia incidente (NAAS, 1989).

Em climas tropicais, a temperatura do ar encorgrizesjuentemente proxima da
corporal ou a excede; alem disso, a temperaturantedmédia do ambiente tende a ser
muito mais elevada que a atmosférica. Consequentee termolise por conveccao e
radiacdo € dificultada ou inibida. Em adi¢édo, segdo for também Umida, a perda de
calor por evaporagdo serd prejudicada, proporcamam elevado estresse caldrico
(SILVA, 2000).

Quando a temperatura ambiente sobe acima de 29%@, de perda de calor
mais eficiente sera por meios evaporativos (traas@o e respiracdo), sendo
responsavel, por exemplo, em bovinos por 85% datapale calor. Esse tipo de perda

€ dependente da umidade relativa do ar (SILVA, 2000
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A mais extensa linha de contato entre o organisracambiente é a superficie
cutanea, constituida pela epiderme e seus anexad#oOde pelame interfere na
termolise por perda de calor sensivel (conducadwexdo e radiacdo), na eficiéncia da
termolise evaporativa, na transferéncia de catenta de evaporacéo da epiderme para
a atmosfera e em atributos termorreguladores emioglados, como dimensdes e nivel
de atividade das glandulas sudoriparas (SILVA, 2000

Segundo CURTIS (1983), em relacédo aos pélos dosasyias propriedades que
irdo influenciar as trocas térmicas sdo: o compntmeespessura da capa, angulo de
inclinacdo, diametro, densidade de massa, densmatérica e pigmentacédo. O calor
conduzido atraves das fibras é maior do que o coadyelo ar, assim, quanto maior o
namero de fibras por unidade de area e quanto gnassas forem essas fibras, maior
sera a quantidade de energia conduzida atravéspia Por outro lado, fibras mais
finas, compridas e menos numerosas, resultam esage® mais limitada de calor
devido a maior resisténcia térmica das fibras. sigm inclinada das fibras resulta em
contato mais frequente entre elas, reduzindo onwelde ar no interior da capa e sua
espessura, aumentando a conducado térmica. Finangenésisténcia térmica pode ser
aumentada pela presenca de fibras finas e lanosasneadas com as mais grossas e
compridas.

A pigmentacdo da epiderme é determinada pela melarformada nos
melandcitos pela oxidacdo do aminoacido tirosinga éuncdo € a protecdo contra a
radiacdo ultravioleta, fundamental para os anirgass vivem nos tropicos. (CURTIS,
1983). As ragas bovinas tropicais apresentam seegiierme mais pigmentada que as
de origem européia. Mas a diferenga ndo esta nemide melandcitos por unidade de
area, mas na atividade destes. Os animais com piggé® da epiderme branca s&o

mais sujeitos a sofrer os efeitos da radiacaowttieta. Embora uma capa de coloracao
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clara seja mais reflectante, para que essa vantaggnefetiva, os elementos da capa
devem ser densamente distribuidos e posicionadadnguio baixo sobre a epiderme,
de modo a minimizar a transmissao de ondas curtaga da capa. E a epiderme deve
ser pigmentada, o que ndo é imperativo se a cauk foor escura (NAAS, 1989).

Em ambientes muito Umidos, a evaporacdo pode tsmaruito lenta ou nula. A
perda de calor latente evaporativo, através dasdglas sudoriparas, € um dos
mecanismos de adaptacdo ao estresse caldérico @no®owovinos, equinos, caprinos e
bubalinos (CURTIS, 1983).

Quando um animal é submetido a altas temperato@sre um aumento da
circulacdo sanglinea para epiderme, proporcionamda quantidade adicional de
matéria-prima para as glandulas sudoriparas edatioo a sua acdo. A quantidade de
suor produzido depende também do namero de gléduldoriparas ativas e niumero
de glandulas por unidade de area epidérmica. Arigia@ vivem em locais sujeitos a
altas temperaturas tendem a apresentar uma maisiddde numérica de glandulas
sudoriparas. Os ovinos, pela existéncia de um egp@sso que dificulta a evaporacao
da umidade cutanea, a evaporacdo respiratoria ibonapontada como o principal
mecanismo de termdlise (SILVA, 2000).

Para perder calor por evaporacao respiratoriajmahmumenta a sua frequéncia
respiratoria. Outra forma de adaptacdo, em sitisagéeestresse calorico, € diminuir o
consumo de oxigénio, para diminuir o metabolismooasequentemente a producéo de
calor metabdlico (NAAS, 1989).

Para avaliar a adaptacdo dos animais a um detetonarabiente, uma gama de
fatores devem ser seriamente considerados, commetatura do ar, temperatura
radiante, radiacdo solar, umidade relativa dorasg&o atmosférica, capa externa como

espessura, estrutura, isolamento térmico, penetdg&ento, permeabilidade do vapor,
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transmissividade, emissividade, absorvidade etnatlade. As caracteristicas corporais
também devem ser levadas em conta, como : fornpoi@y tamanho, movimentacéo,
area de superficie radiante, area exposta a radisgkr direta, emissividade da
epiderme, absorvidade da epiderme, temperaturaom@ptaxa de sudacédo, trocas
respiratorias, producéo, taxa de crescimento endebémento e niveis hormonais (T3,
T4, cortisol) (SILVA, 2000).

O estresse térmico calorico (ETC) compromete adoimeprodutiva em varias
espécies tais como ovinos (DUTT, 1963), caprinoZA®@A et al., 2005), suinos
(TOMPKINS et al., 1967), coelhos (WOLFENSON e BLUM88) e bovinos (EALY
et al., 1993), afetando as funcdes fisioldgicasvarios tecidos do sistema reprodutivo,
como a dinamica folicular (WOLFENSON et al., 199%)Xuz a viabilidade de odcitos
(ROCHA et al.,, 1998) e compromete o desenvolvimesttbrionario (DUNLAP e
VICENT, 1971; EALY et al., 1993). A infertilidad@ssociada ao ETC é um problema
de ordem multifatorial, pois afeta as funcdes lglcas e celulares em varios tecidos.
Além disso, ja foi observado que em animais exoato estresse caldrico ocorre a
emergéncia precoce do foliculo dominante da segonda folicular (WOLFENSON et
al., 1995), o que pode levar a ovulacdo de um e@gaienvelhecido. Existe um grande
namero de estudos demonstrando que embrides nodpedie pré-implantacdo sao
particularmente susceptiveis a hipertermia. (DUT963; WOLFENSON e BLUM,
1988), inclusive em ovinos e caprinos (DUTT, 19B3LY et al., 1993). Da mesma
forma, o choque térmico calérico induzido durantailiura de embrides produzidivs
vitro diminui o desenvolvimento ao estadio de blastocisitumenta a mortalidade
embrionaria e reduz a taxa de prenhez em animéimetidos a transferéncia de

embrides (ALLISTON et al., 1965; EALY et al., 1995)
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Tem sido sugerido que altas temperaturas podencezxefeitos depressivos na
fertilidade por acdo no ambiente uterino, no siatemddcrino ou no embrido. E sabido
que altas temperaturas causam reducao na durag@msidade do estro, além de ampliar
a incidéncia de anestro e ovulacéo silenciosa (Bi&A et al., 1993). Visto que a atividade
do ovario é regulada pelo hormonio liberador deagoiropinas (GnRH), liberado pelo
hipotalamo, e pelas gonadotropinas, horménio foliestimulante (FSH) e horménio
luteinizante (LH), liberadas pela glandula pitugt&anterior, muitos autores tém estudado
os efeitos do estresse térmico na secrecao destedniios (HAFEZ, 1994).

Altas temperaturas ambientais podem diminuir a eoinacdo de LH no plasma,
afetando negativamente o desenvolvimento finaldfesenciacdo do foliculo dominante
(GUZELOGLU et al, (2001). Existem discrepancias na literatura a iespla secrecao
hormonal durante um estresse térmico calérico agDdocentracdes de estradiob)(Bo
plasma podem ser diminuidas, aumentadas ou ndn sfetadas pelo estresse térmico.
Paradoxos similares ocorrem para a concentracgwogesterona (2 O crescimento e o
desenvolvimento dos foliculos ovarianos podems@éo ser afetados pelo calor (BADINGA
etal, 1993).

O foliculo dominante da primeira onda folicular énor em didmetro em vacas
lactantes sob ETC e costuma ter menos liquidafaticqque os de vacas que nao sofreram
ETC no dia 8 (D-8) do ciclo estral (BADINGA et al993). O ETC também diminui o
numero de células viaveis na granulosa (GUZELOGLAl.€2001).

Este estresse também inibe o desenvolvimento iatravés da diminuicdo
no numero de receptores para 0 FSH nas célulasadalaga (CG), resultando na
diminuicdo da atividade do estrogénio nos folic§®idIMIZU et al, 2005). O ETC

€ responsavel ainda pela supressao na atividalerdatase nestas células, resultando em
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uma baixa capacidade de producado depdtos foliculos (WOLFESON et all997;
SIMIZU et al., 2005).

Essa reducdo na aromatase tem como consequénalanuento nos niveis de
prolactina e glicocorticéides (BADINGA et al993; SHIMIZU et al 2005). Atraves
deste estudo os autores sugerem como potencipiatgrara suprimir os efeitos do
estresse térmiecalorico,intervencdes na expressao dos receptores pard,acb®o
um substituto as terapias que utilizam estrog&hii\{1ZU et al, 2005).

Os foliculos que estdo se desenvolvendo nos owatsacas com ETC mesmo
guando danificados continuam crescendo. Aparentemesses foliculos danificados
ovulam odcitos subférteis durante varios meses ajplminuicdo do estresse (ROTH et
al., 2001). Foliculos subordinados apresentaram umadigdio de tamanho em vacas
submetidas ao ETC durante a primeira onda folic(B&DINGA et al, 1993;
WILSON et al, 1998; ROTH et al2000).

