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RESUMO 

Com o avanço do aquecimento global, o estresse térmico pelo calor (ETC)  emerge e se 
intensifica a cada ano como um dos principais fatores responsáveis pela redução do 
desempenho reprodutivo animal. Este problema afeta aproximadamente 60% da 
população mundial de gado causando graves perdas econômicas. Dessa forma, é 
imprescindível o conhecimento dos efeitos do ETC sob a capacidade reprodutiva animal 
e os possíveis impactos no perfil reprodutivo da prole exposta ao ETC no útero materno. 
Neste estudo objetivou-se avaliar o impacto do ETC na população F1 feminina de 
camundongos da linhagem C57BL/6 submetidas ao ETC durante o desenvolvimento 
embrionário / fetal em diferentes momentos do período gestacional. Para isso, o 
desenvolvimento intrauterino (peso ao nascer), desenvolvimento somático (peso 
durante o desenvolvimento pós-natal até oito semanas de idade) e parâmetros 
reprodutivos (quantificação da população folicular ovariana e resposta ao protocolo de 
superovulação) foram avaliados nas progênies feminina dos grupos i) estressados 
termicamente (41°C e 65% de umidade relativa) durante a primeira metade da gestação 
(EGI); ii) segunda metade da gestação (EGF); iii) durante toda a gestação (EGT) e 
controle, mantidas em condições normotérmicas (CONT). O ETC afetou o 
desenvolvimento intrauterino da população F1 em todos os grupos tratados em relação 
ao CONT (P < 0,0001), sendo o efeito deletério mais proeminente quando o ETC ocorreu 
na primeira metade da gestação, resultando na diferença (P < 0,05) entre os grupos EGI 
e EGT em comparação com o grupo EGF. Em adição, o ETC promoveu alteração do 
desenvolvimento somático da prole nos grupos EGI e EGT.  Além disso, alterou o perfil 
da população folicular ovariana ao reduzir o número de folículos primordiais no grupo 
EGI em relação aos grupos de EGF e EGT (P < 0,05) e reduziu a taxa de ativação folicular 
do grupo EGT em relação ao grupo EGI (P < 0,05). Na avaliação da produção embrionária 
em F1, após a superovulação, verificamos que o ETC promoveu redução (P < 0,05) de  
estruturas embrionárias viáveis no grupo EGT quando comparado ao CONT. Em 
conjunto, os resultados sinalizam que o ETC durante a gestação afetou negativamente 
o desenvolvimento intrauterino e o desenvolvimento somático da população F1, alterou 
o perfil da população folicular ovariana da progênie feminina, e  comprometeu a 
resposta ovariana à superovulação e produção de embriões. 

 
Palavras-chave: aquecimento global, foliculogênese, embriogênese, epigenética, 
reprodução. 
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ABSTRACT 

With the advancement of global warming, heat stress (HS) due to heat emerges and 
intensifies each year as one of the main factors responsible for the reduction of animal 
reproductive performance. This problem affects approximately 60% of the world's 
livestock population, causing severe economic losses. Thus, it is essential to know the 
effects of HS on the animal's reproductive capacity and the possible impacts on the 
reproductive profile of the offspring exposed to HS in the maternal uterus. This study 
aimed to evaluate the impact of HS on the F1 female population of mice of C57BL/6 
strain submitted to HS during embryonic / fetal development at different times of the 
gestational period. For this, intrauterine development (birth weight), somatic 
development (body weight during postnatal development up to eight weeks of age) and 
reproductive parameters (quantification of the ovarian follicular population and 
response to the superovulation protocol) were evaluated in the female progeny of the 
following groups i) thermally stressed (41 ° C and 65% relative humidity) during the first 
half of pregnancy (EGI); ii) second half of pregnancy (EGF); iii) during the whole 
pregnancy (EGT) and control, maintained in normothermic conditions (CONT). HS 
affected the intrauterine development of the F1 population in all groups treated in 
relation to CONT (P <0.0001), with the most prominent deleterious effect when HS 
occurred in the first half of pregnancy, resulting in the difference (P <0. 05) between EGI 
and EGT groups compared to the EGF group. In addition, HS promoted alteration in the 
somatic development of the offspring in the EGI and EGT groups. In addition, it changed 
the profile of the ovarian follicular population by reducing the number of primordial 
follicles in the EGI group in relation to the EGF and EGT groups (P <0.05) and reduced 
the follicular activation rate of the EGT group in relation to the EGI group (P <0.05). In 
the evaluation of embryonic production in F1, after superovulation, we found that HS 
promoted a reduction (P <0.05) of viable embryonic structures in the EGT group when 
compared to CONT. Taken together, these results indicate that maternal HS during 
pregnancy negatively affected intrauterine development and the somatic development 
of the F1 population, altered the ovarian follicular population profile of the female 
progeny, and compromised the ovarian response to superovulation and embryo 
production. 

Keywords: global warming, folliculogenesis, embryogenesis, epigenetic, reproduction. 
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1. INTRODUÇÃO 

O aquecimento global é uma realidade capaz de reduzir o bem-estar de diversos 

organismos vivos. Segundo o relatório do Intergovernamental Panel on Climate Change 

de 2018, a temperatura média do período 2006-2015 foi 0,87 °C mais alta do que a 

média do período de 1850-1900. Ainda de acordo com este relatório, a temperatura 

média global pode aumentar 1,5 °C entre 2030-2052. Nessa direção, BASTIN et al. (2019) 

em suas estimativas pontuaram a vulnerabilidade de cidades tropicais e subtropicais, 

das quais 30% das cidades analisadas em seu estudo, existirão em um regime climático 

completamente novo, essencialmente mais seco, até 2050. Essas mudanças no clima 

representam uma grande ameaça à sobrevivência de muitas espécies e ecossistemas, e 

impactam substancialmente na sustentabilidade financeira dos sistemas de produção 

em várias partes do mundo (HOFFMANN et al., 2010). 

De acordo com o levantamento da Associação Brasileira das Indústrias 

Exportadoras de Carnes 2019, o Brasil é um dos protagonistas, a nível mundial, no setor 

de produção animal. Além disso, o país possui grande parte do seu território situado na 

faixa tropical do planeta, onde as altas temperaturas são frequentes (BAENA et al., 

2019). De acordo com HENRY et al. (2018) mais da metade da produção mundial de 

carne e leite são oriundas de áreas tropicais e subtropicais. Prevê-se ainda que a 

produção pecuária nessas áreas continuará a sustentar a demanda mundial de carne 

(RENAUDEAU et al., 2012).  

A alta temperatura ambiental nos meses de verão é considerado um fator 

extremamente prejudicial para a pecuária, ao comprometer a produtividade e impactar 

nas funções reprodutivas dos animais. Estes, na tentativa de se adaptar às condições 

ambientais, desviam recursos energéticos para a manutenção das atividades vitais do 

organismo em detrimento de outros processos biológicos (AMITHA et al., 2019). Assim, 

o estresse térmico pelo calor (ETC) é definido como sendo o resultado da inabilidade do 

animal em dissipar o calor excedente de forma satisfatória para manter a sua 

homeotermia (WEST, 1999). Alguns estudos de abordagem reprodutivas, têm relatado 

queda de aproximadamente 25% nas taxas de concepção para cada aumento de 1 °C na 

temperatura interna do animal, além de aumento do intervalo de partos e redução da 
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produção animal (PAVANI et al., 2015). Além disso, a diminuição da fertilidade do animal 

associada ao ETC durante o verão contribui para o declínio da eficiência de biotécnicas 

reprodutivas como a superovulação (VARGAS et al., 2019). 

 Como consequências do aumento da temperatura, ocorrem efeitos deletérios na 

função celular que incluem i) inibição da síntese de DNA, transcrição, processamento de 

RNA e tradução; ii) inibição da progressão do ciclo celular; iii) dobramento incorreto de 

proteínas; iv) aumento da degradação de proteínas através de vias proteossômicas e 

lisossomais; v) ruptura dos componentes do citoesqueleto; vi) alterações no 

metabolismo que levam a uma redução líquida de ATP celular; e vii) alterações na 

permeabilidade da membrana que levam a um aumento de Na+, H+ e Ca2+ intracelular 

(LINDQUIST, 1986; KUHL e RENSING, 2000). Apesar disso, pouco se sabe a respeito dos 

efeitos do ETC no perfil reprodutivo de mamíferos e da capacidade adaptativa desses 

animais à alterações ambientais. 

 Considerando as inúmeras projeções de aumento da temperatura global, torna-

se necessário o aprofundamento da compreensão dos mecanismos pelo qual o ETC 

impacta na capacidade reprodutiva animal, e a extensão dos efeitos na prole, incluindo 

a capacidade de resposta desses animais à biotécnicas reprodutivas como a 

superovulação, largamente utilizada para produção de embriões em animais de criação. 

Nesse aspecto, os camundongos, devido seu período gestacional curto (de 18 a 21 dias) 

e ciclos regulares, constituem um modelo eficiente para investigar mudanças que 

ocorrem durante o ciclo reprodutivo (CALIGIONI, 2009; GOUGOULA et al., 2019). O 

entendimento dos impactos do ETC na capacidade reprodutiva em mamíferos, poderá 

contribuir para o aprimoramento de metodologias voltadas para a otimização das 

respostas produtivas no campo (NÓBREGA et al., 2011). 

1.1 Modelo experimental: O camundongo 

O camundongo é o modelo experimental mais bem conhecido e extensivamente 

utilizado na pesquisa científica. O pequeno tamanho, fácil manejo, a rápida aquisição da 

maturidade sexual e a alta prolificidade são algumas das características que fazem do 

camundongo um modelo atraente na pesquisa científica (SOBRINHO, 2018).  
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   O estabelecimento de linhagens consanguíneas, como o camundongo C57BL/6, 

representa um avanço importante para pesquisa científica. Devido a homozigosidade 

genética das linhagens consanguíneas, reduz-se a variabilidade fenotípica levando a 

uma uniformidade das características herdáveis (FESTING, 2004; BATISTA et al., 2010). 

Tais características são particularmente interessantes para estudos relacionados a 

biologia da reprodução. Segundo AKBARINEJAD et al. (2017), questões de cunho 

reprodutivos são amplamente influenciadas por fatores genéticos. Além disso, o 

estabelecimento de linhagens consanguíneas tornou possível o uso de menos animais 

para concluir um experimento, e proporcionou um modelo poderoso para estudos que 

envolvem edições gênicas, permitindo que os efeitos das modificações sejam melhor 

examinados devido uma menor interferência da variabilidade genética entre os 

indivíduos de um experimento (FESTING, 2004). 

