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“Tentar e falhar ¢, pelo menos, aprender.
Ndo chegar a tentar é sofrer a inestimdvel perda

do que poderia ter sido.” (Geraldo Eustdquio)
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RESUMO

Cinco experimentos foram realizados para testip@dse de que o estresse térmico e o
fator de necrose tumoral{TNF-o) induzem apoptose em embrides bovinos através de
um mecanismo dependente da caspase-9. O experitheletierminou se o inibidor de
caspase-9, z-LEHD-fmk, bloqueia os efeitos apopiétdo estresse térmico e do TNF-
a. Embrides foram selecionados nos dia 4, 5 e 6 agéHilizac&o in vitro e incubados
por 24 h + 100 uM z-LEHD-fmk reconstituido em 0.5%v) DMSO ou veiculo
(DMSO) a 1) 38.5°C por 24 h (controle), 2) 41°C faérh seguido de 38.5°C por 9 h
(estresse térmico), ou 3) 38.5°C por 24 h com Yénhbgle TNFea. A proporcéao de
blastdmeros apoptéticos foi analisada utilizanda-g&nica de TUNEL. O experimento
foi repetido 4-5 vezes utilizando 172-248 embrippes dia. Nos grupos controle o
estresse térmico e o TNF-aumentaram a proporcdo de células TUNEL-positivas
guando comparados aos embrides incubados a 38624 h (P<0.001). Em contraste,
embrides incubados com z-LEHD-fmk e submetidos sicegse térmico e ao TNF-
ndo apresentaram aumento nas ceélulas TUNEL-pcsitiiatamento x inibitor;
P<0.05). O experimento 2 testou os efeitos deahtes concentracdes de z-LEHD-fmk
nas respostas apoptoticas dos embrides ao oI NEmbides =16 células foram
selecionados no dia 6 e incubados na presencd HelR-fmk em 0, 1 10, and 10&M

+ 10 ng/mL TNFe.. Apos 24 h a 38, os embrides foram lavados, fixados e
analisados por TUNEL. O experimento foi repetideezes (176 embrides). A adicéo
de 10 ng/mL TNFe aumentou a porcentagem de células TUNEL-positvasste
aumento foi bloqueado por todas as concentracoes &@#D-fmk (TNF-a x inibidor;

P<0.05). No experimento 3, analisamos se 0 esttésseco aumenta a atividade da



caspase-9 e se 0 z-LEHD-fmk bloqueia este efeittbribes em estagio de morula ou
blastocisto inicial foram selecionados no dia 6aedferidos para novas gotas contendo
100 uM z-LEHD-fmk ou DMSO veiculo. Os embrides foramubados a 38.5°C por
24 h ou 41°C por 15 h seguido de 38.5°C por 9 h.fiAal do estresse térmico os
embrides eram lavados e incubados no substratocpapase-9 (oM Caspalux 9-
M;iD,) a temperatura ambiente por 1 h. A atividade aspase-9 foi determinada
avaliando-se a intensidade da fluorescéncia. Osriéasb foram classificados
apresentando baixa, média e alta atividade de sasfnexperimento foi repetido 5
vezes utilizando 22-26 embrides/tratamento. O sstretérmico aumentou a
porcentagem de embrides classificados como tendiianeéalta atividade de caspase-9
e z-LEHD-fmk bloqueou este efeito (tratamento PSQ.idibidor P<0.001). Para o
experimento 4 foram medidos os efeitos do Td\#a atividade da caspase-9. Embrides
no dia 6 foram incubados a 38.5°C por 3, 6, 9,125 h com 10 ng/mL TNE-ou
veiculo, analisando-se a atividade da caspase-@dimio descirto anteriormente. O
experimento foi repetido 8 vezes utilizando 37-8thades/tratamentd proporgcédo de
embrides classificados como meédia e alta atividdelecaspase aumentaram quando
expostos ao TNe-em todos os periodos de exposicdo, exceto 3tarfteamto P<0.05;
inibidor P<0.01). O experimento 5 foi realizado analisar os efeitos do estresse
térmico e TNFa na integridade da membrana mitocondrial. Embri@esdia 3.5 foram
incubados com ANF-o a 38.5°C for 24 h ou a 41°C por 15 h seguido dr a
38.5°C. Apds os tratamemtos os embribes foram t/adincubados em 20 nM de
DIOCg a 38.5°C por 20 min no escuro. A despolarizacamidacondria foi mensurada
por quantificagdo da fluorescéncia por unidade/d@ea cada embrido. O estresse
térmico causou uma significativa perda no potendal membrana mitocondrial
(P<0.01). Entretanto, TNE-ndo apresentou diminuicéo significativa. O expento

foi repetido 5 vezes (71-78 embrides/tratamentopdlliindo, 0 mecanismo de ativacao

da caspase-9 esté envolvido na inducdo da apgptsestresse térrmico e TN
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ABSTRACT

We tested the hypothesis that heat shock and tmexosis factor: (TNF-o) induce
apoptosis in bovine embryos through a caspase-8ndemt mechanism. Experiment 1
determined whether the caspase-9 inhibitor, z-LEHIR; blocks the apoptotic effects
of heat shock and TN&- Embryos were collected on day 4, 5, and 6 aftevitro
insemination and cultured for 24 h in the preseoateither 100 uM z-LEHD-fmk
reconstituted in 0.5% (v/iv) DMSO or vehicle (DMS@) either 1) 38.5°C for 24 h
(control), 2) 41°C for 15 h followed by 38.5°C f@rh (heat shock), or 3) 38.5°C for 24
h with 10 ng/mL murine TNFt. The proportion of blastomeres undergoing apaptos
was determined using TUNEL labeling. The experimeas replicated 4-5 times/day
using 172-248 embryos/day. In control embryos, lséack and TNFe increased the
proportion of cells that were TUNEL-positive as qumared to embryos cultured at
38.5°C for 24 h (P<0.001). For embryos incubatethwi-LEHD-fmk, in contrast,
neither heat shock nor TNik-caused an increase in TUNEL labeling (treatment x
inhibitor; P<0.05). Experiment 2 tested effectsddferent concentrations of z-LEHD-
fmk on apoptotic responses of embryos to TdNEEmbryos>16 cells were collected on
Day 6 and cultured in the presence of differentcentrations of z-LEHD-fmk (0, 1 10,
and 100uM ) + 10 ng/mL TNFe.. After 24 h at 38.8C, embryos were washed, fixed,

and analyzed by TUNEL. The experiment was remitad times (176 embryos).



Xi

Addition of 10 ng/mL TNFea increased the percentage of cells that were TUNEL-
positive and this increase was blocked by all cotreéions of z-LEHD-fmk (TNFe X
inhibitor; P<0.05). For Exp. 3, we analyzed whetheat shock increases caspase-9
activity and whether z-LEHD-fmk blocks this increag&Embryos at the morula or early
blastocyst stage were collected on day 6 and earesf to a new drop with 1QM z-
LEHD-fmk or DMSO vehicle. Embryos were then culuii@ either 38.5°C for 24 h or
41°C for 15 h followed by 38.5°C for 9 h. At thedenf heat shock, embryos were
washed and then incubated in a caspase-9 subd@rak¢ CaspalLux 9-MD,) at room
temperature for 1 h. Caspase-9 activity was theterciéned by evaluation of
fluorescent intensity. Embryos were classifiechaging low, medium or high caspase
activity. The experiment was replicated 5 times using 22+26rgos/treatment. Heat
shock increased the percent of embryos classidthaing medium and high caspase-9
activity and z-LEHD-fmk blocked this effect (treagnmt P<0.05; inhibitor P<0.001).
For Exp. 4, effects of TNk-on caspase-9 activity were evaluated. Embryosagated
were cultured at 38.5°C for 3, 6, 9, 12, and 15ith w0 ng/mL TNFe or vehicle and
then caspase-9 activity was measured as describbmteb The experiment was
replicated 8 times using 37-39 embryos/treatmEné. proportion of embryos classified
as having medium or high caspase activity was asgd by TNFe at all time points
except 3 h (treatment P< 0.05; inhibitor P<0.0Xp.E5 was performed to analyze the
effects of heat shock and TNFen mitochondrial membrane integrity. Embryos ayDa
3.5 were incubated at 38.5°C for 24 _hTNF-a or were incubated at 41°C for 15 h
followed by 9 h at 38.5°C (heat shock). After treaht, embryos were washed and
incubated in 20 nM oDIOCg at 38.5°C for 20 min in the dark. Mitochondrial
depolarization was measured by quantifying therBaoence units/area of each embryo.
Heat shock caused loss in mitochondria membrarenpat (P< 0.01). However, TNF-

a did not show a significant decrease on membram&ipation. The experiment was



Xii

replicated 5 times (71-78 embryos/treatmefrt).conclusion, activation of caspase-9
dependent pathways is involved in the inductioadptosis by heat shock and TNF-
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Apoptose ou morte celular programada (MCP) é unmteveomum no principio da
formacdo do organismo, podendo também ocorrer eaepca de patogenias ou estas
associadas ao desenvolvimento anormal, sendo dalupor uma variedade de
teratogénicos, entre estes o estresse térmico (M&RI€ LITTLE, 1998; MIRKES e

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

Os processos de desenvolvimento e maturacdo dotopdfartilizacdo e
desenvolvimento do embrido em estagio de pré-ingtdo podem ser interrompidos por
alteracbes no microambiente do trato reprodutivete Eenbmeno tem sido melhor
caracterizado quando o animal é exposto ao esttésseco. ExposicOes a elevadas
temperaturas podem alterar a foliculogénese (WOIONE®t al., 2000), desorganizar a
funcdo do oocito (ZEROMt al., 2001; AL-KATALANI et al., 2002) e interromper o
desenvolvimento embrionario (EAL# al., 2000). O TNFa esta presente em processos
inflamatérios como mastites e laminites causanddgpembrionaria precosse (SOED

al., 2004).

O estresse térmico e a TNFHhduzem apoptose através de diferentes mecanismos.

N&o esta claro se 0 mecanismo de inducdo da apop&s estresse térmico em
embrides é semelhante ao de outras células. Naasém geral, o estresse térmico ativa o
mecanismo mitocondrial para a inducdo da apoptd&dJ(et al., 1997; Llet al., 1997,
ANTONSSON, 2003), causando despolarizacdo da nmntr@@ liberacdo do citocromo c,

ativacdo do Apaf-1 e, em presenca de adenosifestato (AATP/ATP) , a formacgéo de



um grande complexo com a pré-caspase-9, levarmmeersdo desta em caspase-9, que
irh mediar a ativacdo da caspase-3, fragmetacadacido desoxirribonucleico (DNA) e
morte celular (MIRKES e LITTLE, 1998; MIRKES e LITE, 2000; MIRKES e LITTLE,

2002).

O TNF-u pode ativar a apoptose através de dois mecanidiieosntes (SCAFFIDI

et al., 1998). No modelo extrinseco, o0 TNF com seus tecegevam a formac¢do do
complexo sinalizador para a inducao da morte ce(GQI5C) e ativacdo da caspase-8, que
causa direta ativacdo da caspase-3 e a morte rc@llilat al., 1998). Em alguns casos,
entretanto, a formacgéo do DISC é muito reduzida ay@equena quantida de caspase-8 que
esta ativa é suficiente para induzir a atividadepgggénica da mitocondria. A caspase-8
cliva o BID, proteina da familia das proteinas Bctiue gera um fragmento C-terminal que
se desloca para a mitocondria, causando despa@aoiza liberacdo do citocromo c. Este

modelo é conhecido como intrinseco (LEGl., 1998; WElIet al., 2000).

Ainda néo se é conhecida a razédo pela preferéntia @s mecanismos intrinseco
ou extrinseco nos embrides bovinos em respostaNkeoTquando ativam os receptores

para a morte celular.

Entender a patobiologia dos efeitos do estressaidére do TNFe. nos embrides
em estagio de pré-implantacdo e delinear o procesistar que limita os efeitos destes
estresses sao fatores pertinentes ao entendimeatlugio das injarias celulares causadas
por outras condi¢cdes que reduzem o desenvolvimemtarionario. Ha varias evidéncias
gue indicam que 0s mecanismos (cascatas) de irgéhigar e citoprotecdo entre varios

estresses celulares sdo os mesmos. Desvendar eeeodgr a funcdo protetora nos



embrides em estagio de desenvolvimento pode levdesenvolvimento de procedimentos
gue minimizem a perda embrionaria causada por uar@&dade de perturbacbes ao
microambiente do embrido, sendo ainda aplicavekbana da producédo de embrides

vitro.

Neste propésito, este trabalho teve como objeskmidar os mecanismos da
apoptose induzida pelo estresse térmico e @&NRos diferentes estagios de

desenvolvimento embrionario e se estes sao deptesdia ativacdo da caspase-9.

Para tal, foram desenvolvidos experimentos nossqerabrides bovinos produzidos
in vitro em estagio de pré-implantacédo (dias 4, 5 e 6 &rfiizacdo) tratados com o
inibidor de caspase-9 z-LEHD-fmk foram submetidosstresse térmico de 41° C e TNF-
a e analisados utilizando-se as técnicas de TUNHEsmracdo da atividade da referida

caspase e avaliacdo da integridade da membraneomibaal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Apoptose ou Morte celular programada

Apoptose ou morte celular programada (MCP) é umomapte mecanismo na
regulagdo do numero de células durante o desenveito, fazendo com que haja uma
renovacdo homeostatica das células na vida adlAGQ@BSONEet al, 1997), garantindo a
remocdo de células danificadas ou que ndo sejaness@ias em organismos
multicelulares. A apoptose é caracterizada por weéde de distintas alteracOes
morfologicas e bioquimicas na célula tais comorfragtacdo do DNA, condensacdo da
cromatina e divisdo da membrana plasmatica em pequeartes (WYLLIEt al., 1980).
Entretanto, a apoptose € um processo essencehdesénvolvido em diversas patologias.
Aumentos da apoptose estdo associados a infartmialcardio, arterosclerose, faléncia
cardiaca, infertilidade, diabetes, AIDS, hepatitéaléncia renal e doencas
neurodegenerativas como esclerose mdultipla, Alatexis Huntigton e Parkinson’s. Por
outro lado, auséncia de apoptose esta associadaias Yormas de cancer e doencas

autoimunes (KRAMMER, 2000).

