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Resumo

As perdas de produtividade e fertilidade animal associadas ao estresse térmico durante os meses
mais quentes do ano € um dos maiores desafios do setor pecuario. Na indistria de leite as perdas economicas
causadas pelo estresse térmico foram estimadas em mais de 1,5 bilhdes de ddlares por ano. No que tange a
reprodugdo, ja foi demonstrado que o estresse térmico exerce multiplos efeitos deletérios, causando
disfungdes endocrinas e alterando a sequéncia orquestrada de eventos importantes para a gametogénese e
para o desenvolvimento embrionario inicial. Estudos recentes tém esclarecido o padrdo temporal no qual
os danos sdo estabelecidos e carreados dependendo da intensidade do estresse. Enquanto os efeitos
imediatos do estresse térmico nos gametas ja sdo bem caracterizados, existem evidéncias de que alguns
danos podem ser carreados de forma tardia e possivelmente entre geragdes. Além disso, dados emergentes
indicam que o estresse térmico compromete a reprogramacao da metilagdo do DNA que ocorre durante a
gametogénese e a programacdo do desenvolvimento in utero. Dessa forma, esse artigo visa explorar os
efeitos imediatos, tardios e transgeracionais do estresse térmico nos gametas.
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Abstract

The drop on animal productivity and fertility associated with heat stress during the hot months of
the year is one of the biggest challenges for the livestock sector. For the dairy industry the economic losses
caused by heat stress have been estimated over 1.5 billion dollars per year. It has already been
demonstrated that heat stress exerts multiple deleterious effects on reproductive function, causing
endocrine dysfunctions as well as changes in the sequence of events required for gametogenesis and early
embryonic development. Recent studies have shed a light in the temporal pattern in which heat-induced
damage is established and carried forward depending on the intensity of stress. While the immediate effects
of heat stress on gametes are well characterized, there is evidence that some damage can be carried over
for longer periods and even across generations. Furthermore, emerging data indicate that heat stress
compromises DNA methylation reprogramming that occurs during gametogenesis and developmental
programming in utero. Thus, this paper aims to explore the immediate, late and transgenerational effects
of heat stress on gametes.
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Introducao

As condi¢des ambientais adversas t€ém sido amplamente discutidas entre os pesquisadores do setor
pecudrio, especialmente diante dos riscos impostos pelas mudancgas climaticas. O aquecimento global
intensifica a severidade do estresse térmico no conforto animal, na fun¢do produtiva e reprodutiva dos
animais de produ¢ao pondo em risco a seguranga alimentar. Estima-se que até¢ 2050 o nimero de pessoas
em risco de fome aumentara entre 8 ¢ 80 milhdes, dependendo do nivel de aquecimento (IPCC, 2023). De
acordo com os relatorios mais recentes do Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas houve
um aumento de temperatura ambiente de aproximadamente 1,5°C acima da temperatura registrada no
periodo pré-industrial (IPCC, 2019; 2023) e caso as emissdes de gases de feito estufa ndo sejam reduzidas,
30% das areas de cultivo e exploragdo pecuaria se tornardo improprias (IPCC, 2019; 2023). Além disso, as
altas temperaturas ambientais ndo se limitam mais as regides tropicais e subtropicais do globo, uma vez
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que ja foi relatado um aumento na frequéncia e na intensidade das ondas de calor em zonas tradicionalmente
temperadas da Europa (Morignat et al., 2014; Junk et al., 2019). Esse cenario, de dificil adaptacdo, faz do
estresse térmico um fator limitante, reduzindo a expressdo do potencial genético das espécies de interesse
econdmico e zootécnico (Alcamo et al., 2007).

A maior parte da populagdo mundial estd distribuida na regido tropical, em areas aonde a
temperatura ambiente muitas vezes ultrapassa a zona de conforto térmico para diversas espécies (Campbell,
1985). A temperatura corporal dos mamiferos ¢ estreitamente regulada pelo equilibrio entre a quantidade
de calor corporal e a quantidade de calor dissipada para o ambiente. Nesse contexto, o estresse térmico €
caracterizado pelo aumento na quantidade de calor corporal (hipertermia) (Hansen, 2009) que ocorre
quando o calor produzido pelo metabolismo animal e o calor absorvido do ambiente excede a capacidade
do animal em dissipar calor (Prosser e Heath 1991; Toledo et al., 2019; Frigeri et al., 2023). A exposi¢ao
de um animal endotérmico a temperatura ambiental elevada ativa os mecanismos de termorregulagdo, tais
como: aumento da frequéncia respiratoria, redirecionamento do fluxo sanguineo dos 6rgaos para a periferia,
vasodilatag@o, aumento da sudagdo, alteragdes metabdlicas, redugdo do consumo da matéria seca ¢ aumento
do consumo de agua (Smith et al., 1993; West, 2003). Caso o animal ndo consiga dissipar calor
suficientemente para manter a homeotermia, havera custo para a homeostasia com alteragdes nos
parametros fisiologicos, levando a reduc@o no desempenho produtivo e reprodutivo do animal (Ferreira et
al., 2006; Armstrong et al., 1994), além de tornar o0 mesmo mais suscetivel a doencas (Silanikove et al.,
2015).