No que tange aos aspectos comparativos da biologia embrionária, os camundongos 

compartilham características comuns a outras espécies, já que os embriões de 

mamíferos são morfologicamente semelhantes e desenvolvem-se de zigoto a 

blastocistos (Figura 1) antes de eclodir e implantar (TAFT, 2008; SOBRINHO, 2018). Desta 

forma, os embriões murinos são amplamente utilizados em pesquisas relacionadas à 

biologia do desenvolvimento (BATISTA et al., 2010). Entretanto, devido as 

particularidades de mecanismos fisiológicos entre os animais, muitas vezes torna-se 

inapropriado transpor resultados diretamente de uma espécie para outra. Algumas das 

principais diferenças entre as espécies, em relação à biologia do desenvolvimento 

embrionário, residem no tempo de desenvolvimento do embrião, metabolismo 

energético e estratégia de implantação embrionária (TAFT, 2008). Por outro lado, 

modelos experimentais como o camundongo são extremamente úteis para desenvolver 

e refinar hipóteses a serem testadas posteriormente em espécies de interesse (TAFT, 

2008).  
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Figura 1. Esquema representativo do desenvolvimento embrionário de camundongos da 

fertilização à formação do blastocisto, em dias (D). ZGA: ativação do genoma embrionário; 

adaptado de ORON E IVANOVA, (2012). 

1.1.2 PERFIL REPRODUTIVO DE CAMUNDONGOS 

Os camundongos tornam-se sexualmente maduros entre cinco e oito semanas de 

idade, se reproduzem bem em temperaturas ótimas de 18 a 23 °C e umidade relativa do 

ar entre 40 e 60%. Estes animais possuem período gestacional curto (de 18 a 21 dias), e 

o número médio de filhotes varia conforme a linhagem, sendo que para camundongos 

da cepa C57BL/6J a média é de 5,4 filhotes por gestação (JACKSON LABORATORY, 2009). 

Entretanto, quando submetidos ao protocolo padrão de superovulação, a média de 

filhotes aumenta para 11,5 por gestação (HASEGAWA et al., 2016). 

 De acordo com TINGEN et al. (2009), do nascimento até a puberdade os ovários 

de camundongos sofrem uma perda massiva de folículos primordiais, declinando de 

aproximadamente 10.000 folículos no dia seis pós-natal para 3.000 folículos após 45 dias 

do nascimento. Além disso, segundo as estimativas de CANNING et al. (2003), a reserva 

folicular ovariana em camundongos varia conforme a linhagem (Figura 2). 

 

Figura 2. Estimativa da população folicular ovariana (população total e primordial) de 

camundongos de diferentes linhagens aos 42 dias de vida (CANNING et al., 2003). 

 Em camundongos o tempo necessário para o desenvolvimento do folículo 

primordial até a ovulação é de 21 a 28 dias (FINDLAY et al., 2019). A duração do período 

fértil bem como a expectativa de vida dos camundongos varia conforme a cepa e o sexo. 
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Para linhagens consanguíneas, como camundongos da cepa C57BL/6J, fêmeas, o 

período fértil dura em média  um ano e meio, e a expectativa de vida é de 

aproximadamente dois anos e meio (BRUST et al., 2015). 

O ciclo estral de camundongos fêmeas é dividido em quatro estágios (proestro, 

estro, metaestro e diestro). Este, na ausência de gestação, pseudogestação ou anestro, 

se repete a cada quatro a cinco dias (BYERS et al., 2012). Durante o estro, a fêmea fica 

receptiva ao macho e o acasalamento normalmente ocorre no período noturno. O 

acasalamento bem-sucedido é verificado pela presença de plugue de cópula (JACKSON 

LABORATORY, 2009), objeto firme esbranquiçado, muitas vezes preenchendo 

completamente a vagina da fêmea. O propósito do plugue de cópula é evitar o 

reacasalamento por outro macho e ajudar a reter o ejaculado no útero (PRITCHETT E 

TAFT, 2007). 

No camundongo, após a fertilização, o primeiro dia de gestação é marcado pela 

proliferação do epitélio endometrial. O útero murino é receptivo à implantação do 

blastocisto no quarto dia da gestação (CHA et al., 2012). Durante o processo de 

implantação ocorre a diferenciação das células estromais e a decidualização se espalha 

por todo o estroma ao redor da câmara de implantação. De outro modo, na ausência de 

implantação, o útero torna-se não-receptivo no quinto dia, ocorrendo a luteólise 

(ADAMS E DEMAYO, 2015). Embora existam diferenças nas estratégias de implantação 

embrionária entre as espécies, o processo da implantação embrionária no camundongo, 

bem como em bovinos, humanos e outros mamíferos, é controlado por esteroides 

ovarianos, fatores de crescimento e citocinas, comuns entres as espécies. Nesse sentido, 

o camundongo pode ser um modelo interessante para estudos que envolvem os 

processos que controlam a implantação embrionária em mamíferos (TAFT, 2008). 

 1.2 ESTRESSE TÉRMICO 

A faixa de temperatura ambiental na qual se estabelece um equilíbrio entre o calor 

gerado pelo metabolismo em repouso e a taxa de calor perdido para o ambiente é 

conhecida como zona termoneutra. Dentro desta zona, os ajustes comportamentais, 

posturais e vasomotores são suficientes para manter uma perfeita sinergia entre a 

geração e perda de calor (BEALE et al., 2017). Neste caso, não há, portanto, alterações 
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regulatórias na produção de calor metabólico ou perda de calor por evaporação (JAMES, 

2001; PALLUBINSKY, 2019). 

De acordo com CABANAC (2006), a característica fundamental de um sistema 

regulatório é a capacidade de promover uma resposta fisiológica de correção que se 

opõe ao desvio de uma variável regulada. No caso da termorregulação, quando a 

temperatura interna se aproxima ou ultrapassa os limites da zona de conforto térmico 

do animal, ocorre uma resposta fisiológica direcionada à manutenção da homeostase 

(SKIBIEL et al., 2018a). O eixo hipotálamo-hipófise-adrenal tem papel fundamental na 

resposta e resistência ao estresse. O hipotálamo é uma região cerebral que desempenha 

funções na regulação do sistema endócrino e nervoso, e pode converter informações do 

meio externo, como temperatura, em respostas direcionadas a manutenção da 

homeostase (HAN et al., 2019). 

Os mamíferos são animais endotérmicos com capacidade de produzir e manter a 

temperatura corporal dentro de faixas estreitas ao longo do dia. Para tanto, deve haver 

um equilíbrio entre a termogênese e a termólise (WOLFENSON E ROTH, 2019). Dentro 

da zona termoneutra, em que a temperatura ambiental é inferior ao limite superior da 

zona de conforto térmico do animal, o calor excedente, produzido pelo metabolismo, 

será transferido para o ambiente através dos mecanismos de condução convecção e 

radiação. Estes, são conhecidas como rotas sensíveis, pois, requerem um gradiente 

térmico entre o animal e o meio ambiente para operar com efetividade (COLLIER et al., 

2006). Já na situação em que a temperatura ambiental ultrapassa o limite superior da 

zona de conforto térmico do animal, o mecanismo evaporativo de troca de calor torna-

se a única via disponível, o que pode comprometer a capacidade termorregulatória do 

animal (COLLIER et al., 2006; HOOLE, 2019). Sendo assim, o ETC é uma condição 

fisiológica provocada por temperaturas ambientais acima do limite superior da zona de 

conforto térmico do animal. Nessa situação, o calor gerado é superior à taxa de 

dissipação (FERRAZZA et al., 2017). Nesse contexto, se a alteração da relação térmica 

entre o organismo e o ambiente não for compensada, resultará em um estado de 

hipertermia (JAMES, 2001). 

Em resposta ao ETC, os animais endotérmicos apresentam sinais fisiológicos que 

podem ser considerados como biomarcadores do estresse, são eles: frequência 
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respiratória, frequência cardíaca, temperatura da pele e temperatura retal (SEJIAN et 

al., 2019). A frequência respiratória pode atuar como um sinal de alerta precoce da 

condição de ETC. O aumento da frequência respiratória indica que o animal iniciou um 

processo de adaptação para manter a homeostase, na tentativa de dissipar o calor 

excedente pelo mecanismo de resfriamento evaporativo. A frequência cardíaca reflete 

principalmente a homeostase da circulação e o estado metabólico geral (RASHANOL et 

al., 2018). A temperatura da pele, quando mais elevada, pode ser atribuída parcialmente 

ao fato de que a exposição ao ETC promove a redistribuição do fluxo sanguíneo do 

centro do corpo para a superfície da pele. Tal estratégia possibilita otimizar a troca de 

calor entre o animal e o ambiente pelos mecanismos sensíveis, dependentes de 

gradientes de temperatura (condução, convecção e radiação), ou por evaporação, 

dependendo da eficiência das glândulas sudoríparas (COLLIN, 2001). A temperatura 

retal é usada como uma medida representativa da temperatura central do animal. O 

aumento da temperatura retal acima do limite aceitável, de acordo com a espécie, 

sinaliza o fracasso dos mecanismos de termorregulação do animal (RASHAMOL et al., 

2018). 

 Os roedores, que são em grande parte desprovidos de glândulas sudoríparas, 

apresentam, em resposta ao ETC, salivação excessiva. A saliva é espalhada através de 

movimentos de limpeza da boca para a superfície da pele do animal. A transferência do 

calor excedente para o ambiente ocorre, nesse caso, por meio da evaporação da saliva 

espalhada pela superfície do corpo do animal (SHELTON E ALBERTS, 2018). Além das 

alterações fisiológicas, em resposta ao ETC, os animais apresentam mudanças 

comportamentais como: redução de consumo de alimentos, a fim de minimizar a 

produção de calor metabólico, aumento de consumo de água e criação de 

microambientes favoráveis à troca de calor pelos mecanismos sensíveis (SHELTON E 

ALBERTS, 2018; LA SALLES et al., 2017). 