A apoptose € um processo que utiliza ATP como fdetenergia onde as células
sdo eliminadas de maneira ordenada. O maquinarinatte celular pode ser ativado de
diversas maneiras, atraves de sinais extracelutarastracelulares gerados pela propria
célula, sendo seu principal componente um grupeerdemas proteoliticas conhecidas

como caspases (MARTIN e GREEN, 1995; NICHOLSON ©RMNBERRY, 1997)



Apoptose em células embrionarias tem recebido atemspecial devido a seu
potencial em responder a subcondicbes de desemeito ou a estresses (BETTS e
KING, 2001). Aumentos na incidéncia de morte celélaam importante indicador de um
ambiente inadequado para o embrido tamovivo como in vitro. Por esta razao,
conhecimentos detalhados sobre as caracteristicapaptose durante o desenvolvimento
embrionario sdo necessarios. O estudo da apopbosecé ainda novas informacdes no
processo fisioldgico que ocorre durante o cresdmdn embrido, as quais podem ajudar
na producdo de embrides de melhor qualidade e goestemente melhores taxas de

sobrevivéncia embrionaria (BETTS e KING, 2001).

Usando-se os procedimentos atuais de producdo bedesin vitro, menos da
metade dos odécitos bovinos e humanos que sédo imsdas alcancam o estagio de
blastocisto (XUet al., 1992; KESINTEPE e BRACKET, 1996) e destes mumnd®
implantam apos a tranferéncia. As explicacdes pmt@ alta taxa de fracasso no
desenvolvimento continuam desconhecidas. Entretastmbribes em estagio de
desenvolvimento possuem diferentes propor¢cdes delaséque sao classicamente

caracterizadas para a morte celular (HARDY, 199ATWEE et al., 2000).

Existem varias evidéncias indicando que a apoptmesenta um dos mecanismos
celulares induzidos durante o estresse térmico RO HANSEN, 2004-a) ou exposicao
ao TNFe (LI et al.,, 1998; LUOet al., 1998; WElet al., 2000). No embrido bovino
produzidoin vitro (BYRNE et al., 1999; MATWEEget al., 2000) e nos produzidos por
transferéncia de células soméaticas do nucleo (GEIRRal., 2005) existem alguns sinais
morfologicos de apoptose durante os estagios isidia clivagem. Enquanto o odcito em

maturacao pode apresentar apoptose, pelo menossposta ao estresse térmico (ROTH e



HANSEN, 2004-a) o embrido em estagio de 2 célulasrdrario a inducdo de apoptose
causada por estresse térmico, arsénio e dNFAULA-LOPES e HANSEN, 2002-b;
KRININGER et al., 2002; SOTCet al., 2003). Baseando-se em resultados utilizando o
estresse térmico, a capacidade de inducdo da agoptadquirida entre os estagios de 8 a
16 células (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002-b). As cang&ncias da apoptose podem
ser depentes do estagio de desenvolvimento, seimttugdo da apoptose uma das razdes
pela qual a competéncia do oocito em fertilizae-skesenvolver-se é reduzida pelo estresse
térmico (ROTH e HANSEN, 2004-a). Entretanto, unuargidade limitada de apoptose
pelo estresse térmico pode ser benéfica no dia dedenvolvimento, pois a adicdo do
inibidor de caspase z-DEVD-fmk, exacerbou os edfedteletérios do estresse térmico no

desenvolvimento ao estagio de blastocisto (PAULAPES e HANSEN, 2002-a).

A apoptose pode ser medida por critérios bioquimi€uando o DNA é clivado
em fragmentos nucleossémicos, a eletroforese dengensolado de células apoptoticas
exibe uma escala de incrementos de aproximadar8btép (pares de base). Devido ao
pequeno numero de células do embrido em estagicedenplantacéo, € impossivel se usar
técnicas de eletroforese para detectar a escaldNi& apoptético. Entretanto, o
desenvolvimento do método “terminal deoxynucledtittgnsferase nick-end labeling”
(TUNEL) possibilitou o acesso a fragmentacéo do DNAitu (GAVRIELI et al., 1992).
Com o uso do método do TUNEL pode-se observargmieatacdo do DNA em odcitos
(ROTH e HANSEN, 2004-a), morulas e blastocistosifmms produzidosn vitro, mas nao
pode-se observar em zigotos e precoces estagiobvdgem embrionaria (MATWEEEt
al., 2000; PAULA-LOPES e HANSEN, 2002-b). Entretarttatamento com stausporina,

um inibidor de proteina quinase, conhecido por zivdapoptose, demonstrou que embrides



em estagio inicial de clivagem séo capazes de e@so processo de apoptose através da
exibicdo de tipicas caracteristicas morfologicas gugerem que os efetores da morte

celular estado realmente presentes (MATWEEE ., 2000).

2.2 As caspases

O envolvimento das caspases na apoptose foi imerstie documentado em 1991
por ELLIS et al., quando observavam a regulacdo do programa de roeldlar durante o
desenvolvimento do nematéd€aernorhabditis elegans. As caspases sao uma familia de
proteases altamente conservadas que utilizam eirdstomo grupo nucleofilico para
clivagem do substrato e de ligacdes peptidicaado tarboxilico dos residuos aspartases
(THORNBERRY e LAZEBNIK, 1998). Todos os estimulasegdesencadeiam a apoptose
agem atraves da ativacdo das caspases. Caspassspaiilem promover a ativacdo de
outros membros da familia das caspases e a psstedd diversos tipos de proteinas

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

As caspases sao sintetisadas como proenzimasasage requerem um processo
proteolitico no residuo interno aspartato (Asp)apama completa atividade catalitica.
Estruturalmente as caspases estdo organizadas gmodominio, uma subunidade maior e
uma subunidade menor. Apos ativacdo, as subunidades e menor sdo liberadas da
proenzima por clivagem da ligacdo Asp-X entre adproinio e a subunidade maior. Da
mesma forma as subunidades maior e menor sdo dapgar uma segunda clivagem em
uma ligagdo Asp-X entre esses dois dominios. Aepiges de residuos Asp em sitios de
clivagem internos impossibilita certas caspasesedauto ativarem ou serem ativadas por

outras caspases como parte do processo de arqAificla cascata. Caspases ativas séo



geralmente tetraméricas, formadas por duas sulissdamaiores e duas menores,

possuindo dois sitios ativos (MURPHY e MARTIN, 2003

As caspases envolvidas na apoptose sao divididadogsngrupos baseado-se no
comprimento de seus prodominios: caspases inigadas quais incluem caspases-1, -2, -
8, -9 e -10; e caspases efetoras, as quais inchaspases-3, -6 e -7 (MURPHY e

MARTIN, 2003).

A estratégia comumente adotada para ativacdo dzasmsapical parece ser a
formacao de complexos contendo diversas caspasegémios (proenzimas) (SALVESEN
e DIXIT, 1999). Estes sdo formados através do tecrento de caspases apicais para a
formacdo de complexos ligados por proteinas adapadespecificas. Existem varias
maneiras pelas quais a ativacdo das caspases podergoromovendo assim a morte

celular (MURPHY e MARTIN, 2003).

Depois de ativadas, a maioria das caspases podesper e ativar suas proprias
procaspases ou outras que estejam inaiivaisro (FERNANDES-ALNEMRIet al., 1996;
SRINIVASULA et al., 1996). Esta caracteristica sugere que as caspapiicadas na
apoptose podem executar 0 programa apoptoticoéastide uma sequéncia de ativacdes de
procaspases iniciadoras e executoras. As iniciadidta responsaveis pelo processamento e
ativacdo das executoras. As executoras sao resmsgela clivagem proteolitica de
inimeras proteinas celulares levando a mudancasca@steristicas morfoldgicas e
fragmentacdo do DNA, que esta frequentemente askp@ apotose (SALVESSEN e

DIXIT, 1997).



A primeira evidéncia sobre a cascata de caspasesitdua apoptose foi obtida
através de estudos em sinalizacdo dos receptorasmate celular (FRASER e EVAN,
1996; NAGATA, 1997) que indicaram que o sinal pareorte celular é transmitido em
parte por uma ativagdo sequencial da procaspaseidora) e procaspase-3 (executora)
(BOLDIN et al., 1996; FERNANDES-ALNEMREt al., 1996). ApoOs esta descoberta uma
evidéncia mais marcante foi obtida quando pesgaisaddemonstraram que 0 mecanismo
de morte celular através do citocrorn@ também transmitido por ativacdo da cascata

envolvendo as caspases-9 e -3diidl., 1997).

2.3 Mecanismos de sinalizacao para inducao da apoge

Dois mecanismos de sinalizacdo para inducdo daegmfa foram identificados, o
mecanismo mitocondrial e o mecanismo induzido ésasglos receptores para a morte
celular. O mecanismo que se realiza atraves dacomtbia é ativado por diversos
estimulos ou estresses celulares como estressedemadiacdo gama ou ultravioleta e
inibidores das proteinas quinase. Geralmente tdt@es causam ativacdo do dominio BH-
3 da proteina BID, um membro da familia de prowiBal-2, as quais invariavelmente
levam a liberagédo dos fatores pro-apoptose do espsymembranas da mitocondria para
o citoplasma. Um destes fatores, o citocramativa diretamente o Apaf-1 e, na presenca
de dATP/ATP, induz a formacédo do apoptosomo. O &somo recruta e medeia a auto
ativacdo da caspase iniciadora, caspase-9, a tjualas caspases-3 e -7, dando inicio a
cascata de ativacdo e clivagem das caspases. paseasativas sao passiveis de inibicao
através das proteinas da familia dos inibidoreapdgtose (IAP). Outra proteina derivada
da mitocbndria, o Smac/DIABLO, interage fisicameoten multiplas IAP, removendo a

inibicdo promovida pelas IAP durante a apoptoseviddea estes e outros fatores pode-se
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definir que a mitocéndria possui um papel indispgabno mecanismo interno de apoptose

(LI etal., 1998; ANTONSSON, 2003 ).

O mecanismo de receptores para a morte celulévadlatatravés da interacdo entre
os ligantes e os receptores da membrana plasméatioey 0s receptores para TNFe
TRAIL (SCHMITZ et al., 2000). Os dominios associados a morte celddarda FADD
parecem ser componentes obrigatérios, os quaistaeecre medeiam a auto ativacdo da
caspase iniciadora, procaspase-8. A forma ativaadpase-8 cliva e ativa as caspases-3 e -

7 (ANTONSSON, 2003)

Um dos alvos da forma ativa da caspase-8 ¢ o Bi®, guando clivado, seu
fragmento c-terminal se desloca para a membranacomdrial e induz a liberacdo de
fatores pro-apoptoticos. Sendo BID o mediador esgriormas extrinsecas e intrinsecas de

sinalizagdo (OZOREN e EL-DEIRY, 2002; ANTONSSONQ3D

2.3.1 Mecanismo mitocondrial

A mitocbndria atua como um importante sensor paralanos celulares. Varias
formas de estresse celular tais como dano ao [S#esse térmico e estresse oxidativo
podem resultar em um aumento da permeabilidadeedabnana mitocondrial. Este evento
permite que certas proteinas, como o citocronsejam liberadas do espaco existente entre
as membranas da mitocondria para o citosol. Appésddo para o citosol, o citocrorage
liga ao Apaf-1, um homologo da proteina CED-4 n@&l&ans (KUIDA et al, 1996; LIU
et al., 1996). A ligacdo do citocromm com utilizacdo de ATP/dATP, resulta em mudacas
na conformacdo do Apaf-1, promovendo assim oligaraeéio desta proteina e exposicao

do dominio CARD, permitindo sua ligacdo com o CAR® procaspase-9 (ADRAIN e
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MARTIN, 2001; ACEHANEt al., 2002). Neste momento a molécula procaspase-® god
ligar aos monémeros do Apaf-1 via interacdo dos idm® recrutadores de caspase
(CARD-CARD) entre estas proteinas. O complexo de pkso molecular formado é
chamado apoptosomo e sua formacdo promove a aiivdgaaspase-9 que leva a um

aumento na concentracao local de seu zimogénio KXCEet al., 2002).

Apds ativacao junto com o apoptosomo, a caspaseghga a cascata de caspases
através da ativacdo das caspases-3 e -7. CaspadéeB ativa as caspases-2 e -6 que
promovem por fim a ativacdo das caspases-8 e -tAspase-3 também participa teed-

back da amplificacdo do processo de ativacao da caspéSeEEet al., 1999).

Acreditava-se que a liberacdo do citocrompara o citoplasma e sua subsequente
associacao com a proteina Apaf-1 era absolutamentssaria para a ativacdo da caspase-
9, caspase iniciadora no mecanismo mitocondrialagaptose (ZOUet al., 1999).
Entretanto, o autoprocessamento da casspase-9ogoder rapidamente, e formas néo
processadas de caspase-9 sdo ativadas catalitieacoeno parte do complexo caspase-9-

Apaf-1 (STENNICKEet al., 1999; BRATTONet al., 2001).

2.3.2 Mecanismo de apoptose induzido pelos receptsrpara a morte celular

Os receptores para a morte cellular (de “deathptec®) séo receptores para
citoquinas localizadas na superficie celular qudepeem a superfamilia de receptores
TNF que iniciam a apoptose apos se ligarem a ftestruturalmente ralacionados ou
anticorpos especificos (ASHKENAZI E DIXIT, 1998; OBSLEY et al., 2001;
CASCINO et al.,1995). Os membros desta familia sdo proteinas-treembrana tipo-I

com uma porgdo C-terminal intracelular e um domitracelular N-terminal. Estes sdo
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caracterizados por uma significante homologia g&oceque contém 5 cisteinas igualmente
repetidas em seus dominios extracelulares e emsem#ncia de 60 a 80 aminoacidos
citoplasméticos conhecida como dominio da morte'ddath domain”), o qual possibilita
0s receptores para a morte celular iniciarem agsspara a morte da célula (GUICCIARDI

e GREGORY, 2003).

Os receptores para a morte celular sdo ativadagéastde uma interacdo entre seus
ligantes naturais, um grupo de citoquinas complé¢anes pertencentes a familia dos TNF.