No que tange a reproducdo, o aumento da temperatura ambiental tem sido associado a reducdo de
fertilidade em machos e fémeas, especialmente nas racas Bos taurus taurus, que apresentam uma maior
susceptibilidade a temperatura ambiente elevada (Hansen, 2009). Essa reducao de fertilidade ¢ evidenciada
pela queda marcante nas taxas de gestacdo, sobretudo nos periodos mais quentes do ano (Boni, 2019;
Wolfenson e Roth, 2019). Nos animais de alta produgao de leite, o calor ambiental, somado a demanda de
calor metabolico gerado para producdo de leite, promove perturbacdo na capacidade animal de manter a
normotermia (Badinga et al. 1985; Hansen, 2007). A temperatura ambiente de 26 a 27°C sob alta umidade
promove um aumento exponencial da temperatura corporal em vacas de alta produgdo de leite. Dessa forma,
o aumento de 1 a 2°C na temperatura do ar pode induzir hipertermia severa nesses animais (Wolfenson e
Roth, 2019) que podem sofrer os efeitos imediatos, tardios e multigeracionais do estresse térmico (Dahl et
al., 2017; Wolfenson e Roth, 2019; Moura e Paula-Lopes, 2020).

Os efeitos imediatos e tardios do estresse térmico ja foram constatados nos 6rgaos e células do
trato reprodutor. Nas fémeas, o estresse térmico compromete o fluxo sanguineo para o utero (Roman-Ponce
etal., 1978) e para a placenta (Reynolds et al., 2006; Dado-Senn et al., 2020), reduz a fungdo do endométrio
(Sakai et al., 2018, 2020; Bai et al., 2020) e do embrido inicial (Ealy et al., 1993; Paula-Lopes e Hansen,
2002b). Além disso, o eixo hipotdlamo-hipofise-ovario é um dos alvos principais do estresse térmico,
comprometendo o desenvolvimento folicular e odcitario (Moura e Paula-Lopes, 2020). J4 em touros, o
estresse térmico aumenta a temperatura escrotal e testicular, afetando a sequéncia orquestrada de eventos
importantes para a espermatogénese (Garcia-Oliveros et al., 2022). Como consequéncia, o espermatozoide
sofre limitagdes funcionais além de carregar alteragdes celulares e moleculares que interferem com os
processos de fecundagdo e desenvolvimento embrionario inicial (Alves et al., 2021; Silva et al., 2022).
Dessa forma, esse artigo visa explorar os efeitos do estresse térmico no o6cito € no espermatozoide cujo
fenoétipo pode ser detectado de forma imediata, tardia e entre geragdes.

Efeitos do estresse térmico na fertilidade

Estudos pioneiros e emergentes, em diferentes regides do globo, tém demonstrado os efeitos do
estresse térmico sobre a fertilidade bovina (Dunlap e Vincent, 1971; Badinga et al., 1985; Al-Katanani et
al., 1999; Pires et al., 2002; Lopez-Gatius, 2003; Torres-Jinior et al., 2008; Wolfenson e Roth, 2019; Nanas
et al., 2021; Lee et al., 2023). A exposi¢do de vacas em lactagdo a temperatura elevada aumenta a
temperatura corporal interna, resultando em estresse térmico e diminui¢ao dos indices de gestacao.

Um estudo retrospectivo conduzido no nordeste da Espanha, demonstrou que nos meses do verdo
as taxas de gestagdo apoOs a primeira inseminagdo artificial cairam entre os anos de 1991 e 2000. Esta
reducdo na taxa de gestacdo foi inversamente proporcional a produgdo de leite por vaca que aumentou de
7.800 kg em 1991 para 10.200 kg em 2000. Ja nos meses do inverno, as taxas de gestacdo permaneceram
constantes entre os anos de 1991 e 2000 (Lopez-Gatius, 2003). Quando vacas em lactacdo foram expostas
a um aumento de temperatura ambiente de 23,9°C para 32,2°C durante o verao tipicamente quente ¢ umido
da Flérida, as taxas de concep¢ao diminuiram de 52 para 32% (Badinga et al., 1985). De maneira similar,
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no Brasil, a taxa de gestacdo de vacas Holandesas confinadas em free stall caiu de 71,2% no inverno para
45,7% no verdo (Pires et al., 2002). Ja na regido da Grécia Central, quando vacas Holandesas foram
inseminadas durante os meses de inverno (ITU< 65, n=3721) e verdo (ITU>76, n = 2388) a probabilidade
de perda embrionaria precoce foi de 13 a 19% maior durante o verdo em relagéo ao inverno. Além disso, a
probabilidade de vacas gestantes foi de 10 a 15% maior durante os meses mais frios do ano (Nanas et al.,
2021). Em Israel, que tem clima quente e seco, um estudo retrospectivo entre os anos 2000 e 2017
demonstrou que quando vacas de alta producdo de leite foram expostas ao estresse térmico, a taxa de
concepcao caiu de 42,6% nos meses frios de inverno para 27,7%, no verdo (Wolfenson e Roth, 2018).

Dados recentes indicam que o estresse térmico no ter¢o inicial ou final da gestacdo pode
comprometer a funcdo reprodutiva da prole. Sabe-se que o estresse térmico durante a gestagao afeta o
desenvolvimento intrauterino do feto. O desenvolvimento pré-natal ¢ um processo precisamente regulado
devido plasticidade na diferenciag@o celular e na organogénese. Embora essa plasticidade tenha um papel
importante para o desenvolvimento fetal, também torna o embrido altamente susceptivel aos fatores
ambientais (Khulan e Drake, 2012). Por exemplo, em vacas leiteiras, o estresse térmico no tergo final da
gestagdo resultou em efeitos multigeracionais/transgeracionais, reduzindo o peso ao nascer ¢ a produgao de
leite da prole, além de causar problemas metabolicos e na imunidade desses animais, como recentemente
revisado (Ouellet et al., 2020; Laporta, 2021). Em contraste, os efeitos multigeracionais/transgeracionais
do estresse térmico na funcdo reprodutiva ainda sdo escassos. Evidéncias do efeito do estresse térmico
associado a estacdo da concepgdo e durante os estagios iniciais do desenvolvimento embrionario no
desempenho reprodutivo da prole foram demonstrados em estudos retrospectivos. Nesses estudos, o
intervalo entre o parto € o primeiro servigo e entre o parto e a concep¢ao foi maior na prole dos animais
que conceberam nos meses do verdo versus inverno (Pinedo e De Vries, 2017; Akbarinejad et al., 2017). O
estresse térmico atrasou a primeira inseminacao pos-parto, reduziu a taxa de concep¢ao ao primeiro servigo
e aumentou a taxa de descarte na prole de vacas submetidas ao estresse térmico no tergo final da gestacao
(Akbarinejad et al., 2017). No entanto, o estresse térmico durante a concepgao nao afetou a idade a primeira
inseminagdo (IA), a idade ao primeiro parto ¢ o nimero de servigos por prenhez confirmada no dia 50 apos
a IA (Monteiro et al., 2016). Um estudo prospectivo demonstrou que vacas em lactagdo submetidas ao
estresse térmico sazonal durante o primeiro trimestre da gestacdo sofreram reducdo na reserva ovariana das
filhas, mas ndo houve efeito na fertilidade da prole ao primeiro servigo (Succu et al., 2020).