Vários fatores ambientais, como temperatura, umidade relativa e radiação solar 

podem influenciar de forma a condicionar o ETC (SOUZA-CÁCARES et al., 2019). Por esse 

motivo, os índices utilizados para quantificar a carga de calor externo geralmente 

incluem algumas combinações, como por exemplo, o índice de temperatura e umidade 

(ITU), que combina o efeito simultâneo da temperatura e umidade relativa do ar. O ITU 
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tem sido amplamente utilizado para avaliar o grau de ETC na pecuária (FERRAZZA et al., 

2017; HEINICKE et al., 2018; BAENA et al., 2019). O estresse, em geral, é uma parte 

inevitável da vida e pode, potencialmente, alterar funções imunológicas, neuroquímicas, 

endócrinas e reprodutivas (XU et al., 2018). 

1.2.1 EFEITO DO ESTRESSE TÉRMICO NA REPRODUÇÃO 

O ETC é um dos principais fatores que contribui para a baixa fertilidade em 

mamíferos (AGUIAR et al., 2020). O declínio da fertilidade induzida pelo ETC durante o 

verão é caracterizado pela sua natureza multifatorial (HALE et al., 2017). A exposição 

materna a temperaturas elevadas impacta em uma variedade de aspectos relacionados 

à reprodução. Nesse sentido, AN et al. (2020) relataram a supressão de hormônios 

reprodutivos, alteração do ciclo estral, disfunção uterina e insuficiência ovariana em 

ratos Sprague-Dawley fêmeas submetidas ao ETC (38 °C duas horas diárias por 90 dias). 

ULLAH et al. (2019) verificaram que camundongos fêmeas expostas ao ETC  (40,5 °C, por 

duas horas em sete dias consecutivos) durante o início da gestação apresentaram 

aumento da temperatura retal, diminuição do peso corporal, redução dos locais de 

implantação embrionária e redução do nível sérico de progesterona. 

De acordo com a literatura, a condição de saúde materna e as experiências vividas 

durante a gestação tem impacto substancial na saúde da prole (WAN et al. 2020). 

HAMID et al. (2012) demostraram que a exposição de ratos Sprague-Dawley fêmeas 

gestantes à temperaturas elevadas (33 °C do segundo ao sétimo dia de gestação) reduziu 

o tamanho da ninhada, o peso ao nascer e alterou o perfil do desenvolvimento somático 

da prole. O baixo peso ao nascer, consequência do subdesenvolvimento intrauterino, é 

possivelmente resultado da diminuição da ingestão de alimentos pela mãe. Além disso, 

em resposta ao estresse em geral, ocorre o aumento dos níveis de glicocorticoides que 

inibe a expressão do transportador de glicose (GLUT1) na placenta, levando a uma 

diminuição da disponibilidade energética para o feto (GARCÍA-VARGAS et al., 2019). É 

amplamente descrito que o comprometimento do crescimento embrionário no útero 

contribui para o desenvolvimento de distúrbios metabólicos, como alterações do 

metabolismo da glicose, resistência à insulina, obesidade, disfunção endócrina, 

cardiovasculares, pulmonares, neurológicos e reprodutivas (CHEONG et al., 2016; 

LIMESAND et al., 2018; VERSTRAETEN et al., 2019; MAYVANEH et al., 2020).  
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1.2.2 EFEITO DO ESTRESSE TÉRMICO NA FOLICULOGÊNESE 

Durante o desenvolvimento embrionário, as células germinativas primordiais 

provenientes do epiblasto, migram e colonizam as gônadas (CAI et al., 2020), onde são 

envolvidas por uma única camada de células epiteliais achatadas, formando assim os 

folículos primordiais (GAYTAN et al., 2015). Estes folículos, agora com o oócito central e 

parado na fase de diplóteno da prófase, constituem a reserva folicular ovariana (CAI et 

al., 2020). O tamanho da reserva folicular ovariana está intimamente associado à 

capacidade e longevidade reprodutiva. Desta forma, é necessário que um certo número 

de folículos primordiais continue em estado de repouso, para prover um suprimento 

constante de folículos em desenvolvimento de forma a sustentar a fertilidade durante a 

vida reprodutiva do animal (GAYTAN et al., 2015; XU et al., 2018). Evidências indicam 

que durante a gestação o tamanho da reserva folicular ovariana da prole pode sofrer 

influência de fatores ambientais, incluindo altas temperaturas (AKBARINEJAD et al., 

2017).  

 A transição de folículo primordial para folículo primário é caracterizada pela 

mudança morfológica nas células da granulosa, que passa de achatada para cuboide 

(GAYTAN et al., 2015 KHAN et al., 2020). Durante o desenvolvimento do folículo 

secundário as células da granulosa se proliferam progressivamente, uma membrana 

basal se forma ao redor da camada mais externa das células da granulosa, e uma camada 

adicional de células somáticas, chamadas células da teca, envolve o folículo dando 

origem a duas camadas celulares, a teca interna e externa. Os estágios de crescimento 

folicular, até então, são independentes da gonadotrofina, mas, demandam uma 

comunicação bidirecional entre o oócito e as células somáticas (RIMON-DAHARI et al., 

2016). 

 As células da granulosa e da teca desempenham um papel importante para o bom 

funcionamento do ovário; pois secretam uma série de fatores necessários para o 

desenvolvimento folicular ovariano normal (LUO et al., 2016; WENG et al., 2016; 

DALANEZI et al., 2019). Desta forma, a competência do oócito para o crescimento, 

diferenciação e maturação está intimamente relacionada à proliferação e diferenciação 

das células da granulosa. Sendo assim, alterações da fisiologia das células da granulosa, 

mediado, por exemplo, por fatores ambientais como a alta temperatura, pode alterar o 
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destino dos folículos ovarianos (LI et al., 2016). De fato, já foi descrito o 

comprometimento das células da granulosa, resultando em baixa atividade da 

aromatase com decréscimo da capacidade esteroidogênica, aumento da apoptose, e da 

atresia folicular em camundongos expostos ao ETC (LI et al., 2016). De acordo com 

NABENISHI et al. (2012), o ETC contribui para a elevação da produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e, consequentemente, aumento da apoptose. O estresse 

oxidativo mediado pelo aumento de ROS induz danos ao DNA, peroxidação lipídica e, 

além disso, impactam na função mitocondrial ao promover abertura de poros em sua 

membrana, liberando citocromo C e ativando caspases, culminando na morte celular 

(PÃES et al., 2016; SAKATANI 2017). BEI et al. (2020) observaram, através de estudos 

histológicos de ovários de camundongos submetidos ao ETC crônico e agudo, que as 

células da granulosa, em resposta ao insulto térmico, apresentavam irregularidade, 

cariopicnose, desordem e espaçamento entre as camadas celulares.  

Após a formação do folículo secundário, o estágio subsequente do 

desenvolvimento folicular é dependente de gonadotrofinas hipofisária: hormônio 

folículo-estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH). Durante esse processo ocorre o 

aparecimento de pequenas cavidades cheias de líquido intrafolicular que se unem para 

formar o antro, dando origem ao folículo antral ou terciário (RIMON-DAHARI et al., 

2016; SOBRINHO, 2018). Com a formação do antro ocorre a delimitação de duas 

populações distintas de células da granulosa: o cumulus, que envolve o oócito e as 

células da granulosa mural que revestem a parede folicular e são responsáveis por 

secretar hormônios esteroides (RIMON-DAHARI et al., 2016).  

As células da granulosa dos folículos que continuam o desenvolvimento passam a 

expressar alta concentração de receptores de LH; a aquisição de receptores de LH nas 

células da granulosa tem efeito funcional no processo de seleção de futuros folículos 

dominantes (RIMON-DAHARI et al., 2016). Perturbações nesses eventos podem 

comprometer o grau de dominância dos folículos. Durante o ETC, ocorre a ativação do 

eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) e a inibição do eixo hipotálamo-hipófise-

gonadal (HPG) acarretando a supressão da secreção do hormônio liberador de 

gonadotrofinas (GnRH), consequentemente, na hipófise anterior, ocorre a redução da 

liberação do FSH e do LH (LA SALLES et al., 2016). Níveis reduzidos de FSH e LH, durante 
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a fase final do desenvolvimento folicular, podem exercer efeitos substanciais no 

crescimento de folículos dominantes (VANSELOW et al., 2016). Em decorrência disso, os 

eventos de retomada meiótica oocitária, expansão do cumulus, ruptura folicular e 

liberação do CCO são prejudicados (HANSEN, 2009). A redução do diâmetro e menor 

capacidade esteroidogênica em folículos pré-ovulatórios, que após a ovulação sofrem 

diferenciação para formar o corpo lúteo (CL), reflete negativamente no tamanho da 

estrutura lútea e na capacidade de síntese de progesterona, hormônio essencial para o 

sucesso da implantação e desenvolvimento embrionário (VANSELOW et al., 2016; 

AMINTHA et al., 2019) . 

1.2.3 EFEITO DO ESTRESSE TÉRMICO NO OÓCITO 

O crescimento do oócito é influenciado pelo microambiente folicular e ocorre de 

forma gradual, portanto, impactos durante o processo de foliculogênese, induzida pelo 

ETC, pode resultar na diminuição da competência oócitaria (KHAN et al., 2020). Oócitos 

de boa qualidade são considerados a chave para um bom desenvolvimento embrionário 

e reflete na saúde da prole (ZHOU et al., 2014; LONERGAN et al., 2019). Nesse sentido, 

AROYO et al. (2007) demonstraram que camundongos fêmeas submetidas a hipertermia 

apresentaram redução da competência oócitaria para o desenvolvimento embrionário. 

Os zigotos recuperados, após o acasalamento, das fêmeas previamente estressadas 

apresentaram comprometimento do padrão de clivagem e menores taxas de 

desenvolvimento embrionário em cultivo.  

 Marcadores moleculares e a morfologia celular dos oócitos podem servir como 

critérios de qualidade para seleção dos oócitos que terão melhor capacidade no 

desenvolvimento embrionário após a fertilização (ZHOU et al., 2014). As interações 

entre o oócito e as células do cumulus desempenham forte influência sobre a maturação 

oocitária. Nesse sentido, ocorre de forma bidirecional, através de projeções transzonais, 

a transferência de moléculas que participam do metabolismo celular, desenvolvimento 

e regulação da retomada da meiose. Consequentemente, a quantidade e a qualidade 

das células do cumulus no folículo desempenham papéis críticos no crescimento, 

desenvolvimento e maturação do oócito (EMANUELLI et al., 2018). Desta forma, a 

observação quanti-qualitativa das células do cumulus e a homogeneidade 
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citoplasmática oocitária têm sido amplamente utilizadas na predição da qualidade dos 

oócitos. 