Esses ligantes sdo proteinas trans-membrana f{EJICCIARDI e GREGORY, 2003).

Os sinais de transducédo pelos receptores para & moelular sdo iniciados por
oligomerizacdo dos receptores que justapdem os nimsnintracelulares seguidos por
engajamento dos ligantes aos receptores dos darertcacelulares. Este evento leva ao
recrutamento de diferentes proteinas adaptadosagjuais promovem urtink entre o
receptor e o efetor para a morte celular. As pmateiadaptadoras podem conter um
dominio efetor para a morte celular (de “deathetffie domain”) que medeia o
recrutamento das caspases através da associacaouoorafetor correspondente ou com
um CARD no pro-dominio das caspases iniciadoravasa O complexo resultante é o
DISC, que ativa as caspases. A proximidade de sfigemoléculas de caspase recrutadas
pelos receptores para a morte celular resulta eto-pracessamento e ativacao das
caspases. Quando ativadas as caspases iniciadspasath a cascata das caspases por
processamento e ativacdo das chamadas caspaseasefeaspases-3, -6 e -7), as quais séo
diretamente ou indiretamente responsaveis pelaagdim e degradacdo de diversas

proteinas cruciais e pela execucdo da morte c€@IAICCIARDI e GREGORY, 2003).
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Atualmente, seis receptores para a morte celularcsféhecidos, Fas (também
chamdo CD 95 e APO-1) e TNF-R1 (também chamado @55CD120a). TRAIL-
R1(também chamado DR4), TRAIL-R2 (também chamaddb,DRPO-2 ouKiller),
receptores para a morte celular 3 (DR3; também atlamPO3 ou TRAMP ou WSL-1 ou
LARD) e receptores para a morte celular 6 (DR6) GTIARDI e GREGORY, 2003).

Ainda néo foi confirmada a existéncia destes recxeptno embrido bovino.

2.4 Estresse térmico nos embrides

As consequéncias celulares do estrese térmico idondescritas para embrides
bovinos no estagio de 2 células. Neste estagi@msides a 41°C causam rompimento dos
microfilamentos e microtubulos, resultando em ieithisicdo das organelas para o interior
da célula (RIVERAet al., 2003; RIVERAEt al., 2004-b). Além disso, ocorre ainda um
aumento na proporcdo de mitocondrias, as quaisieoss caracteristica de aumentar seu
volume, indicando despolarizacdo (RIVER& al., 2003; RIVERA et al., 2004-a) e,
consistente com a idéia de fosfoliragdo oxidathéa,ainda uma redugcdo no consumo de
oxigénio (RIVERA et al., 2004-b). Enquanto radicais livres tém sido raespbilizados
pelos efeitos do estresse térmico em embridestde (ARECHIGAet al., 1995; OZAWA
et al., 2004), o mesmo parece nao ocorrer em embrid@adsporque, nestes, o estresse
térmico ndo causa reducdo no antioxidante glutatmstolica (ARECHIGAet al., 1995;
RIVERA et al., 2004-a) e seus efeitos ndo podem ser minimizattagés da adicdo de
antioxidantes ao meio de cultura (EAle¥al., 1995) ou ainda reduzindo a quantidade de

oxigénio contida na incubadora (ARECHI@#al., 1995).
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Temperaturas que bloqueiam o desenvolvimento ddsi&@es bovinos no estagio
de 2 células tém efeito intermediario em embrida® @-8 células e pouco ou nenhum

efeito no desenvolvimento de mérulas (EAEYal., 1995; EDWARDSt al., 1997).

2.5 Bases bioquimicas na inducdo da apoptose pestresse térmico

O primeiro sinal para inicio da apoptose causado g&resse térmico € a ativagao
da esfingomielinase (SMase) na membrana plasmataasando clivagem da
esfingomielina (SM) em ceramida (cascata 1). A roeda formada na membrana
plasmatica facilita a ativacdo de véarias molécuglaslizadoras que levam a ativagdo da
SAPK (de “stress-activated protein kinase”) e aigistemas de sinalizacdo (cascata 2). O
evento central que inicia a apoptose ocorre quar@germeabilizacdo dos poros da
mitocondria, permitindo a liberacédo de citocroow da proteina conhecida como “Diablo”
para o citoplasma. Essa abertura nos poros da dndoa depende do balanco pro-
apoptotico (Bax, Bad) e anti-apoptético (Bcl-2, BE) dos membros da familia de
proteinas Bcl-2 , presentes na mitocondria (cas)ath SAPK leva a ativacdo de proteinas
como Bad que facilitam a abertura dos poros edid# do citocrom@ e da proteina
“Diablo”. O citocromo ¢ junto com Apaf-1 e procaspase-9 se unem para foona
apoptosomo chamado complexo citocrocapaf-1-procaspase-9 e subsequente clivagem
da procaspase-9 em caspase-9 (cascata 4). A atidac@aspase-9 leva a clivagem das
procaspases em suas respectivas caspases execBtoréis -7 (cascata 5). A proteina
“Diablo” participa do processo de apoptose blogdeamacao inibidora de varias proteinas
gue previnem a ativacdo das caspases-3, -6 e scafea6). Caspases executoras sao
responsaveis pela clivagem proteolitica de proselsiruturais, proteinas inibidoras de

DNAses, proteinas reparadoras de DNA, entre outr@ssando assim a morte celular
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(cascata 7) (COSTANTINI, 2000; VINCENT e FELDMANO@2; GULBINS, 2003;
JOHNSON, 2003; KOLESNICK e FUKS, 2003; OGRETMEN 6ANMNUN, 2004;

RADEFF-HUANGet al. 2004).

A proteina Quinase A (PKA) atua na cascata que ats/Proteinas Inibidoras de
Apoptose (IAP) (cascata 8) e também a Bcl-xL, pnateanti-apoptética, que reside na
membrana mitocondrial, atuando como regulador dm®spcondutores, bloqueando a
penetracdo de substancias que sao ativadoras gasease evitando a formacgao do
apoptosomo (cascata 9). A proteina Quinase B (PKB)A¢ ativada por fosfatilinositol-3
Quinase (PI3K), sendo sua ativacdo necessarivacati de moléculas como IGFR (de “
insulin-like grouth factor-1 receptor”) e S1PR @ptor para esfingosina 1-fosfato), além de
inibir as proteinas Bad e a caspase-9 e induranadricdo de IAP e Bcl-2 (cascata 10). Por
fim, a ceramida atua inibindo a PKB/Akt (cascatqa @OSTANTINI, 2000; VINCENT e
FELDMAN 2002; GULBINS, 2003; JOHNSON, 2003; KOLESIK e FUKS, 2003;

OGRETMEN e HANNUN, 2004; RADEFF-HUANGt al. 2004).

Com base neste esquema, existem varias possietidaata explicar as mudancas
gue ocorrem nas respostas a apoptose em embridesfidJma das possibilidades é que
os embrides no estagio de 2 células perdem um asi coaponentes da cascata das
caspases, 0s gquais ndo sdo necessarios até & fasksdtélulas, quando ocorre a ativacao

do genoma e sintese de proteinas (JOUSAN, infomnazdaly.

! Informac&o concedida por Frank Dean Jousan ern RODS.
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Outra possibilidade é que a maturacdo, ativacacerdliZzacdo do odcito é
acompanhada pela ativacdo de um ou mais sistentagpaptose e estes sistemas

blogueiam a cascata de ativacdo da apoptose atagicede 8-16 células.

2.6 Consequéncias do estresse térmico para o desgavnmento embrionario

Um estudo utilizando o inibidor de caspase z-DEWik-indicou que a apoptose &
0 caminho através do qual o estresse térmico desttdémpeténcia do odcito (ROTH e
HANSEN, 2004-a). Em contraste, embrides no estdgi@ células ndo tém capacidade de
apresentar apoptose (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002Rgcentes evidéncias tém
sugerido, entretanto, que a apoptose pode sersa ciuinibicdo no desenvolvimento de
embrides no estagio de 2 células submetidos aessesttérmico. RIVERAL al. (2004-a)
demonstraram que embrides no estagio de 2 céluiesetidos ao estresse térmico tém seu
desenvolvimento bloqueado no estagio de 8 célslsdo que somente 25 + 7% dos
embrides alcangam o estagio de 8 células contea ®% para o grupo controle. Uma das
possibilidades para esse fendbmeno é que o emhdoetido ao estresse térmico tenha seu

desenvolvimento bloqueado quando este se torna dapsofrer apoptose.

Embrides com 4 dias de desenvolvimento tém umdgramimero de células e ja
possuem a capacidade de sofrer apoptose induzidaspesse térmico. Neste estagio a
apoptose tem a funcéo de proteger o embrido. Epsgdie tém a apoptose inibida séo
mais sensiveis ao estresse térmico (PAULA-LOPES ANSEN, 2002-a). Ou seja,
dependendo da intensidade e do estagio em que méendbsubmetido ao estresse térmico
a inducdo da apoptose pode ter efeitos opostogiviegiau positivos. E possivel que no

inicio do desenvolvimento embrionério (2 célulagstresse térmico possa desencadear 0s
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sinais iniciais necessarios para a ativacao datapepjue sO sera observada tardiamente no
estagio de 8 células levando a interrupcédo do debemento embrionario neste estagio.
Por outro lado, se 0 embrido é exposto ao esttéasico quando j4 possui 8 células ou
mais, a apoptose pode representar um fendmenoit®mgfe permite a eliminacdo de

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

2.7 Fator de Necrose Tumorak e apoptose

O TNF-a € uma citoquina multifuncional que medeia a corwagdo de célula para
célula. Esta citoquina foi inicialmente identifieadcomo regulador imunolégico,
inflamatério e reparador em resposta a injurias. eXisténcia da forma bioativa desta
citoquina pro-inflamatéria, bem como seus sitiofighdo nos varios tecidos reprodutivos

ja € conhecida (HANSEN, 1995).

A perda embrionaria pode estar acompanhadda éeciids como mastite em
vacas. O envolvimento do TNFneste fenbmeno € sugerido por observacfes dedakva
concentracdes de TNk- circulante apols infec¢cdes intramamarias ou infusko
endotoxinas (SOTEt al., 2003). Em ratos, perdas embrionarias assocadébetes tém

sido relacionadas a excessiva producao de d N&-Utero (PAMPFER, 2001).

As acoes do TN-no desenvolvimento embrionario ainda necessitarhastante
estudadas. PAMPFER (1994 e 1997) demonstrou queasiedo de blastocistos de ratos
ao TNFe diminui a proliferacdo celular e aumenta a po@gein de blastdmeros
apoptoticos Havendo ainda a diminuicdo na médian@nero de células presentes na
massa inter celular (MIC) e quando blastocistomdi@s com TNFe: sdo tranferidos para

receptoras, estes apresentam uma alta taxa dergi@agWUUet al., 1999).
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Blastocistos de rato tratados com Thpresentaram um aumento significante no
namero de nucleos fragmentados na MIC, havendaaiediicdo no numero de células e

diminuicdo na viabilidade do embrido, tanto inaitomo in vivo (WUUet al., 1999).

SOTOet al. (2003) sugerem que TNkpode interferir negativamente na maturacao
do odcito, comprometendo a habilidade do embri&oltante em se desenvolver até o
estagio de blastocisto. Em seu trabalho demonstrajge a exposicdo de embrides ja
fertilizados ao TNFe ndo diminuiu a porcentagem destes que chegaraestagio de
blastocisto, entretanto a citoquina fez com queemtasse a porcentagem de blastomeros

apoptoticos quando a exposicao ocorreu apés oi@sta® células.

BOTTA et al. (2004) demonstraram que o tratamento com @“NEsultou em
translocacéo do citocronmoda por¢do mitocondrial para o citosol em hepatoteaf$igado
de rato. A liberacdo do citocromm para o citosol resulta em formacdo do complexo
apoptosomo, levando a ativacdo da caspase-9,datprovado por ensaios que estimam a

atividade da caspase-9 por fluorescéncia, utilieeselo substrato LEHD-AMC.

2.8 Bases bioquimicas na inducao da apoptose pektér de Necrose Tumorale.

As células tém sido classificadas como tipo | po ti baseando-se em sua resposta
a ativacdo dos receptores para morte celular ddidado TNF (SCAFFIDIet al., 1998).
Ligacdo entre estes fatores causa trimerizacacede ieceptores na superficie celular e
recrutamento de proteinas citoplasmaticas de agiaptaélavendo entdo o recrutamento de
moléculas de procaspase-8 que se auto processasueeforma ativa (MEDEMAet al.,
1997; MUZIO et al., 1998). Quando ativada, a caspase-8 pode disgarmmecanismos

distintos de apoptose. Nas células tipo I, o DIS@pigia direta ativacdo da caspase-8,
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seguido por ativacdo da caspase-3, levando a noedtdar, sendo este mecanismo
independente da mitocbndria. Em contraste, nagasétlo tipo Il a formacdo do DISC é
extremamente reduzida, mas a pequena quantidadeldeulas de caspase-8 ativa que sé&o
geradas é suficiente para induzir a apoptose atrdaémitocondria. A caspase-8 cliva a
proteina BID que gera um fragmento C-terminal quécetransloca-se para a mitocondria
causando despolarizagéo e liberagédo do citoc(hbet al., 1998; LUOet al., 1998; WEI

et al., 2000). Um complexo citoplasmético de proteirmamado pelo Apaf-1, citocromo

e caspase-9 ativa entdo uma seérie de caspasesagfeniciando pela caspase-3 e

culminando com a morte celular (ZGJal., 1997; ZOUet al., 1999).

MCDONNELL et al (2003) demonstraram em células do tipo pro-B eforina de
rato que apresentavam super expressao do Bcl-xar (fpue causa efetiva inibicdo do
citocromoc) que quando tratadas com TNFa caspase-9 era processada anteriormente a
liberacédo do citocromo. O mesmo foi comprovado quando células que symessavam
Bcl-xL ou células normais foram tratadas com oidob de caspase-9 z-LEHD-fmk e
submetidas ao TNEk; ambas tiveram a apoptose atrasada, sugerindca quaespase-9
possui um importante papel neste mecanismo de noeftdar, mesmo na auséncia de
citocromoc e que a capsase-8 ativa pode diretamente cliviva @orcaspase-9 nestas

células.

Um atraso na apoptose foi observado em células wairo nivel de caspase-9,
podendo-se concluir que a caspase-9 esta envalaidaeleracdo da apoptose induzida por
TNF-o. em células nas quais o0 mecanismo de liberacaatatramo c pela mitocondria
esta efetivamente bloqueado, sendo entdo consaleeste caso ndo como uma caspase

iniciadora, mas sim como caspase efetora (MCDONNEé&I4l., 2003).
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SHAO et al. (2005) em ensaio utilizando células que posswadenovirus tipo 5
E1A, que é associado a atividades anticancerigenekijindo sensibilizagdo para a
apoptose induzida pelos fatores de necrose tundmalpnstraram que a caspase-8 e -9 e 0
Apaf-1 apresentaram maiores niveis nos grupos ldeasé&ue possuiam o adenovirus E1A
guando tratadas com TRAIL do que células paremtel@aicancer ovariano resistentes ao
TRAIL. Sugerindo que o mecanismo de indugédo da tageppelo TRAIL nestas células é
dependente da mitocondria. O mesmo resultado tdmlguando avaliou-se os niveis de

caspase-3 ativa para as mesmas células.

Estes resultados foram previamente mostrados pdREAN et al. (2000) que
bloquearam a inducdo de apoptose pelo TRAIL utiicao inibidor the caspase-9 z-
LEHD-fmk em hepatocitos e carcinoma de célon humaugerindo que estas células
apresentam compotamento de células tipo Il. Papdatio, células cancerigenas de célon
humano ndo responderam ao inibidor z-LEHD-fmk qoaegpostas ao TRAIL, sendo

entdo consideradas células do tipo |I.

Em um segundo estudo utilizando células cancergggaaolon humano OZOREN
e DEIRY (2002) revelaram que BID, componente dailfandas proteinas Bcl-2, é o
possivel fator determinante da escolha da célulaesponder como tipo | ou tipo Il ao
receptores para a morte celular, sendo a quantdaddD existente na célula o fator que

irA determinar sua habilidade em ativar a libevaigcitocorma pela mitocéndria.

2.9 Apoptose em embrides em estagio de pré-implagéo

Apoptose € um processo fisiolégico que ocorre dgpeamente na maioria das

popula¢des celulares, sendo também induzida emigé@sdlaboratoriais. Todos os tipos
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celulares, com excecdo das células vermelhas dusanespondem a tratamentos com
promotores de apoptose por autodestruicdo (su)cidémnonstrando caracteristicas tipicas

de morte celular programada (WEdtal., 1997).

As células embrionarias também sdo capazes de sgfoptose, tendo um papel
muito importante na reproducdo e desenvolviments hamiferos. Os processos de
apoptose envolvidos na formacdo das cavidadesnpréedicas, vesiculas e tubos sao
componentes indispensaveis para o desenvolvimegis a implantacdo. Uma funcao
muito importante do processo apoptotico duranteea@pods implantacdo é a eliminacéo de
células anormais ou com baixo potencial e aindaowtrale do numero de células

(JACOBSONEt al, 1997).

A sobrevivéncia de embrides mamiferos em estagiopmeimplantacdo néo
depende somente de condicbes apropriadas para tmalndesenvolvimento, depende
também da aquisicdo de mecanismos com o0s quaismisides lutam contra as
adversidades. A habilidade do concepto em resstirestresse de acordo com que o
desenvolvimento prossegue é, provavelmente, reggaddiversos fatores que permitem o
acontecimento da morte celular programada e meunasigprotetores envolvendo genes

estresse-induzidos (BETT&bal., 2001).

Embora as células apoptoticas se autodestruansghiéo que a cascata de eventos
intra-celulares que leva a eliminacdo da célulamante ocorre somente em um contexto
endogeno especifico (PAMPFER e DONNAY, 1999). Asgieeis causas da apoptose em
embrides em fase de pré-implantacdo sdo: anorrdadalo cromossomo ou nucleo

(HARDY, 1999); potencial de desenvolvimento inapiago (HANDYSIDE e HUNTER,
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1986); falta ou excesso de fatores de crescimé@te-I; IGF-1l e hormonios) (HARDY e
SPANOS, 2002) e a exposicao a fatores que causamasacélulas, como radiacao UV e
estresse térmico (HERRLER al., 1998; PAULA-LOPES e HANSEN, 2002-b). Em
embrides produzidos vitro a apoptose pode ser aumentada por subcondictrgtdes,
resultante por exemplo de inadequadas composigiEemdios ou inapropriada densidade

de embides na cultura (O’NEIL, 1998).

A morte celular pode estar relacionada com quatidadbrionaria. Acredita-se que
blastocistos com um grande namero de células sé® capazes de se implantarem e se
desenvolverem até o nascimento (VAN SO@Ml., 1997). Blastocistos com numero de
células reduzido tém uma alta e variavel incidédeidragmentacédo do DNA (HARD#t

al., 1989; BYRNEet al., 1999).

2.10 Ocorréncia da apoptose nos diferentes estages desenvolvimento

2.10.1 Estéagio de clivagem e de compactacao

A morte celular programada parece ter sua reguleig@olada ao desenvolvimento
no embrido bovino (BYRNEt al., 1999; MATWEEet al., 2000). Estagios inciais de
desenvolvimento podem ser bastante susceptivaadigbes sub-6timas de cultura, visto
gue varios produtos do gene, incluindo telomenade,sdo abundantes antes da ativacao do

genoma embrionario (TELFOR&al., 1990).

Nado h& observacdo do processo de apoptose esppné@imeembrides de
desenvolvimento normal antes da ativacdo do germmiarionario (AGE). O tempo de

AGE varia entre as diferentes espécies mamiferasatd, o principal evento na ativagédo
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ocorre durante o estagio de 2 células (FLACHI., 1982), enquanto em humanos e suinos
a ativacao ocorre entre o estagio de 4-8 célulRAEDE et al., 1988) e entre 8-16 células
em bovinos (TELFORIL2t al., 1990). Entretanto, o processo de apoptose padeisiado

por inducbes especificas nos estagios iniciais eferd/olvimento embrionario, mesmo
antes da AGE. Tratamento com Stausporina pode imdppptose em embrides de rato

com 1-4 células e em embrides bovinos com 1-18ax2(MATWEE, 2000).

Embribes bovinos produzidosn vivo apresentam as primeiras mudancas
morfologicas entre os estagios de 8-16 células miamiras células positivas ao TUNEL
no estagio de 21 células, entretanto, embridesbeviroduzidosn vitro apresentam tanto
mudancas morfologicas como células positivas ao HUM no estagio inicial de 6 células
(GJORRETEet al, 2003). Diferentes proporgdes de células apopi®fieram observadas em
embrides bovinos produzidds vitro nos estagios de 8-16 ceélulas (5-30% dos embrides),
em morulas bovinas produzidas vivo (aproximadamente 50%) e em morulas bovinas
produzidasin vitro (60-80%) (BYRNEet al, 1999; MATWEE, 2000; GJORRE# al,

2003).

2.10.2 Blastocisto

Todas as espécies mamiferas apresentam seu rogygsaaltde apoptose espontanea

no estagio de blastocisto.

Em uma variedade de espécies, a morte celular én@laa somente durante o
estagio de blastocisto e occorre predominantemeatemassa inter celular (MIC)
(HANDYSIDE e HUNTER, 1986; JURISICOVAet al., 1996). A morte celular no

embrido poderia ser um meio para eliminacdo delaglanormais e células com
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inapropriado potencial de desenvolvimento (HARD®99). A extenséo e regulacdo da
morte celular durante o estagio de pré-implanta;aparentemente critica para o estagios
mais tardios do desenvolvimento do concepto (BRISOSICHULTZ, 1997). Entretanto,
as causas, importancia e regulacédo genética dacgai@a ou morte embrionaria antes da

implantacdo necessitam ser mais claramente eluasdad

Mudancas morfologicas foram observadas em 70-809bl@stocistos de ratos e de
humanos produzidads vitro ein vivo (HANDYSIDE e HUNTER, 1986, HARDY 1997) e
em praticamente todos os blastocistos bovinos grddsin vitro ein vivo (GJORRETet
al., 2003; BYRNEset al., 1999). Condensacao ou fragmentacdo do nuclemfavaliadas
por fluorescéncia ou microscopia eletronica em agrproporcdes de blastdmeros.
Blastocistos bovinos produzidos vivo mostraram um percentual de 2.4% de células
mortas com morfologia apoptotica no trofectodernga 6.1% na porcao principal. A
proporcdo destas células foi maior em blastocigiomluzidosin vitro — 3.6% no

trofectoderma e 11.2% na MIC (HANDYSIDE e HUNTERZSBH).

2.11 Fatores reguladores da apoptose

A decisdo da célula em sofrer apoptose dependealdmdgn entre as moléculas
responsaveis pela sobrevivéncia e morte celulaazAo entre 0s membros anti-apoptose e
pré-apoptose da familia Bcl-2 € a forma mais peeds expressdo da sensibilidade da
célula a apoptose, mais do que quando o0s mesmosbnoensdo analisados
individualmente. Apos o sinal para a morte celulaembros pré-apoptose (Bax, Bak e

BID) sofrem uma mudanc¢a em sua conformacdo quebldasintegrarem-se com outras

membranas, como a membrana mitocondrial. Bax edpaisentaram recentemente uma
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interagcdo com o canal anion-voltagem-dependenteA(Mfacilitando a abertura de seus
canais e permitindo a liberacéo do citocrazno qual promove a morte celular (SHIMIZU
et al., 1999, HENGARTNER, 2000). Fatores de sobreviwénBcl-2 e Bcl-xL previnem a
liberagdo do citocromo da mitocondria por ligarem-se ao Bax ou por fesmaos poros
do VDAC (SHIMIZU et al., 1999). Um balangco entre esses fatores ira maater
homeostasia celular, mas se algum evento aumdigacdo do Bax com a membrana, a

liberagdo do citocromoira iniciar a apoptose.

Recentemente foi demonstrado que diversas protelnasstresse térmico sao
capazes de regular eventos apoptéticos de mgrmsiva ou negativa. HSP27 liga-se ao
citocromo ¢ diminuindo assim o0s niveis desta molécula dispasipara formacdo do
apoptosomo (BRUEt al., 2000). HSP70 e HSP90 podem interagir diretameote o
Apaf-1 obstruindo a formacdo do apoptosomo (PAND&Yal., 2000; SALEHet al.,

2000).

Existem reguladores de apoptose tanto positivosntquanegativos para 0s
mecanismos por meio dos receptores para a modkaiceltrinseco e extrinseco. A nivel
de caspases iniciadoras, o FLIP é capaz de sed@&ADD (molécula que promove a
ligacdo entre os receptores para morte celularpeoeaspase-8), impedindo o inicio da

cascata das caspases (KATAOKA, 1998).

A familia de genes dos inibidores de apoptose, wmsgforam descobertos ha
menos de uma década, compdem um grupo de progstraguralmente relacionadas, que
além de sua habilidade em suprimir a apoptoseo egidrentemente envolvidas em um

aumento no numero de funcdes celulares (SALVESSEMEKETT, 2002).
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Membros da familia de proteinas IAP podem suprouiretardar a apoptose por
inibicdo da atividade enzimética das caspasesatucas e executoras (SALVESSEN e
DUCKETT, 2002; SHI, 2002). Atualmente sdo conhegids seguintes IAP: IAP-1, IAP-2,
BIRCY, NIAP, BRUCE e survinina (DEVERAUX e REED, 99). As IAP podem ter sua
atvidade neutralizada por SMAC/DIABLO, uma pequemalécula liberada pela
mitocondria junto com o citocromg que se liga as IAP permitindo assim a liberagéo d

caspases ativas (D& al., 2000).

Embora o primeiro nivel de regulacdo das casp&gassntrolado pela ativacdo do
zimogénio, o segundo, que é igualmente importameolve a inibicdo direta das caspases
pelas IAP, das quais provavelmente a BIRCY (tambénhecida como hLP1 e MIHA) € a
melhor caracterizada. Esta proteina de 57 kDa gatente inibidor da morte celular que é
iniciada por diferentes estimulos. Seus efeitosepooes tém sido largamente atribuidos a
sua habilidade em suprimir especificas caspasés. disito € diferente dos efeitos dos
supressores da Bcl-2, que funcionam antes da fé@wndQ apoptosomo, prevenindo 0s
sinais para as caspases. O dominio BIR3 da BIRCMigse diretamente a menor
subunidade da caspase-9, sendo a clivagem neaegaéa sua inativacdo pela BIRCY.
Esta interacdo BIRCY-caspase-9 tem gerado grantkregse como um potencial

tratamento terapéutico (revisado em SALVESSEN €RBTT, 2002).

O fator de crescimento IGF-1 (de “insuline-like \gtb factor-1") é considerado
outra molécula capaz de bloquear a apoptose atdaéativacdo da proteina quinase
PKB/Akt, que por sua vez inativa as proteinas pdpstose como Bad e caspase-9 e ativa
as proteinas anti-apoptose como Bcl-2 e Bcl-xL @BEWT e FELDMAN, 2002).

JOUSAN e HANSEN (2004) demonstraram que a adicabO@eng/mL de IGF-1 ao meio
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de cultura de embribes no dia 5 ap0s a fertilizadate diminuir a quantidade de células
positivas ao TUNEL quando estes sdo submetidos astirasse térmico de 41°C por 9 h.
Em um segundo exprimento, a adicdo de IGF-1 aumemtquantidade de embrides que
alcancaram o estagio de blastocisto no dia 8 afédilzacdo, quando no dia 5 estes eram

expostos a0 mesmo estresse térmico.

Existem duas possibilidades para interpretacaogemdtados que indicam a fungéo
anti-apoptotica do IGF-1. A primeira seria que d-1Ginterrompe os efeitos do estresse
térmico no desenvolvimento através do bloqueio mizpse, sendo que as implicacbes
dessa interferéncia dependem do ponto na cascapadipa no qual a inibicdo ocorreu.
Uma explicacdo alternativa seria que a funcdo m@tedo IGF-1 ocorra independente de
sua acado na apoptose. Por exemplo, o IGF-1 poeeopry um aumento na regulacéo de
glicose em embrifes de ratos em estagio de preantggdo e este efeito pode tornar os
embrides mais resistentes aos danos celulares domuspelo estresse térmico

(PANTALEON e KAYE, 1996).

Estudos tém mostrado que a cultumavitro e a composicdo do meio de cultura
aumentam e alteram, respectivamente, a incidémacmaite celular em embrides de ratas e
vacas (BRISON e SCHULTZ, 1997; BYRN#Eal., 1999). Existem evidéncias que fatores
de crescimento tanto da m&e como do feto possuem irmportante papel no
desenvolvimento inicial do embrido (KAYE, 1997; WBODNet al., 2000). J4 é sabido que
o cultivo de embrides em pequenos volumes ou erpogriaumenta seu potencial de
desenvolvimento (SCHULTZ e HEYNER, 1993). Meios Isopentados com IGF-I
aumentam a frequéncia de formacdo de blastocistosnémero de células em cada

blastocisto, provavelmente devido a uma reducaaimoero de blastdmeros que sofrem
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morte celular (BRISON e SCHULTZ, 1997; LIGHTEN, B)9Entretanto, embribes de
rata tratados com TNé&-apresentam um significante aumento no numero ldéeos
fragmentados na MIC com uma concomitante reducdcsew nimero de células e
consequentemente reducdo da viabilidade embrigriaritoin vitro comoin vivo (XU et

al., 1992).

SHAH (2004) demonstrou que o tratamento de célblasanas leucémicas de
linhagem-B (BLIN) com o inibidor de caspase-9 z-lEdfink, surpreendentemente
promoveu um aumento na apoptose quando comparadass células controle tratadas
com o veiculo DMSO, sugerindo que os eventos isiage levam a perda da funcdo
mitocondrial sdo minimamente dependentes destaasasgBbendo este resultado dose

dependente.

3. CONCLUSAO

Como todas as outras células somaticas do maméerarides bovinos em estagio
de pré-implantacdo também sdo capazes de sofrgitospo Entretanto, mecanismos
regulatorios estdo presentes prevenindo a apoptoseestagios iniciais de clivagem,
fazendo-se presente nos estagios de desenvolvimei® adiantado. Esta regulacdo na
morte celular ocorre nas espécies domesticas, ues gao se observa fragmentacdo do
DNA antes do estagio de 9-16 células em embridegmbds de normal desenvolvimento,
mas esta pode ser induzida por agentes agressmres @ estresse térmico e 0 TNF-
podendo representar um mecanismo de escape a&sBiEsses quando em uma proporcao
limitada. Multiplos tipos de morte celular deventee®nvolvidos na deteccéo e remocéo de

anormalidades e danos que ocorrem tanto para oi&@mbomo um todo como para
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especificos blastbmeros nos diferentes estagioesknvolvimento, em ordem de otimizar
o desenvolvimento embrionario sob sub-condicodsiemais. O estresse témico e o TNF-
a induzem a apoptose por diferentes mecanismos. dahgD estresse térmico age na
despolarizacdo da mitocondria e ativacdo da cashas@NFe age através dos receptores
para a morte celular e ativagdo da caspase-8.t&mineem algumas células, o TNpode

também causar despolarizagdo da mitocondria.

Andlises quantitativas e qualitativas do matereiéiico e deteccdo de moléculas
pré e anti-apoptose ajudardo a decifrar os mulHliploecanismos de morte celular
programada nos embrides bovinos em estagio denmpi&itacdo, caracterizando os
determinantes genéticos para qualidade embrioeasensibilidade para as condi¢bes de

culturain vitro.
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Abstract

Heat shock and tumor necrosis faatotTNF-o) induce apoptosis through different
mechanisms, with heat shock acting to cause mituiie depolarization and caspase-9
activation while TNFe acts through a receptor-mediated process to &etoaspase-8. In
some cells, however, TN&-can also cause mitochondrial depolarization. | phesent
study, we tested the hypothesis that heat shoekKld and TNFe induce apoptosis in
bovine preimplantation embryos through a caspadepgndent mechanism. Experiments
were performed to test whether the caspase-9 iohibiLEHD-fmk blocks the increase in
TUNEL-positive cells and caspase-9 activity in meviembryos at day 4, 5 and 6 after
fertilization caused by heat shock at 41°C and T©N\&id whether heat shock and TNF-
induce formation of active caspase-9 and causelaggation of mitochondria. Results
showed that heat shock at 41°C and TiNFcreased the proportion of blastomeres that
were TUNEL-positive and increased caspase-9 agtidit concentrations of z-LEHD-fmk
tested (1-100uM) blocked these effects. However, mitochondriapalarization was
induced by heat shock but not TNFResults indicate that induction of apoptosis bthb

heat shock and TNE-nvolve activation of caspase-9 dependent pathways
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INTRODUCTION

Programmed cell death or apoptosis is developnigntedgulated during
preimplantation development. In the bovine embtlere are few morphological signs of
apoptosis during early cleavage stages of develop(Byrneet al., 1999; Matweeet al.,
2000). While the maturing oocyte can undergo apspi@t least in response to heat shock
(Roth and Hansen, 2004), the two-cell embryo isambry to induction of apoptosis
caused by heat shock, arsenic, and TNKPaula-Lopes and Hansen, 2002; Krininger
al., 2002; Sotoet al., 2003). Based on results using heat shock, capé&mitinduced
apoptosis becomes acquired between the 8 and L6&tagk (Paula-Lopes and Hansen,

2002).

The consequences of apoptosis may also depend stage of development.
Induction of apoptosis is a major cause for thaiced oocyte competence for fertilization
and development caused by heat shock (Roth andeHa2€04). In contrast, limited
apoptosis in response to heat shock may be bealefigiDay 4 of development because
addition of the caspase inhibitor, z-DEVD-fmk, esdiated deleterious effects of heat

shock on development to the blastocyst stage (Raygas and Hansen, 2002).

It is not clear whether the signaling pathway foduction of apoptosis in the
preimplantation embryo is similar to that for othemlils. In the typical cell, heat shock
activates the mitochondrial pathway for inductidrapoptosis (Antonsson, 2003; Bettaieb
and Averil-Bates, 2005; Matsumoet al., 2006). This pathway involves mitochondrial
depolarization, release of cytochrome c, Apaf-ivatibn (apoptosis activating factor 1),

and, in the presence of dATP or ATP, formation dame multimeric complex termed
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apoptosome composed of cytochrome c, Apaf-1, tbtwades procaspase-9. As a result,
procaspase-9 is converted to caspase-9, whichrinléads to activation of caspase-3,
cleavage of poly (ADP-ribose) polymerase (PARPijivaton of caspase-activated DNase,
and fragmentation of DNA (Mirkes & Little, 2000, Mes & Little, 2002; Acehaut al.,
2002; Bettaieb & Averil-Bates, 2005). In the oth®and, tumor necrosis factarcan
activate apoptosis through two different pathwefysaffidi et al., 1998). For the extrinsic
pathway, TNFe complexes with its receptor to stimulate formatadrthe death-inducing
signaling complex (DISC) and caspase-8 activatdnich in turn causes direct activation
of downstream caspases such as caspase-@ dlLj 1998). In some cases, however, DISC
formation is greatly reduced but the small amowftactive caspase-8 is sufficient to
induce mitochondrial apoptogenic activity. Casp@steaves the Bcl-2 family protein, Bid,
to generate a C-terminal fragment that translocdtesthe mitochondria to cause
depolarization and cytochronwerelease. That is the intrinsic pathway (Leical., 1998;

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

In the present experiment, we tested the hypothésis heat shock and TNE-
induce apoptosis in bovine preimplantation embryloough a caspase-9 dependent
mechanism. Experiments were performed to test wendtie caspase-9 inhibitor z-LEHD-
fmk blocks the increase in TUNEL-positive cellsiovine embryos at days 4, 5 and 6 after
fertilization caused by heat shock of 41°C and TdN&~Ad whether both heat shock and

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

Materials

The media HEPES-Tyrodes Lactate (HEPES-TL), IVF-8hd Sperm-TL were
purchased from Caisson (Sugar City, ID) and usegrépare HEPES-Tyrodes albumin
lactate pyruvate (TALP), IVF-TALP, and Sperm-TALR previously described (Parrish
al., 1986). Oocyte collection medium (OCM) was Tis€udture Medium-199 (TCM-199)
with Hank’s salts without phenol red (Atlanta Bigloals, Norcross, GA) supplemented
with 2% (v/v) bovine steer serum (Pel-Freez, RogaR) containing 2 U/ml heparin, 100
U/ml penicillin-G, 0.1 mg/ml streptomycin, and 1 milutamine. Oocyte maturation
medium (OMM) was TCM-199 (Gibco, Grand Island, N¥ijh Earle’s salts supplemented
with 10% (v/v) bovine steer serum, [Zg/ml estradiol 173, 20 pg/ml bovine FSH
(Folltropin-V; Vetrepharm Canada, London, ON), gg@/ml sodium pyruvate, 5@g/ml
gentamicin sulfate, and 1 mM glutamine. Percols\iram Amersham Pharmacia Biotech

(Uppsala, Sweden).

Potassium simplex optimized medium (KSOM) that eored 1 mg/ml BSA was
obtained from Caisson. Essentially fatty-acid f(&#AF) BSA was from Sigma (St.
Louis, MO). On the day of use, KSOM was modifient bovine embryos to produce

KSOM-BE?2 as described elsewhere (Seital., 2003).

Murine recombinant TNF: was purchased from United States Biological
(Swampscott, MA, USA). The TNE-was dissolved in 5 mM Tris-HCI, pH 8.0 and then

diluted 1:1000 in culture medium so that the fioahcentration of Tris-HCI was joM. In
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all experiments, control medium also containedNd Tris. The caspase-9 inhibitor, z-
LEHD-fmk, was obtained from R & D Systems (MinnebgdVIN), For the addition of the
caspase-9 inhibitor, a vial containing 1 mg of ZHIEfmk was rehydrated with 68l
dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma) and stored-20°C in 5l aliquots until use when a
single aliquot was diluted in KSOM-BE2 to a concatibn of 100uM. The final
concentration of DMSO in all treatments was 0.5%)(vControl media contained an

equivalent volume of DMSO.

The In Situ Cell Death Detection Kit (rhodamine) svabtained from Roche
Diagnostics Corporation (Indianapolis, IN). Polwipyrrolidone (PVP) was purchased
from Eastman Kodak (Rochester, NY) and RQ1 RNa=e-iDPNase was from Promega
(Madison, WI). Prolong Antifade Kit was obtainetbrih Molecular Probes (Eugene,
Oregon). CaspalLux 9-ND, was purchased from Oncolmmunin (Gaithersburg, MD).
Hoescht 33342 was purchased from Sigma and 3,8xddxadicarbocyanine [DiO&3)]
was purchased from Sigma-Aldrich (USA). The DB} was prepared as 1 mg/mL stock
solution in DMSO that was stored at — 20°C. On dhg of use, the stock solution was
sequentially diluted in KSOM to a final concentoatiof 20 nM. All other reagents were

purchased from Sigma or Fisher Scientific (PittghuPA).

In Vitro Production of Embryos

Embryo production was performed as previously desdr (Jousan and Hansen,
2004). Briefly, cumulus oocyte complexes (COCs)awvebtained by slicing 2- to 10-mm
follicles on the surface of ovaries (a mixture eeband dairy cattle) obtained from Central

Beef Packing Co. (Center Hill, FL). Those COCshwét least one complete layer of
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compact cumulus cells were washed two times in O&d used for subsequent steps.
Groups of 10 COCs were placed in #0microdrops of OMM overlaid with mineral oil
and matured for 20-22 h at 38%in an atmosphere of 5% (v/v) @@ humidified air.
Matured COCs were then washed once in HEPES-TAldRtramsferred in groups of 30 to
4-well plates containing 600l of IVF-TALP and 25ul of PHE (0.5 mM penicillamine,
0.25 mM hypotaurine, and 328V epinephrine in 0.9% [w/v] NaCl) per well and iéred
with ~1 x 16 Percoll-purified spermatozoa from a pool of frozeawed semen from three
bulls. After 20-22 h at 38°€ in an atmosphere of 5% (v/v) @@ humidified air, putative
zygotes were removed from fertilization wells, déed of cumulus cells by vortex in

HEPES-TALP, and placed in groups of 30 inj@Gnicrodrops of KSOM-BE2.

Putative zygotes were cultured in KSOM-BE2, overlavith mineral oil and
cultured at 38.8C in an atmosphere of 5% (v/v) @@ humidified air until selected for
treatment at Day 4, 5 and 6 after insemination.th&se times, embryasl 6 cells (day 4),
morulae (day 5), and compact morulae (solid sphkmsass of blastomeres) or early
blastocysts (day 6) were harvested from culture atiitced as required for the specific

experimental design.

TUNEL Assay

Embryos were washed two times in @Omicrodrops of 10 mM KP@ pH 7.4
containing 0.9% (w/v) NaCl (PBS) and 1 mg/ml PVEB&PVP) by transferring the
embryos from microdrop to microdrop. Zona pell@eidtact embryos were fixed in a 50-

pl microdrop of 4% (w/v) paraformaldehyde in PBS ftf min at room temperature,
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washed twice in PBS-PVP, and stored in f06f PBS-PVP at 4C until the time of assay.

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

On the day of the TUNEL assay, embryos were trarestieo a 5041 microdrop of
PBS-PVP and then permeabilized in 0.1% (v/v) Tritéfl00 containing 0.1% (w/v)
sodium citrate for 10 min at room temperature. @ds for the TUNEL assay were
incubated in 50ul of RQ1 RNase-free DNase (50 U/ml) at°@7in the dark for 1 h.
Positive controls and treated embryos were washd®BiS-PVP and incubated with pb
of TUNEL reaction mixture (containing TMR red-cogated dUTP and the enzyme
terminal deoxynucleotidyl transferase as prepangaru following the guidelines of the
manufacturer) for 1 h at 3C in the dark. Negative controls were incubatethenabsence
of terminal deoxynucleotidyl transferase. Embryese then washed three times in PBS-
PVP and incubated in a 2B-microdrop of the Hoescht 33342 ji&y/ml) for 15 min in the
dark. Embryos were washed three times in PBS-RPMRmove excess of Hoescht 33342,
mounted on 10% (w/v) poly-L-lysine coated slidemgs3- to 4ul microdrops of Antifade,
and coverslips were placed on the slides. LabedihUNEL and Hoescht nuclei was
observed using a Zeiss Axioplan 2 epifluorescenderascope (Zeiss, Gottingen,
Germany). Each embryo was analyzed for total methber (blue nuclei) and TUNEL-
positive blastomeres (red nuclei) with DAPI and damine filters, respectively, using a
20x objective. Digital images were acquired uskxgpVision software (Zeiss) and a high-

resolution black and white Zeiss AxioCam MRm digdamera.

Caspase-9 activity
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CaspalLux 9-MD; is a caspase-9 substrate that contains a dimercaleléabeled
with a green fluorophore. When caspase-9 cleaveglitner, the substrate fluoresces. To
measure caspase activity, embryos were removeddubitre medium and washed 3 times
in 50 ul microdrops of prewarmed Hepes-TALP. Embryos weoeibated in groups in 25
ul microdrops of 5uM CaspalLux 9-MD, at room temperature for 1 h in the dark.
Following incubation, embryos were washed 4 time$0 ul microdrops of prewarmed
Hepes-TALP, placed in 2 well slides with 80 of Hepes-TALP. Caspase activity was
measured using a Zeiss Axioplan 2 fluorescenceaswope with a 10X objective and
FITC filter. Digital images were acquired using A¥ision software (Zeiss) and a high-
resolution black and white Zeiss AxioCam MRm digtamera. Embryos were classified
based on the fluorescence intensity as low caspetsgty (none or one fluorescent cell),
medium caspase activity (less than half of thesciliorescents) or high caspase activity

(more than half of the cells fluorescent).

DIOCe(3)

DIOGC4(3) is a mitochondrial probe that emits fluoreseenehen taken up by
polarized mitochondria. For the assay, embryoseweashed 3 times in 50 microdrops
of prewarmed Hepes-TALP and incubated in ai&icrodrop of 20 nM DiO@3) for 20
min at 38.5°C in the dark. Following incubation, lyos were washed 3 times in hD
microdrops of prewarmed Hepes-TALP and placed wmell slides with 80ul of Hepes-
TALP. Mitochondria membrane depolarization was mead using a Zeiss Axioplan 2
fluorescence microscope with a 10X objective andCFlfilter. Digital images were
acquired using AxioVision software (Zeiss) and ghhiesolution black and white Zeiss

AxioCam MRm digital camera. Fluorescence intensigg measured by drawing a circular
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line around each embryo and determining averagel jptensity with Zeiss AxioVision

software.

Experiments

Role of caspase-9 and stage of development in induction of apoptosis by heat shock and
tumor necrosis factor-a in bovine preimplantation embryos. The experiment was designed
with a 3 x 2 x 3 factorial arrangement of treatrsetat determine whether the caspase-9
inhibitor, z-LEHD-fmk, blocks the apoptotic effea$ heat shock and TNé&-Main effects
were day of collection (days 4, 5 or 6), z-LEHD-figkor -) and treatment (38.5°C, 38.5°C
+ TNF-u, or 41°C). Embryos were collected on Day 4, 5 éndfter insemination and
randomly transferred in groups of 7-14 to a fre¢h 2 microdrop of KSOM-BE2
containing 100uM z-LEHD-fmk or an equivalent amount of DMSO [0.5%u/V)].
Moreover, microdrops contained either 10 ng/mL TaNBr vehicle, 5uM Tris-HCI, pH
8.0. Embryos were then cultured at either 38.59C#bh or, for heat-shocked embryos, at
41°C for 15 h followed by 38.5° C for 9 h. At 24after initiation of treatment, embryos
were fixed and stored in PBS-PVP aC4until analysis by TUNEL assay. The experiment

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

Effects of different concentrations of the caspase-9 inhibitor z-LEHD-fmk on apoptotic
responses of embryos to TNF-a. The experiment was designed as a 2 x 4 factoridd wi
main effects of TNFe (O or 10 ng/mL) and z-LEHD-fmk (O, 1, 10, or 10M). Bovine
embryos>16 cells were collected at Day 6 after inseminatiad were cultured in groups
of 6-8 in 25 pul microdrops of KSOM-BE2 for 24 h in the presenck different

concentrations of the inhibitor z-LEHD-fmk (recansted in 0.5% (v/v) DMSO) + 10
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ng/mL TNF«; the final concentration of Tris-HCI, pH 8.0 wasuBl in all microdrops.
After 24 h at 38.8C, embryos were washed, fixed, and stored in PBB-BY4C until

analysis by TUNEL. The experiment was replicatenings (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 determinethdr heat shock increases caspase-9
activity and whether z-LEHD-fmk blocks this increaEmbryos at the morula or early
blastocyst stage were collected at Day 6 aftemmnsation and transferred in groups of 4-7
to a new 25ul microdrop of KSOM-BE2 containing 100M z-LEHD-fmk or DMSO
vehicle. Embryos were then cultured at either 38.fsft 24 h or 41°C for 15 h followed by
38.5°C for 9 h. At the end of heat shock, embryesawvashed 3 times in 50 microdrops

of prewarmed Hepes-TALP and then incubated in auP%nicrodrop of Hepes-Talp
containing 5uM CaspalLux 9-MD, at room temperature for 1 h in the dark. Embryosewe
classified as having low caspase activity (0-1 bsoent cell), medium caspase activity
(less than half of the cells fluorescent) or higlsgase activity (more than half of the cells

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

Time-course of caspase-9 activation by TNF-a. The experiment was designed with a 2 x 2
x 5 factorial arrangement of treatments to deteemviinether TNFe increases caspase-9
activity at various times after exposure to ThlF- Embryos at the morula or early
blastocyst stage were collected at Day 6 aftemmsation and transferred in groups of 3-7
to a new microdrop of 2l KSOM-BE2 containing 10 ng/mL TNE-or an equivalent
amount of Tris-HCI vehicle. Embryos cultured at33& for 3, 6, 9, 12 or 15 h before

harvesting and washing 3 times in@0microdrops of prewarmed Hepes-TALP. Embryos
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were then subjected to caspase-9 assay as desedlden. The experiment was replicated

8 times using 37-39 embryos per treatment.

Effects of heat shock and TNF-a on mitochondrial membrane integrity. Embryos at
approximately 3.5 days after insemination andcels were harvested and transffered in
groups of 10-30 to a new 2&é microdrop of KSOM-BE2 containing + 10 ng/mL TNFer
Tris-HCI vehicle. Embryos were used at an earliages of development for this experiment
as compared to others to simplify visualizatiommaochondria (because of the reduced cell
number). Embryos were incubated at 38.5°C for 24TiINF-o. embryos or were incubated
at 41°C for 15 h followed by 9 h at 38.5°C (heabcll). After treatment, embryos were
washed 3 times in 50 microdrops of prewarmed Hepes-TALP and then iateth in 25

ul microdrops of 20 nM oDiOCs at 38.5°C for 20 min in the dark. Mitochondrial
depolarization was measured by quantifying theréiaocence units/area of each embryo.

The experiment was replicated five times (71-78 iyodtreatment).

Statistical Analysis

Data on percentage of cells that were TUNEL-positand fluorescent intensity
were analyzed by least-squares analysis of variarsoeg the General Linear Models
procedure of SAS (SAS for Windows, Version 9.0, \Ca\C). Percentage data were
transformed by arcsin transformation before analysthe mathematical model included
main effects and all interactions. Replicate wass@ered as a random effect and other
main effects were considered fixed. Tests of sigaifce were made using error terms
determined by calculation of expected mean squ&iésalues reported are least-squares

meanst SEM. Probability values for percentage data aseld on analysis of arcsin-
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transformed data while least-squares means are #&patysis of untransformed data.
Categorical data regarding the percent of embriassified as having low, medium or high
caspase-9 activity were analyzed by the CATMOD gdoce of SAS using main effects

and all interactions.

RESULTS

Role of caspase-9 in induction of apoptosis by heat shock and tumor necrosisfactor-a in

bovine preimplantation embryos at Days 4, 5, and 6 after insemination

Representative images of TUNEL labeling are shawRigure 1 and least-squares
means_+SEM for percentage of blastomeres labeled as TUINdB&tive are shown in
Figure 2. Heat shock at 41°C for 15 h and inculpatiith TNF- for 24 h increased the
percentage of TUNEL-positive cells in control enisyat all days examined (Days 4, 5
and 6) compared with embryos cultured at 38.5°C2#rhours. However, induction of
apoptosis by both stimuli was blocked by the presesf the caspase-9 inhibitor z-LEHD-
fmk (treatment P<0.001; inhibitor, P<0.01; treattmennhibitor; P<0.05). There was no

effect of day after insemination or interactionshaday (Figure 2).

Effects of different concentrations of z-LEHD-fmk on apoptotic responses to TNF-«

As shown in Figure 3, addition of 10 ng/mL TNHRe culture medium increased the
percentage of TUNEL-positive cells at Day 6 embrybisis increase was blocked by z-

LEHD-fmk at all concentrations tested (1, 10 an@ i®1) (TNF-a x inhibitor; P<0.05).

Induction of caspase-9 activity by heat shock
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Representative images of caspase-9 activity in gosbas affected by heat shock
and z-LEHD-fmk are shown in Figure 4 while the pdmn of embryos classified as
having low, medium or high caspase activity arenshn Figure 5. Exposure of embryos
to 41°C increased the proportion of embryos classifs having medium and high caspase-
9 activity and this increase was blocked by z-LEfiik (treatment P<0.05; inhibitor

P<0.001).

Time-course of caspase-9 activation by TNF-a

Representative images of caspase-9 activity in posbas affected by TNé&-are
shown in Figure 6 while the proportion of embrydassified as having low, medium or
high caspase activity are shown in Figure 7. Thepgrtion of embryos classified as
having medium or high caspase activity was incrédsethe addition of 10 ng/mL TNé-

at all time points except at 3 h after additioedtment, P< 0.05; time, P< 0.01).

Effects of heat shock and TNF-a on mitochondrial membrane integrity

Heat shock at 41°C for 15 hours caused a signifidass in mitochondria
membrane potential comparing to embryos culturegBi°C (P< 0.01). However, TNk-

did not show a significant decrease on mitochohdrembrane polarization.

Discussion

Apoptosis has been shown to have an important ioléhe survival of the
preimplantation embryo. While excessive activatidrthe apoptotic process is likely to
lead to embryonic demise, limited apoptosis in o@se to stress can facilitate embryonic

survival (Paula-Lopes and Hansen, 2002). In theeatireport, experimental evidence is
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presented to demonstrate that activation of caspdsea prerequisite for activation of
apoptosis in preimplantation bovine embryos in oase to heat shock and TNESuch a
result indicates, that for several other cells |gte-B lymphoma cells (McDonneét al.,
2003); human hepatocytes (Ozortrl., 2000); human colon cancer cells (Ozoren and El-
Deiry; 2002), the preimplantation bovine embryoiades pathways distinct from the

prototypical extrinsic pathway of TN&-induction of apoptosis.

That both heat shock and TNF+equire caspase-9 activation for induction of
apoptosis is indicated by findings that 1) casgaseas activated by both stimuli, and 2)
inhibition of caspase-9 activity with z-LEHD-fmk dalked induction of apoptosis in
response to both heat shock and TdF-Activation of caspase-9 activity first occurred
between 3 and 6 h of TNétreatment, a time frame similar to the 6-12 haeriired for
cytochrome c release in pro-B lymphoma cells follay treatment with TNF-

a/cycloheximide (MacDonnelt al., 2003).

It is well documented that z-LEHD-fmk is a specifithibitor for caspase-9 and
does not inhibit other caspases, such as casptss-&ould be involved in the extrinsic
pathway for apoptosis (Ozorehal., 2000; Kondotet al., 2002). Moreover, z-LEHD-fmk
was inhibitory to TNFe induced apoptosis even when concentrations of HEEMk were

as low as 1M to minimize non-specific inhibition.

The finding that heat shock activates the mitochi@hghathway for apoptosis was
expected because this is the case for many celistgs L929 cells (Kat al., 2000),
postimplantation mouse embryos (Mirkes & Little02), and brain cells (Matsumaatial .,

2006). Also, heat shock causes mitochondrial smgliin two-cell stage embryos cultured
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at 41 and 43°C (Riverat al., 2003; 2004). In contrast, TN&-nduction of apoptosis
typically occurs through a death receptor-medigbedcess to activate caspase-8 and
cleavage of capase-3 (extrinsic pathway). In sosaiks,chowever, TNFx can also cause
mitochondrial depolarization and cytochromeelease (intrinsic pathway). Cells have been
classified as type | or type Il depending on tlmesponse to ligands such as Fas or TNF-
(Scaffidi et al., 1998). In type | cells, death receptor ligati@uses a strong formation of
DISC (death-inducing signaling complex) and subseguactivation of large amounts of
caspase-8 followed by immediate cleavage of prasesf3 and activation caspase-3 and its
effector mechanisms leading to cell death (Scaéfidi., 1998; Muzioet al., 1998; Luoet

al., 1998). In type Il cells, DISC formation is reddcand there is a corresponding decrease
in activation of caspase-8. The small amounts «fpase-8 activated are sufficient,
however, to induce Bid cleavage, Bax and Bak dimag¢ion, and cytochromerelease (Li

etal., 1998; Luoet al., 1998; Weiet al., 1998).

TNF-o. can induce apoptosis through different mechanisisiag the intrinsic
pathway. The mitochondrial membrane depolarizatielgase of cytochrome c, formation
of apoptosome and caspase-9 activation was shaw@thumerous cells such as L929
cells (Koet al., 2000), human hepatocytes, human colon carcin@azargénet al., 2000),
and cells with the adenovirus type 5 E1A (Skhaal., 2005). Bid is consider the potential
determinant factor for the cells to choose thishpaly. The rate of Bid appears to
characterize the capacity of the cells to triggetoamondrial cytochrome c release as
showed by Ozoren and El-Deiry (2002) when studiachdn colon cancer cells. However,
pro-B lymphoma cells with high levels of Bcl-xL,@tochrome c inhibitor, and Apaf-1

knockout murine cells showed that caspase-9 is egsmx prior to mytochondrial
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cytochromec release (McDonnelt al., 2003), suggesting that caspase-9 has an important
role in cell death mechanism, being consideredis dase, not as an initial caspase, but as

an effector caspase.