A redugdo nas taxas de gestacdo desencadeada pelo estresse térmico deve-se aos danos
multifatoriais da temperatura elevada na fisiologia e nas células do sistema reprodutor. No entanto, os
gametas estdo entre os tipos celulares mais susceptiveis ao estresse térmico (Paula-Lopes et al., 2013;
Moura e Paula-Lopes, 2020; Morrell, 2020), podendo sofrer alteragcdes funcionais, celulares e moleculares
que se estabelecem a curto, médio e longo prazo dependendo da severidade do estresse, da tolerancia
térmica da espécie, entre outros fatores.

Impactos do estresse térmico no gameta feminino

A linhagem germinativa feminina ¢ formada dentro de foliculos ovarianos, circundada por células
do cumulus, células da granulosa e teca. A comunicagao bilateral entre o gameta e as células foliculares ¢
essencial para que os eventos de crescimento ¢ maturagdo folicular e oocitiria ocorram de forma
orquestrada (Robert, 2021). No entanto, condi¢des ambientais adversas podem comprometer as jungdes
comunicantes e 0s processos citoplasmaticos transzonais do complexo cumulus-odcito (Yin et al., 2019).
De acordo com a intensidade do estresse, o oocito e as células foliculares desencadeiam respostas
adaptativas e/ou deletérias que surgem a curto, médio e/ou longo prazo (Baez et al., 2019; Latorraca et al.,
2020; Moura et al., 2021; Cardone et al., 2022). Essas respostas comprometem a capacidade do oocito de
ser fecundado, clivar e se desenvolver durante os periodos pré- e poés-implantacionais, além de poderem ser
carreadas entre geragdes (Moura e Paula-Lopes 2020; Macciotta et al., 2023).

Estudos in vivo

No foliculo ovariano de mamiferos, um numero finito de odcitos sdo mantidos em bloqueio
meiotico na fase de profase da primeira divisdo meidtica, caracterizando o periodo de crescimento. Este
periodo de crescimento do odcito ¢ relativamente longo, variando entre as espécies (Miyano e Manabe,
2007; Hirao, 2012). Em bovinos, o o6cito no estaddio de vesicula germinativa (VG) permanece no foliculo
antral por 42 dias (Lussier et al., 1987), podendo sofrer oscilagcdes de temperatura corporal acima de 40-
41°C (Ealy et al., 1993), comprometendo a fungdo oocitéria antes da maturacdo. Quando odcitos imaturos
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foram colhidos de vacas Holandesas expostas ao estresse térmico sazonal, houve redugdo na competéncia
oocitéria indicada pela queda no desenvolvimento embrionario apds a fecundagdo in vitro ou ativagao
partenogenética (Rocha et al., 1998; Al-Katanani et al., 2002; Gendelman, 2010, 2012; Watanabe et al.,
2017; Yaacobi-Artzi et al., 2022). O estresse térmico in vivo retardou a clivagem embrionaria, aumentou a
propor¢ao de embrides com clivagem lenta além de reduzir a expressdo dos genes GDF9, POUSF1, e
GAPDH nesses embrides (Gendelman 2010). Nessa linha, um estudo recente indicou que oocitos em VG
coletados de vacas lactantes durante o periodo mais quente do ano tiveram a morfocinética alterada quando
comparado aos embrides gerados a partir de o6citos coletados nos meses do inverno (Yaacobi-Artzi et al.,
2022).

Coelho e Paula-Lopes. Efeitos imediatos, tardios e transgeracionais do estresse térmico em gametas.

O estudo realizado por Badinga (1985) na Universidade da Floérida foi pioneiro em demonstrar os
efeitos tardios do estresse térmico na funcao reprodutiva de bovinos. A exposi¢ao de vacas leiteiras ao
estresse térmico durante o verdao reduziu os indices de concepgdo desde o verdo até o inicio do outono
(Badinga et al., 1985), indicando que o estresse térmico pode danificar o estoque de foliculos e oocitos que
iniciaram seu crescimento ainda no periodo quente. A fim de testar essa hipotese, Roth e colaboradores
(2001) realizaram um estudo em que vacas Holandesas expostas ao estresse térmico sazonal do verdo foram
submetidas a aspiracdo folicular (OPU) no dia 4 do ciclo (Grupo controle) ou OPU repetidas nos dias 4,
7,11 e 15 (Grupo tratado) por 4 ciclos estrais consecutivos durante os meses frios do outono. Os o6citos
foram coletados no dia 4 de cada ciclo e submetidos a produgéo in vitro de embrides. As taxas de clivagem
e desenvolvimento embrionario aumentaram nos ciclos 3 e 4 do grupo tratado em relag@o ao controle (Roth
et al., 2001). A remocao dos foliculos danificados no verdo acelerou a recuperagdo do pool de odcitos,
levando ao surgimento precoce de foliculos saudaveis e oocitos de alta qualidade. Assim, a competéncia
oocitaria s6 foi recuperada 2 a 3 ciclos estrais ap6s o final do verdo (Roth et al., 2001),

O estresse térmico durante a fase de crescimento do odcito pode também comprometer os eventos
de reprogramacao epigenética que ocorrem durante a gametogénese (Moura et al., 2022). A plasticidade do
individuo de se ajustar as condi¢cdes ambientais desafiadoras envolve a variacdo na condi¢cdo epigenética
das suas células. Quando este fendmeno ocorre durante a gametogénese ou embriogénese (plasticidade de
desenvolvimento), que sdo periodos criticos para reprogramagdo epigenética, surgem riscos em potencial
para a saude futura (Bollati e Baccarelli, 2010). Evidéncias recentes sugerem que certas modificagdes
epigenéticas podem ser transmitidas dos pais & progénie através dos gametas, e que modificagdes
epigenéticas ndo sdo sempre completamente removidas entre as geragdes.

O primeiro evento de desmetilacdo do DNA em nivel gendmico ocorre nas células germinativas
primordiais (CGPs), quando os perfis epigenéticos preexistentes das células somadticas sdo apagados e os
padrdes gameta-especificos e sexo-especificos sdo estabelecidos no final da gametogénese (Smallwood e
Kelsey, 2012). A fim de testar a hipdtese de que o estresse térmico afeta a reprogramacdo da metilacdo de
DNA que ocorre durante a fase de crescimento do odcito, um novo modelo in vivo usando camara climatica
controlada foi estabelecido em camundongos. Para tanto, ninhadas da linhagem Suica (geracdo FO0),
juntamente com as matrizes em lactagdo, foram aleatoriamente alocadas nas condi¢des controle (21°C por
24h) ou estresse térmico (35°C por 12 horas do periodo de luz e 21°C por 12 h durante o periodo escuro)
entre os dias 10 e 21 do desenvolvimento pds-natal (DPN). Nesse estudo o alvo do estresse térmico foi a
primeira onda de metilagdo de DNA de novo que ocorre durante a gametogénese de camundongos nos dias
10 ao dia 21 do DPN. Apds os tratamentos, as fémeas das ninhadas foram mantidas na condi¢ao controle
até a puberdade quando foi realizada a coleta dos odcitos. Os danos funcionais e celulares causados pelo
estresse térmico no odcito foram moderados. No entanto, houve uma remodelagdo marcante no perfil global
de metilacdo de DNA (tecnologia de sequenciamento de bissulfito de genoma completo - WGBS)
caracterizada por hipometilagdo de citosinas e de regides diferencialmente metiladas (Moura et al., 2022).
Essas mudancas no perfil de metilagdo do o6cito foram associadas a um fenotipo diferenciado na expressao
de genes das vias de crescimento e competéncia de desenvolvimento do odcito.

Usando o mesmo modelo de estresse térmico Moura et al., (2023) avaliou o efeito transgeracional
do estresse térmico moderado durante o crescimento do gameta feminino. Para tanto, as fémeas da geragao
FO que haviam sido expostas as condi¢des controle (21°C por 24h) ou estresse (35°C por 12h/21°C por
12h), foram cruzadas com machos controle para gerar a progénie (Geragdo F1). As fémeas F1 (e
subsequentes progénies F2 ¢ F3) foram acasaladas com machos controle sob condi¢cdes de temperatura
padrdo para gerar geragdes F2, F3 e F4, respectivamente (FO foi a iinica gerag@o exposta a HS). A produgéo
in vivo de embrides foi realizada para geracdes FO, F1, F2 e F4. No entanto, ndo houve efeito deletério do
estresse térmico na producdo de embrides in vivo ao longo das geracdes (Moura et al., 2023).

Os efeitos do estresse térmico in vivo podem ser mediados pelos danos no eixo hipotdlamo-
hipofise-gonadas que resultam em inumeras disfungdes hormonais e foliculares, comprometendo
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indiretamente a competéncia oocitaria. J4 foi demonstrado que o estresse térmico compromete a
esteroidogénese folicular reduzindo os niveis de androstenediona nas células da teca, reduzindo atividade
da enzima aromatase nas células da granulosa e a concentragdo de estradiol no foliculo dominante
(Wolfenson et al., 1997; Bridges et al., 2005). Essas altera¢des da esteroidogénese folicular estdo associadas
a diminui¢do na intensidade (Gangwar et al., 1965) e duragdo (Abilay et al., 1975; Wolfenson et al., 1988)
do cio durante os meses mais quentes do ano, causando irregularidades no ciclo estral (Sammad et al.,
2020). Os efeitos do estresse térmico na esteroidogénese, juntamente com o aumento nos niveis de FSH
(Wolfenson et al., 1995) e redugdo de inibina (Roth et al., 2000) interferem com a dinamica folicular. Ja foi
demonstrado que o estresse térmico causa a emergéncia precoce do foliculo dominante (Wolfenson et al.,
1995) podendo levar ao envelhecimento do odcito, reduz a dominancia folicular e aumenta o numero de
foliculos pequenos (Roth et al., 2000). O recrutamento desses foliculos para o pool de crescimento parece
ser devido a uma diminuic¢ao nas concentracdes circulantes de inibina e aumento da secre¢do de FSH. Além
disso, os niveis reduzidos de estradiol podem comprometer o pico pré-ovulatério de LH. De fato, existem
evidéncias de que o estresse térmico reduz os niveis de LH (Gilad et al., 1993; Armengol-Gelonch et al.,
2017) que podem comprometer os eventos envolvidos na maturagdo oocitaria (Putney et al., 1989;
Rodrigues et al., 2019; Lee et al., 2023), ovulacdo (Ozawa et al., 2005) e luteinizagdo (Wolfenson e Roth,
2019). Apesar dos efeitos do estresse térmico nas concentragdes de progesterona variarem de acordo com
a duracdo do estresse (Howell et al., 1994; Trout et al., 1998; Roth et al., 2000), ha evidéncias de que a
secre¢do lutea de progesterona foi suprimida pelo estresse térmico mais prolongado (Howell et al., 1994;
NANAS et al., 2021). Os efeitos diretos do estresse térmico no crescimento e maturagdo oocitaria foram
elucidados em inimeros experimentos in vitro que serdo abordados a seguir.

Estudos in vitro

Os efeitos deletérios do estresse térmico no oocito € nos foliculos antrais ja foram bem
caracterizados tanto in vivo como in vitro. No entanto, os efeitos a longo prazo do estresse térmico no pool
de oocitos e foliculos pré-antrais requer maiores investigagdes pois ainda sdo pouco conhecidos (Paes et
al.,2016; Aguiar et al., 2020; Cardone et al., 2022). O modelo de cultivo folicular in vitro tem sido utilizado
como ferramenta a fim de investigar a influéncia da temperatura elevada em foliculos pré-antrais. No estudo
realizado por Paes et al. (2016), diferentes estruturas foliculares (fragmentos ovarianos e foliculos pré-
antrais) foram cultivadas a 41°C por 12 horas seguido de 38,5°C por 7 dias. Nesse experimento, o choque
térmico causou a ativagdo precoce dos foliculos primordiais, reduziu a viabilidade de o6citos coletados de
foliculos primordiais e primarios, € aumentou os niveis de ROS nesses foliculos. Ja exposi¢ao de foliculos
secundarios ao choque térmico ndo afetou a porcentagem de foliculos morfologicamente normais, o
diametro folicular e a formagao do antro ao final de 7 dias de cultivo. De maneira similar, quando o tecido
cortical ovariano foi submetido a hipertermia aguda (41°C/2h) houve redug@o no nimero e no diametro dos
foliculos primordiais, no numero e na proliferagdo das células da granulosa, aumento no numero de
foliculos degenerados e na apoptose em células da granulosa (Cardone et al., 2022). No entanto, quando
um modelo de choque térmico cronico e intermitente (foliculos cultivados a 38,5°C por 16 horas seguido
de 41 °C por 8 horas diariamente) foi utilizado durante os 7 dias de cultivo folicular, Aguiar et al. (2020)
demonstrou que o choque térmico reduziu o didmetro e a viabilidade de foliculos secundarios, além de
aumentar a expressdo de BAX ¢ HSPA1A. Dessa forma, o estresse térmico pode exercer efeitos a longo
prazo no pool de foliculos pré-antrais afetando negativamente a reserva ovariana bovina.

O modelo de maturacio in vitro (MIV) tem sido amplamente empregado para avaliagao dos efeitos
diretos e imediatos da temperatura elevada no gameta feminino pois permite a modulacdo da severidade do
estresse. Sabe-se que a intensidade do estresse ¢ uma funcdo entre temperatura e o tempo de exposi¢ao. Em
um estudo recente Baez et al. (2019) modulou o tempo de exposi¢dao dos oocitos submetidos ao choque
térmico de 41°C durante a MIV (6, 12, 18 e 22 horas). Nesse estudo, as disfungdes induzidas pela
temperatura elevada foram dependentes do tempo de exposi¢cdo. Enquanto a porcentagem de odcitos em
metafase II ja foi reduzida apds 6 h de choque térmico, as taxas de fertilizagdo, clivagem e desenvolvimento
a blastocisto so6 foram afetadas apds 12 h de choque térmico (Figura 1). De maneira similar, a intensidade
do estresse foi modulada com base na temperatura. Quando odcitos bovinos foram expostos a temperatura
severa e nao fisiologica de choque térmico (43°C) durante as primeiras 12h de MIV, houve boqueio no
desenvolvimento embrionario (Roth e Hansen, 2004b). Ja a exposicao de odcitos a temperatura moderada
e fisiologica de choque térmico (40-41°C) durante as primeiras 12-14 h de MIV reduziu o desenvolvimento
embriondrio pré-implantacional (Roth e Hansen, 2004a; Rodrigues et al., 2016, 2019; Lima et 1., 2016;
Ticianelli et al., 2016). Dependendo da intensidade do estresse, a temperatura elevada pode causar danos
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reversiveis ou irreversiveis em diferentes estruturas e organelas celulares (Ju et al., 2005; Roth e Hansen,
2005), desencadeando respostas celulares adaptativas como a autofagia ou ativando vias de morte como a
apoptose (Rodrigues et al., 2016; Latorraca et al., 2020; Moura et al., 2021). Entre as respostas adaptativas,
podemos destacar também o fendmeno de termotolerancia induzida. Por exemplo, odcitos coletados nos
meses mais quentes do ano foram mais resistentes ao choque térmico severo do que aqueles coletados nos
meses mais frios (Maya-Soriano et al., 2013), sugerindo que a exposi¢do do odcito ao estresse moderado
estimulou a produgdo de moléculas termoprotetores deixando o odcito mais resistente ao estresse severo.
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Figura 1. Efeito do choque térmico a 41°C por 6, 12, 18 e 22 horas durante a maturag@o in vitro na
porcentagem de odcitos (a) fertilizados e (b) desenvolvidos a blastocisto. Os resultados sdo médias + sem.
Letras diferentes em cada barra representam diferenca significativa (P < 0,05). (Adaptado de Baez et al., 2
019).

Entre as estruturas celulares afetadas pelo choque térmico, podemos destacar o citoesqueleto
(Rodrigues et al., 2016; Lima et al., 2016), a zona peltcida (Baez et al., 2019), os granulos corticais
(Edwards et al., 2005; Maya-Soriano et al., 2013; Ahmed et al., 2017), o reticulo endoplasmatico (Moura e
Paula-Lopes 2020), as mitocondrias (Rodrigues et al., 2016; Ahmed et al., 2017, Payton et al., 2018), o
nucleo (Rodrigues et al., 2016), entre outras. Esse topico foi recentemente revisado por Moura e Paula-
Lopes (2020), desta forma vamos discutir apenas as alteracdes mais classicas. Varios estudos ja
demonstraram que o choque térmico de 41°C compromete a dindmica da progressdo meiotica, reduzindo
as taxas de oocitos em metafase II (Roth e Hansen, 2005; Lima et al., 2016; Baez et al., 2019), devido ao
bloqueio em metafase I ou telofase I. Esse erro na progressao meiotica deve-se, em parte, a desorganizagéo
do citoesqueleto causada pelo choque térmico. A exposi¢do de odcitos a temperatura elevada causou a
desorganizagdo dos microtubulos tornando o fuso meiotico disforme nas metafases I e I e os cromossomos
desalinhados (Tseng et al., 2004; Roth e Hansen, 2005; Rodrigues et al., 2016). Além disso o choque
térmico desorganizou os filamentos de actina, reduzindo o anel de actina cortical em odcitos maturados a
41 (Roth e Hansen, 2005; Rodrigues et al., 2016) e 41,5°C (Tseng et al., 2004).

Os filamentos de actina s@o responsaveis pela translocagcdo dos granulos corticais para a regido
cortical do oocito durante a maturagao (Wessel et al., 2002). Quando odcitos em VG (Payton et al., 2004)
e durante a MIV (Edwards et al., 2005) foram submetidos ao choque térmico de 41°C o padrao fisiologico
de distribuicdo dos granulos corticais foi comprometido. De maneira similar, a desorganizagdo dos
microtubulos afeta o transporte de organelas citoplasmaticas, como por exemplo a distribuigdo das
mitocondrias no odcito (Sun et al., 2001). As mitocondrias sdo alvos dos efeitos deletérios induzidos pela
temperatura elevada. A exposicdo de odcitos bovinos no estadio de VG (Lima, 2012) ¢ durante a MIV
(Ispada et al., 2018) ao choque térmico reduziu a atividade mitocondrial oocitaria. As alteragdes na
atividade mitocondrial do odcito podem estar associadas ao aumento das espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Ispada et al., 2018) e ativagao da cascata de apoptose. Ja foi demonstrado que a exposi¢ao de oocitos
ao choque térmico durante a MIV aumentou a proporcao de o6citos com alta atividade de caspases do grupo
II (caspases 2, 3 e 7) (Roth e Hansen, 2004a) e positivos para TUNEL (Rodrigues et al., 2016; Lima et 1.,
2016).

Impactos do estresse térmico no gameta masculino

Em mamiferos, os machos possuem caracteristicas morfologicas e fisiologicas proprias para a
termorregulacdo escrotal, a fim de garantir que os eventos da espermatogénese ocorram de forma adequada
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mantendo a viabilidade espermatica. Contudo, tais caracteristicas podem ser perturbadas por condigdes
adversas de temperatura (Morrell, 2020). As variagdes sazonais na qualidade do s€émen de bovinos ¢ um
topico que ha muito chama aten¢do dos pesquisadores e pecuaristas. Essas variagdes seminais entre os
meses de verdo e inverno devem-se aos danos da temperatura elevada na espermatogénese associados as
limitagdes na termorregulacao escrotal e mecanismos de dissipagdo de calor (Alves et al., 2020; Garcia-
Oliveros et al., 2022) podendo culminar com a degeneragdo testicular. Embora as alteragdes
morfofuncionais espermaticas desencadeadas pelo estresse térmico ja sejam bem descritas, as alteragdes
moleculares permanecem sob intensa investigagao.

Estudos in vivo

O efeito deletério do estresse térmico na fertilidade masculina tem sido amplamente investigado
em mamiferos. Estudos conduzidos com modelos de estresse térmico sazonal (Sekoni e Gustafsson, 1987,
Malama et al., 2017; Llamas Lucefio et al., 2020), de cdmara climatica (Meyerhoeffer et al., 1985; Ferreira,
2022) ou de insulagdo escrotal (Brito et al., 2003; Garcia, 2004; Pezzini et al., 2006; Rahman et al., 2011;
Alves et al., 2020; Garcia-Oliveros et al., 2022) demonstraram que o aumento da temperatura escrotal e
testicular compromete a espermatogénese bem como as caracteristicas funcionais, celulares e moleculares
do gameta masculino.

A exposicdo de touros Holandeses ao estresse térmico sazonal em zona subtropical seca
comprometeu os pardmetros espermadticos avaliados pela analise computarizada de espermatozoides
(CASA: motilidade total e progressiva, retilinearidade e a amplitude do deslocamento lateral da cabeca do
espermatozoide), reduziu a porcentagem de espermatozoides com membranas plasmatica e acrossomal
intactas e com alto potencial de membrana mitocondrial (Malama et al., 2017). No entanto, quando o
estresse térmico sazonal ocorreu em clima temperado, com um indice de temperatura e umidade (ITU) entre
77,9-80,5, nao houve efeito deletério do estresse térmico nas caracteristicas morfofuncionais espermaticas.
No entanto, as taxas de blastocistos apos a fecundagio in vitro foram reduzidas e a eclos@o dos blastocistos
retardada (Llamas Luceifio et al., 2020).

O efeito da temperatura testicular elevada tem sido frequentemente investigado com o modelo de
insulagdo escrotal usando bolsas térmicas. Nesses experimentos, a insulagdo escrotal por 48 h em animais
taurinos reduziu o numero de espermatozodides por ejaculado (Pezzini et al., 2006), a motilidade e
viabilidade espermatica (Rahman et al., 2011). Houve também aumento na porcentagem de
espermatozoides anormais (Austin et al., 1961; Vogler et al., 1991; Barth e Bowman, 1994; Rahman et al.,
2011) e com deficiéncia de protaminagdo da cromatina (Rahman et al., 2011), além de mudangas no formato
da cabega do espermatozoide como indicado por analise de Fourier (FHA) (Rahman et al., 2011). Nesses
estudos, Rahman et al. (2011) constataram que as células da linhagem espermatogénica sdo mais suscetiveis
ao estresse térmico no estagio de espermiogénese, e posteriormente relacionou as causas das
vulnerabilidades celulares aos periodos de substituigdes de histonas por protaminas, alterando a cromatina
espermatica.

Quando espermatozoides coletados de touros pré-insulagao escrotal ou apos 5 horas de insulagdo
escrotal foram utilizados para fecundagdo in vitro a frequéncia de clivagem dos odcitos foi similar entre os
periodos de pré-insulagdo e nos dias 7 ¢ 14 pos-insulag@o escrotal. No entanto, no dia 21 pds-insulagdo a
taxa de clivagem dos odcitos foi menor quando comparado aos outros periodos. Ja as taxas de blastocistos,
diminuiram nos dias 14 e 21 pos-insulagdo escrotal, quando comparado ao periodo de pré-insulagdo
escrotal. Ainda neste estudo, os autores demonstraram que houve um aumento de espermatozoides
morfologicamente anormais 14 dias pds-insulacdo escrotal, sendo que os defeitos de cabega e cromatina
aumentaram significantemente quando comparados ao periodo pré-insulagdo (Fernandes et al., 2008). Além
de reduzir a capacidade fecundante do espermatozoide, a insulagdo escrotal também aumentou a
porcentagem de blastdmeros positivos para apoptose (Walters et al., 2005) e comprometeu a dindmica da
metilagdo do DNA no pré-nucleo paterno apos a fecundagdo, ou seja, a metilagdo do DNA diminuiu
gradualmente ao longo do tempo, mas nao significativamente, quando comparado com o controle (Rahman
etal., 2014).

Ja em touros zebuinos, a insulagdo escrotal por 96 horas comprometeu as caracteristicas
morfofuncionais dos espermatozoides, como indicado pela redugdo na motilidade espermatica, aumento na
porcentagem de espermatozoides com defeitos maiores € menores, aumento na peroxidagdo lipidica,
reducdo na porcentagem de espermatozoides com alto potencial de membrana mitocondrial, bem como
redu¢do na porcentagem de espermatozoides com membranas plasmatica e acrossomal intactas (Garcia-
Oliveros et al., 2022). Além disso, a insulacdo escrotal reduziu a expressao de 18 micro RNAs no
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espermatozoide. A andlise funcional dos genes-alvo indicou o envolvimento das vias de ativacdo da
transcricdo, proliferagdo e diferenciagdo celular (Alves et al., 2021).

Experimentos em murinos usando modelos de cdmara climatica ou imersdo corporal e testicular
também ilustraram os efeitos da temperatura elevada na espermatogénese de animais adultos. Por exemplo,
o aumento da temperatura escrotal em camundongos danificou a espermatogénese ¢ o gameta masculino
(Yaeram et al., 2006; Pérez-Crespo, 2008; Shadmehr et al., 2018). A exposi¢do de camundongos adultos
ao estresse térmico agudo e cronico comprometeu o DNA das células da linhagem germinativa, em especial
dos espermatocitos e espermatides arredondadas (Houston et al., 2018). A redu¢do no numero de células
espermatogénicas foi observada apds o estresse térmico agudo por imersao corporal (43°C/15 minutos).
Existem também evidéncias de que os danos no DNA espermaticos, como por exemplo a distor¢ao da
propor¢ao X-Y nos espermatozoides, podem ser passiveis de transmissdo a progénie (Perez-Crespo et al.,
2008).

Apesar da vasta quantidade de estudos in vivo demonstrando os efeitos do estresse térmico em
machos puberes, pouco se sabe sobre os efeitos desse desafio em animais pré-puberes. Estudos recentes
demostraram que o estresse térmico em camundongos machos pré-puberes exerceu efeitos imediatos,
tardios e de longo prazo na fung@o reprodutiva desses animais. Os animais pré-puberes foram submetidos
as condigdes de estresse térmico (35°C 12h/claro e 21°C 12h/escuro) ou controle (21°C por 24h) em camara
climatica entre os dias 10 e 21 do DPN. Esse estresse térmico moderado e cronico, reduziu o nimero de
espermatocitos, espermatides arredondadas e alongadas, aumentou a porcentagem de tibulos seminiferos
com atrofia, vactiolos e corpos residuais anormais em animais pré-puberes. Quando os animais atingiram a
puberdade, a dindmica da espermatogénese foi comprometida pelo estresse térmico, havendo aumento no
numero de espermatogonias e espermatides arredondadas versus uma redug@o no niimero de espermatocitos
e espermatides alongadas. Os danos tubulares e a desorganizag¢ao do epitélio germinativo também foram
evidentes. A andlise computarizada de espermatozoides (CASA) indicou que o estresse térmico na fase pré-
pubere exerceu um efeito tardio reduzindo a hiperativagdo espermadtica apds a puberdade. Quando os
animais estressados foram cruzados houve aumento na porcentagem de odcitos ndo fertilizados e redugio
na porcentagem de blastocistos e estruturas viaveis (Ferreira, 2022). Além disso, uma vez que os animais
atingiram a meia-idade (12-14 meses ap0s o estresse térmico) o estresse térmico nao afetou os parametros
do CASA, mas reduziu a contagem de espermatozoides epididimarios.

Estudos e in vitro

Enquanto os estudos in vivo demonstraram como a temperatura corporal e testicular elevada
afetam a espermatogénese, os estudos in vitro, conduzidos com espermatozoides pos-ejaculados, refletem
os efeitos da temperatura elevada no espermatozoide maduro. Nesse caso, o espermatozoide pode sofrer
estresse térmico durante o transporte no trato reprodutor feminino. No entanto, o espermatozoide maduro
tem capacidade reduzida de responder aos insultos ambientais em virtude da arquitetura condensada da
cromatina que confere um estado transcricionalmente silencioso (Dadoune, 2003; Meistrich et al., 2003;
Johnson et al., 2011).

Intimeros experimentos ja demonstraram que em espermatozoides bovinos o choque térmico de
41-41,5°C por 3 ou 4 horas reduziu a motilidade espermatica (Monterroso et al., 1995; Chandolia et al.,
1999; Hendricks et al., 2009; Rahman et al., 2014; Silva et al., 2022), a integridade da membrana
plasmatica, o potencial de membrana mitocondrial (PMM) (Hendricks et al. 2009; Rahman et al. (2014);
Maya-Soriano etal.,2013) e a atividade mitocondrial (Silva et al., 2022), além de aumentar a porcentagem
de espermatozoides com o acrossoma reagido (Maya-Soriano et al., 2013). O choque térmico de 41°C por
4 horas também aumentou a concentragdo das ROS e a atividade de enzimas caspases no espermatozoide
(Silva et al., 2022), indicando que os efeitos da temperatura no espermatozoide podem ser mediados pelo
aumento de ROS. Sabe-se que a célula espermatica ¢ vulneravel aos danos oxidativos, pois a pequena
quantidade de citoplasma do espermatozoide limita o sistema antioxidante enzimatico (Mazur et al., 2000).
Além disso, a abundéncia de acidos graxos poliinsaturados (PUFA) nas membranas espermaticas (Parks e
Hammerstedt, 1985) torna essa célula mais vulneravel as ROS. O desequilibrio nos niveis de ROS danifica
DNA, proteinas, lipidios e outros componentes celulares comprometendo a fungdo espermatica (Du Plessis
et al., 2010) e induzindo a morte celular por apoptose (Liu et al., 1996, Du et al., 2000).

A incubacdo dos espermatozoides em temperaturas moderadas como 38,5 e 40°C reduziu as taxas
de clivagens, mas nao afetou o desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto (Hendricks et al.,
2009). Ja o choque térmico de 41 °C por 4 horas reduziu a propor¢ao de odcitos fecundados (formacao de
pré-nucleos), clivados, e que progrediram até os estadios de 2-células (Silva et al., 2022) e blastocistos em
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compara¢do ao controle (Rahman et al.,, 2014; Silva et al.,, 2022). O choque térmico espermatico
comprometeu de forma marcante a cinética do desenvolvimento embriondrio inicial e das clivagens (Silva
et al., 2022). A qualidade do embrido foi negativamente afetada pelo choque térmico no espermatozoide
havendo uma maior proporg¢do de apoptose celular em blastocistos D7 em comparagdo ao grupo controle
(Rahman et al., 2014). Sabe-se que o espermatozoide desempenha um papel fundamental no transporte do
genoma paterno para o oocito durante a fertilizagdo. No entanto, as evidéncias indicam que o
espermatozoide também contribui com uma variedade de RN As (Ostermeier et al., 2004; Miller et al., 2010)
durante a fecundagdo. Estes RNAs (por exemplo, miRNAs) sdo essenciais para as primeiras clivagens
embriondrias e para prole saudavel (Liu et al., 2012; Rodgers et al., 2015). Um estudo recente identificou
mais de 300 micro RNAs no espermatozoide maduro. Entre estes, trés e sete micro RNAs foram
identificados exclusivamente em espermatozoides expostos a 35 e 41°C, respectivamente. Além disso, o
miR-181d, envolvido na indugdo de apotose através da via PI3K/AKT/mTOR (Tang et.al., 2020), foi
enriquecido em espermatozoides expostos a temperaturas mais altas (Silva et al., 2022).

Consideracdes finais

O aumento crescente da temperatura ambiente tem exacerbado os desafios associados a fertilidade
animal. Os danos desencadeados pelo estresse térmico nos gametas feminino e masculino causam alteragoes
funcionais ja conhecidas, mas que resultam em um fendtipo celular e molecular apenas parcialmente
compreendido. A dindmica temporal na qual essas alteracdes sdo estabelecidas e carreadas ¢ também um
aspecto que requer maior aten¢do. A intensidade do estresse, bem como as respostas termoprotetoras
especificas de cada gameta influenciam a natureza imediata, tardia e transgeracional do dano, sendo este
ultimo ainda pouco explorado. Embora existam abordagens visando contornar os efeitos do estresse
térmico, essas medidas permitem apenas uma melhora parcial na eficiéncia reprodutiva. Novos estudos sdo
necessarios a fim de permitir o desenvolvimento de estratégias multiplas de mitigacdo e melhores
adequagdes de manejo essenciais para manter o bem-estar animal, a preservacdo do potencial genético ¢ a
qualidade reprodutiva.
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