 O ETC, por sua vez, demonstrou potencial deletério ao causar perturbações que 

podem impactar na qualidade das interações oócito/células do cumulus. Em um estudo 

in vivo, BEI et al. (2020) relataram alterações estruturais em CCO caracterizado pelo 

destacamento do oócito da camada de células da granulosa adjacente, além da 

formação de inúmeros vacúolos nas células da granulosa de folículos primários em 

crescimento de camundongos estressados termicamente. HALE et al. (2017), em um 

estudo anterior, já havia relatado a formação de vacúolos nas células da granulosa e nos 

oócitos de porcas submetidas ao ETC. LI et al. (2016) demostraram que células da 

granulosa de folículos antrais de camundongos fêmeas expostas ao ETC  (43 °C por três 

horas durante 21 dias) apresentaram sinais apoptóticos graves. Ainda de acordo com LI 

et al. (2016), células da granulosa de camundongos colhidas de ovários expostos a alta 

temperatura (41°C por duas horas) tiveram redução da taxa de crescimento em cultivo, 

maior índice apoptótico e viabilidade celular reduzida. 

 Os oócitos e todos os seus componentes estruturais e organelares devem 

apresentar uma fisiologia adequada. Qualquer alteração que possa causar disfunção 

organelar ou danos estruturais em seus componentes, diminuirá a competência 

oócitaria e terá efeitos prejudiciais na qualidade do embrião (WANG et al., 2007). 

Entretanto, alterações ultraestruturais em CCO, mediados pelo ETC, já foram relatados. 

AHMED et al. (2017), por meio da microscopia eletrônica de transmissão, demonstraram 

que CCO de bovinos maturados in vitro, e estressados termicamente a 41 °C por 

12 horas apresentaram colapso da organização citoesquelética, edema mitocondrial, 

alterações nos grânulos corticais e diminuição da expansão das células do cumulus com 

alterações indistinguíveis de apoptose. Da mesma forma, ULLAH et al. (2019) relataram 

alterações ultraestruturais em células esteroidogênicas lúteas de camundongos fêmeas 

expostas ao ETC (40,5 °C por duas horas durante sete dias consecutivos) caracterizadas 

pela expansão do núcleo celular, inchaço mitocondrial, cristas mitocondriais esparsas 

ou ausentes e apresentando vacuolização.  

De acordo com SAKATANI et al. (2017), o ETC provoca o aumento da produção de 

ROS levando ao estresse oxidativo, que por sua vez, causam impactos diretos na função 
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celular ao promover danos no DNA e nas funções organelares. Nesse sentido, 

NABENISHI et al. (2011) demonstraram que oócitos bovinos estressados termicamente 

apresentaram níveis aumentados de ROS, decréscimo dos níveis de glutationa, 

alterações da maturação nuclear, aumento de corpos apoptóticos nas células do 

cumulus, com consequente diminuição da taxa de formação de blastocistos. PÃES et al. 

(2016) também relataram alterações na maturação nuclear ao observar menores taxas 

de oócitos bovinos em meiose II cultivados in vitro sob ETC. Vários autores relataram 

transcritos aumentados de mRNA de genes relacionados às vias apoptóticas como BAX 

e Caspase-3 em CCOs de camundongos expostos ao ETC (LUO et al., 2015; LI et al., 2016). 

 Estudos foram conduzidos direcionados a investigações metodológicas e na 

elucidação de mecanismos celulares que possam desempenhar efeitos protetivos contra 

o ETC na reprodução. Nesse sentido, NABENISHI et al. (2011) verificaram que a 

suplementação do meio de cultivo com cisteína durante a maturação in vitro, à altas 

temperaturas (39,5 a 40,5 °C durante o cultivo), aumentou a capacidade antioxidante 

oocitária por estimular o incremento dos níveis de glutationa, promovendo a redução 

de ROS, decréscimo da apoptose, melhoria da maturação dos oócitos e da competência 

do desenvolvimento embrionário. KOYAMA et al. (2012) demostraram que a 

suplementação do meio de cultura, durante o desenvolvimento embrionário in vitro, 

com ácido fólico reduz a formação de ROS em embriões de camundongos estressado 

termicamente (39,5 °C). HALE et al. (2017) exploraram o mecanismo da autofagia  como 

um potencial mecanismo celular pelo qual o ovário e o oócito podem mitigar os efeitos 

prejudiciais do ETC; tendo em vista que a autofagia é um regulador chave da homeostase 

celular, e foi positivamente regulada nos ovários e oócitos de suínos (HALE et al. 2017) 

e camundongos (ULLAH et al. 2019 ) estressados termicamente. 

Assim como na autofagia, os genes relacionados à família HSPs, altamente 

conservados entre diferentes espécies, são ativados durante a resposta celular a vários 

estressores (LI et al., 2016). Em situações adversas, os níveis de HSPs aumentam, 

auxiliando na síntese e maturação de novas proteínas (SOUZA-CÁCARES et al., 2019). 

Vários autores correlacionam os níveis de expressão de HSPs com a capacidade de 

termotolerância animal (ROUT et al., 2016; AL-ZGHOU E EL-BAHR, 2019). Foi relatado 

que a superexpressão da proteína HSP70 confere citoproteção em células da granulosa 
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cultivadas sob ETC, pois são capazes de prevenir a morte celular bloqueando a indução 

da apoptose (SOUZA-CÁCARES et al., 2019). 

1.2.4 EFEITO DO ESTRESSE TÉRMICO NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO 

A embriogênese em mamíferos inicia-se com a fusão dos pronúcleos masculino e 

feminino formando o zigoto (SOZEN et al., 2019) e, em seguida, passa por sucessivas 

clivagens mitóticas (CHAZAUD E YAMANAKA 2016). Durante esse processo as organelas 

citoplasmáticas são redistribuídas, ocorre a reprogramação do DNA e a ativação do 

genoma embrionário (LU et al., 2017). A ativação do genoma embrionário configura um 

dos principais acontecimentos durante o desenvolvimento pré-implantacional (ORON E 

IVANOVA, 2012). Este, ocorre a partir do estágio de duas células no camundongo 

(FRASER E LIN, 2016). De forma geral, em mamíferos, a ativação do genoma embrionário 

caracteriza a aquisição da autonomia transcricional, o desenvolvimento embrionário 

torna-se independente dos transcritos maternos e será conduzido pela transcrição do 

próprio embrião (ALONSO et al., 2020). 

A implantação embrionária em mamíferos é um mecanismo extremamente 

regulado, erros durante esse processo inicial pode resultar em perda da gestação 

(ADAMS E DEMAYO, 2015). Em camundongos, a implantação do embrião ocorre no 

quarto dia da gestação no estágio de blastocisto (CHA et al., 2012). Após a implantação, 

a estrutura embrionária é remodelada no chamado ovo cilindro (SOZEN et al., 2019). 

Durante esse processo, ocorre a formação do ectoderma extra-embrionário e do 

endoderma visceral (CHISTODOULOU et al., 2019). O ambiente uterino desempenha um 

papel crítico para o sucesso da implantação embrionária em roedores, que envolve 

transporte de nutrientes e secreção, pelas células epiteliais uterinas, de uma variedade 

de moléculas necessárias para apoiar o desenvolvimento embrionário, regulação da 

invasão trofoblástica e modulação da imunidade materna (ADAMS E DEMAYO, 2015). 

De acordo com OZAWA et al. (2002), a exposição materna ao ETC de camundongos nos 

momentos iniciais da gestação, durante o estágio de zigoto, inibe o desenvolvimento 

embrionário subsequente em cultura numa proporção superior aos zigotos submetidos 

ao ETC diretamente (fora do ambiente uterino). Isto indica que as possíveis mudanças 

no ambiente uterino, mediadas pelo ETC, tem forte influência na competência do 
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desenvolvimento embrionário de camundongos. Em adição, o impacto do ambiente 

uterino mediado pelo ETC pode afetar os processos de implantação embrionária.  

Segundo PUSCHECK et al. (2015), variadas condições de estresse, incluindo o ETC, 

podem impactar negativamente no desenvolvimento embrionário levando ao 

abrandamento da embriogênese pré-implantação, proliferação de células-tronco e 

morfogênese. Além disso, já foi relatado que o ETC é capaz de causar redução do peso 

da placenta, o único canal de fornecimento de nutrientes e oxigênio ao feto, além de 

reduzir o fluxo sanguíneo e aumentar a resistência da placenta ao oxigênio, dificultando 

a difusão transplacentária do oxigênio causando hipóxia (AKBARINEJAD et al., 2017). 

CHOI et al. (2015) demostraram que embriões de camundongos expostos a uma 

temperatura relativamente alta (39 °C) se desenvolveram até o estágio do blastocisto 

sem alterações aparentes, mas, o blastocisto resultante, após a transferência para uma 

receptora, apresentou competência comprometida do desenvolvimento embrionário, 

exibindo menor evolução do trofectoderma e padrões de expressão gênica aberrantes. 

MONDAL et al. (2017) demostraram que o ETC in vitro aumentou a síntese de 

prostaglandinas em células endometriais de ovinos. Segundo os autores, a secreção 

endometrial aumentada de prostaglandinas, em resposta ao ETC, diminui a sobrevida 

embrionária alterando os sinais necessários para a manutenção da função do CL durante 

o início da gestação. 

De acordo com WOLFENSON E ROTH (2019), os embriões em desenvolvimento 

inicial, antes da ativação do genoma embrionário, são particularmente suscetíveis ao 

ETC, por não possuírem plena capacidade de montar uma resposta celular efetiva para 

atenuar os efeitos deletérios do insulto térmico. Entretanto, segundo CHOI et al. (2015), 

embriões iniciais expostos ao ETC leve, a curto prazo, podem se desenvolver até 

blastocisto mesmo ocorrendo um segundo momento de ETC mais severo e longo. 

Porém, se a experiência inicial de ETC não ocorre, grande parte dos embriões morrem, 

indicando que os embriões de clivagem precoce podem adquirir termotolerância. Tal 

fato vai de encontro com a teoria da programação do desenvolvimento, em que, a 

exposição à variadas condições ambientais durante o desenvolvimento embrionário / 

fetal pode induzir adaptações direcionadas à sobrevivência muito antes de nascer. Essa 



16 
 

capacidade de alterar o fenótipo após o estabelecimento do genótipo é usualmente 

chamada de plasticidade do desenvolvimento (RHOADS, 2020).  

1.3 ADAPTAÇÃO EPIGENÉTICA À TEMPERATURA  

A maioria dos fatores ambientais e tóxicos, não tem a capacidade de alterar a 

sequência do DNA ou promover mutações genéticas diretamente (JIRTLE E SKINNER, 

2007), apesar da capacidade de promoverem fenótipos anormais ou aumentar o risco 

de doenças (HANSON E SKINNER, 2016). Esses impactos ambientais sobre o fenótipo e 

o risco de doenças muitas vezes são mediados por mecanismos epigenéticos que podem 

afetar o fenótipo de descendentes ao longo de várias gerações (SKINNER, 2014). Os 

mecanismos epigenéticos envolvidos incluem metilação do DNA, modificações de 

histonas, RNAs não codificantes (ncRNAs) e estrutura da cromatina (SKINNER, 2014). As 

exposições ambientais que influenciam diretamente esses processos epigenéticos 

podem variar de nutrição, temperatura e estresse a um grande número de tóxicos 

ambientais (JIRTLE E SKINNER, 2007; SKINNER, 2014). 

No Glossary of terms for Thermal Physiology (JAMES, 2001), o termo adaptação é 

definido como ”mudanças direcionadas à redução da tensão fisiológica produzida por 

componentes estressantes como um todo”. Isto pode ocorrer durante a vida de um 

organismo, ou ser o resultado da seleção genética em uma espécie ou subespécie. 

Segundo TZSCHENTKE E BASTA (2002), a adaptação à temperatura ocorre durante o 

desenvolvimento inicial, dentro de um período crítico em janelas de tempo curtas, por 

meio de alterações epigenéticas que modificam o padrão de expressão de genes 

relacionados a termotolerância. Dessa forma, a adaptação epigenética à temperatura 

em embriões pode ser induzida por alterações na temperatura ambiental durante o seu 

desenvolvimento, o que levaria a alterações nos mecanismos termorreguladores 

relacionados à adaptação.  

Nessa perspectiva, LOH et al. (2004) demonstraram que no primeiro dia após a 

eclosão, patos incubados em temperaturas mais baixas que as normais produziram 56% 

mais calor, e apresentaram temperatura corporal interna mais alta quando submetidos 

ao frio (1 hora a 10 °C), em comparação aos controles não estressados pelo frio. Assim, 

pode-se sugerir que a alteração nos mecanismos termorreguladores relacionados à 
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adaptação ao frio pode ser modulada durante o desenvolvimento embrionário. Ainda 

nessa direção, WEYRICH et al. (2016) verificaram que machos de cobaias adultos 

expostos à alta temperatura durante a espermatogênese, promoveram respostas 

epigenéticas imediatas, e a modificação, hipometilação da região promotora que 

codifica genes relacionados à termotolerância como a HSP20, também foram 

encontradas nos testículos de seus descendentes. Isto sustenta a hipótese de que a 

experiência de estresse térmico durante o desenvolvimento pode levar a um ajuste no 

limiar inferior / superior da zona de conforto térmico do animal, e sugere que os efeitos 

epigenéticos podem ser herdados, contribuindo para um aumento da aptidão dos 

descendentes que terão claramente consequências evolutivas (TZSCHENTKE E 

NICHELMANN, 1999; HU et al., 2017). Entretanto, as consequências relacionadas às 

alterações epigenéticas nem sempre são benéficas. Nesse sentido, WAN et al. (2020) 

verificaram que camundongos C57BL/6J expostos a alta temperatura escrotal (39°C), 

produziram descendentes com disfunção metabólica caracterizada pela intolerância à 

glicose e resistência à insulina. A hipermetilação associada à disfunção foi encontrada 

tanto no espermatozoide paterno quanto no fígado dos seus descendentes. 

1.4 PRODUÇÃO IN VIVO DE EMBRIÕES 

A superovulação (SOV) e produção in vivo de embriões têm sido uma das principais 

técnicas de reprodução utilizadas em bovinos, com a finalidade de aumentar a 

produtividade (VIEIRA, 2013). É uma ferramenta de grande importância, que possibilita 

incrementar o ganho genético, e melhorar a eficiência reprodutiva e produtiva dos 

rebanhos ao difundir o material genético de animais de alto rendimento (BARUSELLI et 

al., 2019). 

O objetivo da SOV na produção in vivo de embriões é obter o maior número de 

estruturas viáveis possíveis por meio da estimulação do crescimento de folículos antrais, 

e, consequentemente, maior número de oócitos aptos para a ovulação com qualidade 

para sustentar o desenvolvimento embrionário (BÓ E MAPLETOFT, 2020).  Para tanto, 

são administradas doses exógenas de gonadotrofinas para promover, ao mesmo tempo, 

o crescimento de vários folículos, com características fisiológicas compatíveis com 

aqueles selecionados naturalmente para ovularem. Em seguida, após o tempo 



18 
 

necessário para o crescimento folicular, é administrado um indutor de ovulação, e 

posteriormente procede-se a inseminação artificial ou monta natural (OLIVEIRA et al., 

2014). Em camundongos, o protocolo usualmente utilizado envolve a administração de 

gonadotrofina coriônica equina (eCG) para promover o crescimento folicular e, em 

seguida, após 46-48 h, administra-se a gonadotrofina coriônica humana (hCG) para 

induzir a ovulação (HASEGAWA et al., 2016; KOLBE et al., 2015). A SOV, além de 

contribuir para manutenção dos bancos de gametas e embriões de cepas de 

camundongos geneticamente modificados, tem papel fundamental na diminuição do 

uso de animais na experimentação (LUO et al., 2011; TAKEO E NAKAGATA, 2015). Assim, 

com o aumento de oócitos e embriões de alta qualidade produzidos por animal 

submetidos a SOV, diminui a necessidade de um grande número de doadoras (KOLBE et 

al., 2015).  

De acordo com MA et al. (2019), o método comumente utilizado, não invasivo,  

para avaliar a qualidade e viabilidade embrionária em mamíferos baseia-se na inspeção 

visual da morfologia do embrião seguindo critérios predefinidos pela International 

Embryo Technology Society (IETS), como padrões de divisão celular, estágios de clivagem 

e características físicas (Figura 3). 

Além dos critérios morfológicos, a expressão gênica e o índice de células 

apoptóticas também são utilizados como preditores de qualidade embrionária. Nesse 

sentido, para detecção de células apoptóticas, o teste de TUNEL (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) é amplamente utilizado e baseia-

se na detecção da fragmentação do DNA de fita simples e dupla, ao incorporar 

nucleotídeos modificados (marcados com um corante fluorescente) diretamente no 

local fragmentado (LI E FLOYD, 2020). Após a incorporação dos nucleotídeos 

modificados, o sinal fluorescente é amplificado por reações enzimáticas secundárias e 

mensurados por microscopia de fluorescência ou citometria de fluxo (MARTINS et al., 

2007). 
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Figura 3. Classificação de embriões bovinos de acordo com a qualidade morfológica (adaptado 

de VIANA 2009). 

A produção in vivo de embriões possui boa eficiência, no que tange a qualidade 

dos embriões produzidos (BARUSELLI et al., 2019). Entretanto, alguns fatores podem 

contribuir para o declínio da sua eficácia, como por exemplo, a diminuição da fertilidade 

do animal associada ao ETC (VIEIRA, 2013; VARGAS et al., 2018). Nesse sentido, o uso de 

técnicas in vivo resulta em menores números de recuperação de embriões, devido a uma 
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resposta superovulatória reduzida, menor taxa de fertilização, e redução da qualidade 

dos embriões durante os meses do ano em que a temperatura ambiente é maior 

(VARGAS et al., 2018). Além dos impactos diretos do ETC sobre a capacidade reprodutiva 

em mamíferos, inclusive reduzindo a eficiências de biotécnias reprodutivas, estudos 

preliminares indicam que o ETC durante a gestação pode impactar negativamente na 

capacidade reprodutiva da prole. Entretanto, pouco se sabe sobre a extensão desses 

efeitos, inclusive em relação a resposta superovulatória.  

  



21 
 

2. OBJETIVOS  

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o efeito do ETC durante o desenvolvimento embrionário/fetal em 

diferentes momentos do período gestacional na população F1 feminina de 

camundongos da linhagem C57BL/6.  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Avaliar o efeito do ETC durante diferentes fases da gestação na progênie feminina 

(geração F1) nos seguintes parâmetros: 

• Taxa de gestação, prolificidade, peso ao nascimento; 

• Desenvolvimento somático até dois meses de vida; 

• População folicular ovariana aos dois meses de idade; 

• Produção quanti-qualitativa de embriões coletados após superovulação, aos dois 

meses de idade. 
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3. METODOLOGIA 

3.1. ÉTICA E LOCAL DO ESTUDO 

O presente estudo obteve aprovação do Comitê de Ética do Uso de Animais 

(CEUA), sob o número de protocolo 003/2018 (Apêndice 1), da Universidade Federal dos 

Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, MG.  

A indução do ETC, SOV, coleta dos embriões e análises histológicas dos ovários 

foram conduzidas no laboratório de reprodução animal da Universidade Federal dos 

Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, MG. 

3.2. DESENHO EXPERIMENTAL  

Para avaliar o efeito do ETC durante a gestação, 40 camundongos fêmeas, com 

idade entre cinco e seis semanas, foram acasaladas com 40 machos da mesma idade 

numa proporção de 1:1. A presença do plugue vaginal (dia 1) foi utilizada como 

indicativo da ocorrência do acasalamento. As fêmeas acasaladas foram distribuídas 

aleatoriamente em quatro grupos experimentais: i) ETC durante a primeira metade da 

gestação (gestação inicial, EGI, dias 1-10), ii) ETC durante a segunda metade da gestação 

(gestação final, EGF, do dia 11 ao parto), iii) ETC durante o período total da gestação 

(gestação total, EGT, do dia 1 ao parto) e iv) gestação na ausência de ETC, grupo controle 

(CONT). Os camundongos do grupo CONT foram mantidos em condições normotérmicas 

(25 °C e 45% de umidade relativa) durante todo o experimento. Após o parto, o peso ao 

nascimento da população F1 de cada tratamento foi registrado e o desenvolvimento 

somático da progênie foi monitorado até os dois meses de idade.  Aos dois meses, as 

fêmeas foram superovuladas e submetidas ao acasalamento com machos do grupo 

controle, num total de quatro combinações experimentais: Grupo 1 (     EGI ×     CONT); 

Grupo 2 (    EGF ×     CONT); 3 (    EGT ×     CONT); Grupo 4 (    CONT ×     CONT).  Às 

72 horas após a confirmação do acasalamento, foi realizada a coleta de embriões. Os 

embriões recuperados foram classificados quanto à qualidade morfológica e estágio de 

desenvolvimento. Os ovários de todas as fêmeas superovuladas foram coletados após a 

eutanásia e foram submetidos à análise histológica para determinação da população 

folicular ovariana.  
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3.3 INDUÇÃO DO ESTRESSE TÉRMICO 

A indução do ETC foi realizada conforme a metodologia descrita por AROYO et al. 

(2007), diariamente por 2 horas, durante todo o período experimental. De acordo com 

os autores, a exposição de camundongos a uma temperatura de 40 °C e UR de 65%  por 

1,5 – 2 horas foi suficiente para induzir o ETC (fisiologicamente relevante). Em resumo, 

uma gaiola padrão com 2 cm de serragem contendo os camundongos foi colocada 

dentro de uma câmara ambiental (70 cm x 80 cm x 50 cm), com acrílico transparente de 

4 mm de espessura na parte superior e duas portas para acesso frontal (Figura 4). A 

câmara foi aquecida por duas lâmpadas vermelhas de siccatherm, de modo que os 

camundongos não foram expostos ao calor radiativo. Um recipiente com água foi 

mantido no interior da câmara para proporcionar a umidade relativa requerida. A 

temperatura e a umidade na câmara ambiental (41 °C, 65% UR) foram mensuradas por 

dois termômetros UNI-T UT330B mantidos no interior da câmara. Durante todo o 

período os animais tinham acesso a alimentos e água. 

 

Figura 4. Esquema ilustrativo da câmara ambiental utilizada para indução do ETC em 

camundongos C57BL/6 fêmeas, em diferentes momentos do período gestacional de acordo com 

o grupo experimental. 

3.4 DESENVOLVIMENTO SOMÁTICO DA PROGÊNIE 

Após o parto, o número de crias nascidas vivas por fêmea foi registrado. A 

progênie total (machos e fêmeas) foi monitorada quanto ao desenvolvimento somático 
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da primeira à oitava semana de idade. Após a terceira semana de idade, quando foi 

possível distinguir com clareza fêmeas de machos, a progênie feminina foi 

paralelamente avaliada, no período da terceira à oitava semana de idade. Em todos os 

momentos, foi utilizada uma balança analítica (Gehaka® BG2000) para aferição do peso 

corporal (BATISTA et al., 2010). 

3.5 SUPEROVULAÇÃO E COLETA DE EMBRIÕES 

As fêmeas foram superovuladas pela administração intraperitoneal de 5 UI de eCG 

(Folligon®, Intervet, São Paulo, SP, Brasil), seguida de uma injeção de 5 UI de hCG 

(Chorulon®, Intervet, São Paulo, SP, Brasil) após 48 horas, ambas diluídas em 0,1 mL de 

solução salina estéril (BATISTA et al., 2010). Após a última aplicação, as fêmeas foram 

acasaladas com machos durante a noite. 72 horas após a cópula, as fêmeas foram 

eutanasiadas por deslocamento cervical, e, em seguida, submetidas à retirada do trato 

reprodutivo. Os cornos uterinos foram perfundidos com 0,5 mL de tampão fosfato-

salino (PBS) acrescido de 0,4% de albumina sérica bovina (BSA) para recuperação das 

estruturas. O meio recuperado foi colocado em placas de Petri quadradas e a busca e 

seleção dos embriões realizada sob estereomicroscópio. As estruturas foram 

classificadas de acordo com o manual da International Embryo Technology Society 

(STRINGFELLOW E GIVENS, 2010). 

3.6 HISTOLOGIA OVARIANA 

Os ovários foram fixados em paraformaldeído, desidratado na solução crescente 

de etanol (50-100%), diafanizados em xilol, incorporados em parafina e cortado em 

seções de 5 μm. As lâminas foram montadas e coradas com hematoxilina-eosina (HE). 

Após a montagem e secagem das lâminas, as seções foram avaliadas em microscópio 

Zeiss Axioskop® com uma objetiva de 40 X. A estimativa da população folicular por 

ovário foi realizada conforme a metodologia descrita por CAMPOS-JUNIOR et al. (2012). 

Em resumo, cada terceira seção foi analisada, a contagem e classificação do folículo foi 

realizada de acordo com o seu estado funcional. Apenas foram considerados folículos 

aqueles que apresentaram o núcleo do oócito visível. Os folículos foram classificados de 

acordo com a morfologia e o número de camadas de células da granulosa em: i) folículos 

primordiais, onde o oócito era circundado por uma única camada de células achatadas; 
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ii) folículo primário, presença de camada única de células cuboides ao redor do oócito; 

iii) folículo secundário, presença de uma segunda camada de células cuboides ao redor 

do oócito e iv) folículo terciário (antral), com presença de antro folicular. A quantificação 

total de cada grupo folicular por ovário foi estimada segundo GOUGEON E CHAINY 

(1987) utilizado o fator de correção a seguir: 

𝑃𝐹 =  
𝑁𝐹 𝑥 𝑁𝑆 𝑥 𝐸𝐶

𝑁𝑆𝑂 𝑥 𝐷𝑁𝑂𝑜𝑐
 

Onde: PF = População folicular; NF = Número de folículos, que será estimado, 

contados no ovário (primordial, primário, secundário e terciário); NS = Número de 

secções; EC = Espessura do corte histológico; NSO = Número de secções observadas; 

DNOoc = Diâmetro médio do núcleo do oócito do folículo que será estimado (primordial, 

primário, secundário e terciário). 

O cálculo da taxa de recrutamento folicular foi realizado de acordo como descrito 

por CAMPOS-JUNIOR et al. (2012), utilizando a seguinte fórmula: 

𝑇𝐴𝐹 =  
𝐹𝑃𝑎 +  𝐹𝑆 +  𝐹𝑇

𝑇𝐹
 𝑋 100 

Onde: TAF = Taxa de ativação folicular; FPa = Folículos primários; FS = Folículos 

secundários; FT = Folículos terciários (antrais); TF = Total de folículos. 

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

As taxas de prenhez foram analisadas pelo teste de qui-quadrado. Os dados de 

crias nascidas por fêmea, peso ao nascimento, desenvolvimento somático, população 

folicular e ativação folicular foram testados quanto à normalidade pelo teste de Shapiro-

Wilk, antes de serem submetidos à análise de variância (ANOVA), seguida do teste Tukey 

HSD. Os parâmetros da superovulação ovariana: estruturas recuperadas por fêmea 

estruturas veiáveis por fêmea, número de estruturas não fecundadas e estruturas 

degeneradas foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. Foi considerado como 

diferença entre os grupos P < 0,05. Valores de P acima de 0,05 até 0,06 foram 

considerados como tendência. 
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4. RESULTADOS  

4.1 TAXA DE GESTAÇÃO, PROLIFICIDADE E PESO AO NASCIMENTO  

Dos 40 camundongos C57BL/6 fêmeas com plugue vaginal indicativo de cópula, 24 

camundongos foram confirmados como gestantes, resultando no nascimento de 163 

crias (76 fêmeas e 87 machos). A taxa de gestação, média de crias nascidas e peso ao 

nascimento estão representados na tabela 1. 

Tabela 1 - Taxa de prenhez, média de crias nascidas e peso ao nascimento da população F1 de 

camundongos C57BL/6 fêmeas submetidas ao ETC em diferentes momentos do período 

gestacional (Média ± EP). 

Grupos Taxa de gestação (%) Crias nascidas Peso ao nascimento (g) 

CONT* 80 (8/10) a 7,0 ± 1,0a 2,2 ± 0,1a 

   EGI** 40 (4/10) a 6,0 ± 1,5a 1,1 ± 0,2c 

EGF*** 60 (6/10) a 6,5 ± 1,5a 1,8 ± 0,1b 

  EGT**** 60 (6/10) a 5,1 ± 1,5a 1,2 ± 0,1c 

*CONT: controle; **EGI: estresse térmico gestação inicial; ***EGF: estresse térmico gestação 

final; ****EGT: estresse térmico gestação total. Letras distintas indicam diferença estatística 

entre os grupos de uma mesma coluna (P < 0,05).  

 Não foram encontradas diferenças na taxa de gestação e média de crias nascidas 

entre os grupos. Entretanto, o ETC, independentemente do momento da indução, 

afetou o desenvolvimento intrauterino, peso ao nascimento, das proles nos grupos 

submetidos ao ETC em relação ao grupo CONT (P < 0,0001). A comparação entre os 

grupos submetidos ao ETC demonstrou que o impacto no desenvolvimento intrauterino 

foi mais proeminente durante a primeira metade da gestação, resultando na diferença 

(P < 0,05) entre os grupos EGI e EGT em comparação com o grupo EGF. 

4.2 DESENVOLVIMENTO SOMÁTICO 

De acordo com os resultados da análise do desenvolvimento somático da progênie 

total (machos e fêmeas), o ETC, experimentado durante o período gestacional, impactou 

na dinâmica de crescimento da prole (Tabela 2). Na primeira semana do nascimento, os 

grupos de EGI e EGT apresentaram peso corporal abaixo dos grupos CONT e EGF (P = 
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0,0001). Com duas semanas de idade, o peso da prole dos grupos EGI e EGT foi inferior 

ao do grupo CONT (P < 0,0001), o grupo EGT foi mais proeminentemente afetado, 

resultando na diferença (P < 0,05) na comparação com os grupos EGI e EGF. Na terceira 

semana após o nascimento, o peso do grupo EGI e EGT foi menor em relação ao CONT 

(P = 0,006 e P < 0,0001) respectivamente; ainda nessa análise, o grupo EGT apresentou 

peso inferior ao grupo EGF (P = 0,011). Na quarta semana de idade, o peso dos grupos 

EGI e EGT foi inferior ao CONT (P = 0,01 e P = 0,0006), respectivamente. Na quinta e 

sexta semana não foram encontradas diferenças de peso entre os grupos. Na sétima 

semana, o grupo EGT foi mais leve do que o CONT (P < 0.019) e na oitava semana todos 

os grupos experimentais apresentaram peso corporal similar ao CONT. 

Tabela 2 - Análise do desenvolvimento somático, evolução do peso (em gramas), da 

população F1 (machos e fêmeas) de camundongos C57BL/6 submetidos ao ETC durante 

diferentes momentos do período gestacional (Média ± EP). 

Idade 
(semanas) 

CONT * 
 

EGI** EGF*** EGT**** 

1   6,2 ± 0,9a 5,2 ± 0,5b 6,4 ± 0,9a 5,5 ± 0,8b 
2   8,2 ± 0,7a 7,5 ± 0,3b 7,7 ± 0,7ab 7,1 ± 0,9c 
3     11,6 ± 1,9a 10,5 ± 1,1b 11,3 ± 1,7a 10,0 ± 1,4b 
4 15,3 ± 2,6a 14,0 ± 1,9b 15,2 ± 1,3a 13,6 ± 1,5b 
5 18,0 ± 2,8a 16,5 ± 2,5a 17,1 ± 2,6a 16,8 ± 3,1a 
6 19,7 ± 2,5a 19,0 ± 3,3a 19,1 ± 2,9a 18,9 ± 2,3a 
7 21,5 ± 2,4a 20,6 ± 3,4ab 20,5 ± 2,3ab 19,6 ± 3,3b 
8 23,2 ± 2,8a 22,6 ± 3,2a 23,0 ± 2,4a 22,8 ± 3,5a 

*CONT: controle (n = 52); **EGI: estresse térmico gestação inicial (n = 45); ***EGF: estresse 

térmico gestação final (n = 24) ; ****EGT: estresse térmico gestação total (n = 42).  Letras distintas 

indicam diferença estatística entre os grupos de uma mesma linha (P < 0,05).  

A análise do desenvolvimento somático da progênie feminina a partir da terceira 

semana de idade, quando foi possível realizar a sexagem com clareza, está representada 

na Tabela 3. Na terceira semana de idade, a progênie feminina do grupo EGT apresentou 

peso inferior em relação ao grupo CONT e EGF (P < 0,0001) e o grupo EGI foi mais leve 

em relação ao grupo EGF (P = 0,0483). Na quarta semana, o peso do grupo EGT foi menor 

em relação aos grupos CONT e EGF (P < 0,05). Na quinta semana, o grupo EGI foi o único 

a divergir apresentando menor peso em relação ao grupo CONT (P < 0,05). Na sexta, 

sétima e oitava semanas não foram encontradas diferenças de peso entre os grupos. 
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Tabela 3 - Análise do desenvolvimento somático, evolução do peso (em gramas), da 

população F1 (fêmeas) de camundongos C57BL/6 submetidos ao ETC durante diferentes 

momentos do período gestacional (Média ± EP). 

Idade 
(semanas) 

CONT* EGI** EGF*** EGT**** 

3  10,2 ± 1,7ab  9,2 ± 0,7bc 10,4 ± 1,2a  8,2 ± 1,2c 
4 14,0 ± 1,8a 13,2 ± 1,4ab   14,4 ± 1,7a 12,3 ± 1,3b 
5     16,7 ± 1,1a 15,2 ± 1,8b 15,3 ± 1,8a 15,5 ± 1,7a 
6 17,4 ± 0,9a 17,3 ± 1,9a 17,3 ± 1,3a 16,6 ± 1,7a 
7 19,2 ± 1,4a 18,3 ± 1,9a 18,3 ± 1,8a 17,8 ± 1,8a 
8 20,9 ± 2,2a 20,3 ± 2,3a 20,2 ± 2,2a 19,9 ± 2,8a 

*CONT: controle (n = 22); **EGI: estresse térmico gestação inicial (n = 22); ***EGF: estresse 

térmico gestação final (n = 12); ****EGT: estresse térmico gestação total (n = 20). Letras distintas 

indicam diferença estatística entre os grupos de uma mesma linha (P < 0,05).  

4.3 POPULAÇÃO FOLICULAR OVARIANA 

 As imagens representativas das diferentes fases foliculares e o resultado da 

quantificação da população folicular ovariana estão representados na Figura 5. Não 

foram observadas diferenças na quantificação folicular dos grupos experimentais em 

relação ao CONT. Entretanto, na comparação entre os grupos expostos ao ETC observou-

se que o grupo EGI apresentou redução da população de folículos primordiais quando 

comparado aos grupos EGF e EGT (P < 0,05).  
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Figura 5. Quantificação da população folicular ovariana da progênie feminina (população F1) de 

camundongos C57BL/6 expostas ao ETC durante o desenvolvimento embrionário em diferentes 

momentos do período gestacional (n = 5 por grupo). (A) análise quantitativa da população de 

folículos primordiais; (B) análise quantitativa de folículos primários; (C) análise quantitativa da 

população de folículos secundários; (D) análise quantitativa de folículos antais; (E) análise 

quantitativa da população total de folículos. CONT: controle; EGI: estresse térmico gestação 

inicial; EGF: estresse térmico gestação final; EGT: estresse térmico gestação total. Os dados são 

apresentados em Média ± EP, letras distintas indicam diferença estatística (P < 0,05).   

A análise da taxa de ativação folicular está representada na Figura 6.  De acordo 

com o resultado não foi evidenciado diferença no perfil de ativação folicular entre os 

grupos de ETC em relação ao CONT. Entretanto, o grupo EGT apresentou redução da 

ativação folicular quando comparado ao grupo EGI (P = 0.0021).  

 

Figura 6. Taxa de folículos ativados contabilizados a partir das análises histológicas da população 

folicular ovariana, da progênie feminina (população F1) de camundongos da linhagem C57BL/6 

fêmeas expostas ao ETC durante o desenvolvimento embrionário e submetidas ao protocolo de 

superovulação (n = 5 por grupo). CONT: controle; EGI: estresse térmico gestação inicial; EGF: 

estresse térmico gestação final; EGT: estresse térmico gestação total. Os dados são 

apresentados em Média ± EP, letras distintas indicam diferença estatística (P < 0,05).   
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4.4 RESPOSTA SUPEROVULATÓRIA E PRODUÇÃO EMBRIONÁRIA  

O total de estruturas recuperadas e viabilidade embrionária estão representados 

na Tabela 4. O número de estruturas viáveis do grupo EGT foi inferior ao controle (P = 

0,03). Não houve diferença significativa entre os tratamentos em relação ao controle 

nos demais parâmetros avaliados, entretanto, uma tendência de redução do número de 

estruturas totais foi observada no grupo EGT (P = 0,058).  

Tabela 4 – Produção de embriões da população F1, após a superovulação, por fêmea de camundongos 

C57BL/6 submetidas ao ETC durante o desenvolvimento embrionário em diferentes momentos do período 

gestacional (Média ± EP) 

Grupos Nº de fêmeas 

superovuladas 

Total de 

estruturas 

Estruturas 

viáveis 

Estruturas  

não-fecundadas 

Estruturas 

degeneradas 

CONT* 10  11,8 ± 5,0 a 9,5 ± 4,6 a 1,6 ± 2,0 a 0,7 ± 0,9 a 

EGI** 10    7,6 ± 2,4 a 5,8 ± 2,4 ab 0,9 ± 1,0 a 0,7 ± 0,9 a 

EGF*** 10  10,8 ± 5,5 a 8,1 ± 4,3 ab 1,0 ± 1,0 a 2,3 ± 1,6 a 

EGT**** 10    6,9 ± 3,1 a 4,3 ± 2,7 b 0,7 ± 0,9 a 1,9 ± 1,9 a 

*CONT: controle; **EGI: estresse térmico gestação inicial; ***EGF: estresse térmico gestação final; ****EGT: 

estresse térmico gestação total. Letras distintas indicam diferença estatística em uma mesma coluna (P < 

0,05).  
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5. DISCUSSÃO  

Camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6 foram submetidas ao ETC em 

diferentes momentos da gestação. Independente do momento da indução, o ETC foi 

capaz de comprometer o desenvolvimento intrauterino (peso ao nascimento) da prole, 

quando comparados ao grupo controle. Corroborando com os relatos de MAYVANEH et 

al. (2020), que demonstraram que a exposição de camundongos a temperaturas 

subótimas, incluindo 40°C e 42°C, 1 horas por dia durante a segunda e terceira parte da 

gestação promoveram não só a redução do peso fetal, mas também do peso e diâmetro 

da placenta. Anteriormente, CHOI et al. (2015) demostraram que a exposição 

prolongada de embriões de camundongos a temperaturas elevadas, afetou o 

desenvolvimento embrionário durante a gestação ao atenuar a evolução do 

trofectoderma. O trofectoderma é um tecido extraembrionário que se apresenta 

subdividido em trofectoderma polar e mural. Durante o desenvolvimento embrionário, 

na implantação, o trofectoderma polar, multipotente, dará origem ao ectoderma 

extraembrionário que contribuirá para formação da placenta (CHRISTODOULOU et al., 

2019). Segundo AKBARINEJAD et al. (2017), a redução da maturação e crescimento 

placentário, impacta negativamente no fluxo sanguíneo comprometendo as trocas 

gasosas e o transporte de nutrientes para o feto. Portanto, a interrupção da função 

placentária, em resposta ao ETC, pode causar desnutrição fetal. 

 De acordo com os resultados, os grupos EGI e EGT apresentaram os menores 

índices de desenvolvimento intrauterino (peso ao nascimento) quando comparados ao 

CONT, indicando que o ETC na primeira metade da gestação representa um período 

crítico para o desenvolvimento embrionário de camundongos. É consenso que embriões 

em estágios iniciais são mais susceptíveis aos efeitos negativos induzidos pelo ETC; essa 

vulnerabilidade é relatada em uma ampla gama de espécies incluindo o camundongo 

(OZAWA et al., 2002). De fato, altas temperaturas podem causar ruptura de 

microfilamentos e microtúbulos, inchaço mitocondrial, desorganização organelar, 

elevação de ROS e aumento do número de células apoptóticas, comprometendo a 

competência do desenvolvimento embrionário (SAKATANI, 2017). Além disso, é 

amplamente descrito na literatura que o comprometimento do crescimento 

embrionário no útero contribui para o desenvolvimento de comorbidades na vida adulta 
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que podem levar à subfertilidade (CHEONG et al., 2016; LIMESAND et al., 2018; 

VERSTRAETEN et al., 2019; MAYVANEH et al., 2020). 

No presente estudo, o tamanho da ninhada não foi afetado pelo ETC. Entretanto, 

os grupos EGI e EGT, tanto na avaliação global (machos e fêmeas) quanto na avaliação 

individual das fêmeas, apresentaram alterações do desenvolvimento somático durante 

o período avaliado. Esse resultado corrobora com os relatos de HAMID et al. (2012) que 

verificaram que ratos expostos ao ETC durante o período inicial da gestação e durante 

toda gestação apresentaram redução do desenvolvimento somático. O mesmo não 

ocorreu com o grupo exposto ao ETC durante a segunda metade da gestação, apesar da 

redução do desenvolvimento intrauterino, indicando que o efeito adverso do ETC sobre 

o crescimento da prole é mais proeminente quando ocorre no início da gestação. 

  Além da possível repercussão do subdesenvolvimento intrauterino mais 

fortemente pronunciado nos grupos EGI e EGT, o menor peso da prole dos referidos 

grupos durante a fase lactacional pode estar relacionado, em parte, pela redução da 

quantidade e qualidade do leite produzido. De acordo com a literatura, a exposição 

materna a uma grande variedade de agentes estressores inclusive o ETC, durante o 

período não lactante, deprime a proliferação das células da glândula mamária 

responsáveis pela produção do leite, além de alterar o balanço energético do animal que 

terá, inevitavelmente, consequências na eficiência produtiva (SKIBIEL et al., 2018; 

DADO-SENN et al., 2019). Isto é condizente com os relatos de BERGHÄNEL et al. (2017), 

dados meta-analisados, em que, quando a prole de um mesmo grupo de tratamento foi 

amamentada por mães de diferentes grupos, aqueles amamentados por mães que 

sofreram estresse durante a gestação cresceram menos em comparação com os 

amamentados por mães do grupo não estressado.  Em reforço a isso, observa-se que 

após o período lactacional (21 dias) ocorre, gradativamente, a recuperação do peso dos 

animais dos diferentes grupos, e no final de oito semanas, na análise total (machos e 

fêmeas), e a partir da sexta semana, na análise que considera apenas as fêmeas, o peso 

dos animais dos grupos EGI e EGT não apresentou diferença entre os tratamentos e o 

CONT.  

Na análise da população folicular ovariana o grupo EGI apresentou redução da 

população de folículos primordiais quando comparado com os grupos EGF e EGT, 
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demonstrando que o efeito do ETC é dependente do momento em que ocorre a 

exposição, tendo em vista a assimetria dos acontecimentos durante o desenvolvimento 

embrionário. Esse resultado corrobora com os relatos de SUCCU et al. (2020) que 

verificaram que bezerras expostas ao ETC pré-natal durante o primeiro trimestre da 

gestação, apresentaram menores concentrações de hormônio anti-mulleriano. Este 

hormônio é secretado principalmente pelas células da granulosa de folículos iniciais em 

desenvolvimento e é frequentemente utilizado como indicador do tamanho da reserva 

folicular ovariana. Isto demonstra que a exposição materna ao ETC durante a fase inicial 

da gestação pode influenciar negativamente o tamanho da reserva folicular ovariana da 

prole, tanto em bovinos como em camundongos. 

  O aumento do número de folículos primordiais nos grupos EGF e EGT quando 

comparado com o grupo EGI parece ter um denominador comum. De acordo com 

PFEIFFER et al. (2018) a exclusão da proteína HSP90 durante o desenvolvimento 

embrionário de peixes-zebra afeta negativamente a migração e retidão das células 

germinativas primordiais em direção às gônadas. O mesmo ocorreu com camundongos 

expostos a geldanamicina, um potente inibidor funcional da proteína HSP90, resultando 

em diminuição da população de células germinativas primordiais nas gônadas (LEJONG 

et al., 2018). Esses resultados apontam para um papel importante da proteína HSP90 no 

estabelecimento da reserva folicular ovariana. Além disso, a HSP90 é fundamental para 

a eficiência da progressão do ciclo celular (PFEIFFER et al., 2018). É sabido que as 

proteínas do choque térmico, altamente conservadas entres diferentes espécies, 

incluindo a HSP90 são expressas em resposta a vários agentes estressores, incluindo o 

ETC (AL-ZGHOU E EL-BAHR, 2019). Desta forma, é possível que o ETC experimentado 

durante a gestação tenha promovido um incremento na expressão de HSP90, que pode 

ter contribuído para o aumento da taxa migratória e ou aumento da proliferação das 

células germinativas primordiais nos grupos EGF e EGT. 

 Em condições naturais, o início da atividade migratória das células germinativas 

primordiais ocorre por volta do dia 8,5 e passam por sucessivas divisões mitóticas entre 

os dias 10,5 e 14,5 após a fertilização em roedores (MASSIMO DE FELICI, 2016; 

WATANABE et al., 2020). É importante salientar que em condições de ETC os padrões 

temporais dos acontecimentos durante o desenvolvimento embrionário podem mudar. 
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De acordo com AROYO et al. (2007), a hipertermia materna causa atraso no tempo de 

clivagem embrionária levando a redução da taxa de desenvolvimento total. Além disso, 

a exposição a temperaturas elevadas durante o início da gestação pode retardar a 

implantação embrionária em ratos (HAMID et al., 2012). 

Sabe-se que a população de folículos primordiais sofre uma redução importante 

no período pós-parto em camundongos (FAIRE et al., 2015). Durante a transição do 

ambiente uterino para o neonatal ocorre uma mudança brusca da interface de 

fornecimento nutricional, de placentário para a lactação. Essa transição resulta em um 

estresse nutricional devido a menor disponibilidade de nutrientes, que pode ter um 

aspecto importante na perda de células germinativas primordiais (SUN et al., 2018). 

 Foi proposto que a autofagia funciona como um importante mecanismo 

responsável pela manutenção da sobrevivência das células germinativas primordiais no 

período pós-parto em camundongos (RODRIGUES et al., 2009). Logo, tendo em vista que 

a autofagia representa uma resposta adaptativa ao estresse nutricional do recém-

nascido à privação de nutrientes da placenta, e é positivamente regulada em condições 

de ETC (HALE et al., 2017), é possível supor que os grupos EGF e EGT com a autofagia 

ativada, mediada pelo ETC nos momentos finais da gestação, tenham sofrido menor 

impacto da mudança de interface nutricional no pós-parto. Adicionalmente, não se 

descarta a possibilidade de que os grupos EGF e EGT tenham sofrido adaptações 

epigenéticas para suportar um ambiente de fome, pois, a desnutrição fetal também é 

uma das consequências do ETC. Nessa perspectiva, uma possível adaptação direcionada 

à expressão positiva de genes relacionados a autofagia pode ter contribuído para o 

maior número de folículos primordiais nos grupos EGF e EGT. Segundo WATANABE et 

al. (2020), a regulação positiva da autofagia em camundongos neonatais aumenta o pool 

de folículos primordiais e confere melhora da fertilidade ao alongar a vida reprodutiva 

do animal. No presente estudo, o grupo EGT apresentou aumento do número de 

folículos primordiais e redução da ativação folicular em relação ao grupo EGI. Essa 

combinação pode ter repercussão positiva na expectativa da fertilidade ao longo da vida 

reprodutiva do animal. 

Tanto os genes relacionados à expressão das proteínas do choque térmico, quanto 

os relacionados à ativação da autofagia, altamente conservados entre diferentes 
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espécies, estão relacionados a mecanismos de manutenção da homeostase celular e 

podem sofrer alterações epigenéticas em resposta a estímulos ambientais. De acordo 

com RHOADS (2020), um embrião ou feto em desenvolvimento pode preparar 

adaptações para sobreviver a um ambiente pós-natal potencialmente hostil muito antes 

de nascer. Vale ressaltar que mudanças no epigenoma podem ocorrer em vários 

momentos durante o desenvolvimento embrionário, principalmente nas situações em 

que o DNA se encontra desmetilado (FRASER E LIN, 2016). Nesse contexto, a 

programação epigenética das células germinativas primordiais ocorre durante o 

desenvolvimento embrionário, no momento do processo migratório, quando são 

submetidas à desmetilação do DNA e poderão, futuramente, transmitir as informações 

epigenéticas adquiridas para as gerações subsequentes (HUBER et al., 2020). 

Ao comparar os grupos EGI e EGT é notável um comportamento oposto em relação 

à ativação folicular. O grupo EGI apresentou redução do número de folículos primordiais 

e aumento da ativação folicular, enquanto o grupo EGT apresentou maior número de 

folículos primordiais e redução da ativação folicular. Os motivos que levaram a esse 

resultado não estão claros, mas podemos considerar a seguinte hipótese: o destino dos 

folículos em repouso pode ser explicado pelas diferenças do microambiente local, onde 

a aglomeração folicular em repouso atua como um fator que influencia a taxa de 

recrutamento folicular. O aglomerado de folículos em repouso seria a fonte de sinais 

inibitórios locais que reduzem a probabilidade de ativação de folículos adjacentes 

(GAYTAN et al., 2015). Logo, condições que envolvam diminuição do volume ovariano, 

ou aumento da reserva de folículos primordiais, resultaria em maior aglomeração 

folicular e, consequentemente, menor taxa de recrutamento de folículos em repouso. 

Por outro lado, condições que envolvam aumento do volume ovariano ou redução da 

reserva de folículos primordiais, diminuiriam a aglomeração folicular levando a uma 

maior taxa de ativação (GAYTAN et al., 2015). 

De acordo com a literatura, a exposição materna à altas temperaturas ambientais 

durante a gestação, tem sido amplamente associada à redução do peso da prole ao 

nascer (LIMESAND et al., 2018; COLOMA-GARCÍA et al., 2020; MAYVANEH et al., 2020). 

Isto também pode estar associado ao subdesenvolvimento de órgãos. Nessa 

perspectiva, é possível que o grupo EGT tenha sofrido maior impacto no processo de 
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organogênese, tendo em vista o seu perfil de exposição ao ETC, abrangendo tanto o 

início da organogênese, durante a primeira metade da gestação, quanto a finalização 

durante a segunda metade da gestação, que é caracterizada pelo crescimento e 

maturação dos órgãos em mamíferos (SKIBIEL et al., 2018b). