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Título : Apoptose em embriões bovinos em estágio de pré-implantação submetidos ao 

estresse térmico e ao fator de necrose tumoral-α (TNF-α). 

Autor : Bárbara Loureiro 

Orientador : Paulo Fernandes de Lima 

RESUMO 

Cinco experimentos foram realizados para testar a hipótese de que o estresse térmico e o 

fator de necrose tumoral-α (TNF-α) induzem apoptose em embriões bovinos através de 

um mecanismo dependente da caspase-9. O experimento 1 determinou se o inibidor de 

caspase-9, z-LEHD-fmk, bloqueia os efeitos apoptóticos do estresse térmico e do TNF-

α. Embriões foram selecionados nos dia 4, 5 e 6 após a fertilização in vitro e incubados 

por 24 h ± 100 µM z-LEHD-fmk reconstituído em 0.5% (v/v) DMSO ou veículo 

(DMSO) à 1) 38.5°C por 24 h (controle), 2) 41°C por 15 h seguido de 38.5°C por 9 h 

(estresse térmico), ou 3) 38.5°C por 24 h com 10 ng/mL de TNF-α. A proporção de 

blastômeros apoptóticos foi analisada utilizando-se a técnica de TUNEL. O experimento 

foi repetido 4-5 vezes utilizando 172-248 embriões por dia. Nos grupos controle o 

estresse térmico e o TNF-α aumentaram a proporção de células TUNEL-positivas 

quando comparados aos embriões incubados a 38.5°C for 24 h (P<0.001). Em contraste, 

embriões incubados com z-LEHD-fmk e submetidos ao estresse térmico e ao TNF-α 

não apresentaram aumento nas células TUNEL-positivas (tratamento x inibitor; 

P<0.05). O experimento 2 testou os efeitos de diferentes concentrações de z-LEHD-fmk 

nas respostas apoptóticas dos embriões ao TNF-α. Embiões ≥16 células foram 

selecionados no dia 6 e incubados na presença de z-LEHD-fmk em 0, 1 10, and 100 µM  

± 10 ng/mL TNF-α.. Após 24 h a 38.5°C, os embriões foram lavados, fixados e 

analisados por TUNEL. O experimento foi repetido 4 vezes (176 embriões).  A adição 

de 10 ng/mL TNF-α aumentou a porcentagem de células TUNEL-positivas e este 

aumento foi bloqueado por todas as concentrações de z-LEHD-fmk (TNF-α x inibidor; 

P<0.05). No experimento 3, analisamos se o estresse térmico aumenta a atividade da 
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caspase-9 e se o z-LEHD-fmk bloqueia este efeito. Embriões em estágio de mórula ou 

blastocisto inicial foram selecionados no dia 6 e transferidos para novas gotas contendo 

100 µM z-LEHD-fmk ou DMSO veículo. Os embriões foram incubados a 38.5°C por 

24 h ou 41°C por 15 h seguido de 38.5°C por 9 h. Ao final do estresse térmico os 

embriões eram lavados e incubados no substrato para caspase-9 (5 µM CaspaLux 9-

M1D2) a temperatura ambiente por 1 h.  A atividade da caspase-9 foi determinada 

avaliando-se a intensidade da fluorescência. Os embriões foram classificados 

apresentando baixa, média e alta atividade de caspase. O experimento foi repetido 5 

vezes utilizando 22-26 embriões/tratamento. O estresse térmico aumentou a 

porcentagem de embriões classificados como tendo média e alta atividade de caspase-9 

e z-LEHD-fmk bloqueou este efeito (tratamento P<0.05; inibidor P<0.001).  Para o 

experimento 4 foram medidos os efeitos do TNF-α na atividade da caspase-9. Embriões 

no dia 6 foram incubados a 38.5°C por 3, 6, 9, 12, e 15 h com 10 ng/mL TNF-α ou 

veículo, analisando-se a atividade da caspase-9 foi como descirto anteriormente. O 

experimento foi repetido 8 vezes utilizando 37-39 embriões/tratamento. A proporção de 

embriões classificados como média e alta atividade de caspase aumentaram quando 

expostos ao TNF-α em todos os períodos de exposição, exceto 3 h (tratamento P<0.05; 

inibidor P<0.01). O experimento 5 foi realizado para analisar os efeitos do estresse 

térmico e TNF-α na integridade da membrana mitocondrial. Embriões no dia 3.5 foram 

incubados com + TNF-α a 38.5°C for 24 h ou  a 41°C por 15 h seguido por 9 h a 

38.5°C. Após os tratamemtos os embriões foram lavados e incubados em 20 nM de 

DiOC6 a 38.5°C por 20 min no escuro. A despolarização da mitocôndria foi mensurada 

por quantificação da fluorescência por unidade/área em cada embrião. O estresse 

térmico causou uma significativa perda no potencial da membrana mitocondrial 

(P<0.01). Entretanto, TNF-α não apresentou diminuição significativa. O experimento 

foi repetido 5 vezes (71-78 embriões/tratamento). Concluindo, o mecanismo de ativação 

da caspase-9 está envolvido na indução da apoptose pelo estresse térrmico e TNF-α. 
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ABSTRACT 

We tested the hypothesis that heat shock and tumor necrosis factor-α (TNF-α) induce 

apoptosis in bovine embryos through a caspase-9 dependent mechanism. Experiment 1 

determined whether the caspase-9 inhibitor, z-LEHD-fmk, blocks the apoptotic effects 

of heat shock and TNF-α. Embryos were collected on day 4, 5, and 6 after in vitro 

insemination and cultured for 24 h in the presence of either 100 µM z-LEHD-fmk 

reconstituted in 0.5% (v/v) DMSO or vehicle (DMSO) at either 1) 38.5°C for 24 h 

(control), 2) 41°C for 15 h followed by 38.5°C for 9 h (heat shock), or 3) 38.5°C for 24 

h with 10 ng/mL murine TNF-α.  The proportion of blastomeres undergoing apoptosis 

was determined using TUNEL labeling.  The experiment was replicated 4-5 times/day 

using 172-248 embryos/day. In control embryos, heat shock and TNF-α increased the 

proportion of cells that were TUNEL-positive as compared to embryos cultured at 

38.5°C for 24 h (P<0.001). For embryos incubated with z-LEHD-fmk, in contrast, 

neither heat shock nor TNF-α caused an increase in TUNEL labeling (treatment x 

inhibitor; P<0.05). Experiment 2 tested effects of different concentrations of z-LEHD-

fmk on apoptotic responses of embryos to TNF-α. Embryos ≥16 cells were collected on 

Day 6 and cultured in the presence of different concentrations of z-LEHD-fmk (0, 1 10, 

and 100 µM ) ± 10 ng/mL TNF-α.. After 24 h at 38.5°C, embryos were washed, fixed, 

and analyzed by TUNEL.  The experiment was replicated 4 times (176 embryos).  
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Addition of 10 ng/mL TNF-α increased the percentage of cells that were TUNEL-

positive and this increase was blocked by all concentrations of z-LEHD-fmk (TNF-α x 

inhibitor; P<0.05). For Exp. 3, we analyzed whether heat shock increases caspase-9 

activity and whether z-LEHD-fmk blocks this increase. Embryos at the morula or early 

blastocyst stage were collected on day 6 and transferred to a new drop with 100 µM z-

LEHD-fmk or DMSO vehicle. Embryos were then cultured at either 38.5°C for 24 h or 

41°C for 15 h followed by 38.5°C for 9 h. At the end of heat shock, embryos were 

washed and then incubated in a caspase-9 substrate (5 µM CaspaLux 9-M1D2) at room 

temperature for 1 h. Caspase-9 activity was then determined by evaluation of 

fluorescent intensity.  Embryos were classified as having low, medium or high caspase 

activity. The experiment was replicated 5 times using 22-26 embryos/treatment. Heat 

shock increased the percent of embryos classified as having medium and high caspase-9 

activity and z-LEHD-fmk blocked this effect (treatment P<0.05; inhibitor P<0.001).  

For Exp. 4, effects of TNF-α on caspase-9 activity were evaluated. Embryos at day 6 

were cultured at 38.5°C for 3, 6, 9, 12, and 15 h with 10 ng/mL TNF-α or vehicle and 

then caspase-9 activity was measured as described before.  The experiment was 

replicated 8 times using 37-39 embryos/treatment. The proportion of embryos classified 

as having medium or high caspase activity was increased by TNF-α at all time points 

except 3 h (treatment P< 0.05; inhibitor P<0.01). Exp. 5 was performed to analyze the 

effects of heat shock and TNF-α on mitochondrial membrane integrity. Embryos at Day 

3.5 were incubated at 38.5°C for 24 h + TNF-α or were incubated at 41°C for 15 h 

followed by 9 h at 38.5°C (heat shock). After treatment, embryos were washed and 

incubated in 20 nM of DiOC6 at 38.5°C for 20 min in the dark. Mitochondrial 

depolarization was measured by quantifying the fluorescence units/area of each embryo. 

Heat shock caused loss in mitochondria membrane potential (P< 0.01). However, TNF-

α did not show a significant decrease on membrane polarization. The experiment was 
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replicated 5 times (71-78 embryos/treatment). In conclusion, activation of caspase-9 

dependent pathways is involved in the induction of apoptosis by heat shock and TNF-α. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 Apoptose ou morte celular programada (MCP) é um evento comum no princípio da 

formação do organismo, podendo também ocorrer na presença de patogenias ou estas 

associadas ao desenvolvimento anormal, sendo induzida por uma variedade de 

teratogênicos, entre estes o estresse térmico (MIRKES e LITTLE, 1998; MIRKES e 

LITTLE, 2000; MIRKES e LITLLE, 2002) e o TNF-α (BUZZARD et al., 1998).  

Os processos de desenvolvimento e maturação do oócito, fertilização e 

desenvolvimento do embrião em estágio de pré-implantação podem ser interrompidos por 

alterações no microambiente do trato reprodutivo. Este fenômeno tem sido melhor 

caracterizado quando o animal é exposto ao estresse térmico. Exposições a elevadas 

temperaturas podem alterar a foliculogênese (WOLFESON et al., 2000), desorganizar a 

função do oócito (ZERON et al., 2001; AL-KATALANI et al., 2002) e interromper o 

desenvolvimento embrionário (EALY et al., 2000). O TNF-α está presente em processos 

inflamatórios como mastites e laminites causando perda embrionária precosse (SOTO et 

al., 2004).   

O estresse térmico e a TNF-α induzem apoptose através de diferentes mecanismos.   

Não está claro se o mecanismo de indução da apoptose pelo estresse térmico em 

embriões é semelhante ao de outras células. Nas células em geral, o estresse térmico ativa o 

mecanismo mitocondrial para a indução da apoptose (ZOU et al., 1997; LI et al., 1997; 

ANTONSSON, 2003), causando despolarização da mitocôndria, liberação do citocromo c, 

ativação do Apaf-1 e, em presença de adenosina tri-fosfato (dATP/ATP) , a formação de 
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um grande complexo  com a pró-caspase-9, levando a conversão desta em caspase-9, que 

irá mediar a ativação da caspase-3, fragmetação do ácido desoxirribonucleico (DNA) e 

morte celular (MIRKES e LITTLE, 1998; MIRKES e LITTLE, 2000; MIRKES e LITTLE, 

2002).  

O TNF-α pode ativar a apoptose através de dois mecanismos diferentes (SCAFFIDI 

et al., 1998). No modelo extrínseco, o TNF com seus receptors levam à formação  do 

complexo sinalizador para a indução da morte celular (DISC) e ativação da caspase-8, que 

causa direta ativação da caspase-3 e a morte celular (LI et al., 1998). Em alguns casos, 

entretanto, a formação do DISC é muito reduzida, mas a pequena quantida de caspase-8 que 

esta ativa é suficiente para induzir a atividade apoptogênica da mitocondria. A caspase-8 

cliva o BID, proteína da família das proteínas Bcl-2, que gera um fragmento C-terminal que 

se desloca para a mitocôndria, causando despolarização e liberação do citocromo c. Este 

modelo é conhecido como intrínseco (LUO et al., 1998; WEI et al., 2000). 

Ainda não se é conhecida a razão pela preferência entre os mecanismos intrínseco 

ou extrínseco nos embriões bovinos em resposta ao TNF-α quando ativam os receptores 

para a morte celular.  

Entender a patobiologia dos efeitos do estresse térmico e do TNF-α nos embriões 

em estágio de pré-implantação e delinear o processo celular que limita os efeitos destes 

estresses são fatores pertinentes ao entendimento e redução das injúrias celulares causadas 

por outras condições que reduzem o desenvolvimento embrionário. Há várias evidências 

que indicam que os mecanismos (cascatas) de injúria celular e citoproteção entre vários 

estresses celulares são os mesmos. Desvendar e compreender a função protetora nos 
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embriões em estágio de desenvolvimento pode levar ao desenvolvimento de procedimentos 

que minimizem a perda embrionária causada por uma variedade de perturbações ao 

microambiente do embrião, sendo ainda aplicável à melhoria da produção de embriões in 

vitro. 

 Neste propósito, este trabalho teve como objetivo elucidar os mecanismos da 

apoptose induzida pelo estresse térmico e TNF-α nos diferentes estágios de 

desenvolvimento embrionário e se estes são dependentes da ativação da caspase-9.  

Para tal, foram desenvolvidos experimentos nos quais embriões bovinos produzidos 

in vitro em estágio de pré-implantação (dias 4, 5 e 6 após fertilização) tratados com o 

inibidor de caspase-9 z-LEHD-fmk foram submetidos ao estresse térmico de 41° C e TNF-

α e analisados utilizando-se as técnicas de TUNEL, mensuração da atividade da referida 

caspase e avaliação da integridade da membrana mitocondrial. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Apoptose ou Morte celular programada 

Apoptose ou morte celular programada (MCP) é um importante mecanismo na 

regulação do número de células durante o desenvolvimento, fazendo com que haja uma 

renovação homeostática das células na vida adulta (JACOBSON et al, 1997), garantindo a 

remoção de células danificadas ou que não sejam necessárias em organismos 

multicelulares. A apoptose é caracterizada por uma série de distintas alterações 

morfológicas e bioquímicas na célula tais como fragmentação do DNA, condensação da 

cromatina e divisão da membrana plasmática em pequenas partes (WYLLIE et al., 1980). 

Entretanto, a apoptose é um processo essencial, estando envolvido em diversas patologias. 

Aumentos da apoptose estão associados a infarto do miocárdio, arterosclerose, falência 

cardíaca, infertilidade, diabetes, AIDS, hepatite, falência renal e doenças 

neurodegenerativas como esclerose múltipla, Alzheirmer’s Huntigton e Parkinson’s. Por 

outro lado, ausência de apoptose está associada a várias formas de câncer e doenças 

autoimunes (KRAMMER, 2000). 

A apoptose é um processo que utiliza ATP como fonte de energia onde as células 

são eliminadas de maneira ordenada. O maquinário de morte celular pode ser ativado de 

diversas maneiras, através de sinais extracelulares ou intracelulares gerados pela própria 

célula, sendo seu principal componente um grupo de enzimas proteolíticas conhecidas 

como caspases (MARTIN e GREEN, 1995; NICHOLSON e THORNBERRY, 1997)  
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Apoptose em células embrionárias tem recebido atenção especial devido a seu 

potencial em responder a subcondições de desenvolvimento ou a estresses (BETTS e 

KING, 2001). Aumentos na incidência de morte celular é um importante indicador de um 

ambiente inadequado para o embrião tanto in vivo como in vitro. Por esta razão, 

conhecimentos detalhados sobre as características da apoptose durante o desenvolvimento 

embrionário são necessários. O estudo da apoptose fornece ainda novas informações no 

processo fisiológico que ocorre durante o crescimento do embrião, as quais podem ajudar 

na produção de embriões de melhor qualidade e consequentemente melhores taxas de 

sobrevivência embrionária (BETTS e KING, 2001). 

Usando-se os procedimentos atuais de produção de embriões in vitro, menos da 

metade dos oócitos bovinos e humanos que são inseminados alcançam o estágio de 

blastocisto (XU et al., 1992; KESINTEPE e BRACKET, 1996) e destes muitos não 

implantam após a tranferência. As explicações para esta alta taxa de fracasso no 

desenvolvimento continuam desconhecidas. Entretanto, embriões em estágio de 

desenvolvimento possuem diferentes proporções de células que são classicamente 

caracterizadas para a morte celular (HARDY, 1997; MATWEE et al., 2000). 

Existem várias evidências indicando que a apoptose representa um dos mecanismos 

celulares induzidos durante o estresse térmico (ROTH e HANSEN, 2004-a) ou exposição 

ao TNF-α (LI et al., 1998; LUO et al., 1998; WEI et al., 2000). No embrião bovino 

produzido in vitro (BYRNE et al., 1999; MATWEE et al., 2000) e nos produzidos por 

transferência de células somáticas do núcleo (GJORRET et al., 2005) existem alguns sinais 

morfológicos de apoptose durante os estágios iniciais de clivagem. Enquanto o oócito em 

maturação pode apresentar apoptose, pelo menos em resposta ao estresse térmico (ROTH e 
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HANSEN, 2004-a) o embrião em estágio de 2 células é contrário a indução de apoptose 

causada por estresse térmico, arsênio e TNF-α (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002-b; 

KRININGER et al., 2002; SOTO et al., 2003). Baseando-se em resultados utilizando o 

estresse térmico, a capacidade de indução da apoptose é adquirida entre os estágios de 8 a 

16 células (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002-b). As consequências da apoptose podem 

ser depentes do estágio de desenvolvimento, sendo a indução da apoptose uma das razões 

pela qual a competência do oócito em fertilizar-se e desenvolver-se é reduzida pelo estresse 

térmico  (ROTH e HANSEN, 2004-a). Entretanto, uma quantidade limitada de apoptose 

pelo estresse térmico pode ser benéfica no dia 4 do desenvolvimento, pois a adição do 

inibidor de caspase z-DEVD-fmk, exacerbou os efeitos deletérios do estresse térmico no 

desenvolvimento ao estágio de blastocisto (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002-a).   

A apoptose pode ser medida por critérios bioquímicos. Quando o DNA é clivado 

em fragmentos nucleossômicos, a eletroforese de genoma isolado de células apoptóticas 

exibe uma escala de incrementos de aproximadamente 185 bp (pares de base). Devido ao 

pequeno número de células do embrião em estágio de pré-implantação, é impossível se usar 

técnicas de eletroforese para detectar a escala de DNA apoptótico. Entretanto, o 

desenvolvimento do método “terminal deoxynucleotidyl transferase nick-end labeling” 

(TUNEL) possibilitou o acesso a fragmentação do DNA in situ (GAVRIELI et al., 1992). 

Com o uso do método do TUNEL pode-se observar a fragmentação do DNA em oócitos 

(ROTH e HANSEN, 2004-a), mórulas e blastocistos bovinos produzidos in vitro, mas não 

pode-se observar em zigotos e precoces estágios de clivagem embrionária (MATWEE et 

al., 2000; PAULA-LOPES e HANSEN, 2002-b). Entretanto, tratamento com stausporina, 

um inibidor de proteína quinase, conhecido por induzir apoptose, demonstrou que embriões 
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em estágio inicial de clivagem são capazes de apresentar o processo de apoptose através da 

exibição de típicas características morfológicas que sugerem que os efetores da morte 

celular estão realmente presentes (MATWEE et al., 2000). 

2.2 As caspases 

O envolvimento das caspases na apoptose foi inicialmente documentado em 1991  

por ELLIS et al., quando observavam a regulação do programa de morte celular durante o 

desenvolvimento do nematódeo Caernorhabditis elegans. As caspases são uma família de 

proteases altamente conservadas que utilizam a cisteína como grupo nucleofílico para 

clivagem do substrato e de ligações peptídicas no lado carboxílico dos resíduos aspartases 

(THORNBERRY e LAZEBNIK, 1998). Todos os estímulos que desencadeiam a apoptose 

agem através da ativação das caspases. Caspases ativas podem promover a ativação de 

outros membros da família das caspases e a proteólise de diversos tipos de proteínas 

celulares, o que contribui para o controle da morte celular (MURPHY e MARTIN, 2003). 

As caspases são sintetisadas como proenzimas inativas que requerem um processo 

proteolítico no resíduo interno aspartato (Asp) para uma completa atividade catalítica. 

Estruturalmente as caspases estão organizadas em um prodomínio, uma subunidade maior e 

uma subunidade menor. Após ativação, as subunidades maior e menor são liberadas da 

proenzima por clivagem da ligação Asp-X entre o prodomínio e a subunidade maior. Da 

mesma forma as subunidades maior e menor são separadas por uma segunda clivagem em 

uma ligação Asp-X entre esses dois domínios. A presença de resíduos Asp em sítios de 

clivagem internos impossibilita certas caspases de se auto ativarem ou serem ativadas por 

outras caspases como parte do  processo de amplificação da cascata. Caspases ativas são 
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geralmente tetraméricas, formadas por duas subunidades maiores e duas menores, 

possuindo dois sítios ativos (MURPHY e MARTIN, 2003).  

As caspases envolvidas na apoptose são divididas em dois grupos baseado-se no 

comprimento de seus prodomínios: caspases iniciadoras, as quais incluem caspases-1, -2, -

8, -9 e -10; e caspases efetoras, as quais incluem caspases-3, -6 e -7 (MURPHY e 

MARTIN, 2003). 

A estratégia comumente adotada para ativação da caspase apical parece ser a 

formação de complexos contendo diversas caspases zimogênios (proenzimas) (SALVESEN 

e DIXIT, 1999). Estes são formados através do recrutamento de caspases apicais para a 

formação de complexos ligados por proteínas adaptadoras específicas. Existem várias 

maneiras pelas quais a ativação das caspases pode ocorrer promovendo assim a morte 

celular (MURPHY e MARTIN, 2003). 

Depois de ativadas, a maioria das caspases pode processar e ativar suas próprias 

procaspases ou outras que estejam inativas in vitro (FERNANDES-ALNEMRI et al., 1996; 

SRINIVASULA et al., 1996). Esta característica sugere que as caspases implicadas na 

apoptose podem executar o programa apoptótico através de uma sequência de ativações de 

procaspases iniciadoras e executoras. As iniciadoras são responsáveis pelo processamento e 

ativação das executoras. As executoras  são responsáveis pela clivagem proteolítica de 

inúmeras proteínas celulares levando a mudanças nas características morfológicas e 

fragmentação do DNA, que está frequentemente associada à apotose (SALVESSEN e 

DIXIT, 1997). 
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A primeira evidência sobre a cascata de caspases durante a apoptose foi obtida 

através de estudos em sinalização dos receptores para morte celular (FRASER e EVAN, 

1996; NAGATA, 1997) que indicaram que o sinal para a morte celular é transmitido em 

parte por uma ativação sequencial da procaspase-8 (iniciadora) e procaspase-3 (executora) 

(BOLDIN et al., 1996; FERNANDES-ALNEMRI et al., 1996).  Após esta descoberta uma 

evidência mais marcante foi obtida quando pesquisadores demonstraram que o mecanismo 

de morte celular através do citocromo c é também transmitido por ativação da cascata 

envolvendo as caspases-9 e -3 (LI et al., 1997). 

2.3 Mecanismos de sinalização para indução da apoptose 

Dois mecanismos de sinalização para indução da apoptose já foram identificados, o 

mecanismo mitocondrial e o mecanismo induzido através dos receptores para a morte 

celular. O mecanismo que se realiza através da mitocôndria é ativado por diversos 

estímulos ou estresses celulares como estresse térmico, radiação gama ou ultravioleta e 

inibidores das proteínas quinase. Geralmente estes fatores causam ativação do domínio BH-

3 da proteína BID, um membro da família de proteínas Bcl-2, as quais invariavelmente 

levam a liberação dos fatores pró-apoptose do espaço intermembranas da mitocôndria para 

o citoplasma. Um destes fatores, o citocromo c, ativa diretamente o Apaf-1 e, na presença 

de dATP/ATP, induz a formação do apoptosomo. O apoptosomo recruta e medeia a auto 

ativação da caspase iniciadora, caspase-9, a qual ativa as caspases-3 e -7, dando início à 

cascata de ativação e clivagem das caspases. As caspases ativas são passíveis de inibição 

através das proteínas da família dos inibidores de apoptose (IAP). Outra proteína derivada 

da mitocôndria, o Smac/DIABLO, interage fisicamente com múltiplas IAP, removendo a 

inibição promovida pelas IAP durante a apoptose. Devido a estes e outros fatores pode-se 
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definir que a mitocôndria possui um papel indispensável no mecanismo interno de apoptose 

(LI et al., 1998; ANTONSSON, 2003 ). 

O mecanismo de receptores para a morte celular é ativado através da interação entre 

os ligantes e os receptores da membrana plasmática, como os receptores para TNF-α e 

TRAIL (SCHMITZ et al., 2000). Os domínios associados  à morte celular Fas ou FADD 

parecem ser componentes obrigatórios, os quais recrutam e medeiam a auto ativação da 

caspase iniciadora, procaspase-8. A forma ativa da caspase-8 cliva e ativa as caspases-3 e -

7 (ANTONSSON, 2003) 

Um dos alvos da forma ativa da caspase-8 é o BID, que quando clivado, seu 

fragmento c-terminal se desloca para a membrana mitocondrial e induz a liberação de 

fatores pró-apoptóticos. Sendo BID o mediador entre as formas extrínsecas e intrínsecas de 

sinalização (OZOREN e EL-DEIRY, 2002; ANTONSSON, 2003). 

2.3.1 Mecanismo  mitocondrial 

A mitocôndria atua como um importante sensor para os danos celulares. Várias 

formas  de estresse celular tais como dano ao DNA, estresse térmico e estresse oxidativo 

podem resultar em um aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial. Este evento 

permite que certas proteínas, como o citocromo c, sejam liberadas do espaço existente entre 

as membranas da mitocôndria para o citosol. Após liberado para o citosol, o citocromo c se 

liga ao Apaf-1, um homólogo da proteína CED-4 no C. elegans (KUIDA et al, 1996; LIU 

et al., 1996). A ligação do citocromo c, com utilização de ATP/dATP, resulta em mudaças 

na conformação do Apaf-1, promovendo assim oligomerização desta proteína e exposição 

do domínio CARD, permitindo sua ligação com o CARD da procaspase-9 (ADRAIN e 
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MARTIN, 2001; ACEHAN et al., 2002). Neste momento a molécula procaspase-9 pode se 

ligar aos monômeros do Apaf-1 via interação dos domínios recrutadores de caspase 

(CARD-CARD) entre estas proteínas. O complexo de alto peso molecular formado é 

chamado apoptosomo e sua formação promove a ativação da caspase-9 que leva a um 

aumento na concentração local de seu zimogênio (ACEHAN et al., 2002).  

Após ativação junto com o apoptosomo, a caspase-9 propaga a cascata de caspases 

através da ativação das caspases-3 e -7. Caspase-3 então ativa as caspases-2 e -6 que  

promovem por fim a ativação das caspases-8 e -10. A caspase-3 também participa em feed-

back da amplificação do processo de ativação da caspase-9 (SLEE et al., 1999). 

Acreditava-se que a liberação do citocromo c para o citoplasma e sua subsequente 

associação com a proteína Apaf-1 era absolutamente necessária para a ativação da caspase-

9, caspase iniciadora no mecanismo mitocondrial da apoptose (ZOU et al., 1999). 

Entretanto, o autoprocessamento da casspase-9 pode ocorrer rapidamente, e formas não 

processadas de caspase-9 são ativadas cataliticamente como parte do complexo caspase-9-

Apaf-1 (STENNICKE et al., 1999; BRATTON et al., 2001).  

2.3.2 Mecanismo de apoptose induzido pelos receptores para a morte celular  

Os receptores para a morte cellular (de “death receptors”) são receptores para 

citoquinas localizadas na superfície celular que pertencem a superfamília de receptores 

TNF que iniciam a apoptose após se ligarem a fatores estruturalmente ralacionados ou 

anticorpos específicos (ASHKENAZI E DIXIT, 1998; LOCKSLEY et al., 2001; 

CASCINO et al.,1995). Os membros desta família são proteínas trans-membrana tipo-I 

com uma porção C-terminal intracelular e um domínio extracelular N-terminal. Estes são 
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caracterizados por uma significante homologia na região que contém 5 cisteínas igualmente 

repetidas em seus domínios extracelulares e em uma sequência de 60 a 80 aminoácidos 

citoplasmáticos conhecida como domínio da morte (de “death domain”), o qual possibilita 

os receptores para a morte celular iniciarem os sinais para a morte da célula (GUICCIARDI 

e GREGORY, 2003).  

Os receptores para a morte celular são ativados através de uma interação entre seus 

ligantes naturais, um grupo de citoquinas complementares pertencentes à família dos TNF. 

Esses ligantes são proteínas trans-membrana tipo II (GUICCIARDI e GREGORY, 2003). 

Os sinais de transdução pelos receptores para a morte celular são iniciados por 

oligomerização dos receptores que justapõem os domínios intracelulares seguidos por 

engajamento dos ligantes aos receptores dos domínios extracelulares. Este evento leva ao 

recrutamento de diferentes proteínas adaptadoras, as quais promovem um link entre o 

receptor e o efetor para a morte celular. As proteínas adaptadoras podem conter um 

domínio efetor para a morte celular (de “death-effector domain”) que medeia o 

recrutamento das caspases através da associação como um efetor correspondente ou com 

um CARD no pró-domínio das caspases iniciadoras inativas. O complexo resultante é o 

DISC, que ativa as caspases. A proximidade de diversas moléculas de caspase recrutadas 

pelos receptores para a morte celular resulta em auto-processamento e ativação das 

caspases. Quando ativadas as caspases iniciadoras disparam a cascata das caspases por 

processamento e ativação das chamadas caspases efetoras (caspases-3, -6 e -7), as quais são 

diretamente ou indiretamente responsáveis pela clivagem e degradação de diversas 

proteínas cruciais e pela execução da morte celular (GUICCIARDI e GREGORY, 2003). 
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Atualmente, seis receptores para a morte celular são conhecidos, Fas (também 

chamdo CD 95 e APO-1) e TNF-R1 (também chamado p55 ou CD120a). TRAIL-

R1(também chamado DR4), TRAIL-R2 (também chamado DR5, APO-2 ou Killer), 

receptores para a morte celular 3 (DR3; também chamado APO3 ou TRAMP ou WSL-1 ou 

LARD) e receptores para a morte celular 6 (DR6) (GUICCIARDI e GREGORY, 2003). 

Ainda não foi confirmada a existência destes receptores no embrião bovino. 

2.4 Estresse térmico nos embriões 

As consequências celulares do estrese térmico têm sido descritas para embriões 

bovinos no estágio de 2 células. Neste estágio, exposições a 41°C causam rompimento dos 

microfilamentos e microtúbulos, resultando em redistribuição das organelas para o interior 

da célula (RIVERA et al., 2003; RIVERA et al., 2004-b). Além disso, ocorre ainda um 

aumento na proporção de mitocôndrias, as quais possuem a característica de aumentar seu 

volume, indicando despolarização (RIVERA et al., 2003; RIVERA et al., 2004-a) e, 

consistente com a idéia de fosfoliração oxidativa, há ainda uma redução no consumo de 

oxigênio (RIVERA et al., 2004-b). Enquanto radicais livres têm sido responsabilizados 

pelos efeitos do estresse térmico em embriões de ratos (ARÉCHIGA et al., 1995; OZAWA 

et al., 2004), o mesmo parece não ocorrer em embriões bovinos porque, nestes, o estresse 

térmico não causa redução no antioxidante glutationa cistólica (ARÉCHIGA et al., 1995; 

RIVERA et al., 2004-a) e seus efeitos não podem ser minimizados através da adição de 

antioxidantes ao meio de cultura (EALY et al., 1995) ou ainda reduzindo a quantidade de 

oxigênio contida na incubadora (ARÉCHIGA et al., 1995). 
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Temperaturas que bloqueiam o desenvolvimento dos embriões bovinos no estágio 

de 2 células têm efeito intermediário em embriões com 4-8 células e pouco ou nenhum 

efeito no desenvolvimento de mórulas (EALY et al., 1995; EDWARDS et al., 1997).  

2.5 Bases bioquímicas na indução da apoptose pelo estresse térmico 

O primeiro sinal para início da apoptose causado pelo estresse térmico é a ativação 

da esfingomielinase (SMase) na membrana plasmática causando clivagem da 

esfingomielina (SM) em ceramida (cascata 1). A ceramida formada na membrana 

plasmática facilita a ativação de várias moléculas sinalizadoras que levam à ativação da 

SAPK (de “stress-activated protein kinase”) e outros sistemas de sinalização (cascata 2). O 

evento central que inicia a apoptose ocorre quando há permeabilização dos poros da 

mitocôndria, permitindo a liberação de citocromo c e da proteína conhecida como “Diablo” 

para o citoplasma. Essa abertura nos poros da mitocôndria depende do balanço pró-

apoptótico (Bax, Bad) e anti-apoptótico (Bcl-2, Bcl-xL) dos membros da família de 

proteínas Bcl-2 , presentes na mitocôndria (cascata 3). A SAPK leva à ativação de proteínas 

como Bad que facilitam a abertura dos poros e liberação do citocromo c e da proteína 

“Diablo”. O citocromo c junto com Apaf-1 e procaspase-9 se unem para formar o 

apoptosomo chamado complexo citocromo c-Apaf-1-procaspase-9 e subsequente clivagem 

da procaspase-9 em caspase-9 (cascata 4). A ativação da caspase-9 leva à clivagem das 

procaspases em suas respectivas caspases executoras -3, -6, -7 (cascata 5). A proteína 

“Diablo” participa do processo de apoptose bloqueando a ação inibidora de várias proteínas 

que previnem a ativação das caspases-3, -6 e -7 (cascata 6). Caspases executoras são 

responsáveis pela clivagem proteolítica de proteínas estruturais, proteínas inibidoras de 

DNAses, proteínas reparadoras de DNA, entre outras, causando assim a morte celular 
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(cascata 7) (COSTANTINI, 2000; VINCENT e FELDMAN, 2002; GULBINS, 2003; 

JOHNSON, 2003; KOLESNICK e FUKS, 2003; OGRETMEN e HANNUN, 2004; 

RADEFF-HUANG et al. 2004).  

A proteína Quinase A (PKA) atua na cascata que ativa as Proteínas Inibidoras de 

Apoptose (IAP) (cascata 8) e também a Bcl-xL, proteína anti-apoptótica, que reside na 

membrana mitocondrial, atuando como regulador dos poros condutores, bloqueando a 

penetração de substâncias que são ativadoras de caspases e evitando a formação do 

apoptosomo (cascata 9). A proteína Quinase B (PKB/AKT) é ativada por fosfatilinositol-3 

Quinase (PI3K), sendo sua ativação necessária à ativação de moléculas como IGFR (de “ 

insulin-like grouth factor-1 receptor”) e S1PR (receptor para esfingosina 1-fosfato), além de 

inibir as proteínas Bad e a caspase-9 e induzir a transcrição de IAP e Bcl-2 (cascata 10). Por 

fim, a ceramida atua inibindo a PKB/Akt (cascata 11) (COSTANTINI, 2000; VINCENT e 

FELDMAN 2002; GULBINS, 2003; JOHNSON, 2003; KOLESNICK e FUKS, 2003; 

OGRETMEN e HANNUN, 2004; RADEFF-HUANG et al. 2004).  

Com base neste esquema, existem várias possibilidades para explicar as mudanças 

que ocorrem nas respostas à apoptose em embriões bovinos. Uma das possibilidades é que 

os embriões no estágio de 2 células perdem um ou mais componentes da cascata das 

caspases, os quais não são necessários até a fase de 8-16 células, quando ocorre a ativação 

do genoma e síntese de proteínas (JOUSAN, informação verbal)1.  

                                                           
1 Informação concedida por Frank Dean Jousan em julho 2005. 
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Outra possibilidade é que a maturação, ativação e fertilização do oócito é 

acompanhada pela ativação de um ou mais sistemas anti-apoptose e estes sistemas 

bloqueiam a cascata de ativação da apoptose até o estágio de 8-16 células.  

2.6 Consequências do estresse térmico para o desenvolvimento embrionário 

Um estudo utilizando o inibidor de caspase z-DEVD-fmk indicou que a apoptose é 

o caminho através do qual o estresse térmico destrói a competência do oócito (ROTH e 

HANSEN, 2004-a). Em contraste, embriões no estágio de 2 células não têm capacidade de 

apresentar apoptose (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002-b). Recentes evidências têm 

sugerido, entretanto, que a apoptose pode ser a causa da inibição no desenvolvimento de 

embriões no estágio de 2 células submetidos ao estresse térmico. RIVERA et al. (2004-a) 

demonstraram que embriões no estágio de 2 células submetidos ao estresse térmico têm seu 

desenvolvimento bloqueado no estágio de 8 células, sendo que somente 25 ± 7% dos 

embriões alcançam o estágio de 8 células contra 67 ± 7% para o grupo controle. Uma das 

possibilidades para esse fenômeno é que o embrião submetido ao estresse térmico tenha seu 

desenvolvimento bloqueado quando este se torna capaz de sofrer apoptose. 

Embriões  com 4 dias de desenvolvimento têm um grande número de células e já 

possuem a capacidade de sofrer apoptose induzida por estresse térmico. Neste estágio a 

apoptose tem a função de proteger o embrião. Embriões que têm a apoptose inibida são 

mais sensíveis ao estresse térmico (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002-a). Ou seja, 

dependendo da intensidade e do estágio em que o embrião é submetido ao estresse térmico 

a indução da apoptose pode ter efeitos opostos negativos ou positivos.  É possível que no 

início do desenvolvimento embrionário (2 células) o estresse térmico possa desencadear os 
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sinais iniciais necessários para a ativação da apoptose que só será observada tardiamente no 

estágio de 8 células levando à interrupção do desenvolvemento embrionário neste estágio.  

Por outro lado, se o embrião é exposto ao estresse térmico quando já possui 8 células ou 

mais, a apoptose pode representar um fenômeno benéfico que permite a eliminação de 

células danificadas (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002-a).  

2.7 Fator de Necrose Tumoral-α e apoptose 

O TNF-α é uma citoquina multifuncional que medeia a comunicação de célula para 

célula. Esta citoquina foi inicialmente identificada como regulador imunológico, 

inflamatório e reparador em resposta a injúrias. A  existência da forma bioativa desta 

citoquina pró-inflamatória, bem como seus sítios de ligação nos vários tecidos reprodutivos 

já é conhecida (HANSEN, 1995).  

A perda embrionária  pode estar acompanhadda de infecções como mastite em 

vacas.  O envolvimento do TNF-α neste fenômeno é sugerido por observações de elevadas 

concentrações de TNF-α circulante após infecções intramamárias ou infusão de 

endotoxinas (SOTO et al., 2003). Em ratos, perdas embrionárias associadas a diabetes têm 

sido relacionadas à excessiva produção de TNF-α no útero (PAMPFER, 2001).  

As ações do TNF-α no desenvolvimento embrionário ainda necessitam ser bastante 

estudadas. PAMPFER (1994 e 1997) demonstrou que a exposição de blastocistos de ratos 

ao TNF-α diminui a proliferação celular e aumenta a porcentagem de blastômeros 

apoptóticos Havendo ainda a diminuição na média do número de células presentes na 

massa inter celular (MIC) e quando blastocistos tratados com TNF-α são tranferidos para 

receptoras, estes apresentam uma alta taxa de reabsorção (WUU et al., 1999).  
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Blastocistos de rato tratados com TNF-α apresentaram um aumento significante no 

número de núcleos fragmentados na MIC, havendo ainda redução no número de células e 

diminuição na viabilidade do embrião, tanto in vitro como in vivo (WUU et al., 1999). 

SOTO et al. (2003) sugerem que TNF-α pode interferir negativamente na maturação 

do oócito, comprometendo a habilidade do embrião resultante em se desenvolver até o 

estágio de blastocisto. Em seu trabalho demonstraram que a exposição de embriões já 

fertilizados ao TNF-α não diminuiu a porcentagem destes que chegaram ao estágio de 

blastocisto, entretanto a citoquina fez com que aumentasse a porcentagem de blastômeros 

apoptóticos quando a exposição ocorreu após o estágio de 9 células. 

BOTTA et al. (2004) demonstraram que o tratamento com TNF-α resultou em 

translocação do citocromo c da porção mitocondrial para o citosol em hepatomas de fígado 

de rato. A liberação do citocromo c para o citosol resulta em formação do complexo 

apoptosomo, levando à ativação da caspase-9, fato comprovado por ensaios que estimam a 

atividade da caspase-9 por fluorescência, utilizando-se o substrato LEHD-AMC. 

2.8 Bases bioquímicas na indução da apoptose pelo Fator de Necrose Tumoral-α 

As células têm sido classificadas como tipo I ou tipo II baseando-se em sua resposta 

à ativação dos receptores para morte celular da família do TNF (SCAFFIDI et al., 1998).  

Ligação entre estes fatores causa trimerização de seus receptores na superfície celular e 

recrutamento de proteínas citoplasmáticas de adaptação. Havendo então o recrutamento de 

moléculas de procaspase-8 que se auto processam em sua forma ativa (MEDEMA et al., 

1997; MUZIO et al., 1998). Quando ativada, a caspase-8 pode disparar dois mecanismos 

distintos de apoptose. Nas células tipo I, o DISC propicia direta ativação da caspase-8, 
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seguido por ativação da caspase-3, levando à morte celular, sendo este mecanismo 

independente da mitocôndria. Em contraste, nas células do tipo II a formação do DISC é 

extremamente reduzida, mas a pequena quantidade de moléculas de caspase-8 ativa que são 

geradas é suficiente para induzir a apoptose através da mitocôndria. A caspase-8 cliva a 

proteína BID que gera um fragmento C-terminal que então transloca-se para a mitocôndria 

causando despolarização e liberação do citocromo c (LI et al., 1998; LUO et al., 1998; WEI 

et al., 2000). Um complexo citoplasmático de proteínas formado pelo Apaf-1, citocromo c 

e  caspase-9 ativa então uma série de caspases efetoras, iniciando pela caspase-3 e 

culminando com a morte celular (ZOU et al., 1997; ZOU et al., 1999). 

MCDONNELL et al (2003) demonstraram em células do tipo pró-B em linfoma de 

rato que apresentavam super expressão do Bcl-xL (fator que causa efetiva inibição do 

citocromo c) que quando tratadas com TNF-α, a caspase-9 era processada anteriormente à 

liberação do citocromo c. O mesmo foi comprovado quando células que super expressavam 

Bcl-xL ou células normais foram tratadas com o inibidor de caspase-9 z-LEHD-fmk e 

submetidas ao TNF-α, ambas tiveram a apoptose atrasada, sugerindo que a caspase-9 

possui um importante papel neste mecanismo de morte celular, mesmo na ausência de 

citocromo c e que a capsase-8 ativa pode diretamente clivar e ativar porcaspase-9 nestas 

células.   

Um atraso na apoptose foi observado em células com baixo nível de caspase-9, 

podendo-se concluir que a caspase-9 está envolvida na aceleração da apoptose induzida por 

TNF-α em células nas quais o mecanismo de liberação do citocromo c pela mitocôndria 

está efetivamente bloqueado, sendo então considerada neste caso não como uma caspase 

iniciadora, mas sim como caspase efetora (MCDONNELL et al., 2003). 
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SHAO et al. (2005) em ensaio utilizando células que possuiam o adenovírus tipo 5 

E1A, que é associado a atividades anticancerígenas, incluindo sensibilização para a 

apoptose induzida pelos fatores de necrose tumoral, demonstraram que a caspase-8 e -9 e o 

Apaf-1 apresentaram maiores níveis nos grupos de células que possuíam o adenovírus E1A 

quando tratadas com TRAIL do que células parenterais de câncer ovariano resistentes ao 

TRAIL. Sugerindo que o mecanismo de indução da apoptose pelo TRAIL nestas células é 

dependente da mitocôndria. O mesmo resultado foi obtido quando avaliou-se os níveis de 

caspase-3 ativa para as mesmas células.   

Estes resultados foram previamente mostrados por OZOREN et al. (2000) que 

bloquearam a indução de apoptose pelo TRAIL utilizando o inibidor the caspase-9 z-

LEHD-fmk em hepatócitos e carcinoma de cólon humano, sugerindo que estas células 

apresentam compotamento de células tipo II. Por outro lado, células cancerígenas de cólon 

humano não responderam ao inibidor z-LEHD-fmk quando expostas ao TRAIL, sendo 

então consideradas células do tipo I. 

Em um segundo estudo utilizando células cancerígenas de colon humano OZOREN 

e DEIRY (2002) revelaram que BID, componente da família das proteínas Bcl-2, é o 

possível fator determinante da escolha da célula em responder como tipo I ou tipo II ao 

receptores para a morte celular, sendo a quantidade de BID existente na célula o fator que 

irá  determinar sua habilidade em ativar a liberação de citocormo c pela mitocôndria. 

2.9 Apoptose em embriões em estágio de pré-implantação 

Apoptose é um processo fisiológico que ocorre espontaneamente na maioria das 

populações celulares, sendo também induzida em condições laboratoriais. Todos os tipos 
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celulares, com exceção das células vermelhas do sangue, respondem a tratamentos com 

promotores de apoptose por autodestruição (suicídio), demonstrando características típicas 

de morte celular programada (WEIL et al., 1997). 

As células embrionárias também são capazes de sofrer apoptose, tendo um papel 

muito importante na reprodução e desenvolvimento dos mamíferos. Os processos de 

apoptose envolvidos na formação das cavidades pré-aminióticas, vesículas e tubos são 

componentes indispensáveis  para o desenvolvimento após a implantação. Uma função 

muito importante do processo apoptótico durante a pré e pós implantação é a eliminação de 

células anormais ou com baixo potencial e ainda o controle do número de células 

(JACOBSON et al, 1997). 

A sobrevivência de embriões mamíferos em estágio de pré-implantação não 

depende somente de condições apropriadas para um normal desenvolvimento, depende 

também da aquisição de mecanismos com os quais os embriões lutam contra as 

adversidades. A habilidade do concepto em resistir ao estresse de acordo com que o 

desenvolvimento prossegue é, provavelmente, regulada por diversos fatores que permitem o 

acontecimento da morte celular programada e mecanismos protetores envolvendo genes 

estresse-induzidos (BETTS et al., 2001).   

Embora as células apoptóticas se autodestruam, já é sabido que a cascata de eventos 

intra-celulares que leva à eliminação da célula raramente ocorre somente em um contexto 

endógeno específico (PAMPFER e DONNAY, 1999). As possíveis causas da apoptose em 

embriões em fase de pré-implantação são: anormalidades do cromossomo ou núcleo 

(HARDY, 1999); potencial de desenvolvimento inapropriado (HANDYSIDE e HUNTER, 
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1986); falta ou excesso de fatores de crescimento (IGF-I, IGF-II e hormônios) (HARDY e 

SPANOS, 2002) e a exposição a fatores que causam dano às células, como radiação UV e 

estresse térmico (HERRLER et al., 1998; PAULA-LOPES e HANSEN, 2002-b). Em 

embriões produzidos in vitro a apoptose pode ser aumentada por subcondições de cultura, 

resultante por exemplo de inadequadas composições dos meios ou inapropriada densidade 

de embiões na cultura (O’NEIL, 1998). 

A morte celular pode estar relacionada com qualidade embrionária. Acredita-se que 

blastocistos com um grande número de células são mais capazes de se implantarem e se 

desenvolverem até o nascimento (VAN SOOM et al., 1997). Blastocistos com número de 

células reduzido têm uma alta e variável incidência de fragmentação do DNA (HARDY et 

al., 1989; BYRNE et al., 1999).  

2.10 Ocorrência da apoptose nos diferentes estágios de  desenvolvimento 

2.10.1 Estágio de clivagem e de compactação 

A morte celular programada parece ter sua regulação vinculada ao desenvolvimento 

no embrião bovino (BYRNE et al., 1999; MATWEE et al., 2000). Estágios inciais de 

desenvolvimento podem ser bastante susceptíveis a condições sub-ótimas de cultura, visto 

que vários produtos do gene, incluindo telomerase, não são abundantes antes da ativação do 

genoma embrionário (TELFORD et al., 1990). 

Não há observação do processo de apoptose espontânea em embriões de 

desenvolvimento normal antes da ativação do genoma embrionário (AGE). O tempo de 

AGE varia entre as diferentes espécies mamíferas. No rato, o principal evento na ativação 
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ocorre durante o estágio de 2 células (FLACH et al., 1982), enquanto em humanos e suínos 

a ativação ocorre entre o estágio de 4-8 células (BRAUDE et al., 1988) e entre 8-16 células 

em bovinos (TELFORD et al., 1990). Entretanto, o processo de apoptose pode ser iniciado 

por induções específicas nos estágios iniciais de desenvolvimento embrionário, mesmo 

antes da AGE. Tratamento com Stausporina pode induzir apoptose em embriões de rato 

com 1-4 células e em embriões bovinos com 1-16 células (MATWEE, 2000). 

Embriões bovinos produzidos in vivo apresentam as primeiras mudanças 

morfológicas entre os estágios de 8-16 células e as primeiras células positivas ao TUNEL 

no estágio de 21 células, entretanto, embriões bovinos produzidos in vitro apresentam tanto 

mudanças morfológicas como células positivas ao TUNEL já no estágio inicial de 6 células 

(GJORRET et al, 2003). Diferentes proporções de células apoptóticas foram observadas em 

embriões bovinos produzidos in vitro nos estágios de 8-16 células (5-30% dos embriões), 

em mórulas bovinas produzidos in vivo (aproximadamente 50%) e em mórulas bovinas 

produzidas in vitro (60-80%) (BYRNE et al, 1999; MATWEE, 2000; GJORRET et al, 

2003). 

2.10.2 Blastocisto 

Todas as espécies mamíferas apresentam seu mais alto grau de apoptose espontânea 

no estágio de blastocisto.  

Em uma variedade de espécies, a morte celular é observada somente durante o 

estágio de blastocisto e occorre predominantemente na massa inter celular (MIC) 

(HANDYSIDE e HUNTER, 1986; JURISICOVA et al., 1996).  A morte celular no 

embrião poderia ser um meio para eliminação de células anormais e células com 
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inapropriado potencial de desenvolvimento (HARDY, 1999). A extensão e regulação da 

morte celular durante o estágio de pré-implantação é aparentemente crítica para o estágios 

mais tardios do desenvolvimento do concepto (BRISON e SCHULTZ, 1997). Entretanto, 

as causas, importância e regulação genética da quiescência ou morte embrionária antes da 

implantação necessitam ser mais claramente elucidadas.  

Mudanças morfológicas foram observadas em 70-80% dos blastocistos de ratos e de 

humanos produzidos in vitro e in vivo (HANDYSIDE e HUNTER, 1986, HARDY 1997) e 

em praticamente todos os blastocistos bovinos produzidos in vitro e in vivo (GJORRET et 

al., 2003; BYRNE et al., 1999). Condensação ou fragmentação do núcleo foram avaliadas 

por fluorescência ou microscopia eletrônica em várias proporções de blastômeros.  

Blastocistos bovinos produzidos in vivo mostraram um percentual de 2.4% de células 

mortas com morfologia apoptótica no trofectoderma  e 6.1% na porção principal. A 

proporção destas células foi maior em blastocistos produzidos in vitro – 3.6% no 

trofectoderma e 11.2% na MIC (HANDYSIDE e HUNTER, 1986). 

2.11 Fatores reguladores da apoptose 

A decisão da célula em sofrer apoptose depende do balanço entre as moléculas 

responsáveis pela sobrevivência e morte celular. A razão entre os membros anti-apoptose e 

pró-apoptose da família Bcl-2 é a forma mais precisa de expressão da sensibilidade da 

célula à apoptose, mais do que quando os mesmos membros são analisados 

individualmente. Após o sinal para a morte celular, membros pró-apoptose (Bax, Bak e 

BID) sofrem uma mudança em sua conformação que possibilita integrarem-se com outras 

membranas, como a membrana mitocondrial. Bax e Bak apresentaram recentemente  uma 
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interação com o canal ânion-voltagem-dependente (VDAC) facilitando a abertura de seus 

canais e permitindo a liberação do citocromo c, o qual promove a morte celular (SHIMIZU 

et al., 1999, HENGARTNER, 2000). Fatores de sobrevivência, Bcl-2 e Bcl-xL previnem a 

liberação do citocromo c da mitocôndria por ligarem-se ao Bax ou por fecharem os poros 

do VDAC (SHIMIZU et al., 1999). Um balanço entre esses fatores irá manter a 

homeostasia celular, mas se algum evento aumenta a ligação do Bax com a membrana, a 

liberação do citocromo c irá iniciar a apoptose.  

Recentemente foi demonstrado que diversas proteínas do estresse térmico são 

capazes  de regular eventos apoptóticos de maneira positiva ou negativa. HSP27 liga-se ao 

citocromo c diminuindo assim os níveis desta molécula disponíveis para formação do 

apoptosomo (BRUEY et al., 2000). HSP70 e HSP90 podem interagir diretamente com o 

Apaf-1 obstruindo a formação do apoptosomo (PANDEY et al., 2000; SALEH et al., 

2000).  

Existem reguladores de apoptose tanto positivos quanto negativos para os 

mecanismos por meio dos receptores para a morte celular intrínseco e extrínseco. A nível 

de caspases iniciadoras, o FLIP é capaz de se ligar ao FADD (molécula que promove a 

ligação entre os receptores para morte celular e a procaspase-8), impedindo o início da 

cascata das caspases (KATAOKA, 1998).  

A família de genes dos inibidores de apoptose, os quais foram descobertos há 

menos de uma década, compõem um grupo de proteínas estruturalmente relacionadas, que 

além de sua habilidade em suprimir a apoptose, estão aparentemente envolvidas em um 

aumento no número de funções celulares (SALVESSEM e DUCKETT, 2002). 
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Membros da família de proteínas IAP  podem suprimir ou retardar a apoptose por 

inibição da atividade enzimática das caspases iniciadoras e executoras (SALVESSEN e 

DUCKETT, 2002; SHI, 2002). Atualmente são conhecidas as seguintes IAP: IAP-1, IAP-2, 

BIRCY, NIAP, BRUCE e survinina (DEVERAUX e REED, 1999). As IAP podem ter sua 

atvidade neutralizada  por SMAC/DIABLO, uma pequena molécula liberada pela 

mitocôndria junto com o citocromo c, que se liga às IAP permitindo assim a liberação de 

caspases ativas (DU et al., 2000).  

Embora o primeiro nível de regulação das caspases seja controlado pela ativação do 

zimogênio, o segundo, que é igualmente importante, envolve a inibição direta das caspases 

pelas IAP, das quais provavelmente a BIRCY (também conhecida como hLP1 e MIHA) é a 

melhor caracterizada. Esta proteína de 57 kDa é um potente inibidor da morte celular que é 

iniciada por diferentes estímulos. Seus efeitos protetores têm sido largamente atribuídos à 

sua habilidade em suprimir específicas caspases. Este efeito é diferente dos efeitos dos 

supressores da Bcl-2, que funcionam antes da formação do apoptosomo, prevenindo os 

sinais para as caspases. O domínio BIR3 da BIRCY se liga diretamente à menor 

subunidade  da caspase-9, sendo a clivagem necessária para sua inativação pela BIRCY. 

Esta interação BIRCY-caspase-9 tem gerado grande interesse como um potencial 

tratamento terapêutico (revisado em  SALVESSEN e DUCKETT, 2002). 

O fator de crescimento IGF-1 (de “insuline-like growth factor-1”) é considerado 

outra molécula capaz de bloquear a apoptose através da ativação da proteína quinase 

PKB/Akt, que por sua vez inativa as proteínas pró-apoptose como Bad e caspase-9 e ativa 

as proteínas anti-apoptose como Bcl-2 e Bcl-xL (VINCENT e FELDMAN, 2002). 

JOUSAN e HANSEN (2004) demonstraram que a adição de 100 ng/mL de IGF-1 ao meio 
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de cultura de embriões no dia 5 após a fertilização pode diminuir a quantidade de células 

positivas ao TUNEL quando estes são submetidos a um estresse térmico de 41°C por 9 h. 

Em um segundo exprimento, a adição de IGF-1 aumentou a quantidade de embriões que 

alcançaram o estágio de blastocisto no dia 8 após a fertilização, quando no dia 5 estes eram 

expostos ao mesmo estresse térmico. 

Existem duas possibilidades para interpretação dos resultados que indicam a função 

anti-apoptótica do IGF-1. A primeira seria que o IGF-1 interrompe os efeitos do estresse 

térmico no desenvolvimento através do bloqueio da apoptose, sendo que as implicações 

dessa interferência dependem do ponto na cascata apoptótica no qual a inibição ocorreu. 

Uma explicação alternativa seria que a função protetora do IGF-1 ocorra independente de 

sua ação na apoptose. Por exemplo, o IGF-1 pode promover um aumento na regulação de 

glicose em embriões de ratos em estágio de pré-implantação e este efeito pode tornar os 

embriões mais resistentes aos danos celulares causados pelo estresse térmico 

(PANTALEON e KAYE, 1996). 

Estudos têm mostrado que a cultura in vitro e a composição do meio de cultura 

aumentam e alteram, respectivamente, a incidência da morte celular em embriões de ratas e 

vacas (BRISON e SCHULTZ, 1997; BYRNE et al., 1999). Existem evidências que fatores 

de crescimento tanto da mãe como do feto possuem um importante papel no 

desenvolvimento inicial do embrião (KAYE, 1997; WATSON et al., 2000). Já é sabido que 

o cultivo de embriões em pequenos volumes ou em grupos aumenta seu potencial de 

desenvolvimento (SCHULTZ e HEYNER, 1993). Meios suplementados com IGF-I 

aumentam a frequência de formação de blastocistos e o número de células em cada 

blastocisto, provavelmente devido a uma redução no número de blastômeros que sofrem 
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morte celular (BRISON e SCHULTZ, 1997; LIGHTEN, 1998). Entretanto, embriões de 

rata tratados com TNF-α apresentam um significante aumento  no número de núcleos 

fragmentados na MIC com uma concomitante redução no seu número de células e 

consequentemente redução da viabilidade embrionária, tanto in vitro como in vivo (XU et 

al., 1992).    

SHAH (2004) demonstrou que o tratamento de  células humanas leucêmicas de 

linhagem-B (BLIN) com o inibidor de caspase-9 z-LEHD-fmk, surpreendentemente 

promoveu um aumento na apoptose quando comparadas com as células controle tratadas 

com o veículo DMSO, sugerindo que os eventos iniciais que levam à perda da função 

mitocondrial são minimamente dependentes desta caspase. Sendo este resultado dose 

dependente. 

3. CONCLUSÃO 

Como todas as outras células somáticas do mamífero, embriões bovinos em estágio 

de pré-implantação também são capazes de sofrer apoptose. Entretanto, mecanismos 

regulatórios estão presentes prevenindo a apoptose nos estágios iniciais de clivagem, 

fazendo-se presente nos estágios de desenvolvimento mais adiantado. Esta regulação na 

morte celular ocorre nas espécies domésticas, nas quais não se observa fragmentação do 

DNA antes do estágio de 9-16 células em embriões bovinos de normal desenvolvimento, 

mas esta pode ser induzida por agentes agressores como o estresse térmico e o TNF-α, 

podendo representar um mecanismo de escape a estes estresses quando em uma proporção 

limitada. Múltiplos tipos de morte celular devem estar envolvidos na detecção e remoção de 

anormalidades e danos que ocorrem tanto para o embrião como um todo como para 
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específicos blastômeros nos diferentes estágios de desenvolvimento, em ordem de otimizar 

o desenvolvimento embrionário  sob sub-condições ambientais. O estresse témico e o TNF-

α induzem a apoptose por diferentes mecanismos. Enquanto o estresse térmico age na 

despolarização da mitocôndria e ativação da caspase-9, o TNF-α  age através dos receptores 

para a morte celular e ativação da caspase-8. Entretanto, em algumas células, o TNF-α pode 

também causar despolarização da mitocôndria. 

Análises quantitativas e qualitativas do material genético e detecção de moléculas 

pró e anti-apoptose ajudarão a decifrar os múltiplos mecanismos de morte celular 

programada nos embriões bovinos em estágio de pré-implantação, caracterizando os 

determinantes genéticos para qualidade embrionária e sensibilidade para as condições de 

cultura in vitro. 
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Abstract 

Heat shock and tumor necrosis factor-α (TNF-α) induce apoptosis through different 

mechanisms, with heat shock acting to cause mitochondrial depolarization and caspase-9 

activation while TNF-α acts through a receptor-mediated process to activate caspase-8. In 

some cells, however, TNF-α can also cause mitochondrial depolarization. In the present 

study, we tested the hypothesis that heat shock at 41°C and TNF-α induce apoptosis in 

bovine preimplantation embryos through a caspase-9 dependent mechanism. Experiments 

were performed to test whether the caspase-9 inhibitor z-LEHD-fmk blocks the increase in 

TUNEL-positive cells and caspase-9 activity in bovine embryos at day 4, 5 and 6 after 

fertilization caused by heat shock at 41°C and TNF-α and whether heat shock and TNF-α 

induce formation of active caspase-9 and cause depolarization of mitochondria. Results 

showed that heat shock at 41°C and TNF-α increased the proportion of blastomeres that 

were TUNEL-positive and increased caspase-9 activity. All concentrations of z-LEHD-fmk 

tested (1-100 µM) blocked these effects. However, mitochondrial depolarization was 

induced by heat shock but not TNF-α. Results indicate that induction of apoptosis by both 

heat shock and TNF-α involve activation of caspase-9 dependent pathways. 
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INTRODUCTION 

Programmed cell death or apoptosis is developmentally regulated during 

preimplantation development.  In the bovine embryo, there are few morphological signs of 

apoptosis during early cleavage stages of development (Byrne et al., 1999; Matwee et al., 

2000). While the maturing oocyte can undergo apoptosis, at least in response to heat shock 

(Roth and Hansen, 2004), the two-cell embryo is refractory to induction of apoptosis 

caused by heat shock, arsenic, and TNF-α  (Paula-Lopes and Hansen, 2002; Krininger et 

al., 2002; Soto et al., 2003). Based on results using heat shock, capacity for induced 

apoptosis becomes acquired between the 8 and 16 cell stage (Paula-Lopes and Hansen, 

2002).  

The consequences of apoptosis may also depend upon stage of development. 

Induction of apoptosis is a major cause for the reduced oocyte competence for fertilization 

and development caused by heat shock (Roth and Hansen, 2004).  In contrast, limited 

apoptosis in response to heat shock may be beneficial by Day 4 of development because 

addition of the caspase inhibitor, z-DEVD-fmk, exacerbated deleterious effects of heat 

shock on development to the blastocyst stage (Paula-Lopes and Hansen, 2002).   

It is not clear whether the signaling pathway for induction of apoptosis in the 

preimplantation embryo is similar to that for other cells. In the typical cell, heat shock 

activates the mitochondrial pathway for induction of apoptosis (Antonsson, 2003; Bettaieb 

and Averil-Bates, 2005; Matsumori et al., 2006).  This pathway involves mitochondrial 

depolarization, release of cytochrome c, Apaf-1 activation (apoptosis activating factor 1), 

and, in the presence of dATP or ATP, formation of a large multimeric complex termed 
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apoptosome composed of cytochrome c, Apaf-1, that activates procaspase-9. As a result, 

procaspase-9 is converted to caspase-9, which in turn leads to activation of caspase-3, 

cleavage of poly (ADP-ribose) polymerase (PARP), activation of caspase-activated DNase, 

and fragmentation of DNA (Mirkes & Little, 2000, Mirkes & Little, 2002; Acehan et al., 

2002; Bettaieb & Averil-Bates, 2005). In the other hand, tumor necrosis factor-α can 

activate apoptosis through two different pathways (Scaffidi et al., 1998). For the extrinsic 

pathway, TNF-α complexes with its receptor to stimulate formation of the death-inducing 

signaling complex (DISC) and caspase-8 activation, which in turn causes direct activation 

of downstream caspases such as caspase-3  (Li et al., 1998). In some cases, however, DISC 

formation is greatly reduced but the small amounts of active caspase-8 is sufficient to 

induce mitochondrial apoptogenic activity. Caspase-8 cleaves the Bcl-2 family protein, Bid, 

to generate a C-terminal fragment that translocates to the mitochondria to cause 

depolarization and cytochrome c release. That is the intrinsic pathway  (Luo et al., 1998; 

Wei et al., 2000; Imao et al., 2006). 

In the present experiment, we tested the hypothesis that heat shock and TNF-α 

induce apoptosis in bovine preimplantation embryos through a caspase-9 dependent 

mechanism. Experiments were performed to test whether the caspase-9 inhibitor z-LEHD-

fmk blocks the increase in TUNEL-positive cells in bovine embryos at days 4, 5 and 6 after 

fertilization caused by heat shock of 41°C and TNF-α and whether both heat shock and 

TNF-α induce formation of active caspase-9.   
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MATERIALS AND METHODS 

Materials 

The media HEPES-Tyrodes Lactate (HEPES-TL), IVF-TL, and Sperm-TL were 

purchased from Caisson (Sugar City, ID) and used to prepare HEPES-Tyrodes albumin 

lactate pyruvate (TALP), IVF-TALP, and Sperm-TALP as previously described (Parrish et 

al., 1986).  Oocyte collection medium (OCM) was Tissue Culture Medium-199 (TCM-199) 

with Hank’s salts without phenol red (Atlanta Biologicals, Norcross, GA) supplemented 

with 2% (v/v) bovine steer serum (Pel-Freez, Rogers, AR) containing 2 U/ml heparin, 100 

U/ml penicillin-G, 0.1 mg/ml streptomycin, and 1 mM glutamine.  Oocyte maturation 

medium (OMM) was TCM-199 (Gibco, Grand Island, NY) with Earle’s salts supplemented 

with 10% (v/v) bovine steer serum, 2 µg/ml estradiol 17-β, 20 µg/ml bovine FSH 

(Folltropin-V; Vetrepharm Canada, London, ON), 22 µg/ml sodium pyruvate, 50 µg/ml 

gentamicin sulfate, and 1 mM glutamine.  Percoll was from Amersham Pharmacia Biotech 

(Uppsala, Sweden).   

Potassium simplex optimized medium (KSOM) that contained 1 mg/ml BSA was 

obtained from Caisson.  Essentially fatty-acid free (EFAF) BSA was from Sigma (St. 

Louis, MO).  On the day of use, KSOM was modified for bovine embryos to produce 

KSOM-BE2 as described elsewhere (Soto et al., 2003). 

Murine recombinant TNF-α was purchased from United States Biological 

(Swampscott, MA, USA). The TNF-α was dissolved in  5 mM Tris-HCl, pH 8.0 and then 

diluted 1:1000 in culture medium so that the final concentration of Tris-HCl was 5 µM. In 
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all experiments, control medium also contained 5 µM Tris. The caspase-9 inhibitor, z-

LEHD-fmk, was obtained from R & D Systems (Minneapolis, MN), For the addition of the 

caspase-9 inhibitor, a vial containing 1 mg of z-LEHD-fmk was rehydrated with 62 µl 

dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma) and stored at -20°C in 5 µl aliquots until use when a 

single aliquot was diluted in KSOM-BE2 to a concentration of 100 µM.  The final 

concentration of DMSO in all treatments was 0.5% (v/v). Control media contained an 

equivalent volume of DMSO. 

The In Situ Cell Death Detection Kit (rhodamine) was obtained from Roche 

Diagnostics Corporation (Indianapolis, IN).  Polyvinylpyrrolidone (PVP) was purchased 

from Eastman Kodak (Rochester, NY) and RQ1 RNase-free DNase was from Promega 

(Madison, WI).  Prolong Antifade Kit was obtained from Molecular Probes (Eugene, 

Oregon). CaspaLux 9-M1D2 was purchased from OncoImmunin (Gaithersburg, MD). 

Hoescht 33342 was purchased from Sigma and 3,3’-dihexiloxadicarbocyanine [DiOC6(3)] 

was purchased from Sigma-Aldrich (USA). The DiOC6(3) was prepared as 1 mg/mL stock 

solution in DMSO that was stored at – 20°C. On the day of use, the stock solution was 

sequentially diluted in KSOM to a final concentration of 20 nM. All other reagents were 

purchased from Sigma or Fisher Scientific (Pittsburgh, PA).  

In Vitro Production of Embryos 

Embryo production was performed as previously described (Jousan and Hansen, 

2004). Briefly, cumulus oocyte complexes (COCs) were obtained by slicing 2- to 10-mm 

follicles on the surface of ovaries (a mixture of beef and dairy cattle) obtained from Central 

Beef Packing Co. (Center Hill, FL).  Those COCs with at least one complete layer of 
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compact cumulus cells were washed two times in OCM and used for subsequent steps.  

Groups of 10 COCs were placed in 50-µl microdrops of OMM overlaid with mineral oil 

and matured for 20–22 h at 38.5°C in an atmosphere of 5% (v/v) CO2 in humidified air.  

Matured COCs were then washed once in HEPES-TALP and transferred in groups of 30 to 

4-well plates containing 600 µl of IVF-TALP and 25 µl of PHE (0.5 mM penicillamine, 

0.25 mM hypotaurine, and 25 µM epinephrine in 0.9% [w/v] NaCl) per well and fertilized 

with ~1 x 106 Percoll-purified spermatozoa from a pool of frozen-thawed semen from three 

bulls.  After 20-22 h at 38.5°C in an atmosphere of 5% (v/v) CO2 in humidified air, putative 

zygotes were removed from fertilization wells, denuded of cumulus cells by vortex in 

HEPES-TALP, and placed in groups of 30 in 50-µl microdrops of KSOM-BE2.  

Putative zygotes were cultured in KSOM-BE2, overlaid with mineral oil and 

cultured at 38.5°C in an atmosphere of 5% (v/v) CO2 in humidified air until selected for 

treatment at Day 4, 5 and 6 after insemination.  At these times, embryos ≥16 cells (day 4), 

morulae (day 5), and compact morulae (solid spherical mass of blastomeres) or early 

blastocysts (day 6) were harvested from culture and utilized as required for the specific 

experimental design.   

TUNEL Assay 

Embryos were washed two times in 50-µl microdrops of 10 mM KPO4, pH 7.4 

containing 0.9% (w/v) NaCl (PBS) and 1 mg/ml PVP (PBS-PVP) by transferring the 

embryos from microdrop to microdrop.  Zona pellucida-intact embryos were fixed in a 50-

µl microdrop of 4% (w/v) paraformaldehyde in PBS for 15 min at room temperature, 
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washed twice in PBS-PVP, and stored in 600 µl of PBS-PVP at 4°C until the time of assay.  

All steps of the TUNEL assay were conducted using microdrops in a humidified box. 

On the day of the TUNEL assay, embryos were transferred to a 50-µl microdrop of 

PBS-PVP and then permeabilized in 0.1% (v/v) Triton X-100 containing 0.1% (w/v) 

sodium citrate for 10 min at room temperature.  Controls for the TUNEL assay were 

incubated in 50 µl of RQ1 RNase-free DNase (50 U/ml) at 37°C in the dark for 1 h.  

Positive controls and treated embryos were washed in PBS-PVP and incubated with 25 µl 

of TUNEL reaction mixture (containing TMR red-conjugated dUTP and the enzyme 

terminal deoxynucleotidyl transferase as prepared by and following the guidelines of the 

manufacturer) for 1 h at 37°C in the dark.  Negative controls were incubated in the absence 

of terminal deoxynucleotidyl transferase.  Embryos were then washed three times in PBS-

PVP and incubated in a 25-µl microdrop of the Hoescht 33342 (1 µg/ml) for 15 min in the 

dark.  Embryos were washed three times in PBS-PVP to remove excess of Hoescht 33342, 

mounted on 10% (w/v) poly-L-lysine coated slides using 3- to 4-µl microdrops of Antifade, 

and coverslips were placed on the slides.  Labeling of TUNEL and Hoescht nuclei was 

observed using a Zeiss Axioplan 2 epifluorescence microscope (Zeiss, Göttingen, 

Germany).  Each embryo was analyzed for total cell number (blue nuclei) and TUNEL-

positive blastomeres (red nuclei) with DAPI and rhodamine filters, respectively, using a 

20x objective.  Digital images were acquired using AxioVision software (Zeiss) and a high-

resolution black and white Zeiss AxioCam MRm digital camera. 

Caspase-9 activity 
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CaspaLux 9-M1D2 is a caspase-9 substrate that contains a dimer molecule labeled 

with a green fluorophore. When caspase-9 cleaves the dimer, the substrate fluoresces. To 

measure caspase activity, embryos were removed from culture medium and washed 3 times 

in 50 µl microdrops of prewarmed Hepes-TALP. Embryos were incubated in groups in 25 

µl microdrops of 5 µM CaspaLux 9-M1D2 at room temperature for 1 h in the dark. 

Following incubation, embryos were washed 4 times in 50 µl microdrops of prewarmed 

Hepes-TALP, placed in 2 well slides with 80 µl of Hepes-TALP. Caspase activity was 

measured using a Zeiss Axioplan 2 fluorescence microscope with a 10X objective and 

FITC filter. Digital images were acquired using AxioVision software (Zeiss) and a high-

resolution black and white Zeiss AxioCam MRm digital camera. Embryos were classified 

based on the fluorescence intensity as low caspase activity (none or one fluorescent cell), 

medium caspase activity (less than half of the cells fluorescents) or high caspase activity 

(more than half of the cells fluorescent).  

DiOC6(3) 

  DiOC6(3) is a mitochondrial probe that emits fluorescence when taken up by 

polarized mitochondria.  For the assay, embryos were washed 3 times in 50 µl microdrops 

of prewarmed Hepes-TALP and incubated in a 25 µl microdrop of 20 nM DiOC6(3) for 20 

min at 38.5°C in the dark. Following incubation, embryos were washed 3 times in 50 µl 

microdrops of prewarmed Hepes-TALP and placed in 2 well slides with 80 µl of Hepes-

TALP. Mitochondria membrane depolarization was measured using a Zeiss Axioplan 2 

fluorescence microscope with a 10X objective and FITC filter. Digital images were 

acquired using AxioVision software (Zeiss) and a high-resolution black and white Zeiss 

AxioCam MRm digital camera. Fluorescence intensity was measured by drawing a circular 
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line around each embryo and determining average pixel intensity with Zeiss AxioVision 

software. 

Experiments 

Role of caspase-9 and stage of development in induction of apoptosis by heat shock and 

tumor necrosis factor-α in bovine preimplantation embryos. The experiment was designed 

with a 3 x 2 x 3 factorial arrangement of treatments to determine whether the caspase-9 

inhibitor, z-LEHD-fmk, blocks the apoptotic effects of heat shock and TNF-α. Main effects 

were day of collection (days 4, 5 or 6), z-LEHD-fmk (+ or -) and treatment (38.5°C, 38.5°C 

+ TNF-α, or 41°C). Embryos were collected on Day 4, 5 and 6 after insemination and 

randomly transferred in groups of 7-14 to a fresh 25 µl microdrop of  KSOM-BE2 

containing 100 µM z-LEHD-fmk or an equivalent amount of DMSO [0.5%, (v/v)].  

Moreover, microdrops contained either 10 ng/mL TNF-α or vehicle, 5 µM Tris-HCl, pH 

8.0. Embryos were then cultured at either 38.5°C for 24 h or, for heat-shocked embryos, at 

41°C for 15 h followed by 38.5° C for 9 h.  At 24 h after initiation of treatment, embryos 

were fixed and stored in PBS-PVP at 4°C until analysis by TUNEL assay.  The experiment 

was replicated 4-5 times for each day (172-248 embryos per treatment).  

Effects of different concentrations of the caspase-9 inhibitor z-LEHD-fmk on apoptotic 

responses of embryos to TNF-α. The experiment was designed as a 2 x 4 factorial with 

main effects of TNF-α (0 or 10 ng/mL) and z-LEHD-fmk (0, 1, 10, or 100 µM). Bovine 

embryos ≥16 cells were collected at Day 6 after insemination and were cultured in groups 

of 6-8 in 25 µl microdrops of KSOM-BE2 for 24 h in the presence of different 

concentrations of the inhibitor z-LEHD-fmk (reconstituted in 0.5% (v/v) DMSO) ± 10 
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ng/mL TNF-α; the final concentration of Tris-HCl, pH 8.0 was 5 µM in all microdrops. 

After 24 h at 38.5°C, embryos were washed, fixed, and stored in PBS-PVP at 4°C until 

analysis by TUNEL.  The experiment was replicated 4 times (20-28 embryos/treatment). 

Induction of caspase-9 activity by heat shock. The experiment was designed with a 2 x 2 

factorial arrangement of treatments to determine whether heat shock increases caspase-9 

activity and whether z-LEHD-fmk blocks this increase. Embryos at the morula or early 

blastocyst stage were collected at Day 6 after insemination and transferred in groups of 4-7 

to a new 25 µl microdrop of KSOM-BE2 containing 100 µM z-LEHD-fmk or DMSO 

vehicle. Embryos were then cultured at either 38.5°C for 24 h or 41°C for 15 h followed by 

38.5°C for 9 h. At the end of heat shock, embryos were washed 3 times in 50 µl microdrops 

of prewarmed Hepes-TALP and then incubated in a 25 µl microdrop of Hepes-Talp 

containing 5 µM CaspaLux 9-M1D2 at room temperature for 1 h in the dark. Embryos were 

classified as having low caspase activity (0-1 fluorescent cell), medium caspase activity 

(less than half of the cells fluorescent) or high caspase activity (more than half of the cells 

fluorescent). The experiment was replicated 5 times using 23-26 embryos per treatment.  

Time-course of caspase-9 activation by TNF-α. The experiment was designed with a 2 x 2 

x 5 factorial arrangement of treatments to determine whether TNF-α increases caspase-9 

activity at various times after exposure to TNF-α.  Embryos at the morula or early 

blastocyst stage were collected at Day 6 after insemination and transferred in groups of 3-7 

to a new microdrop of 25 µl KSOM-BE2 containing 10 ng/mL TNF-α or an equivalent 

amount of Tris-HCl vehicle. Embryos cultured at 38.5°C for 3, 6, 9, 12 or 15 h before 

harvesting and washing 3 times in 50 µl microdrops of prewarmed Hepes-TALP.  Embryos 
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were then subjected to caspase-9 assay as described earlier.  The experiment was replicated 

8 times using 37-39 embryos per treatment. 

Effects of heat shock and TNF-α on mitochondrial membrane integrity. Embryos at 

approximately 3.5 days after insemination  and > 8 cells were harvested and transffered in 

groups of 10-30 to a new 25 µl microdrop of KSOM-BE2 containing ± 10 ng/mL TNF-α or 

Tris-HCl vehicle. Embryos were used at an earlier stage of development for this experiment 

as compared to others to simplify visualization of mitochondria (because of the reduced cell 

number).  Embryos were incubated at 38.5°C for 24 h + TNF-α embryos or were incubated 

at 41°C for 15 h followed by 9 h at 38.5°C (heat shock). After treatment, embryos were 

washed 3 times in 50 µl microdrops of prewarmed Hepes-TALP and then incubated in 25 

µl microdrops of 20 nM of DiOC6 at 38.5°C for 20 min in the dark. Mitochondrial 

depolarization was measured by quantifying the fluorescence units/area of each embryo. 

The experiment was replicated five times (71-78 embryos/treatment). 

Statistical Analysis 

Data on percentage of cells that were TUNEL-positive and fluorescent intensity 

were analyzed by least-squares analysis of variance using the General Linear Models 

procedure of SAS (SAS for Windows, Version 9.0, Cary, NC). Percentage data were 

transformed by arcsin transformation before analysis.  The mathematical model included 

main effects and all interactions.  Replicate was considered as a random effect and other 

main effects were considered fixed. Tests of significance were made using error terms 

determined by calculation of expected mean squares. All values reported are least-squares 

means ± SEM.  Probability values for percentage data are based on analysis of arcsin-
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transformed data while least-squares means are from analysis of untransformed data. 

Categorical data regarding the percent of embryos classified as having low, medium or high 

caspase-9 activity were analyzed by the CATMOD procedure of SAS using main effects 

and all interactions.  

RESULTS 

Role of caspase-9 in induction of apoptosis by heat shock and tumor necrosis factor-α in 

bovine preimplantation embryos at Days 4, 5, and 6 after insemination 

Representative images of TUNEL labeling are shown in Figure 1 and least-squares 

means + SEM for percentage of blastomeres labeled as TUNEL postive are shown in 

Figure 2. Heat shock at 41°C for 15 h and incubation with TNF-α for 24 h increased the 

percentage of TUNEL-positive cells in control embryos at all days examined (Days 4, 5 

and 6) compared with embryos cultured at 38.5°C for 24 hours. However, induction of 

apoptosis by both stimuli was blocked by the presence of the caspase-9 inhibitor z-LEHD-

fmk (treatment P<0.001; inhibitor, P<0.01; treatment x inhibitor; P<0.05). There was no 

effect of day after insemination or interactions with day (Figure 2). 

Effects of different concentrations of z-LEHD-fmk on apoptotic responses to TNF-α 

 As shown in Figure 3, addition of 10 ng/mL TNF-α to culture medium increased the 

percentage of TUNEL-positive cells at Day 6 embryos. This increase was blocked by z-

LEHD-fmk at all concentrations tested (1, 10 and 100 µM) (TNF-α x inhibitor; P<0.05).  

Induction of caspase-9 activity by heat shock 
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Representative images of caspase-9 activity in embryos as affected by heat shock 

and z-LEHD-fmk are shown in Figure 4 while the proportion of embryos classified as 

having low, medium or high caspase activity are shown in Figure 5.  Exposure of embryos 

to 41°C increased the proportion of embryos classified as having medium and high caspase-

9 activity and this increase was blocked by z-LEHD-fmk (treatment P<0.05; inhibitor 

P<0.001).   

Time-course of  caspase-9 activation by TNF-α                         

Representative images of caspase-9 activity in embryos as affected by TNF-α are 

shown in Figure 6 while the proportion of embryos classified as having low, medium or 

high caspase activity are shown in Figure 7.  The proportion of embryos classified as 

having medium or high caspase activity was increased by the addition of 10 ng/mL TNF-α 

at all time points except at 3 h after addition (treatment, P< 0.05; time, P< 0.01). 

Effects of heat shock and TNF-α on mitochondrial membrane integrity  

 Heat shock at 41°C for 15 hours caused a significant loss in mitochondria 

membrane potential comparing to embryos cultured at 38.5°C (P< 0.01). However, TNF-α 

did not show a significant decrease on mitochondrial membrane polarization.  

Discussion 

 Apoptosis has been shown to have an important role in the survival of the 

preimplantation embryo.  While excessive activation of the apoptotic process is likely to 

lead to embryonic demise, limited apoptosis in response to stress can facilitate embryonic 

survival (Paula-Lopes and Hansen, 2002). In the current report, experimental evidence is 
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presented to demonstrate that activation of caspase-9 is a prerequisite for activation of 

apoptosis in preimplantation bovine embryos in response to heat shock and TNF-α. Such a 

result indicates, that for several other cells like pro-B lymphoma cells (McDonnell et al., 

2003); human hepatocytes (Ozoren et al., 2000); human colon cancer cells (Ozoren and El-

Deiry; 2002), the preimplantation bovine embryo activates pathways distinct from the 

prototypical extrinsic pathway of TNF-α induction of apoptosis.  

That both heat shock and TNF-α require caspase-9 activation for induction of 

apoptosis is indicated by findings that 1) caspase-9 was activated by both stimuli, and 2) 

inhibition of caspase-9 activity with z-LEHD-fmk blocked induction of apoptosis in 

response to both heat shock and TNF-α.  Activation of caspase-9 activity first occurred 

between 3 and 6 h of TNF-α treatment, a time frame similar to the 6-12 hours required for 

cytochrome c release in pro-B lymphoma cells following treatment with TNF-

α/cycloheximide (MacDonnell et al., 2003).  

It is well documented that z-LEHD-fmk is a specific inhibitor for caspase-9 and 

does not inhibit other caspases, such as caspase-8 that would be involved in the extrinsic 

pathway for apoptosis (Ozoren et al., 2000; Kondoh et al., 2002). Moreover, z-LEHD-fmk 

was inhibitory to TNF-α induced apoptosis even when concentrations of z-LEHD-fmk were 

as low as 1 µM to minimize non-specific inhibition. 

The finding that heat shock activates the mitochondrial pathway for apoptosis was 

expected because this is the case for many cell types as L929 cells (Ko et al., 2000), 

postimplantation mouse embryos (Mirkes & Little, 2002), and brain cells (Matsumori et al., 

2006). Also, heat shock causes mitochondrial swelling in two-cell stage embryos cultured 
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at 41 and 43°C (Rivera et al., 2003; 2004). In contrast, TNF-α induction of apoptosis 

typically occurs through a death receptor-mediated process to activate caspase-8 and 

cleavage of capase-3 (extrinsic pathway). In some cells, however, TNF-α can also cause 

mitochondrial depolarization and cytochrome c release (intrinsic pathway). Cells have been 

classified as type I or type II depending on their response to ligands such as Fas or TNF-α 

(Scaffidi et al., 1998). In type I cells, death receptor ligation causes a strong formation of 

DISC (death-inducing signaling complex) and subsequent activation of large amounts of 

caspase-8 followed by immediate cleavage of procaspase-3 and activation caspase-3 and its 

effector mechanisms leading to cell death (Scaffidi et al., 1998; Muzio et al., 1998; Luo et 

al., 1998). In type II cells, DISC formation is reduced and there is a corresponding decrease 

in activation of caspase-8. The small amounts of caspase-8 activated are sufficient, 

however, to induce Bid cleavage, Bax and Bak dimerization, and cytochrome c release (Li 

et al., 1998; Luo et al., 1998; Wei et al., 1998). 

TNF-α can induce apoptosis through different mechanisms using the intrinsic 

pathway. The mitochondrial membrane depolarization, release of cytochrome c, formation 

of apoptosome and caspase-9 activation was showed in innumerous  cells such as L929 

cells (Ko et al., 2000), human hepatocytes, human colon carcinoma (Ozoren et al., 2000), 

and cells with the adenovirus type 5 E1A (Shao et al., 2005). Bid is consider the potential 

determinant factor for the cells to choose this pathway. The rate of Bid appears to 

characterize the capacity of the cells to trigger mitochondrial cytochrome c release as 

showed by Ozoren and El-Deiry (2002) when studied human colon cancer cells. However, 

pro-B lymphoma cells with high levels of Bcl-xL, a cytochrome c inhibitor, and Apaf-1 

knockout murine cells showed that caspase-9 is processed prior to mytochondrial 
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cytochrome c release (McDonnell et al., 2003), suggesting that caspase-9 has an important 

role in cell death mechanism, being considered in this case, not as an initial caspase, but as 

an effector caspase. 

In addition, TNF-α can induce an elevated and prolonged activation of p38 MAPK 

which, in turn, mediates a translocation of Bax to the mitochondria, causing mitochondrial 

depolarization, release of cytochrome c and Apaf-1 to the cytosol, caspase-3 activation and 

cell death (Pastorino et al., 2003).   

Ours results suggest that TNF-α induces apoptosis in bovine preimplantation 

embryos through a caspase-9 dependent mechanism. It is not clear yet if it involves 

mitochondria membrane depolarization and cytochrome c release or direct caspase-9 

activation. Caspase-8 can also be involved since a small amount of caspase-8 is necessary 

for Bid cleavage, cytochrome c release and caspase-9 activation in some cells. 

  Apoptosis in bovine preimplantation embryos is a developmentally-regulated 

phenomenon.  While the occyte is capable of apoptosis in response to heat shock, at least 

during maturation (Roth & Hansen, 2004), the capacity for apoptosis is lost at the two-cell 

stage and does not become reacquired until sometime between the eight and sixteen cell 

stage (Byrne et al., 1999; Matwee, 2000; Paula-Lopes and Hansen, 2002; GjØrret et al., 

2005).  Here we showed, that among embryos capable of apoptosis, there is little change in 

the degree of apoptosis as embryos undergo further development through Day 6 after 

insemination.  This is so because the percent of cells that were TUNEL positive in response 

to either heat shock of TNF-α was similar for embryos at Days 4, 5 and 6 after 

insemination.  
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Knowing the mechanism of heat shock and TNF-α induction of apoptosis would 

allow the design of better strategies for embryos in vitro embryo production and consequent 

greatly increase in pregnancy rates. It seems that heat shock and TNF-α are acting through 

a caspase-9 dependent mechanism on embryo cell death. This is an important finding for 

the knowledge of embryo development, allowing us to understand the chosen pathway in 

response to heat shock and TNF-α that are currently significant problems in bovine 

reproduction.  
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FIG. 1. Representative photomicrographs illustrating the frequency of apoptotic nuclei in 

embryos as affected by heat shock and treatment with tumor necrosis factor-α (TNF-α).  All 

embryos were collected at day 6 after insemination. Detection of apoptosis was by TUNEL 

analysis using TMR red-conjugated dUTP to identify apoptotic nuclei (red) and Hoescht 

33342 to identify all nuclei (blue). Note that exposure of embryos to 41°C for 15 h (B) and 

to TNF-α (C) increased the frequency of TUNEL-positive cells compared to embryos 

cultured at 38.5°C (A). In the presence of z-LEHD-fmk, however, there was no difference 

in TUNEL labeling between embryos cultured at 38.5°C (D), 41°C (E) or with TNF-α (F). 
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FIG. 2. Induction of apoptosis by heat shock and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in bovine 

embryos at day 4, 5 and 6 after insemination. Data are least-squares means + SEM. The 

experiment was replicated 4-5 times/day using 172-248 embryos/day. In embryos without 

caspase inhibitor (solid bars), heat shock of 41°C for 15 h and TNF-α for 24 h increased the 

proportion of cells that were TUNEL-positive compared with embryos cultured at 38.5°C 

for 24 h. In embryos incubated with the caspase-9 inhibitor z-LEHD-fmk (open bars), 

however, there was no increase in the proportion of cells that were TUNEL positive 

(treatment, P<0.001; inhibitor, P< 0.01; treatment x inhibitor; P<0.05). There was no effect 

of day or interactions with day. 
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FIG. 3. Effects of different concentrations of the caspase-9 inhibitor z-LEHD-fmk on 

apoptotic responses of embryos to tumor necrosis factor-α (TNF-α). Shown are the 

percentage of cells that were TUNEL-positive in bovine embryos treated at Day 6 after 

insemination treated + TNF-α in the presence of varying concentrations of z-LEHD-fmk 

The experiment was replicated 4 times, using 20-28 embryos/treatment. The proportion of 

cells labeling positive for TUNEL was affected by the TNF-α x inhibitor interaction 

(P<0.05). 

 

 

 



 71

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG. 4. Representative photomicrographs illustrating induction of caspase-9 activity by heat 

shock in embryos at Day 6 after insemination. Caspase-9 activity was determined using the 

fluorogenic substrate CaspaLux 9-M1D2. Note that exposure of embryos to 41°C for 15 h 

(B) increased fluorescent intensity compared to embryos cultured at 38.5°C (A). When 

embryos were cultured in z-LEHD-fmk, however, there was no increase in intensity after 

exposure to 41°C for 15 h (D) as compared to culture at 38.5°C (C).  
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FIG. 5. Induction of caspase-9 activity by heat shock. Data are expressed as the percentage 

of embryos displaying low, medium or high fluorescent instensity. Embryos were cultured 

at 38.5°C or 41°C for 15 h in the presence or absence of 100 µM z-LEHD-fmk. The 

experiment was replicated 5 times using 23-26 embryos per group.   The distribution of 

embryos into fluorescence classes was affected by treatment (P<0.05) and inhibitor 

(P<0.001).  
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FIG. 6. Representative photomicrographs illustrating activation of caspase-9 activity in 

response to tumor necrosis factor-α (TNF-α). Shown are Day 6 embryos cultured with or 

without 10 ng/ml TNF-α for 12 h. Caspase-9 activity was determined using the fluorogenic 

substrate CaspaLux 9-M1D2.  
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Fig. 7. Time course for activation of caspase-9 in embryos at Day 6 after insemination in 

response to tumor necrosis factor-α (TNF-α). Embryos were cultured with 10 ng/ml TNF-α 

(open circles) or vehicle (closed circles) for various times. Caspase-9 activity was then 

determined using the fluorogenic substrate CaspaLux 9-M1D2.  Data represent the 

proportion of embryos classified as having low, medium, or high caspase activity. The 

experiment was replicated 9 times using 37-39 embryos per group.   The distribution of 

embryos into caspase activity classes was affected by treatment (P< 0.05) and time (P< 

0.01). 
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Fig. 8. Representative photomicrographs illustrating effects of heat shock and tumor 

necrosis factor-α (TNF-α) on mitochondria membrane integrity using the fluorescent probe 

DiOC6 (3). Intensity of fluorescence is related to mitochondrial membrane potential. 

 

Fig.9 Effects of heat shock and TNF-α on mitochondrial membrane integrity on embryos at 

day 3 ½ after insemination. Data show that heat shock caused a significant loss in 

mitochodria membrane potential (P< 0.01). However, TNF-α did not have a significant 

effect on mitochondria depolarization.  

 38.5 °C 41 °C TNF- α38.5 °C 41 °C TNF- α
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Resumo 

O estresse térmico representa um problema na reprodução da maioria dos animais, em 

especial nas vacas em lactação. No Brasil, onde as temperaturas médias permanecem altas 

durante todo o ano na maioria do território, esse é um problema que afeta massivamente os 

animais. Praticamente todos os sitemas do animal sob estresse térmico são afetados, porém, 

este estresse está intimamente ligado a produção de leite, podendo-se observar um aumento 

na frequência respiratória, diminuição na ingestão de matéria seca, diminuição na eficiência 

reprodutiva por consequência de alteração na foliculogênese, comprometimento da função 

do oócito e interrompição no desenvolvimento embrionário. Tendo ainda como 

consequência diminuição na detecção do estro, redução na taxa de concepção e aumento da 

perda embrionária, mesmo em locais onde a temperatura se mantém uniforme.   

Palavras-chave: Estresse térmico, reprodução, bovino 
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Abstract 

Heat stress is a major problem for reproduction in most of the animals, specially in lactating 

dairy cows. Brazil, a country where the avarage temperatures are high during the whole 

year and in most of the territory, heat stress is a problem that affects the entire the herd. 

Almost all the systems in the heat stressed animal are damaged; however, this stress is 

closely related to a high milk production. Frequently we can observe increase in respiratory 

frequency, decrease in dry matter ingestion, and decrease in reproductive functions as a 

consequence of foliculogenesis alterations, oocyte disfunction, and early embryo losses. 

Furthermore, decrease in heat detection, and reduction in conception rates can be notice. 

Key-words: Heat stress, reproduction, bovino. 

Introdução 

O crescimento da população em países em desenvolvimento têm como 

consequência o aumento pela demanda de produtos alimentícios. Com a intenção de 

aumentar a produção leiteira, governo e produtores passaram a utlizar melhores programas 

genéticos. Por essa razão, vacas de alto valor genético são transportadas de diferentes 

condições climáticass e introduzidas em um ambiente adverso, como as regiões Norte e 

Nordeste do Brasil, onde em alguns estados as temperaturas ultrapassaram 40 °C durante o 

mês de fevereiro de 2006 (INMET, 2006)  

Os processos de maturação do oócito, fertilização e desenvolvimento do embrião  

podem ser interrompidos por alterações no microambiente do trato reprodutivo. Este 

fenômeno vem sendo caracterizado especialmente durante o estresse térmico. Devido ao 
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intenso metabolismo associado com a lactação e dietas ricas em calorias as vacas leiteiras 

são particularmente sensíveis a temperaturas elevadas que podem (BERMAN et al., 1985) 

alterar a foliculogênese (WOLFENSON et al., 2000), comprometer a função do oócito 

(ZERON et al., 2001; AL-KATANANI et al., 2002) e interromper o desenvolvimento 

embrionário (PUTNEY et al., 1988; EALY et al., 2000). Tendo ainda como consequência 

diminuição na detecção do estro, redução na taxa de concepção e aumento da perda 

embrionária, mesmo em locais onde a temperatura se mantém uniforme.   

O Brasil é um país predominantemente de clima  tropical, com altas temperaturas 

médias durante todo o ano, na maior parte do território, fazendo com que os animais sofram 

com o estresse térmico. Apesar de ser um problema generalizado e bastante conhecido na 

criação do gado leiteiro o interesse por este assunto só se deu a partir da última década.  

Influências do estresse térmico na reprodução  

A redução da fertilidade tem sido documentada em um grande número de espécies 

de  mamíferos, dos quais as fêmeas são expostas seguidamente a elevadas temperaturas 

ambientais e umidade. Em vacas leiteiras, as taxas de concepção na inseminação artificial 

podem variar de 55% durante os meses de baixa temperatura e umidade para menor que 

10% durante os meses de alta temperatura e umidade. Tem sido sugerido que altas 

temperaturas podem exercer efeitos depressivos na fertilidade por ação no ambiente 

uterino, no sistema endócrino ou no embrião. É sabido que altas temperaturas causam 

redução na duração e intensidade do estro, além de ampliar a incidência de anestro e 

ovulação silenciosa. (BADINGA et al, 1993). 
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BALAZS (2004)  em um estudo realizado em Petrolina, região semiárida do estado 

de Pernambuco demosntrou que vacas da raça Holandesa-Friesian após o parto 

apresentaram problemas reprodutivos após o parto, tais como disordem no ciclo estral, 

infertilidade e baixos resultados na produção de embriões. No ano seguinte do mesmo 

estudo, o autor observou que os mesmos animais quando superovulados não demonstraram  

nenhuma diferença em relação ao grupo controle quando analisados em termos de número 

de embriões e qualidade dos embriões produzidos. Entretanto, durante um atípico período, 

em que as temperaturas alcançaram 6 °C a mais do que a média observada no verão dos 

prévios 30 anos, a sobrevivência embrionária apresentou um decréscimo de 59.2 ± 37.4% 

versus 38.2 ± 38.5%, demonstrando que elevadas temperaturas diminuem a sobrevivência 

embrionária. A partir deste estudo pode-se concluir que vacas doadoras apresentam uma 

mudança na produção de embrião durante o período de aclimatização à região semi-árida e 

que os animais necessitam de aproximadamente 1.5 ano para uma completa adaptação. 

Efeitos do estresse térmico no eixo hipotálamico-hipofisário-gonadal 

Visto que a atividade do ovário é regulada pelo hormônio liberador de 

gonadotropinas (GnRH), liberado pelo hipotálamo, e pelas gonadotropinas, hormônio 

folículo estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH), liberadas pela glândula pituitária 

anterior, muitos autores têm estudado os efeitos do estresse térmico na secreção destes 

hormônios. 

Altas temperaturas ambientais podem diminuir a concentração de LH no plasma, 

que é necessário para o completo desenvolvimento do folículo dominante. Os folículos 

dominantes desenvolvidos em um ambiente com baixo nível de LH possivelmente terão seu 
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desenvolvimento final e sua diferenciação afetados negativamente (GUZELOGLU et al. 

(2001). Existem discrepâncias na literatura a respeito da secreção hormonal durante um 

estresse térmico agudo. Concentrações de estradiol no plasma podem ser diminuídas, 

aumentadas ou não serem afetadas pelo estresse térmico. Paradoxos similares ocorrem para 

a concentração de progesterona e do hormônio luteinizante (LH).  O crescimento e o 

desenvolvimento dos folículos ovarianos, que podem ser precisamente monitorados pela 

ultrassonografia, podem ser ou não ser afetados pelo calor (BADINGA et al., 1993). 

Realmente, o estresse térmico parece ter um efeito de retardar as funções ovarianas, 

caracterizado por alterações na genesi e na dinâmica folicular, alterando as concentrações 

de FSH (BADINGA et al, 1993). Havendo um efeito aditivo do estresse térmico e da maior 

produção de leite na diminuição das taxas de concepção.  

GUZELOGLU et al. (2001) demonstraram que  os folículos ovarianos são 

suscetíveis ao estresse térmico. O folículo pré-ovulatório é um importante componente do 

sistema reprodutivo e a deterioração desta função durante o estresse térmico pode afetar 

outros eventos reprodutivos, tal como a secreção de gonadotropina e subsequente 

desenvolvimento do corpo lúteo e do embrião. 

  O folículo dominante da primeira onda folicular é menor em diâmetro em vacas 

lactantes sob estresse térmico e costuma ter menos líquido folicular que os de vacas que 

não sofreram estresse térmico no dia 8 do ciclo estral (BADINGA et al, 1993). O estresse 

térmico também diminui o número de células viáveis na granulosa (GUZELOGLU et al., 

2001).   
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O estresse térmico inibe o desenvolvimento folicular através da diminuição no 

número de receptores para o FSH nas células da granulosa, resultando na diminuição da 

atividade do estrogênio nos folículos (SHIMIZU et al., 2005). O estresse térmico é 

responsável ainda pela supressão na atividade da aromatase nestas células, resultando em 

uma baixa capacidade de produção de estradiol pelos folículos (WOLFESON et al., 1997; 

SIMIZU et al., 2005).  

Essa redução na aromatase tem como consequências um aumento nos níveis de 

prolactina e glucocorticóides (BADINGA et al., 1993; SHIMIZU et al., 2005). Através 

deste estudo o autor sugere como potencial terapia para suprimir os efeitos do estresse 

térmico intervenções na expressão dos receptores para o FSH, como um substituto às 

terapias que utilizam estrogênio (SHIMIZU et al., 2005). 

Os folículos que estão se desenvolvendo nos ovários das vacas com estresse térmico 

mesmo quando danificados continuam crescendo. Aparentemente, esses folículos 

danificados ovulam oócitos subférteis durante vários meses após a diminuição do estresse 

térmico (ROTH et al., 2001). Folículos subordinados apresentaram uma diminuição de 

tamanho em vacas submetidas ao estresse térmico durante a primeira onda folicular 

(BADINGA et al., 1993; WILSON et al., 1998; ROTH et al., 2000).  

Além de afetar os folículos ovarianos, o estresse térmico também é capaz de afetar o 

corpo lúteo. Observou-se que vacas submetidas a estresse térmico apresentaram fases 

luteínicas mais longas. O estradiol do folículo dá início à luteólise em bovinos, e a redução 

deste causada pelo estresse térmico influencia este processo. Após a interrupção do estresse 

térmico as vacas apresentam luteólise e os folículos reiniciam seu desenvolvimento 
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normalmente (VASCONCELOS, 2003), porém a recuperação dos oócitos se da bem mais 

tarde (ROTH et al., 2002). 

A influência ou não do estresse térmico no corpo lúteo durante a fase luteínica 

intermediária é menos clara. Foi demonstrado que o estresse térmico aumenta, diminui ou 

não afeta as concentrações de progesterona no sangue. As células do corpo lúteo são 

diferentes daquelas do folículo. Por conseguinte, se o estresse térmico diminui os níveis de 

progesterona no sangue, então essa redução seria causada pelos efeitos do estresse térmico 

no folículo, que por fim afeta o corpo lúteo. De outro modo, alterações na taxa do 

metabolismo associadas ao estresse térmico podem afetar o metabolismo da progesterona 

(VASCONCELOS, 2003). 

BALAZS (2004) não observou mudanças significativas nos níveis de progesterona 

P4 em vacas superovuladas da raça Holandesas-Friesian criadas na região semi-árida de 

Pernambuco, comparando-se o momento em que o embrião era recuperado, o primeiro e 

segundo ciclos.  

Efeitos do estresse térmico na manifestação do estro 

TROUT et al. (1998) em um estudo realizado na Flórida, quando os animais 

apresentaram temperaturas retais entre 40 a 40.9 °C, não observaram diferenças na duração 

do ciclo estral ou intervalo entre estros nos grupos controle ou sob estresse térmico. Um 

aumento nos níveis de progesterona foi observdo entre os dias 11 a 14 e 16 a 17 nas vacas 

sob estresse térmico. Contudo, uma diminuição nestes valores foi observda entre os dias 19 

a 21. 
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Corpos lúteos de vacas sob estresse térmico foram analisados por ultrassonografia e 

comparados com os das vacas do grupo controle por WILSON et al. (1998). O tamanho das 

estruturas foram similares até o dia 16, quando observou-se luteólise nos animais do grupo 

controle, mas não nos animais sob estresse térmico. A quantidade de progesterona também 

foi semelhante para os dois grupos até o dia 16, quando as vacas do grupo controle 

apresentaram uma significante redução, coincidindo com o dia da luteólise. 

Estresse térmico e sobrevivência embrionária 

A mortalidade embrionária nas espécies aumenta quando ocorre exposição da mãe a 

elevadas temperaturas ambiente, especialmente em áreas tropicais (JAINUDEEN E 

HAFEZ, 2000). Vacas submetidas ao estresse térmico após a inseminação apresentam uma 

menor taxa de prenhez (PUTNEY et al., 1988; EALY et al., 2000). Os efeitos do estresse 

térmico sobre os embriões não são aparentes até os estágios tardios de desenvolvimento. 

Oócitos fertilizados de ovelhas e vacas, quando colocados em altas temperaturas, tanto in 

vitro como in vivo são prejudicados porém, continuam a se desenvolver, somente morrendo 

durante os estágios críticos da implantação (JAINUDEEN E HAFEZ, 2000). O estresse 

térmico é mais prejudicial  à sobrevivência embrionária quando ocorre logo após o estro. 

Em particular, o estresse térmico reduz a viabilidade do embrião no dia 8 após o estro se 

vacas superovuladas são expostas a ao estresse térmico no dia 1, porém não no dia 3, 5 e 7 

(EALY et al., 1993) . Uma das razões para esse fenômeno é que os embriões se tornam 

mais resistentes a aumentos de temperatura ao passo que se desenvolvem. Temperaturas 

que bloqueiam o desenvolvimento dos embriões bovinos no estágio de 2 células têm efeito 

intermediário em embriões com 4-8 células e pouco ou nenhum efeito no desenvolvimento 
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de mórulas (ROMAN-PONCE et al., 1978; ROSENBERG et al., 1982; EALY et al., 1995; 

EDWARDS e HANSEN, 1997). 

O estresse térmico entre oito e dezessete dias de gestação pode alterar o meio 

uterino assim como o crescimento e a atividade secretória do embrião. Aparentemente o 

estresse térmico antagoniza os efeitos inibitórios do embrião sobre a secreção uterina de 

PGF 2α (JAINUDEEN E HAFEZ, 2000).  

Comparados à maioria das células, os embriões são particularmente sensíveis a 

mudanças de temperatura e um leve estresse térmico de 41° C por 4.5 h é suficiente para 

reduzir a proporção de embriões que se desenvolvem em meio de cultura (KRININGER et 

al., 2002; HERNÁNDEZ-CERÓN, 2004). Existem muitos outros efeitos do estresse 

térmico que não afetam diretamente o embrião, entretanto comprometem sua sobrevivência. 

Por exemplo, o estresse térmico reduz o fluxo sanguíneo no útero (ROMAN-PONCE, 

1978) e, como resultado, o envio de nutrientes e hormônios a este orgão também é 

comprometido (ROSENBERG et al., 1982; HOWELL et al., 1994).  

As consequências celulares do estrese térmico têm sido descritas para embriões 

bovinos no estágio de 2 células. Neste estágio, exposições a 41° C causam rompimento dos 

microfilamentos e microtubulos, resultando em redistribuição das organelas para o interior 

da célula (RIVERA et al., 2003; RIVERA et al., 2004-a). Além disso, ocorre ainda um 

aumento na proporção de mitocôndrias, as quais possuem a característica de aumentar seu 

volume, indicando despolarização (RIVERA et al., 2003; RIVERA et al., 2004-a) e, 

consistente com a idéia de fosfoliração oxidativa, há ainda uma redução no consumo de 

oxigênio (RIVERA et al., 2004-b). Enquanto radicais livres têm sido responsabilizados 
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pelos efeitos do estresse térmico em embriões de ratos (ARECHIGA et al, 1995; OZAWA 

et al., 2004), o mesmo parece não ocorrer em embriões bovinos porque, nestes, o estresse 

térmico não causa redução no antioxidante glutationa cistólica (RIVERA et al., 2004-b) e 

seus efeitos não podem ser minimizados através da adição de antioxidantes ao meio de 

cultura (EALY et al., 1995) ou ainda reduzindo a quantidade de oxigênio contida na 

incubadora ((RIVERA et al., 2004-b).  

Os efeitos do estresse térmico podem também afetar a qualidade dos oócitos 

levando a variações sazonais no sucesso dos sistemas de produção de embriões in vitro. Um 

queda nas taxas de desenvolvimento embrionário durante o verão foram reportadas em 

Louisiana (ROCHA et al., 1998) e Wisconsin (RUTLEDGE et al., 1999). RON et al. 

(1984)  e ROTH et al. (2002) demonstraram que as taxas de concepção em vacas leiteiras 

permaneciam baixas, mesmo quando os animais não estavam mais sendo expostos ao 

estresse térmico. 

Interação entre estresse térmico e lactação 

 Os efeitos deletérios do estresse térmico no oócito e embrião estão relacionados 

também a uma inabilidade do animal em manter uma temperatura corporal normal, 

possivelmente devido a demandas metabólicas associadas a lactação (WILSON et al., 

1998; BALAZS, 2004). Durante o período de estresse térmico a ingestão de matéria seca e 

a atividade termoregulatória do animal estão diminuidos. Segundo BALAZS (2004) que 

avaliou o efeito do estresse térmico na superovulação de vacas secas, em primeira, segunda 

e terceira lactação, uma melhor resposta foi obtida em vacas que se encontravam no 
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período seco. Sugerindo que a lactação afeta a resposta superovulatória em vacas 

submetidas ao estresse térmico.  

Comparando-se novilhas da raça Holandesa-Friesian com vacas em lactação da 

mesma raça não observou-se diferença no número de animais que apresentaram uma ou 

mais de uma ovulação. Entretanto, a porcetagem de embriões produzidos foi maior nas 

novilhas do que nas vacas. Baseando-se em número de corpos lúteos, a eficiência na coleta 

de oócito/embrião foi de 66% nas novilhas contra 89% nas vacas. Não houve diferença 

significativa em relação ao número de ovulações detectadas por palpação ou número de 

embriões recuperados. Muito embora, observou-se uma diferença bastante significativa em 

relação a quantidade de oócitos não fertilizados e embriões degenerados nas vacas lactantes 

quando comparadas as novilhas, tendo estas apresentado uma maior porcentagem de 

embriões congeláveis (BALAZS, 2004). 

Estratégias utilizadas para amenizar os efeitos do estresse térmico 

 Muitas estratégias para diminuir o calor nos sitemas de criação de vacas leiteiras 

têm sido utilizadas. Produtores investem em sistemas de resfriamento como ventiladores, 

nebulizadores e telas de sombreamento, mas sem muito sucesso no que concerne à uma 

melhora na reprodução. 

Tratamentos hormonais também estão sendo implementados como tentativa de 

amenizar os efeitos do estresse térmico em vacas em lactação. Aplicações de bST e FSH 

apresentam-se como potenciais alternativas para a melhoria da fertilidade. Uma simples 

injeção de bST em um protocolo de inseminação artificial em tempo fixo aumenta as taxas 

de prenhez em vacas que foram submetidasao estresse térmico (THATCHER et al., 2001). 
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Uma melhoria na qualidade dos oócitos foi reportada por  KUEHNER et al. (1993) e 

GONG et al. (1996) em vacas tratadas com bST. Semelhantes resultados foram obtidos 

quando FSH era aplicado a vacas submetidas a protocolos de punção folicular, 

apresentando ainda uma melhora na qualidade dos embriões transferíveis (GOODHAND et 

al., 2000). 

É possivel que o FSH e o bST estejam melhorando a qualidade dos oócitos por 

influenciarem, direta ou indiretamente, o ambiente folicular através do sistema envolvido 

na síntese e liberação de IGF-I (GONG et al., 1997; LUCY, 2000). Aspirações foliculares, 

as quais induzem um crescimento de mais ondas foliculares e de mais folículos por ciclo, 

também mostrou uma melhora na qualidade do oócito e dos embriões produzidos (ROTH et 

al., 2001) 

ROTH et al. (2002) em um experimento conduzido durante o outono (outubro e 

novembro) na região de Israel, utilizando vacas da raça Holandesa em lactação, que foram 

submetidas a estresse térmico durante o verão (junho a outubro), com temperaturas 

variando entre 22 a 32 °C concluiu que a aplicação de duas dose de bST aumenta o número 

de folículos de menor tamanho e, este umento pode estar associado à melhora observada na 

morfologia do oócito no ciclo subsequente. Entretanto, duas doses de FHS não induzem um 

aumento no número de folículos, havendo, pelo contrário, um aumento nas taxas de 

clivagem partenogenéticas.  

 Transferência de embrião e produção de embrião in vitro também são técnicas que 

podem ser utilizadas para eliminar os efeitos deletérios do estresse térmico no oócito. Visto 

que estresse térmico reduz a viabilidade do embrião quando este é exposto no dia 1, porém 
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não no dia 3, 5 e 7 (EALY et al., 1993). Embriões de melhor qualidade podem estar sendo 

transferidos para receptoras adaptadas as condições climáticas da região. 

Considerações Finais 

 Não há dúvidas de que estresse demais compromete o desempenho sexual e as 

funções reprodutivas, caracterizando um quadro de redução da libido, alterações hormonais 

e dificuldade de ovular. 

 A maioria dos componentes do sistema reprodutivo são suceptíveis ao estresse 

térmico. Entre os quais incluem-se oócitos, células da teca e da granulosa, embrião durante 

o período de préimplantação, corpo lúteo, endométrio uterino e pituitária anterior. Estudos 

nos efeitos do estresse térmico têm mostrados que as vacas necessitam ser resfriadas 

durante todo o verão, da forma mais eficiente possível, na esperança de se alcançarem 

melhores taxas de fertilidade. Atualmente, essas taxas se mantém baixas durante o verão e 

os tratamentos hormonais são limitados. O uso da técnica de inseminação artificial, que já é 

bem praticada no país, pode ajudar a melhorar as taxas de concepção através do uso de 

sêmen de animais mais adaptados as condições climáticas.  A transferência, congelamento e 

a produção in vitro de embriões também têm sido consideradas  melhores alternativas para 

um aumento das taxas de prenhez durante os períodos de estresse térmico. Entretanto, no 

Brasil está realidade não se aplica a todos os produtores, estando disponível apenas nas 

grandes fazendas comerciais, ficando restrita aos médios e pequenos produtores.  
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