In addition, TNFe can induce an elevated and prolonged activatiqp38f MAPK
which, in turn, mediates a translocation of Baxhe mitochondria, causing mitochondrial
depolarization, release of cytochrome ¢ and Aptd-the cytosol, caspase-3 activation and

cell death (Pastorinet al., 2003).

Ours results suggest that TNFinduces apoptosis in bovine preimplantation
embryos through a caspase-9 dependent mechanisis.nibt clear yet if it involves
mitochondria membrane depolarization and cytochrameelease or direct caspase-9
activation. Caspase-8 can also be involved sinemall amount of caspase-8 is necessary

for Bid cleavage, cytochrome c release and caspast¢ivation in some cells.

Apoptosis in bovine preimplantation embryos isdavelopmentally-regulated
phenomenon. While the occyte is capable of apapingesponse to heat shock, at least
during maturation (Roth & Hansen, 2004), the caydor apoptosis is lost at the two-cell
stage and does not become reacquired until somdtatveeen the eight and sixteen cell
stage (Byrneet al., 1999; Matwee, 2000; Paula-Lopes and Hansen, 2G{rret et al.,
2005). Here we showed, that among embryos caélalpoptosis, there is little change in
the degree of apoptosis as embryos undergo fudbeelopment through Day 6 after
insemination. This is so because the percentltsf tteat were TUNEL positive in response
to either heat shock of TNé&-was similar for embryos at Days 4, 5 and 6 after

insemination.
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Knowing the mechanism of heat shock and TdNFduction of apoptosis would
allow the design of better strategies for embiiyogtro embryo production and consequent
greatly increase in pregnancy rates. It seemshibt shock and TNE-are acting through
a caspase-9 dependent mechanism on embryo cefl. déas is an important finding for
the knowledge of embryo development, allowing usitderstand the chosen pathway in
response to heat shock and ThiRhat are currently significant problems in bovine

reproduction.
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FIGURES

FIG. 1. Representative photomicrographs illustgathe frequency of apoptotic nuclei in
embryos as affected by heat shock and treatmehttwitor necrosis factar{TNF-o). All
embryos were collected at day 6 after inseminafi@tection of apoptosis was by TUNEL
analysis using TMR red-conjugated dUTP to ideraippptotic nuclei (red) and Hoescht
33342 to identify all nuclei (blue). Note that espee of embryos to 41°C for 15 h (B) and
to TNF-a (C) increased the frequency of TUNEL-positive £elbmpared to embryos
cultured at 38.5°C (A). In the presence of z-LEHDKf however, there was no difference

in TUNEL labeling between embryos cultured at 36.5D), 41°C (E) or with TNFe (F).
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FIG. 2. Induction of apoptosis by heat shock amdaunecrosis factos-(TNF-u) in bovine
embryos at day 4, 5 and 6 after insemination. Ret¢deast-squares meanSEM. The
experiment was replicated 4-5 times/day using 142 €émbryos/day. In embryos without
caspase inhibitor (solid bars), heat shock of 4b¥Q5 h and TNFe for 24 h increased the
proportion of cells that were TUNEL-positive com@amwith embryos cultured at 38.5°C
for 24 h. In embryos incubated with the caspasghtbitor z-LEHD-fmk (open bars),
however, there was no increase in the proporticreti$ that were TUNEL positive
(treatment, P<0.001; inhibitor, P< 0.01; treatmemthibitor; P<0.05). There was no effect
of day or interactions with day.
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FIG. 3. Effects of different concentrations of tespase-9 inhibitor z-LEHD-fmk on
apoptotic responses of embryos to tumor necrostsrfa (TNF-o). Shown are the
percentage of cells that were TUNEL-positive ininevembryos treated at Day 6 after
insemination treated ¥FNF-o in the presence of varying concentrations of z-DEfirhk

The experiment was replicated 4 times, using 2@+8Bryos/treatment. The proportion of
cells labeling positive for TUNEL was affected ImetTNFe X inhibitor interaction

(P<0.05).
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38.5°C 41 °C

Z-LEHD-fmk

FIG. 4. Representative photomicrographs illustgatitduction of caspase-9 activity by heat
shock in embryos at Day 6 after insemination. Cesgaactivity was determined using the
fluorogenic substrate CaspalLux 9. Note that exposure of embryos to 41°C for 15 h
(B) increased fluorescent intensity compared torgogcultured at 38.5°C (A). When
embryos were cultured in z-LEHD-fmk, however, thewes no increase in intensity after

exposure to 41°C for 15 h (D) as compared to cail&r38.5°C (C).
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FIG. 5. Induction of caspase-9 activity by heatckh@®ata are expressed as the percentage
of embryos displaying low, medium or high fluorescmstensity. Embryos were cultured

at 38.5°C or 41°C for 15 h in the presence or atsseh100uM z-LEHD-fmk. The
experiment was replicated 5 times using 23-26 eo¥per group. The distribution of
embryos into fluorescence classes was affectedehymient (P<0.05) and inhibitor

(P<0.001).
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Control TNF- a

FIG. 6. Representative photomicrographs illusttatactivation of caspase-9 activity in
response to tumor necrosis facto(TNF-o). Shown are Day 6 embryos cultured with or
without 10 ng/ml TNFa for 12 h. Caspase-9 activity was determined usiedgluorogenic

substrate CaspalLux 94M5.
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Fig. 7. Time course for activation of caspase-@nmbryos at Day 6 after insemination in
response to tumor necrosis facto(TNF-o). Embryos were cultured with 10 ng/ml TNF-
(open circles) or vehicle (closed circles) for vas times. Caspase-9 activity was then
determined using the fluorogenic substrate CaspaftM;D,. Data represent the
proportion of embryos classified as having low, med or high caspase activity. The
experiment was replicated 9 times using 37-39 eosper group. The distribution of

embryos into caspase activity classes was affdoyetteatment (P< 0.05) and time (P<

0.01).
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41 C TNF- a

Fig. 8. Representative photomicrographs illusteateffects of heat shock and tumor
necrosis factor: (TNF-a) on mitochondria membrane integrity using the féscent probe

DiOGCs (3). Intensity of fluorescence is related to mitoedrial membrane potential.
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Fig.9 Effects of heat shock and TNFen mitochondrial membrane integrity on embryos at
day 3 Y after insemination. Data show that heaftclshcaused a significant loss in
mitochodria membrane potential (P< 0.01). HowevédF-o did not have a significant

effect on mitochondria depolarization.
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Resumo

O estresse térmico representa um problema na rggiodda maioria dos animais, em
especial nas vacas em lactacdo. No Brasil, ondengseraturas meédias permanecem altas
durante todo o0 ano na maioria do territorio, essméroblema que afeta massivamente os
animais. Praticamente todos os sitemas do anirhadstioesse térmico sdo afetados, porém,
este estresse esta intimamente ligado a produckitelepodendo-se observar um aumento
na frequéncia respiratéria, diminuicdo na ingedg&ionatéria seca, diminuicao na eficiéncia
reprodutiva por consequéncia de alteracao na foljémese, comprometimento da funcao
do od0cito e interrompicdo no desenvolvimento enmmdnim. Tendo ainda como
consequéncia diminui¢cao na deteccéo do estro, diedug taxa de concepcéo e aumento da

perda embrionaria, mesmo em locais onde a temparseumantém uniforme.

Palavras-chave:Estresse térmico, reproducgéo, bovino
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Abstract

Heat stress is a major problem for reproductiom@st of the animals, specially in lactating
dairy cows. Brazil, a country where the avaragepenatures are high during the whole
year and in most of the territory, heat stress gablem that affects the entire the herd.
Almost all the systems in the heat stressed anaramldamaged; however, this stress is
closely related to a high milk production. Freqiymte can observe increase in respiratory
frequency, decrease in dry matter ingestion, armedse in reproductive functions as a
consequence of foliculogenesis alterations, oodygéunction, and early embryo losses.

Furthermore, decrease in heat detection, and reduct conception rates can be notice.

Key-words: Heat stress, reproduction, bovino.

Introducéo

O crescimento da populagdo em paises em deseneolidmtém como
consequéncia o aumento pela demanda de produtogndicios. Com a intencdo de
aumentar a producao leiteira, governo e produfoassaram a utlizar melhores programas
genéticos. Por essa razdo, vacas de alto valottigers®io transportadas de diferentes
condi¢des climéticass e introduzidas em um ambiadterso, como as regides Norte e
Nordeste do Brasil, onde em alguns estados as tatopes ultrapassaram 40 °C durante o

més de fevereiro de 2006 (INMET, 2006)

Os processos de maturacdo do odcito, fertilizagdesenvolvimento do embrido
podem ser interrompidos por alteragbes no microamtdi do trato reprodutivo. Este

fenbmeno vem sendo caracterizado especialmentatduoaestresse térmico. Devido ao
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intenso metabolismo associado com a lactacéo asdigtas em calorias as vacas leiteiras
sdo particularmente sensiveis a temperaturas elswqpte podem (BERMAIst al., 1985)

alterar a foliculogénese (WOLFENSO&# al., 2000), comprometer a funcdo do odcito
(ZERON et al., 2001; AL-KATANANI et al., 2002) e interromper o desenvolvimento
embrionario (PUTNEYet al., 1988; EALY et al., 2000). Tendo ainda como consequéncia
diminuicdo na deteccdo do estro, reducdo na taxaodeepcdo e aumento da perda

embrionaria, mesmo em locais onde a temperaturaas&ém uniforme.

O Brasil € um pais predominantemente de clima idabpcom altas temperaturas
médias durante todo o ano, na maior parte dodgajtfazendo com que os animais sofram
com o estresse térmico. Apesar de ser um problemearglizado e bastante conhecido na

criacdo do gado leiteiro o interesse por este &ssdnse deu a partir da ultima década.

Influéncias do estresse térmico na reproducao

A reducéo da fertilidade tem sido documentada engrande numero de espécies
de mamiferos, dos quais as fémeas sdo expostasia@®gnte a elevadas temperaturas
ambientais e umidade. Em vacas leiteiras, as @&a®ncepc¢do na inseminacao artificial
podem variar de 55% durante os meses de baixa tatape e umidade para menor que
10% durante os meses de alta temperatura e umidaue. sido sugerido que altas
temperaturas podem exercer efeitos depressivosemididade por acdo no ambiente
uterino, no sistema enddcrino ou no embrido. Edsabjue altas temperaturas causam
reducdo na duracdo e intensidade do estro, alémmidiar a incidéncia de anestro e

ovulacéo silenciosa. (BADINGA et dl993).
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BALAZS (2004) em um estudo realizado em Petroliegjdo semiarida do estado
de Pernambuco demosntrou que vacas da raca HadaRdesian apés o parto
apresentaram problemas reprodutivos ap0s o pait,como disordem no ciclo estral,
infertilidade e baixos resultados na producdo déréms. No ano seguinte do mesmo
estudo, o autor observou que 0s mesmos animaislgsaperovulados ndo demonstraram
nenhuma diferenca em relacdo ao grupo controledguanalisados em termos de niamero
de embrides e qualidade dos embrides produziddsetBnto, durante um atipico periodo,
em que as temperaturas alcancaram 6 °C a maiseda quédia observada no verdo dos
prévios 30 anos, a sobrevivéncia embrionaria apteseum decréscimo de 59.2 + 37.4%
versus 38.2 = 38.5%, demonstrando que elevadasetatupas diminuem a sobrevivéncia
embrionaria. A partir deste estudo pode-se congué vacas doadoras apresentam uma
mudanca na producdo de embrido durante o periodolideatizacdo a regido semi-arida e

gue os animais necessitam de aproximadamente 4 paaa uma completa adaptagao.

Efeitos do estresse térmico no eixo hipotalamicofofisario-gonadal

Visto que a atividade do ovéario € regulada pelomdmio liberador de
gonadotropinas (GnRH), liberado pelo hipotalamopetas gonadotropinas, horménio
foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizaitél), liberadas pela glandula pituitaria
anterior, muitos autores tém estudado os efeitogsli@sse térmico na secrecdo destes

hormonios.

Altas temperaturas ambientais podem diminuir a eotmacdo de LH no plasma,
gue € necessario para o completo desenvolvimentltbiulo dominante. Os foliculos

dominantes desenvolvidos em um ambiente com bawebd de LH possivelmente teréo seu
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desenvolvimento final e sua diferenciacdo afetatkrativamente (GUZELOGLLét al.
(2001). Existem discrepancias na literatura a resma secrecdo hormonal durante um
estresse térmico agudo. Concentracfes de estrmadigllasma podem ser diminuidas,
aumentadas ou ndo serem afetadas pelo estresgstdParadoxos similares ocorrem para
a concentracdo de progesterona e do hormoénio izdete (LH). O crescimento e o
desenvolvimento dos foliculos ovarianos, que podemprecisamente monitorados pela

ultrassonografia, podem ser ou ndo ser afetadoscpédr (BADINGAEet al., 1993).

Realmente, o estresse térmico parece ter um efeitetardar as funcbes ovarianas,
caracterizado por alteracbes na genesi e na diadwiicular, alterando as concentracoes
de FSH (BADINGA et al, 1993). Havendo um efeitotiadi do estresse térmico e da maior

producéo de leite na diminuicdo das taxas de cgacep

GUZELOGLU et al. (2001) demonstraram que os foliculos ovarianos sa
suscetiveis ao estresse térmico. O foliculo préabdwio € um importante componente do
sistema reprodutivo e a deterioracdo desta func@ante o estresse térmico pode afetar
outros eventos reprodutivos, tal como a secrecdogaleadotropina e subsequente

desenvolvimento do corpo lateo e do embrido.

O foliculo dominante da primeira onda foliculaménor em diametro em vacas
lactantes sob estresse térmico e costuma ter niigido folicular que os de vacas que
ndo sofreram estresse térmico no dia 8 do ciclalg8ADINGA et al, 1993). O estresse
térmico também diminui o nimero de células viaveiggranulosa (GUZELOGL al.,

2001).
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O estresse térmico inibe o desenvolvimento folicaavés da diminuicdo no
namero de receptores para o FSH nas células dalgsan resultando na diminuicdo da
atividade do estrogénio nos foliculos (SHIMIZ& al., 2005). O estresse térmico €
responsavel ainda pela supresséo na atividadeodzatase nestas células, resultando em
uma baixa capacidade de producdo de estradiol fudloslos (WOLFESONet al., 1997;

SIMIZU et al., 2005).

Essa reducdo na aromatase tem como consequénciasimento nos niveis de
prolactina e glucocorticéides (BADINGAt al., 1993; SHIMIZU et al., 2005). Através
deste estudo o autor sugere como potencial tep suprimir os efeitos do estresse
térmico intervencdes na expressdo dos receptomss @& SH, como um substituto as

terapias que utilizam estrogénio (SHIMI&Ual., 2005).

Os foliculos que estéo se desenvolvendo nos ovda®sacas com estresse térmico
mesmo quando danificados continuam crescendo. Agsnente, esses foliculos
danificados ovulam odcitos subférteis durante waneses apos a diminuicdo do estresse
térmico (ROTHet al., 2001). Foliculos subordinados apresentaram ummendicdo de
tamanho em vacas submetidas ao estresse térmiemtelua primeira onda folicular

(BADINGA et al., 1993; WILSONet al., 1998; ROTHet al., 2000).

Além de afetar os foliculos ovarianos, o estredésaito também é capaz de afetar o
corpo luteo. Observou-se que vacas submetidasresssttérmico apresentaram fases
luteinicas mais longas. O estradiol do foliculardéio a lutedlise em bovinos, e a redugéo
deste causada pelo estresse térmico influencigpestesso. Apds a interrupgcao do estresse

térmico as vacas apresentam lutedlise e os foHcudiniciam seu desenvolvimento
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normalmente (VASCONCELOS, 2003), porém a recuperags odcitos se da bem mais

tarde (ROTHet al., 2002).

A influéncia ou ndo do estresse térmico no corgeolldurante a fase luteinica
intermediaria € menos clara. Foi demonstrado gestresse térmico aumenta, diminui ou
nao afeta as concentracdes de progesterona noesafigucélulas do corpo liteo séo
diferentes daquelas do foliculo. Por conseguirte estresse térmico diminui os niveis de
progesterona no sangue, entdo essa reducdo sesadagpelos efeitos do estresse térmico
no foliculo, que por fim afeta o corpo luteo. Detroumodo, alteracdes na taxa do
metabolismo associadas ao estresse térmico podsar af metabolismo da progesterona

(VASCONCELOS, 2003).

BALAZS (2004) ndo observou mudancas significatiuas niveis de progesterona
P4 em vacas superovuladas da raca HolandesasaRrigsadas na regido semi-arida de
Pernambuco, comparando-se 0 momento em que o @rdradrecuperado, 0 primeiro e

segundo ciclos.

Efeitos do estresse térmico na manifestacédo do estr

TROUT et al. (1998) em um estudo realizado na Florida, quanslcamimais
apresentaram temperaturas retais entre 40 a 408atbservaram diferencas na duracao
do ciclo estral ou intervalo entre estros nos gsupantrole ou sob estresse térmico. Um
aumento nos niveis de progesterona foi observde estdias 11 a 14 e 16 a 17 nas vacas
sob estresse térmico. Contudo, uma diminuicéo si@sieres foi observda entre os dias 19

az2l.
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Corpos lateos de vacas sob estresse térmico fanahsados por ultrassonografia e
comparados com os das vacas do grupo controle AN et al. (1998). O tamanho das
estruturas foram similares até o dia 16, quanderebs-se lutedlise nos animais do grupo
controle, mas ndo nos animais sob estresse térAigoantidade de progesterona também
foi semelhante para os dois grupos até o dia 16ndp as vacas do grupo controle

apresentaram uma significante reducéo, coincidaotio o dia da lutedlise.

Estresse térmico e sobrevivéncia embrionéria

A mortalidade embrionaria nas espécies aumentadquacorre exposicao da mée a
elevadas temperaturas ambiente, especialmente ems dropicais (JAINUDEEN E
HAFEZ, 2000). Vacas submetidas ao estresse térafiés a inseminacao apresentam uma
menor taxa de prenhez (PUTNEYal., 1988; EALY et al., 2000). Os efeitos do estresse
térmico sobre os embrides ndo sdo aparentes asétéagios tardios de desenvolvimento.
Odcitos fertilizados de ovelhas e vacas, quandocedios em altas temperaturas, tanto
vitro comoin vivo sdo prejudicados porém, continuam a se desenyslyaerente morrendo
durante os estagios criticos da implantacdo (JAIEEHR E HAFEZ, 2000). O estresse
térmico é mais prejudicial a sobrevivéncia embar@ quando ocorre logo apds o estro.
Em particular, o estresse térmico reduz a vialdiddo embrido no dia 8 apds o estro se
vacas superovuladas sdo expostas a ao estresgmtéomia 1, poréem ndonodia3,5e 7
(EALY et al., 1993) . Uma das razfes para esse fenbmeno ésgemlwrides se tornam
mais resistentes a aumentos de temperatura ao gassee desenvolvem. Temperaturas
gue bloqueiam o desenvolvimento dos embrides beunaoestagio de 2 células tém efeito

intermediario em embribes com 4-8 células e poucaemhum efeito no desenvolvimento
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de morulas (ROMAN-PONCE al., 1978; ROSENBERGt al., 1982; EALY et al., 1995;

EDWARDS e HANSEN, 1997).

O estresse térmico entre oito e dezessete diasestacgo pode alterar o meio
uterino assim como o crescimento e a atividadeeg®ta do embrido. Aparentemente o
estresse térmico antagoniza os efeitos inibitadimembrido sobre a secrecdo uterina de

PGFy (JAINUDEEN E HAFEZ, 2000).

Comparados a maioria das células, os embrides adicutarmente sensiveis a
mudancas de temperatura e um leve estresse tédmidd° C por 4.5 h é suficiente para
reduzir a proporcdo de embrides que se desenvawvemeio de cultura (KRININGERt
al., 2002; HERNANDEZ-CERON, 2004). Existem muitos ostrefeitos do estresse
térmico que ndo afetam diretamente o embrido, tantieecomprometem sua sobrevivéncia.
Por exemplo, o estresse térmico reduz o fluxo daeguno Utero (ROMAN-PONCE,
1978) e, como resultado, o envio de nutrientes mndoios a este orgdo também &

comprometido (ROSENBERE@ al., 1982; HOWELLet al., 1994).

As consequéncias celulares do estrese térmico idondescritas para embrides
bovinos no estagio de 2 células. Neste estagimsigies a 41° C causam rompimento dos
microfilamentos e microtubulos, resultando em tedisicdo das organelas para o interior
da célula (RIVERAet al., 2003; RIVERAEet al., 2004-a). Além disso, ocorre ainda um
aumento na propor¢do de mitocdndrias, as quaisiPusa caracteristica de aumentar seu
volume, indicando despolarizacdo (RIVER&A al., 2003; RIVERA et al., 2004-a) e,
consistente com a idéia de fosfoliragdo oxidathéa,ainda uma reducdo no consumo de

oxigénio (RIVERA et al., 2004-b). Enquanto radicais livres tém sido respbilizados
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pelos efeitos do estresse térmico em embridestde fARECHIGA et al, 1995; OZAWA
et al., 2004), o mesmo parece ndo ocorrer em embridaad®porque, nestes, o estresse
térmico ndo causa reducdo no antioxidante glutatmstélica (RIVERAet al., 2004-b) e
seus efeitos ndo podem ser minimizados atravédigdoade antioxidantes ao meio de
cultura (EALY et al., 1995) ou ainda reduzindo a quantidade de oxigéoittida na

incubadora ((RIVERAet al., 2004-b).

Os efeitos do estresse térmico podem também afetqunalidade dos odcitos
levando a variagdes sazonais no sucesso dos ssstienpaoducéao de embrides in vitro. Um
gueda nas taxas de desenvolvimento embrionariontdua verdo foram reportadas em
Louisiana (ROCHAet al., 1998) e Wisconsin (RUTLEDGEt al., 1999). RONet al.
(1984) e ROTHt al. (2002) demonstraram que as taxas de concepca@eas leiteiras
permaneciam baixas, mesmo quando os animais ndeasstmais sendo expostos ao

estresse térmico.

Interac&@o entre estresse térmico e lactacao

Os efeitos deletérios do estresse térmico no @@&iembrido estdo relacionados
também a uma inabilidade do animal em manter umgpdeatura corporal normal,
possivelmente devido a demandas metabdlicas adasce lactacdo (WILSONt al.,
1998; BALAZS, 2004). Durante o periodo de estréésmico a ingestdo de matéria seca e
a atividade termoregulatoria do animal estdo dimdiost Segundo BALAZS (2004) que
avaliou o efeito do estresse térmico na superoéolde vacas secas, em primeira, segunda

e terceira lactacdo, uma melhor resposta foi ob¢islavacas que se encontravam no
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periodo seco. Sugerindo que a lactacdo afeta eostaspsuperovulatéria em vacas

submetidas ao estresse térmico.

Comparando-se novilhas da raca Holandesa-Friesian \@cas em lactacao da
mesma raga ndo observou-se diferenca no nimeroid&ia que apresentaram uma ou
mais de uma ovulacéo. Entretanto, a porcetagenmniei@es produzidos foi maior nas
novilhas do que nas vacas. Baseando-se em nimerptss lGteos, a eficiéncia na coleta
de odcito/embrido foi de 66% nas novilhas contréb88as vacas. Nao houve diferenca
significativa em relacdo ao nimero de ovulacbesctietias por palpacdao ou numero de
embrides recuperados. Muito embora, observou-sedifier@nca bastante significativa em
relacdo a quantidade de odcitos nao fertilizadeslerides degenerados nas vacas lactantes
guando comparadas as novilhas, tendo estas am@seuntna maior porcentagem de

embrides congelaveis (BALAZS, 2004).

Estratégias utilizadas para amenizar os efeitos destresse térmico

Muitas estratégias para diminuir o calor nos sitema criacdo de vacas leiteiras
tém sido utilizadas. Produtores investem em sistedearesfriamento como ventiladores,
nebulizadores e telas de sombreamento, mas sern BUGESSO N0 que concerne a uma

melhora na reproducéo.

Tratamentos hormonais também estdo sendo impledenteomo tentativa de
amenizar os efeitos do estresse térmico em vacdaatatdo. Aplicacdes de bST e FSH
apresentam-se como potenciais alternativas parallaora da fertilidade. Uma simples
injecdo de bST em um protocolo de inseminacadaatiem tempo fixo aumenta as taxas

de prenhez em vacas que foram submetidasao esiéesseo (THATCHERet al., 2001).
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Uma melhoria na qualidade dos odcitos foi reportada KUEHNER et al. (1993) e
GONG et al. (1996) em vacas tratadas com bST. Semelhantekadssi foram obtidos
guando FSH era aplicado a vacas submetidas a plosoade puncgdo folicular,
apresentando ainda uma melhora na qualidade dasbestransferiveis (GOODHANE

al., 2000).

E possivel que o FSH e o bST estejam melhorandoatidade dos odcitos por
influenciarem, direta ou indiretamente, o ambidbteular através do sistema envolvido
na sintese e liberacdo de IGF-1 (GOMG., 1997; LUCY, 2000). Aspiracdes foliculares,
as quais induzem um crescimento de mais ondasifmies e de mais foliculos por ciclo,
também mostrou uma melhora na qualidade do o6dtsembrides produzidos (ROEH

al., 2001)

ROTH et al. (2002) em um experimento conduzido durante o auf@outubro e
novembro) na regido de Israel, utilizando vacasaga Holandesa em lactacdo, que foram
submetidas a estresse térmico durante o verdo ofj@ntoutubro), com temperaturas
variando entre 22 a 32 °C concluiu que a aplicaighduas dose de bST aumenta o nimero
de foliculos de menor tamanho e, este umento pside &sociado a melhora observada na
morfologia do odécito no ciclo subsequente. Enttetatuas doses de FHS ndo induzem um
aumento no numero de foliculos, havendo, pelo &dotrum aumento nas taxas de

clivagem partenogenéticas.

Transferéncia de embrido e produgcdo de embnagro também sdo técnicas que
podem ser utilizadas para eliminar os efeitos detet do estresse térmico no odcito. Visto

gue estresse térmico reduz a viabilidade do embiando este é exposto no dia 1, porém
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nao no dia 3, 5 e 7 (EAL# al., 1993). Embrides de melhor qualidade podem estaics

transferidos para receptoras adaptadas as condigdesicas da regido.

Consideracgdes Finais

N&do ha davidas de que estresse demais compromeéésempenho sexual e as
funcdes reprodutivas, caracterizando um quadrediacéo da libido, alteracbes hormonais

e dificuldade de ovular.

A maioria dos componentes do sistema reprodutdm suceptiveis ao estresse
térmico. Entre os quais incluem-se odcitos, céldageca e da granulosa, embrido durante
o periodo de préimplantacdo, corpo Iuteo, endométerino e pituitaria anterior. Estudos
nos efeitos do estresse térmico tém mostrados gueaeas necessitam ser resfriadas
durante todo o verdo, da forma mais eficiente pegsha esperanca de se alcancarem
melhores taxas de fertilidade. Atualmente, essasstae mantém baixas durante o verdo e
os tratamentos hormonais séo limitados. O usoatace de inseminacao artificial, que ja é
bem praticada no pais, pode ajudar a melhorarxas @ concep¢do através do uso de
sémen de animais mais adaptados as condi¢cdesichma transferéncia, congelamento e
a producéaon vitro de embrides também tém sido consideradas melhtiezrativas para
um aumento das taxas de prenhez durante os perdedestresse térmico. Entretanto, no
Brasil esta realidade ndo se aplica a todos osupyeb, estando disponivel apenas nas

grandes fazendas comerciais, ficando restrita @uka® e pequenos produtores.
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