A influéncia ou ndo do ETC no CL durante a faseihita intermediaria € menos
clara. Foi demonstrado que o estresse térmico da@ninui ou nao afeta as concentracdes
de progesterona no sangue. As ceélulas do CL sérerdds daquelas do foliculo. Por
conseguinte, se 0 estresse térmico diminui ossnéeiprogesterona no sangue, entdo essa
reducao seria causada pelos efeitos do estressmtéo foliculo, que por fim afeta o corpo
luteo. De outro modo, alteracdes na taxa do métatmwhssociadas ao ETC podem afetar
o metabolismo da progesterona (VASCONCELOS, 20I8)Balazs (2004) ndo observou
mudancas significativas nos niveis deef vacas superovuladas da raca Holandesas-Friesian
criadas na regido semi-arida de Pernambuco.

A exposicdo de vacas leiteiras ao estresse térthicante o verdo reduz os
indices de concepc¢do desde o verdo até o inicautbmo. Uma das consequéncias do

estresse térmico materno € a reducdo na compet@rgiaria, a qual so é recuperada
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dois a trés ciclos estrais apos o final do verd@TR et al., 2001), indicando que o
estresse térmico pode danificar o estoque de folicea odcitos que iniciaram seu
crescimento ainda no periodo quente.

A susceptibilidade de odcitos bovinos a temperatig@ada pode ser constatada
tanto durante a fase de vesicula germinativa (\@)acdurante o periodo de maturacéo
oocitaria. Quando odcitos na fase de VG foram adlet de vacas Holandesas expostas
ao estresse térmico e submetidos a fecundacaatro (FIV), houve reducdo no
desenvolvimento embrionario até o estadio de kiedto (ROCHA et al., 1998; AL-
KATANANI et al., 2002). O estresse térmico entregiro e a inseminacao artificial
(IA) de novilhas (periodo de maturacdo oocitarianantou a proporcdo de embrides
com desenvolvimento retardado (PUTNEY et al., 1989a

Um numero consideravel de evidéncias demonstra aumicito pode ser
danificado pelo ETC causando uma reducdo na suacicapgle de desenvolvimento
(PUTNEY et al., 1989a; ROTH e HANSEN, 2004b). Untofapeculiar ao odcito
bovino no estadio de VG € que o mesmo permanedelicalo antral por um periodo
longo de 42 dias e durante este tempo o0 animalstéx@®m ETC pode sofrer oscilacdes
de temperatura corporal acima de 41°C (TURNER, 1982TNEY et al., 1988;
PUTNEY et al.,, 1989b; EALY et al., 1993; WOLFENSQH al., 1995; RIVERA e
HANSEN, 2001).

Os mecanismos pelo qual o ETC afeta a capacidaddedenvolvimento
oocitario ainda ndo foram completamente esclarscido entanto, tendo em vista que
a apoptose € o principal processo responsavel rpelacdo do numero de od0citos
durante a vida reprodutiva de fémeas mamiferas (NI@R TILLY, 1999; TILLY,
2001) é possivel que esta forma de morte celujariséuzida em o0citos expostos as

condicOes de estresse.
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O estresse térmico durante a maturagéoitro (MIV) reduz a maturacao
nuclear, a fecundacdo (ROTH e HANSEN, 2005) e emeasdvimento embrionario até
o estadio de blastocisto (EDWARDS e HANSEN, 1996;TRI e HANSEN, 2004a; JU
et al., 2005). A exposicdo de odcitos bovinos aptmatura severa de 42-43°C
(EDWARDS e HANSEN, 1996; ROTH e HANSEN, 2004b) outeémperatura
moderada de 40-41°C (EDWARDS e HANSEN, 1996; ROTHANSEN, 2004a)
durante as primeiras 12 horas (h) de MIV (0-12h MBoqueou ou reduziu o
desenvolvimento embrionario.

A mortalidade embrionéaria nas espécies aumentalgu@iorre exposicao da mae a
elevadas temperaturas ambiente, especialmente eas #&wopicais (JAINUDEEN e
HAFEZ, 2000). Vacas submetidas ao estresse térpig® a inseminagcéo apresentam uma
menor taxa de prenhez (PUTNEY et 4088; EALY et al. 2000). Os efeitos do estresse
térmico sobre os embrifes ndo sdo aparentes attamios tardios de desenvolvimento.
Odcitos fecundados de ovelhas e vacas, quandoadol®@m altas temperaturas, tanto
vitro comoin vivo séo prejudicados porém, continuam a se desenvetwaente morrendo
durante os estadios criticos da implantacdo (JAISB® e HAFEZ, 2000). O ETC é
mais prejudicial a sobrevivéncia embrionaria quandorre logo apdés o estro. Em
particular, o ETC reduz a viabilidade do embridodie 8 (D-8) apds o estro se vacas
superovuladas séo expostas a ao estresse téridideecao dia | (D-1), porém nao no dia
3,5e 7 (EALY et a.1993). Uma das razbes para esse fenbmeno é gumebodes se
tomam mais resistentes a aumentos de temperatug@assm que se desenvolvem.
Temperaturas que bloqueiam o desenvolvimento ddsi@ s bovinos no estadio de 2
células tém efeito intermediario em embribes coBncéiulas e pouco ou nenhum efeito no
desenvolvimento de mérulas (ROMAN-PONCE et H78; ROSENBERG et al., 1982;

EALY et al.,1995; EDWARDS e HANSEN, 1997).
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O ETC entre oito e dezessete dias de gestacaogitedar o0 meio uterino assim
como o0 crescimento e a atividade secretoria do i@mbAparentemente o estresse
térmico antagoniza os efeitos inibitérios do entbsabre a secrecao uterina de RGF2
(JAINUDEEN e HAFEZ, 2000).

Comparados a maioria das células, os embridesafioyarmente sensiveis a
mudancas de temperatura e um leve estresse tedmidd°C por 4h é suficiente para
reduzir a proporcao de embrides que se desenvauemeio de cultura (KRININGER et
al., 2002; HERNANDEZ-CERON et al., 2004). Existemuitos outros efeitos do
estresse térmico que ndo afetam diretamente o &nlentretanto comprometem sua
sobrevivéncia. Por exemplo, o estresse térmicoiaald@duz o fluxo sanguineo no utero
(ROMAN-PONCE, 1978) e, como resultado, o envio deientes e hormbnios a este
orgao tambéem é comprometido (ROSENBERG et al.,;198RVELL et al.,1994).

Os efeitos do ETC podem também afetar a qualidadeodcitos levando a
variacdes estacionais no sucesso dos sistemasdie€fio de embridas vitro. Um queda
nas taxas de desenvolvimento embrionario duranteerdo foram reportadas em
Louisiana (ROCHA et al., 1998) e Wisconsin (RUTLED®t al., 1999). Ron et al.
(1984) e Roth et al. (2002) demonstraram que asste® concepcdo em vacas leiteiras
permaneciam baixas, mesmo quando 0s animais n@apstimais sendo expostos ao
estresse térmico-calorico.

Estudos tém mostrados que as vacas necessiteesfsadas durante todo o verao, da
forma mais eficiente possivel, na esperanca ddcaecarem melhores taxas de fertilidade.
Atualmente, essas taxas se mantém baixas dunar@oce os tratamentos hormonais séo limitados

(ROTH e HANSEN, 2005; JU et al., 2005).
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2.6 Apoptose celular

A morte celular € definida como a perda irrevesisda estrutura e das funcoes
vitais. Ela pode ocorrer por dois processos mogiotis distintos: necrose ou ancose e
apoptose. Sabe-se atualmente que os dois fenGrpexesn contribuir para a morte
celular em CCOs e embrides, no entanto a mortdacghor apoptose aparece com
maior frequéncia, principalmente nos blastdmero®remarios (PAULA-LOPES e
HANSEN, 2002a). A opcao da célula por uma dessasnd® de morte pode ser
influenciada pelo seu estado energético como rasenATP (WYLLIE et al., 1980).

A palavra apoptose (do gregpo = separaca@tosis= queda) foi designada em
analogia ao fenbmeno natural das folhas cairemadases ou das pétalas cairem das
flores e foi adotada pela primeira vez na décad2Dd&KERR et al., 1972 apud TILLY,
1996). A apoptose, conhecida também como a moliéac@rogramada (MCP), é um
processo ativo caracterizado pela autodigestadaatadd dos constituintes celulares,
devido a ativacao de proteases intracelularesivAgio dessas proteases compromete a
integridade do citoesqueleto, provocando verdadsitapso da estrutura celular sem
qgue haja extravasamento do conteudo celular infesreo 0 meio externo (MATWEE et
al., 2000; BETTS e KING, 2001; PAROLIN e REASON,020. Ha controvérsias na
utilizacdo de apoptose e de MCP como sinénimosouds permutaveis (MAJNO e
JORIS, 1995). O termo apoptose define os mecanigm@ecessos envolvidos antes,
durante e depois da morte celular, como estimuitesres, morte celular propriamente
dita e absor¢do dos corpos apoptoéticos por célit@ishas. J& o uso da terminologia
MCP surgiu em 1964 e envolve apenas 0s mecanismo®ldgicos e bioquimicos
especificos que a célula desencadeia para induziuaa morte (LOCKSHIN e

WILLIAMS, 1964; SAUNDERS, 1966; TILLY, 1996).
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Muitos estudos indicam que a apoptose tem um pag®drtante durante os
processos fisioldgicos dos organismos multicelslgpencipalmente na embriogénese e
nas metamorfoses (LOCKSHIN e ZACHERI, 2001; GEWIR803) com intuito de
remover células lesadas, infectadas, senescentegu@usimplesmente perderam a
funcdo para o organismo, sem alteracdo do micraartecelular e livre de inflamacéao
(TILLY, 1996). As células que iniciam esse procesdoninuem o volume
citoplasmatico mantendo suas organelas intactasrelSposta a contracdo do volume
citoplasmatico, a membrana celular forma vesiculdspominadas corpusculos
apoptaticos, que contem fragmentos do nucleo evaglworganelas. Esses corpusculos
apoptoticos sédo rapidamente reconhecidos e engisbpdr fagdcitos e/ou células
adjacentes, onde sédo degradados e reciclados (KERIR, 1994, MATWEE et al.,
2000; BETTS e KING, 2001;).

Na porcdo interna da bicamada lipidica da membreglalar existe um
fosfolipidio da membrana, a fosfatidilserina (P3)rante o processo da apoptose, esse
lipidio se expde na porcao externa da membrangndercomo sinalizador para que as
células fagocitarias das proximidades englobemaggrfentos celulares e completem o
processo de apoptose (FADOK et al., 1992; REUTELSRERGER e VAN
HEERDE, 1997). Martin et al. (1995), constatarane @u exteriorizacdo da PS em
algumas variedades de células murinas e humanas évento adiantado e difuso no
processo de apoptose e que outros eventos do gooaks MCP antecedem a
translocacéo da PS.

No inicio do processo apoptotico o nucleo torngisadtico e entra em colapso
e a cromatina vai se condensando nas porcdes amjaca membrana nuclear até
fragmentar-se. O DNA cromossOomico sofre degeneraefaisada por endoenzimas

Cda/Mg* dependentes, as DNAses (WYLLIE et al., 1980; KERRil., 1994). Essas
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enzimas proteoliticas ativam as mediadoras da fatpgado internucleossomal do
DNA, bem como a lise de substratos especificos ri¢eipas que determinam a
integridade e a forma do citoplasma (SARASTE e PKLK2000). Estas DNAses
endogenas cortam as regides internucleossomaisagmédntos de 180 a 200 pares de
bases (pb) expondo a extremidade 3’ da fita de [IWXLLIE et al., 1980; ALNEMRI
e LITWACK, 1990; DIDENKO e HORNSBY, 1996).

Os mecanismos de MCP podem ser ativados por dssiraMternos, mediante
ligacdo com receptores da superficie celular, cdamae receptores da morte, ou por
estimulos internos de estresse intercelular, @isoclesdo do DNA, perturbacdes no
ciclo celular ou nas vias metabolicas (CHANG et 2002). Estes diferentes estimulos
celulares podem alterar o padrao de proteinas omt@is relacionadas a apoptose. A
alteracdo deste padrdo pode culminar na ativacagroieases conhecidas como
caspases (CRYNS e YUAN, 1998).

A inducao da apoptose ocorre de maneira diferegpierttlendo do tipo de célula
e 0 estagio que esta se encontra. Entretanto, sldpailesencadeado esse mecanismo,
0os caminhos percorridos por todas as células s@ur®g sendo um processo
irreversivel apds o inicio da ativacédo das caspefstsras (caspases 3 e 8) (CRYNS e
YUAN, 1998).

Existem varias familias de genes envolvidas ness®gso, uma dessas familias
€ a do gene BCL-B(cell leukmia/lynphoma)2que pode estar presente no citosol bem
como em organelas como as mitocondrias. O prinieiegrante desta familia, o BCL-2
proto-oncogénico, foi descoberto pela transformagémossémica t (14/18) de células
linfocitarias B de humanos (WYLLIE et al., 1980; BRENBERY et al., 1990;
OHMORI et al., 1993). Esta familia de proteina®#ngosta por antagonistas da morte

(BCL-2, BCL-X,., BCL-W, MVL-1) e agonistas da morte (BAX, BKA, BADBID,
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BIK, BCL-Xs) e outros (GROSS et al., 1999). Estas proteinagpadilham estruturas
homologas dos dominios BH1, 2, 3 e 4, embora nel@mstos membros possuam todos
0os dominios. Os dominios BH1 e BH2 dos antagonis&s necessarios para
heterodimerizar com o0s agonistas da morte e, iaweate, o dominio BH3 dos
agonistas da morte é requerido para que ocorrgesolenerizacdo com o0s antagonistas
da morte para promover a morte celular (YIN etl&94; GROSS et al., 1999).

Oltvai et al. (1993) também estudaram a ligacdo rdembros dessa familia
como o processo de apoptose e propds que ha uatd@agetntre os subconjuntos de
proteinas, como é o caso do BAX e BCL-2, em detaama susceptibilidade da célula a
um sinal de morte programada. A alteracédo do pailegxscripcional do gene BCL-2
pode culminar na ativacdo de proteases responsdieisas pelo processo de MCP
(OHMORI et al., 1993).

As proteinas da familia BCL-2 podem estar insermdamembrana mitocondrial
na forma de dimeros ou polimeros e sua estrutuedenaria esta diretamente
relacionada com seu poder de inibir ou ativar apegze (KROEMER, 1997). A
proteina BAX € um membro pro-apoptotico da famd@BCL-2 que, na auséncia de
estimulos apoptéticos, encontra-se predominantemsoitivel no citosol. Por outro
lado, na presenca de estimulos apoptoticos, oeotransformacdo dessa proteina do
citosol para as mitocondrias e sua inser¢ao nasbna@®s mitocondriais (WOLTER et
al., 1997; ZHANG et al., 1998). Os mecanismos pelagis a BAX é inserida nessas
membranas ainda ndo estédo elucidados, mas tabepedé estar associado a formacao
do poro transitério de permeabilidade. Por esten,pocorre a liberacdo do €a
citosélico (SMAILI et al., 2003). N&o se sabe seawstevacdo de Ghcitosdlico serve
de sinal para a transformacdo da BAX e para a foggéo do sinal apoptético na

presenca de um determinado estimulo. Além dispopgagacado do sinal do Eantre
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células pode indicar que os aumentos de€* @itosélico sdo importantes para
transmissao dos sinais apoptoticos entre diferecdéddas (BAYSAL et al., 1994;
CASTILHO et al., 1998; GUNTER et al., 1998).

As caspases, cisteino proteases homoélogas ao ded<3 elegans exercem
importante papel na rede sinalizadora da apoptssguais sdo ativadas em cascatas
(BRATTON et al.,, 2000). O nome caspase originouege duas caracteristicas
estruturais das proteases: o0 “c” € uma referénciata@ino-protease e o “aspase” refere-
se a habilidade da molécula clivar logo ap0s ocaaspartico. Foram identificados 14
tipos de caspases nos mamiferos. A primeira enzlessa familia descrita em
mamiferos foi a ICEifiterleukin-1b converting enzyinéoje caspase-1 (DENAULT e
SALVESEN, 2002).

A subdivisdo das caspases foi baseada na an&tigerfética, na especificidade
de seu substrato e no tamanho de seu pro-domisicaspases iniciadoras (8 e 9)
contém pro-dominios longos que permitem interagim cas proteinas adaptadoras
especificas tendo a funcdo de ativar diretamenteasgases efetoras (MUZIO et al.,
1998; BRATTON et al., 2000). Ja as caspases ete{8t& e 7) possuem pré-dominios
curtos e sua acao ocorre pela clivagem de proteisiagturais e regulatérias como a
DFF45/ICAD, as citoqueratinas, as gelsolinas, asnirlmas e as actinas
(KOTHAKOTA et al., 1997; KWIATKOWSKI, 1999).

Ao ser ativada, uma caspase iniciadora cliva oetrasequéncia, até gerar uma
caspase efetora, que destréi proteinas essenaia@iglula ou proteinas que protegem a
célula da apoptose e ativa proteinas toxicas (THBERRY et al., 1997;
NICHOLSON, 1999). As caspases estdo presentestoplasma sob forma de pré-
enzimas inativas, tornando-se ativas, apos clivagenteolitica & altura do acido

aspartico (THOMPSON, 1999).
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Vérias proteinas sdo apontadas como “alvos” dgsasas, mas ainda nao foi
estabelecida uma relacdo direta entre o corte slgesdeinas e a morte celular. A
caspase 3 cliva uma proteina denominada ICIADIl§itor of caspase-activated DNAse
normalmente ligada a uma endonuclease (CAD) nplagma, ativando essa enzima,
que entra no nucleo e inicia a fragmentacdo do MBRATTON et al., 2000). Outra
relacdo direta ja identificada é a fragmentacampéan pela caspase 3, da gelsolina,
proteina ligada aos filamentos de actina. Essarfeatpcao danifica os filamentos e a
célula perde sua forma, o que leva a apoptose (Kéxyah, 2000).

Alguns membros, tais como a caspase 8, ocupamgmopioximal na cascata
proteolitica e agem como reguladores e iniciad@®eganto outros como a caspases 3,
sdo mais distais e agem como efetores da fragné&nizelular (PATEL e GORES,
1998).

As caspases tém substratos bem restritos, 0 gqeealis®gura um processo de
seletividade e especificidade no processo de pdisgedTais substratos incluem
proteinas envolvidas no reparo do DNA, no ciclaleg| na sinalizacédo de transducéo e
na manutencdo da integridade da estrutura celmpedindo o reparo do citoesqueleto
e do nucleo, levando a desestruturacdo da célilaY] 1996; THOMPSON, 1999).

A apoptose pode ser deflagrada por meio de re@ptta morte presentes na
superficie celular, que séo ativados em resposte@aamento de ligantes especificos.
Entre esses receptores, um dos mais estudadoshernearacterizado € o fator de
necrose tumoral receptor (FAZ) (CD95 ou APO-1) (MFEENRTNER, 2000; GREEN e
EVAN, 2002). Além dos receptores da morte, a ammgpptambém pode ser deflagrada
por sinais de estresse intracelular, alterac6esviagsmetabdlicas, drogas, toxinas ou
privacdo dos fatores de crescimento. Na presencsindés de estresse intracelular

ocorre a transformacéo de proteinas pré-apoptot@aX, BID, etc) do citosol para a
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mitocondria. A translocacao das proteinas pro-dpigpls para a mitocondria resulta na
liberacdo para o citosol do citocromo-c, present@spaco existente entre a membrana
mitocondrial externa e interna (GROSS et al., 1389INGARTNER, 2000; SMAILI et
al., 2003).

No citosol, o citocromo-c forma um complexo comatof ativador da apoptose
1, o apoptossoma (do inglépoptosis-activacting factor 1, apajf;levando a ativacéo
da caspase 9, que ativa caspases efetoras. Ppdaativacdo das caspases pode ser
desencadeada via receptores da morte ou via d&iung¢ocondrial, com liberacdo do
citocromo-c (HENGARTNER, 2000; GREEN e EVAN, 2002).

Durante a vida reprodutiva da fémea, a maioriafdidsulos ovarianos torna-se
atrésico e seu respectivo odcito se degenera (TAK&tal., 1995; HAFEZ e HAFEZ,
2000; YANG e RAJAMAHENDRAN, 2002). Embora os meamnos envolvidos neste
processo de degeneracdo ainda ndo estejam muitelbeidados, € provavel que no
o0cito este processo ocorra por MCP (YANG e RAJAMNENDRAN, 2002).

Um estudo realizado por Yang e Rajamahendran (288i%5tatou que CCOs de
qualidade morfolégica inferior tém a maioria de sseodcitos com anomalias
morfologicas incluindo a fragmentacdo doplasmae das CC, caracteristicas estas
tipicas de células submetidas ao processo de welctkar por apoptose (TILLY, 1996).
A fragmentacdo do DNA dos odcitos associadas atapepode ser uma das razdes
para a baixa qualidade dos odcitos (FUJINO etofl6)L

Nas espécies mamiferas, as perdas embrionariasnpoderrer em todas as
fases da gestacdo (DISKIN e SREENAN, 1980; DUNNEalet 2000). H&a fortes
evidéncias que células embriondrias de mamiferosfasa de pré-implantagcédo
submetem-se ao processo de apoptose (HARDY, 198TT8 e KING, 2001). As

caracteristicas apoptoticas, incluindo fragmentad@oDNA nuclear, sdo raramente
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observadas antes da fase de compactacao celutarfage de blastocisto, a presenca de
apoptose € frequente em mamiferos como humanos DNAR al., 2001) e bovinos
(MATWEE et al., 2000).

Durante o desenvolvimento do embrido, muitas dadaseembrionarias que se
encontram em processo de apoptose ja cumpriramm fusgao e precisam ser excluidas
ou substituidas por células da mesma linhagemferedies (SANDERS et al., 1997).
Os mecanismos utilizados pelo embrido para elimidaterminadas células ou
linhagens de células ndo estdo bem definidos (HARI9Y7).

Uma das alteracbes mais frequentes encontradastelusadesenvolvimento
inicial do embrido esta relacionada com a fragng@atauclear atribuida ao processo de
MCP, que ocorre principalmente nas células quedarro botdo embrionario ou massa
celular interna (MCI). Acredita-se que o0 objetivestt mecanismo seja eliminar
algumas dessas células que impedem o potenciasgmeblvimento do trofectoderma
e gue possam ser letais para o embrido. Contudoyumero considerado minimo de
células saudaveis da MCI é necessario para queamdavimento prossiga (HARDY,
1997).

As condicbes proporcionadas aos embrides na PI\dig&i@ntes das condicbes
encontradas pelos embridesvivo. Nas condi¢cdes vitro ha uma grande concentracao
de oxigénio reativo (OR). Yang et al. (1998), corobgetivo de elucidar as a¢bes do
OR, determinaram a reacdo existente entre a coacéotde KO, no embrido e as
modificacdes morfolégicas em suas células, condtuique existe uma relagéo direta
entre o aumento da concentracdo d®Jte o0 numero de células apoptoticas. As
variaveisin vitro, nas quais o odcito e principalmente os embri@es ssibmetidos,

fazem com que a qualidade dos embriées produiidaso seja variavel.
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A maioria dos embrides possui blastdbmeros de difesetamanhos e muitas
células fragmentadas. Em embrides fragmentadodiaairecidéncia de cromatina
condensada com a degradacdo do DNA celular e e@pwanto de um grande nimero
de corpos apoptoticos leva, a inviabilidade no mesigimento do embrido quando em
processos iniciais do desenvolvimento, inclusivéesarda formacdo do blastocele
(JURISICOVA et al., 1998).

Estudos recentes indicaram que a morte celulagpoptose é um mecanismo
importante responsavel pela reducdo na compet@ocidaria induzida pelo estresse
térmico calorico (ETC). Nesses estudos, o blogdai@poptose resgatou a capacidade
de desenvolvimento de odcitos expostos a temparaievada (ROTH e HANSEN,
2004a). Recentemente, Roth e Hansen (2004a; 2e@mrdstraram o papel da apoptose
oocitaria induzida pelo ETC. A exposicédo de odécéaste estresse térmico durantes as
primeiras 12 horas de MIV aumentou a propor¢cao G#tas positivos para apoptose.
Nesses estudos, 0 bloqueio da apoptose oocitamairdbidor de caspases (z-DEVD-
fmk) (ROTH e HANSEN, 2004a) ou com esfingolipidesfingosina-1-fosfato) (ROTH
e HANSEN, 2004b) resgatou os indices de clivagel® éesenvolvimento até o estadio
de blastocisto de o0citos expostos ao estress&térm

A determinacdo e caracterizacdo do ETC em oOcipsiros e ovinos sao
fundamentais para a adogcdo de medidas que redueam efeitos negativos na

competéncia oocitaria em animais expostos a termparelevada.
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ER Santos Junior; RM Chaves; FQG Bezerra; CR AguiarFilho; FF Paula-Lopes
JDR Alves; MC Rabelo; CH Dezotti; PF Lima; MAL Oliv eira
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RESUMO
Esse estudo teve como objetivo avaliar o efeit@stoesse térmico calorico durante a
maturacaan vitro de odcitos e seu reflexo na producéo de embriéespécie caprina.
Os ovarios foram coletados em abatedouro e tragfu® ao Laboratorio de
Biotécnicas da Reproducdo da UFRPE. Os complexosilus oophorufCCOs) foram
coletados pela técnica de fatiamento dos folicdnoge 2 a 6 mm de diametro,
selecionados com base na morfologia e colocadan@&mbasico de maturagcédo. Nas 10
repeticbes, os CCOs foram submetidos aos tratamel@@stresse térmico caldrico a
41°C por 0 (termoneutralidade a 39°C), 3, 6, 12¢ P& horas de maturacgwovitro. Os
dados foram avaliados na maturacédo, fertilizacdivagem (D-3), estadio de 8-16
células (D-4), mérula (D-5), blastocisto (D-8) agésundacéo e blastocistos positivos
para apoptose através do Teste de TUNEL. Foi obddardiferenca significativa (P <
0,05) em todos os tempos estudados de estresseaéramaturacao, fecundacéo, D-3,
D-4, D-5. No D-8 néo foi observada diferenca sigativa (P > 0,05) entre os tempos
de 3 vs 6 e 18 vs 24 h e nos blastocistos TUNEI[tipos nos tempos de 0 vs 3, 3 vs 6,
12 vs 18 e 18 vs 24 h de estresse térmico. Nasg@mslobservadas neste estudo, 0s
resultados permitem concluir que o tempo em queddt® € exposto ao estresse
térmico durante a maturacéo vitro € de grande importancia para o desenvolvimento

embrionario e o nivel apoptético de suas células.

Palavras-chave:Foliculos, complexosumulus oophorysapoptose, Teste de TUNEL.
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ABSTRACT
This study aimed to evaluate the effect of heatsstrduring maturatiom vitro of
oocytes goats. Ovaries of goats were collected staaghterhouse and transported to
the Laboratory of Biotechnical Reproduction of URRPThe cumulus oophorus
complexes (COCs) were collected by the technigu@icihg of the follicles from 2 to 6
mm in diameter and selected based on morphologiassification and placed in basic
medium maturity (MBM). In 10 replicates the COCsrevsubmitted to the caloric heat
stress at 41 ° C for 0 (the thermoneutral 39 °3CH, 12, 18 and 24 hours of maturation
in vitro. The percentage of oocytes was determined in thwumation, fertilization,
cleaved (D-3), stage of 8-16 cells (D-4), morale-5)D blastocyst (D-8) after
fertilization and blastocyst positive for apoptosisTUNEL test. Significant difference
(P < 0.05) in all time periods of heat stress onunadion, fertilization, D-3, D-4, D-5.
The D-8 was not significantly different (P > 0.Q@®tween the periods of 3 vs 6 to 18 vs
24 h and the blastocyst TUNEL positive at O vs ¥s3, 12 vs 18 and 18 vs 24 h of
heat stress. Under the conditions observed irsthidy, the results indicate that the time
in which the oocyte is exposed to heat stress dumaturationin vitro is essential to

define the embryonic development and their levelpaiptotic cells.

Keywords: Follicles, complexesumulus oophorysapoptosis, TUNEL test.

INTRODUCAO

O rebanho caprino no Brasil atinge o total de 1®2PAL cabecas, sendo destas
93,8% localizadas na regido Nordeste do pais, set]@d6% em Pernambuco
(ANUALPEC, 2008). Apesar de deter praticamente todebanho caprino, o Nordeste

necessita de pesquisas e tecnologias para minimizacao custo/beneficio do sistema
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de producdo, estimulando o desenvolvimento e apiandvas possibilidades de
agronegocio. A baixa produtividade dos rebanhosisoem sido contornada através da
importacdo de racas exoticas para o semi-aridoestmb, porém, € preciso cautela
devido a susceptibilidade destas racas as tempesatlevadas encontrada nesta regiao
(SIMPLICIO et al., 2007).

Sabe-se hoje que 0 odcito e 0 embrido sdo os akosipais dos efeitos
deletérios induzidos pelo estresse térmico (EAL#gt1995; EDWARDS e HANSEN,
1996), provocando danos celulares que ativam atzage apoptose (MAKAREVICH
e MARKKULA, 2002). Nao obstante a Obvia importandi@s mecanismos celulares
desencadeados pela temperatura elevada, pouchesasaare os eventos moleculares
gue acionam a apoptose, bem como os mecanismadayigéncia celular em reposta
ao estresse em o00citos e embrides da espécie *aiMi@ORITA e TILLY, 1999;
TILLY, 2001).

Este estudo visa abordar a problemética do estrEssgico nas funcdes
reprodutivas de caprinos, fornecendo dados fundeisesobre os mecanismos de
morte celular em odcitos expostos a temperatuseagde Tendo como objetivo avaliar
o efeito do estresse térmico durante a MIV de oéce# na produca vitro de

embrides da espécie caprina.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ovarios oriundos de fémeas capr8RD com idade variando
de 12 a 46 meses, abatidas no abatedouro Suineatizhwlo na cidade de Igarassu,
Regido Metropolitana do Recife-PE (latitude 08°138' S, longitude 34° 52' 52" W). A

temperatura ambiente minima e maxima na estaca@o(setubro a marcgo) foi de 23 a
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33°C e na chuvosa (abril a setembro) de 18 a 3&¥pectivamente. A umidade relativa
média do ar foi de 71% no periodo seco e 85% niogeichuvoso (INMET, 2009).

Imediatamente apds o abate, os ovarios foram toatasios ao laboratorio em
garrafa térmica contendo solucéo fisioldgica a 3¢@scida de 3@/mL de sulfato de
gentamicina em um periodo méaximo de uma hora.

Os complexos cumulus oophorus (CCOs) foram colstade foliculos
ovarianos medindo entre 2 a 6 mm de diametro gelaida de fatiamento. O liquido
folicular foi depositado em placa de Petri conteadueio de colheita (MC) constituido
por 8,0 mg de bicarbonato de sddio, 45,0 mg deogkic5,6 mg de piruvato de sédio,
11,9 mg de HEPES, 2,5 mg de sulfato de gentam&i2@,0 mg de alcool polivinilico
em 50 mL de TALP.

Os CCOs depositados em placa de Petri foram levgpdoa selecéo e
recuperacdo. Uma vez selecionados, com base rs#fickagao morfologica descrita por
Gongalves et al. (2008), os odcitos foram lavadosezes) no meio MC. Apdés esta
etapa, foram colocados 25 o4citos em gotas dqulLG®b 6leo de parafina esterilizada,
no meio basico de maturacao (MBM) constituido p8MT199 suplementado com 50
pg/mL de piruvato de sodio, 2,6 mg/mL de bicarbor@dgosodio, 10% de soro fetal
bovino (SFB), 5Qug/mL de sulfato de gentamicina, 28/mL de FSH/LH (Pluset®) e 1
mg/mL de alcool polivinilico. Para a maturachéw vitro (MIV), os odcitos foram
colocados em estufa a 39°C com atmosfera Uumidemdat5% de C@Odurante 24
horas.

Em 10 repeticdes por tratamento (n = 96-113 odtitdamento), os CCOs
foram submetidos ao estresse térmico calérico @ bt O (termoneutralidade a 39°C),

3, 6,12, 18 e 24 horas de maturaigéwaitro.
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ApoOs a maturacdo, os oodcitos foram submetidos acepso de fecundacgéao in
vitro (FIV), utilizando sémen fresco conforme Caaati Neto (2004) na concentragao
espermatica de 2 X ¥nL em meio definido modificado (mDM) de acordo com
Keskintepe et al. (1998), constituido de 0,125k glucose, 0,1552 g de bicarbonato
de sodio, 0,0069 g de piruvato de sddio, 0,050@ @ldool polivinilico, 0,0500 g de
cafeina e 5Qu,g/mL de gentamicina em 50 mL de mDM, durante 18h.

Os zigotos foram mecanicamente desnudados no agiteetanico Vortex® em
meio “Synthetic oviduct fluid” modificado (SOFm) idunte trés minutos a velocidade
“7” (escala 1-10), e 25 estruturas foram transteyidara as gotas de 10 do meio
SOFm, suplementados com 10% de SFB, sob 6leo ddinzaresterilizada. Essas
estruturas foram incubadas a 39°C em atmosferaaiooich 5% de C& 5% G e 90%
N, e depois de sete dias de cultivo, avaliou-se oendrde células, taxa de clivagem e
quais alcancaram estadios de blastocisto.

A fragmentacdo de DNA, que é uma caracteristicaptgptose, foi analisada
com o Teste de TUNELtdrminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUiiék
and labeling (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002a; ROTH e HANSEN, 2D0A
identificacdo de embribes positivos para apoptoaemerfologia nuclear embrionéria
foi realizada com auxilio de um microscopio de feszéncia, com objetiva de 1000x.

A porcentagem de odcitos clivados foi determinada die 3 (D-3) e a
porcentagem de odcitos que se desenvolveram adiasstle 8-16 células, morula e
blastocisto foi determinada nos dias 4 (D-4), 55(De 8 (D-8) apds a fecundacao,
respectivamente. A qualidade dos blastocistos fdosao D-8 foi avaliada através da
contagem total de células por blastocisto com @rder DAPI e a determinacdo de

blastdmeros positivos para apoptose através dodestUNEL.
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Para a estatistica foi realizada analise de vaagmelo método dos quadrados
minimos. Os resultados foram expressos em médkaweadpadréo (analise de variancia
entre grupos). Considerando também as medidasldsatam porcentuais, procedeu-se
uma comparacao de variancitesteF para variancias ao nivel de significancia 5% (P <
0,05). Depois, unteste tpara comparacdo de meédias, no nivel de signifiads#it, para
variancias equivalentes ou variancias distintasfarme o que foi verificado nieste F

para variancias (SAMPAIO, 2007).

RESULTADOS

A média de oo0citos recuperados ndo apresentoueddarsignificativa (P >
0,05). Nos odcitos maturados e fecundadostro expostos ao estresse térmico durante
a maturacao, foram observadas diferencas sigmfasa{P < 0,05) em todos os tempos
estudados (Tabela 1).

Nos embrides no D-3 (clivados), embrides cultivaaléso D-4 (8 - 16 células) e
no D-5 (morula), foram observadas diferencas dmatifas (P < 0,05) em todos os
tempos estudados de estresse térmico na matu@saesultados demonstram que a
medida que aumenta o tempo de estresse térmiconera de estruturas obtidas com a
producadn vitro (P1V) diminui significativamente (Tabela 2).

Tabela 1 Média e desvio padrdo de odcitos recuperadogjradsin vitro (MIV) e
fecundadosn vitro (FIV) da espécie caprina submetidos a difereregpbds

de estresse térmico na maturacgéo.

Etapas da Tempo de estresse térmico na maturacéo a 41°C
Producéan Oh 3h 6 h 12 h 18 h 24 h
vitro (X ts) (X xs) (X %59 (X t5s) (X £s) (X x5s)
Oocitos 107,9¢588 106+530 100,1+4,78  100,9+4,48 1034413 101,9+4,58
recuperados
Maturacao o 31658 4414698 34,8:259  16,7+1,76 111098  7,8+1,03
in vitro (24h)
Fecundacéo

b 42,0+£7,08 2544327  17,7+3,28 11,9+1,19 7,9+0,99 3,4+0,84
in vitro (18h)

Letras minusculas diferentes nas linhas indicaerelifcas significativas (P < 0,05) padste t
X =média, s = desvio padrao.
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Tabela 2 Média e desvio padrédo de embrides clivados (3)rides (D-4) e mérulas
(D-5) da espécie caprina submetidos a diferentapde de estresse térmico
na maturacao.

Tempo de estresse térmico na maturagéo a 41°C

Etapas da
Producéan vitro _0 h _3 h _6 h _12 h _18 h _24 h
(X £5) (X £5) (X £5) (X £5) (X £5) (X £5)
Embrides A 8 s g 5 8
D.3) 28,142,848 2364279 14,13228 6,8+1,39  47+1,05  1,8+07
E’g‘é’_ﬂ‘)’es 26,9+2,88 225+268 12,1#1,9F 4,8+1,29  2,6+0,6§  1,5:0,84
'Vé%r_‘gf‘s 20,3+3,30 159+159 88+2,65  3,041,24  1,6+05f  1,0:0,47

Liatras minusculas diferentes nas linhas indicaerelifcas significativas (P < 0,05) pédste t
X =média, s = desvio padrao.
Nos embrides cultivados até D-8 foi observada difea significativa (P < 0,05)

a medida que aumentava os tempos de estressedeNdiz sendo observada diferenca
significativa (P > 0,05) entre os tempos de 3 veo6as e 18 vs 24 horas quando
comparado o porcentual de blastocistos. Hi&hdo o grupo controle (Oh) obtido 8,80 +
2,32 (% £ s) de embriBes em estadio de blastoeistdemais grupos 5,99 + 1,34, 4,59
+1,07, 2,77 £ 1,13, 0,58 + 0,51 e 0,29 + 0,48 elobrides D-8 dos odcitos maturados

expostos ao estresse térmico de 41°C por 3, 6182 24 horas, respectivamente

T
1 T
i

12h 18h 24h

(Figura 1).

10

Embrides cultivados in vitro D-3 (%)
[ I " B U I S ) B ) R L =< I Ve

Tempo de Estresse Térmico de 41°C({h)

Figura 1. Porcentagem e desvio padréo de embrides caprivo@R
0,05) pelotesteF, no D-8 (blastocisto) em diferentes tempos de estre
térmico calorico a 41°C.
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Nos embrides positivos para Apoptose (Teste de TNHItivados até o D-8,
foi observada diferenca significativa (P < 0,05n@dida que aumentava os tempos de
estresse térmico, mas quando comparado a porcentdgembrides com degeneracao
de DNA (TUNEL) entre os tempos de 0 vs 3, 3 vsByv4 18 e 18 vs 24 horas de
estresse térmico ndo se obteve diferenca sigmfecgP > 0,05). Tendo o0 grupo
controle (Oh) obtido 9,42 + 0,63 (% + s) de emlsiéen estadio de blastocisto positivos
para o teste de TUNEL e os demais grupos 14,066, 09,56 + 0,73, 35,71 + 0,94,
66,66 £ 0,51 e 100 £ 0,48 dos embrides oriundo®di#tos maturados expostos ao

estresse térmico de 41°C por 3, 6, 12, 18 e 2&hwmrapectivamente (Figura 2).

120
5
e 100 T
o
2
o 80
© T
8 60
E
@
S 4 T
@
w
2
oy 20 T
=
: o
0 a T a T C T C T e T e
Oh 3h 6h 12h 1&k 24h
Tempo de Estresse Térmico de 41°C {h)

Figura 2: Porcentagem e desvio padréo da apoptose diagrussiedo Teste
de TUNEL em embrides caprinos PIV (P < 0,05) ptdete F, no D-8
(blastocisto) em diferentes tempos de estressecgalorico a 41°C.
DISCUSSAO
Freitas et al. (2007) utilizando meio de maturacémposto de TCM-199
suplementado com cisteamina e fator de crescimepittermal, obtiveram uma taxie

MIV de 48,90%, valores inferiores aos encontradosgrupo controle deste estudo

(64,22%). Cognié e Baril (2002) verificaram quedsp fecundacéo e PIV durante uma
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semana, 60 a 70% dos odcitos maturadogvo que ovularam se desenvolvem até o
estadio de blastocisto, no entanto, a taxa de dels@mento dos blastocistos varia de
35 a 50% para os odcitos FIV. Resultados esteslisentes aos obtidos no grupo
controle deste experimento.

Durante o cultivo e o desenvolvimento na pré-imigle&o, perturbacbes no
microambiente do embrido podem levar a inibicdoddsenvolvimento e a morte
embrionaria (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002a). O préseestudo é o primeiro
relato em caprinos que indica uma evolucdo em tesepestresse térmico. Mesmo que
a PIV na espécie esteja em evolucdo (PAULA et28108), foram obtido 8,85% de
blastocistos no GC, reduzindo em nimero a medidaagmentava o tempo de estresse
térmico calorico.

Quando se aplica um choque térmico que produzasdaaonaturacdo oocitaria
in vitro, sua membrana caracteristica, configuracdo daathoane fusos meioticos sao
alterados, assim, o desenvolvimento da compet&usaodcitos apds fecundagcdo ou
ativacdo partenogenética € também comprometido 2005). Foi observado neste
estudo que ocorreu uma reducao gradativa no nudeemdcitos MIV a medida que o
tempo de exposicado ao choque térmico aumentavetimdb diretamente em cada fase
da PIV de embrides. De acordo com Zavy (1994) ¢ Eahl. (1995), estas fases sdo
mais vulneraveis durante a maturagdwivo (ovulacdo), fecundacao, dentro de 2 dias
apos fecundacgédo e, na primeira divisdo de clivagadenciado neste estudo vitro
apos as 12h de estresse térmico, reduzindo o nidedr@astocistos.

Ju et al. (1999) observaram que o choque térmicod@sitos bovinos por uma
hora a 40 ou 42°C nédo teve efeitos deletérios sblasocistos formados apds FIV.
Corroborando com este estudo, a taxa de formacduagéocisto diminui quando o

choque térmico € sustentado para 12h a 41°C (EDWRARDHANSEN, 1997) se
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acentuando a medida que aumenta o tempo de expod@dando aumenta a
temperatura para 43°C, a competéncia do desenvattomdos odcitos tratados é
severamente reduzida na sequéncia de uma expak¢dd minutos (JU et al., 1999),
sendo a temperatura e a duracdo de exposicao aexjae fatores limitantes da PIV
(EALY et al., 1995; JU et al., 1999; TSENG et 2004).

Ealy et al. (1995) e Tseng et al. (2004) observayamembrides de bovinos de
duas células, quando submetido a um choque térmid6°C por 3h, ndo produzia
efeito sobre o desenvolvimento embrionario, corrabdo com este estudo, a
competéncia do desenvolvimento diminuiu quando e@daea 41°C e a 42°C durante
um periodo mais longo de tempo. Estes efeitos tanfloéam relatados em embrides
suinos por Ju e Tseng (2004). Para estes autaaescepclaro que os efeitos das
condicbes produzidas por altas temperaturas sobigbdidade e desenvolvimento da
competéncia dos odcitos e embrides depende tartengeseratura como da duracédo da
exposi¢cao ao choque térmico.

Ealy et al. (1993) avaliaram a termotolerancia aebrgdes bovinos pela
introduc&o de choque térmico para o animal nos@ids 3, 5 e 7 ap0s a inseminacao,
seguido por analise de viabilidade e as fase dei@estrecuperados a partir do utero no
D-8. A partir do D-3 os embrides adquiriram umaistéscia maior ao calor com a
progressao dos estadios de desenvolvimento. Jli é1999) estudando o estresse
térmico em bovinos observaram que um aumento sutigtana termotolerancia é
adquirido no D-4, em embrides provenientes de E\Mando os embrides sdo obtidos
de odcitos que durante a maturacao receberamralteis de estresse térmico, reduz-se
0 numero de estruturas e sendo 0 estresse pordeaih diminui 0 niumero de

blastocistos produzidas vitro (ROTH e HANSEN, 2004).
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Paula-Lopes e Hansen (2002a) obtiveram 27,6% dastdoheros bovinos
positivos para marcacdo TUNEL apoOs exposicdo a 4I501COh. Taxas aproximadas
foram obtidas neste estudo, com tempos de expes@éesh e 12h, sendo 14,28 e
33,33%, respectivamente. Paula-Lopes e Hansen #2G@hcluiram que é possivel
observar, que apoptoses mais extensas podem o@mder estresses mais Severos,
comprometendo o desenvolvimento embrionario, cobseiwado neste estudo durante
18 e 24h de estresse, aonde as alteracdes de DBblAklastocistos com marcacao
TUNEL positivo chegaram a 66,60 e 100% dos embidisios, respectivamente.

A temperatura que induziu a apoptose, incluindeekqgoaracteristica do choque
térmico a 41°C, também o fez em caprinos, sugemgudoa apoptose pode ser induzida
na pré-implantacdo de embrides expostos a hipaedemmaterna (PAULA-LOPES e
HANSEN, 2002ab). Além disso, o grau de apoptosedwipelos embrides PIV,
geralmente reflete a severidade do choque téermNeste estudo, o porcentual de
células que foram TUNEL positivas aumentou com olgmgamento do choque
térmico. A inducéo de apoptose foi tempo dependeteimero de células apoptoticas
aumentou proporcionalmente apoés 6, 12, 18 e 24xdesicdo, como observado por
Paula-Lopes e Hansen (2002a, b) em exposicoe® delat

E importante ressaltar o papel benéfico da apoppmseum tempo curto,
permitindo assim que na pré-implantacdo embriondriestresse térmico possa ser
suportado (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002a). Algunsudses indicam que a
apoptose representa um risco ao embrido (BRISORHURTZ, 1997; MATWEE et
al., 2000) porém, em certos tratamentos, o deseinvehto embrionario aumenta e a
apoptose diminue (BRISON e SCHULTZ, 1997; KOLLEakt 2002; MAKAREVICH
e MARKKULA, 2002). E simplista a apoptose vistaaamente como um marcador de

embrido com estresse sem perceber que o procedsa@matribuir para a sobrevivéncia
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do embrido, em resposta a este estresse nasriasais ide cultivo (ROTH e HANSEN,
2004; 2005) comprometendo a qualidade e a quastidasl embrides PIV.

Atualmente, mais informacdes estdo disponiveisreggostas fisioldgicas das
células dos odcitos e embrides mamiferos ao esttésmico as temperaturas elevadas
(PAYTON et al., 2004; JU e TSENG, 2004; JU, 200%)gra compreender melhor os
mecanismos de lesdo térmica ou termotolerancias tnabalhos sobre os efeitos do
estresse térmico durante a MIV em o00citos e embrg@® necessarios em caprinos.
Estes conhecimentos serdo Uteis na solucdo ousamadvimento de estratégias para
minimizar a baixa fertilidade e alta mortalidades ganbrides das espécies domeésticas

nas estagdes quentes.

CONCLUSAO

Nas condicOes observadas neste estudo, os resujtadmitem concluir que o
tempo em que o odécito caprino € exposto ao estiésseco durante a maturacéo
vitro € de grande importancia para definir o desenvawmim embrionario e o nivel

apoptotico de suas células.
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CAPITULO 2

Avaliacéo de odcitos ovinos submetidos a estressdocico induzido durante a
maturagaoin vitro.
(Evaluation of sheep oocytes subjected to heassireluced during in vitro
maturation)

ER Santos Junior; RM Chaves; FQG Bezerra; CR AguiarFilho; FF Paula-Lopes
JDR Alves; MC Rabelo; CH Dezotti; PF Lima; MAL Oliv eira®
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RESUMO
Esse estudo teve como objetivo avaliar o efeitestoesse térmico durante a maturacao
in vitro de odcitos e seu reflexo na producédo de embridesspécie ovina. Os ovarios
de ovelhas foram coletados em abatedouro e traasjpsr ao Laboratorio de
Biotécnicas da Reproducdo da UFRPE. Os complexosilusoophorus(CCOs) foram
coletados pela técnica de fatiamento dos folicdnoge 2 a 6 mm de diametro,
selecionados com base na classificacdo morfologicalocados em meio basico de
maturacdo. Em cada 10 repeticbes os CCOs foram ediglms aos tratamentos de
estresse térmico calorico a 41°C por 0 (termonkddide a 39°C), 3, 6, 12, 18 e 24
horas de maturacdn vitro. A porcentagem de odcitos foi determinada na raeéio,
fecundacéao, clivagem (D-3), estadio de 8-16 cél(ilag), morula (D-5), blastocisto
(D-8) apos fecundacdo e blastobmeros positivos paptose através do teste de
TUNEL. Foi observada diferenca significativa (P,83) em todos os tempos estudados
de estresse térmico na maturacdo. Na fecundacd®), 4, D-5 e D-8 néo foi
observada diferenca significativa (P > 0,05) emsetempos de 18 vs 24h e nos
blastocistos TUNEL positivos nos tempos de 0 v8 8s 6, 12 vs 18 e 18 vs 24h de
estresse térmico. Nas condicdes observadas netsi@oe®s resultados permitem
concluir que o tempo em que 0 04cito é expostasaesse térmico durante a maturacao
in vitro € de grande importancia para o desenvolvimentoriendsio e o nivel

apoptotico de suas células.

Palavras-chave:Foliculos, complexosumulus oophorysapoptose, teste de TUNEL.
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ABSTRACT
This study aimed to evaluate the effect of heatsstduring maturatioin vitro of sheep
oocytes. Ovaries of sheep were collected in a blauigouse and transported to the
Laboratory of Biotechnical Reproduction of UFRPBeTumulus oophorusomplexes
(COCs) were collected by the technique of slicifighe follicles from 2 to 6 mm in
diameter and selected based on morphological fitzggin and placed on the basic
stages. In 10 replicates the COCs were submittédet@aloric heat stress at 41 ° C for
0 (the thermoneutral 39 ° C), 3, 6, 12, 18 and 8dr$ of maturatiorin vitro. The
percentage of oocytes was determined in the maiurafertilization, cleaved (D-3),
stage of 8-16 cells (D-4), morale (D-5), blastocyBt-8) after fertilization and
blastocyst positive for apoptosis by TUNEL tesgrificant difference (P < 0.05) in all
time periods of heat stress in ripening. In fezéition, D-3, D-4, D-5 and D-8 was not
significantly different (P > 0.05) between the tsnef 18 vs 24 hours in blastocyst
TUNEL positive at 0 vs 3, 3 vs 6, 12 vs 18 and $824 h of heat stress. Under the
conditions observed in this study, the resultsdatdi that the time in which the oocyte
is exposed to heat stress during maturaitiovitro is essential to define the embryonic

development and their level of apoptotic cells.

Keywords: Follicles,cumulus oophorusomplexes, apoptosis, TUNEL test.

INTRODUCAO

A ovinocultura tem mostrado nos ultimos anos sea @atividade agropecuaria
de extrema importancia para algumas regides brasileom 14.027.271 cabecas,
ocupando o 16° lugar no ranking mundial (ANUALPE008). Reconhecidamente no

Nordeste ja mostrou sua potencialidade e sua psamiem ser uma atividade que se
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adapta bem as adversas condi¢cbes climaticas daoregue € reconhecida pelo
potencial para producéo de carne e pele ovina (BI®IP et al., 2007). No entanto,
existe uma elevada demanda para este produto, esuiéou em aumento significativo
nas importacdes brasileiras, demonstrando que @& egpaco para o crescimento da
ovinocultura no Brasil (D'ARAUJO, 2001).

A elevada temperatura no ambiente € um dos priiscijpdores responsaveis
pela reducéo da fertilidade em animais criados azarfdas (EALY et al., 1995). Tem
sido relatado que a viabilidade de odcitos e erabrile vaca sdo menores durante as
estacdes quentes do que na época fria (MONTY e RASKY, 1987; AL-
KATANANI et al., 2002). Esta estacional depressaodésempenho reprodutivo pode
ser causada por multiplos fatores, incluindo antbigradequado, manejo, bem como a
idade e espécie-especifica sensibilidade a esteesgd BADINGA et al., 1985).

Este estudo visa abordar a problematica do estrEssgico nas funcdes
reprodutivas de ovinos, fornecendo dados fundansestdre os mecanismos de morte
celular em odcitos expostos a temperatura elevaddp como objetivo avaliar o efeito
do estresse térmico durante a MIV de odcitos dacspvina.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ovarios oriundos de fémeas ovBRBE com idade variando
de 12 a 46 meses, abatidas no abatedouro Suinealizhalo na cidade de Igarassu,
Regido Metropolitana do Recife-PE (latitude 08°138' S, longitude 34° 52' 52" W). A
temperatura ambiente minima e maxima na estaca@o(setubro a margo) foi de 23 a
33°C e na chuvosa (abril a setembro) de 18 a 3&%pectivamente. A umidade relativa

média do ar foi de 71% no periodo seco e 85% riogechuvoso (INMET, 2009).
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Imediatamente apds o abate, os ovarios foram toatasios ao laboratorio em
garrafa térmica contendo solucéo fisioldgica a 3¢@scida de 3@/mL de sulfato de
gentamicina em um periodo méaximo de uma hora.

Os complexos cumulus oophorus (CCOs) foram colstade foliculos
ovarianos medindo entre 2 a 6 mm de diametro gelaida de fatiamento. O liquido
folicular foi depositado em placa de Petri conteadueio de colheita (MC) constituido
por 8,0 mg de bicarbonato de sddio, 45,0 mg deogkic5,6 mg de piruvato de sédio,
11,9 mg de HEPES, 2,5 mg de sulfato de gentam&i2@,0 mg de alcool polivinilico
em 50 mL de TALP.

Os CCOs depositados em placa de Petri foram levgdoa selecéo e
recuperacdo. Uma vez selecionados, com base rséfickagao morfologica descrita por
Gongalves et al. (2008), os odcitos foram lavadosezes) no meio MC. Apés esta
etapa, foram colocados 25 odcitos em gotas dqulLG®b 6leo de parafina esterilizada,
no meio basico de maturacao (MBM) constituido p6MT199 suplementado com 50
pg/mL de piruvato de sodio, 2,6 mg/mL de bicarbordgosodio, 10% de soro fetal
bovino (SFB), 5Qug/mL de sulfato de gentamicina, 28/mL de FSH/LH (Pluset®) e 1
mg/mL de alcool polivinilico. Para a maturachw vitro (MIV), os odcitos foram
colocados em estufa a 39°C com atmosfera Umidaemdat5% de C@Odurante 24
horas.

Em 10 repeticdes por tratamento (n = 94-116 odtitdamento), os CCOs
foram submetidos ao estresse térmico calérico @ bt O (termoneutralidade a 39°C),
3, 6,12, 18 e 24 horas de maturaigéwaitro.

ApoOs a maturacdo, os oodcitos foram submetidos acepso de fecundacgéao in
vitro (FIV), utilizando sémen fresco conforme Caaati Neto (2004) na concentragao

espermatica de 2 X L em meio definido modificado (mDM) de acordo com
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Keskintepe et al. (1998), constituido de 0,125k glucose, 0,1552 g de bicarbonato
de sodio, 0,0069 g de piruvato de sddio, 0,050@ @ldool polivinilico, 0,0500 g de
cafeina e 5Qu,g/mL de gentamicina em 50 mL de mDM, durante 18h.

Os zigotos foram mecanicamente desnudados no agiteetanico Vortex® em
meio “Synthetic oviduct fluid” modificado (SOFm) idunte trés minutos a velocidade
“7” (escala 1-10), e 25 estruturas foram transteyidara as gotas de 10 do meio
SOFm, suplementados com 10% de SFB, sob 6leo ddinzaresterilizada. Essas
estruturas foram incubadas a 39°C em atmosferaaioaich 5% de C§ 5% G e 90%
N, e depois de sete dias de cultivo, avaliou-se oendrde células, taxa de clivagem e
quais alcancaram estadios de blastocisto.

A fragmentacdo de DNA, que é uma caracteristicaptaptose, foi analisada
com o Teste de TUNELtdrminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUiiék
and labeling (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002a; ROTH e HANSEN, 2D0A
identificacdo de embribes positivos para apoptoaem@rfologia nuclear embrionéria
foi realizada com auxilio de um microscopio de feszéncia, com objetiva de 1000x.

A porcentagem de odcitos clivados foi determinada die 3 (D-3) e a
porcentagem de o4citos que se desenvolveram adiasstle 8-16 células, morula e
blastocisto foi determinada nos dias 4 (D-4), 55)De 8 (D-8) apo6s a fecundacdo,
respectivamente. A qualidade dos blastocistos fdomao D-8 foi avaliada através da
contagem total de células por blastocisto com @rter DAPI e a determinagdo de
blastdmeros positivos para apoptose através dodestUNEL.

Para a estatistica foi realizada analise de vaagmelo método dos quadrados
minimos. Os resultados foram expressos em médeaweadpadréo (analise de variancia
entre grupos). Considerando também as medidasldsatam porcentuais, procedeu-se

uma comparacao de variancitesteF para variancias ao nivel de significancia 5% (P <
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1 0,05). Depois, unteste tpara comparacao de médias, no nivel de signifiadsdi, para
2 variancias equivalentes ou variancias distintasfame o que foi verificado nieste F

3 para variancias (SAMPAIO, 2007).

5 RESULTADOS

6 N&o foi observada diferenca significativa (P > 0,0& média de odcitos
7 recuperados. Na média da maturagauitro foi observada diferenca significativa (P <
8 0,05) em todos os tempos de maturacdo expostosteesse. O mesmo ocorreu na
9 média da FIV na qual foi observada diferenca sicativa (P < 0,05) em quase a
10 totalidade dos tempos de estresse térmico estudpdodm ndo sendo observada
11 diferenca significativa (P > 0,05) quando comparaddempos de 18 vs 24 horas de
12 estresse térmico (Tabela 1).

13 Nos embrides no D-3 (clivados), embrides no D-4nérédes no D-5 (morula),
14 foram observadas diferencas significativas (P §)n@s resultados dos tempos de 0, 3,
15 6 e 12 horas de estresse térmico, ndo apresenthiedenca significativa (P > 0,05)
16 quando comparado os resultados nos tempos de P& Vvwras de estresse térmico

17 (Tabela 2).

18
19 Tabela 1 Média e desvio padrdo de odcitos recuperadosyradsin vitro (MIV) e
20 fecundadosn vitro (FIV) da espécie ovina submetidos a diferentegptam
21 de estresse térmico na maturacao.
Etapas da Tempo de estresse térmico na maturacdo a 41°C
Prod_ugédn Oh 3h 6h 12h 18 h 24 h
vitro (X £s) (X %£59) (X %5) (X %5) (X %5) (X +5s)
OOCItos 1457 51599 110,445,66 106,7+4,92 100,8+4,28 101,6+4,16 99,845,738
recuperados
Maturacaan ;g o,/ 54 50,043,78 3544377 12,441,771  9.9+15F  4,6+.96
vitro (24h)
Fecundagam ) 508 26,742,084 191+179 59+1,18  3,3:094  2,9+0,7%
vitro (18h)

22  Letras minGsculas diferentes nas linhas indicaerelifcas significativas (P < 0,05) p&dste t
23 X =média, s = desvio padro.

24
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Tabela 2 Média e desvio padréo de embrides clivados (@3)rides (D-4) e morulas
(D-5) da espécie ovina submetidos a diferentesasrdp estresse térmico na

maturacao.
Etapas da Tempo de estresse térmico na maturacdo a 41°C
Prod.ug:édn Oh 3h 6h 12h 18 h 24 h
vitro (X %5s) (X %5) (X +5) (X £5s) (X £5) (X t5)
Er(“é’_g‘)’es 32,5¢3,97  20,0£2,48 11,5108 3,4:0,84  24+05f 2,740,823
Er(“é’_'i'l‘)’es 24,3t2,62 145208 6,9:0,73  2,6:05f  14+06F 1,9+0,7%
|v|(<[))r_%|§1s 19,9268 11,0:22F  3,8:0,63 24205f 1,0:08f 0,7:0,67

Letras minUsculas diferentes nas linhas indicaeréifcas significativas (P < 0,05) pédste t
X = média, s = desvio padrao.

Nos embrides cultivados até D-8 foi observada difea significativa (P < 0,05)

a medida que aumentava os tempos de estressedéfireindo o grupo controle (GC)

(Oh) obtido 9,14 + 2,44 (% + s) de embrides emdistéle blastocisto e os demais

grupos 4,16 + 0,96, 2,53 £ 1,25, 1,58 + 0,51, ;@867 e 0,20 + 0,42 dos blastocistos

(D-8) obtidos dos odcitos maturados expostos aesss térmico de 41°C por 3, 6, 12,

18 e 24 horas,

respectivame(igura 1).
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Figura 1:

I l . T
T T T T Ifl
Oh 3h 6h 12h

18h 24h

Tempo de Estresse térmico de 41°C (h)

Porcentagem e desvio padrao de embrides ovino$HPR/0,05)

pelotesteF, no D-8 (blastocistos) em diferentes tempos desstrtérmico

caldrico.
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Nos embrides produzidom vitro (PIV) positivos para Apoptose (Teste de
TUNEL) cultivados até o D-8, foi observada difer@sggnificativa (P < 0,05) a medida
gue aumentava os tempos de estresse térmico essudddib foi observado diferenca
significativa (P > 0,05) nos embrides apoptéticedinos com 0 vs 3, 3vs 6, 6 vs 12,
12 vs 18 e 18 vs 24 horas quando comparado o poetede embrides TUNEL
positivos. Tendo o GC (0Oh) obtido 9,18 + 0,56 (%)tde embrides em estadio de
blastocisto positivos para o teste de Tunel e osadegrupos 13,04 + 0,51, 18,51 +
0,52, 31,25 + 0,52, 71,42 + 0,52 e 100 + 0,42 duobrées produzidos com odcitos
maturados expostos ao estresse térmico de 41°C3pd, 12, 18 e 24 horas,

respectivamente (Figura 2).

120

100
20
60
40
. N -
0 a.ﬁ T * T T T T
a bc cd de
Oh 3h 6h 24h

12h 18h

Apoptose em Blastocistos (%)

Tempo de Estresse térmico41°C (h)

Figura 2: Porcentagem e desvio padrdo de apoptose diagrdsstpzio
TUNEL em embrides ovinos PIV (P < 0,05) p&dsteF, no D-8 em varios
tempos de estresse térmico calorico.

DISCUSSAO

Freitas et al. (2007) utilizando meio de maturacémposto de TCM-199
suplementado com cisteamina e fator de crescimepittermal, obtiveram uma taxie
MIV de 33,3%, valores inferiores aos encontradosG® deste estudo (70,70%).
Independente do sistema deltivo, as taxas de maturacdo de odécitos sao asiesil

(HOLM et al.,1994). Contudo, ap0s transferéncia para recepsimasonizadas, a PIV
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de zigotos em meio SOF, reduziu a viabilidade dbréma para 15,0% a 25,0% em
comparacao ao co-cultivo (RANILLA et all998) e ao desenvolvimento no oviduto
(HOLM et al.,1996).

Durante o cultivo e o desenvolvimento na pré-img@efio, perturbacdes no
microambiente do embrido podem levar a inibicdodésenvolvimento e a morte
embrionaria (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002a). O préseestudo é o primeiro
relato em ovinos que indica uma evolucao em tengpestresse térmico. Mesmo que a
PIV na espécie esteja em evolucdo (PAULA et alQ820foram obtido 9,14% de
blastocistos no GC, reduzindo em nimero a medidaagmentava o tempo de estresse
térmico caldrico. A escolha do tempo de exposigiesiresse térmico foi baseada em
estudos anteriores que demonstraram a suscepd®lidocitaria a periodos similares
de estresse térmico (PAYTON et al., 2004; JU e TSERO04). As temperaturas
escolhidas refletem o intervalo médio de tempeaatorporal aferida em animais
expostos ao estresse téermicwivo (RIVERA e HANSEN, 2001).

Neste estudo, as taxas de blastocistos no D-8nfbaxas em comparacao as
encontradas por Baldassare et al. (1996) e GoOmak €1998) utilizando meio SOF
suplementado com albumina sérica bovina (BSA),veldim 21% de blastocistos e
Holm et al. (1991) suplementando o mesmo meio camm Bumano (SH) e Ptak et al.
(1999) suplementando com albumina sérica bovinaAJBsS SFB, obtiveram 25% e
30% de blastocistos, respectivamente.

Foi observado que neste estudo ocorreu uma reducdatigeachos odcitos
maturados a medida que o tempo de exposi¢cao acehégico aumentava, refletindo
diretamente em cada fase da PIV de embrides bovidmsacordo com Zavy (1994) e
Ealy et al. (1995), estas fases sdo mais vulneragarante a MIV (ovulacdo),

fecundacéo, dentro de 2 dias ap0s fecundacédo erimeira divisdo de clivagem,
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evidenciado neste estudo apés as 12h de estrassieotéreduzindo o namero de
blastocistos.

Ju et al. (1999) observaram que o choque térmicod@itos bovinos por uma
hora a 40 ou 42°C néao teve efeitos deletérios dolastocistos formados apds FIV. Ja
em outro estudo, a taxa de formacéo de blastodistmui quando o choque térmico &
sustentado por 12 horas a 41°C (EDWARDS e HANSE®97)1 se acentuando a
medida que aumenta o tempo de exposicao. Quandensra temperatura a 43°C, a
competéncia do desenvolvimento dos odcitos trataglaseveramente reduzida na
sequéncia de uma exposicdo de 45 minutos (JU,et%l9), sendo a temperatura e a
duracdo de exposicado deste choque fatores limitanad”lV (EALY et al., 1995; JU et
al., 1999; TSENG et al., 2004).

Ealy et al. (1995) e Tseng et al. (2004) observayamembrides de bovinos de
duas células, quando submetido a um choque térmid6°C por 3h, ndo produzia
efeito sobre o desenvolvimento embrionario. Estesoras observaram que, a
competéncia do desenvolvimento diminuiu quando edaea 41°C e a 42°C durante
um periodo mais longo de tempo (12h). Estes efddaosém foram relatados em
embrides suinos por Ju e Tseng (2004). Para aste®es, parece claro que os efeitos
das condi¢cBes produzidas por altas temperaturae soliabilidade e desenvolvimento
da competéncia dos odcitos e embrides dependedartemperatura como da duragéo
da exposicao ao choque térmico.

Ealy et al. (1993) avaliaram a termotolerancia aebrgdes bovinos pela
introducé@o de choque térmico para o animal nos@ids 3, 5 e 7 ap0s a inseminacao,
seguido por analise de viabilidade e as fase dei@astrecuperados a partir do Utero no
D-8. A partir do D-3 os embrides adquiriram umaistéscia maior ao calor com a

progressao dos estadios de desenvolvimento. Jli é1999) estudando o estresse
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térmico em bovinos observaram que um aumento swutgtana termotolerancia é
adquirido no D-4, em embrides provenientes de E\Mando os embribes sédo obtidos
de odcitos que durante a maturacao receberamraltels de estresse térmico, reduz-se
0 numero de estruturas e sendo 0 estresse pordeaih diminui 0 niumero de
blastocistos PIV (ROTH e HANSEN, 2004a).

Paula-Lopes e Hansen (2002a) obtiveram 27,6% dastdoheros bovinos
positivos para marcacdo TUNEL apoOs exposicdo a 4I51COh. Taxas aproximadas
foram obtidas neste estudo, com tempos de expes@éesh e 12h, sendo 18,51 e
31,25%, respectivamente. Paula-Lopes e Hansen #2Gf@hcluiram que é possivel
observar, que apoptoses mais extensas podem o@mdsr estresses mais Severos,
comprometendo o desenvolvimento embrionario, cobseiwado neste estudo durante
18 e 24h de estresse, onde as alteracbes de DNAlastcistos com marcacao
TUNEL positivo chegaram a 71,42 e 100% dos embidisios, respectivamente.

A temperatura que induziu a apoptose incluindo lagceracteristica do choque
térmico a 41°C salientou-se também em ovinos, Bulyerque a apoptose pode ser
induzida na pré-implantacdo de embrides expostbgpertermia materna (PAULA-
LOPES e HANSEN, 2002ab). Além disso, o grau de tsapvivido pelos embribes
PIV, geralmente reflete a severidade do choquei¢érmleste estudo, o porcentual de
células que foram TUNEL positivas com o aumentotelopo do estresse térmico
produziu aumento da apoptose, aumentando com &&tumo choque térmico. A
inducdo de apoptose foi tempo dependente e o nimeecélulas apoptdticas aumentou
proporcionalmente apdés 6, 12, 18 e 24h de expqasigdno observado por Paula-Lopes
e Hansen (2002ab) em exposic¢des de até 12h.

Atualmente, mais informacfes estdo disponiveisresgostas fisioldégicas das

células dos od6citos e embribes mamiferos submetaasestresse térmico em
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temperaturas elevadas (PAYTON et al., 2004; JU ENIG 2004; JU, 2005). Segundo
estes autores, mais conhecimentos serdo Uteislungdgoou no desenvolvimento de
estratégias para minimizar a baixa fertilidade ta ahortalidade dos embrides das
espécies domésticas nas estacdes quentes. Paneeondgy melhor os mecanismos de
les&o térmica ou termotolerancia, mais trabalhdsesos efeitos do estresse térmico
durante a maturacdo em o0citos e embrides ser@ss&ms em ovinos.

CONCLUSAO

Nas condicOes observadas neste estudo, os resujtadmitem concluir que o
tempo em que 0 00cito ovino € exposto ao estréssecb durante a maturacéovitro
€ de grande importancia para definir o desenvolvimeembrionario e o nivel

apoptotico de suas células.
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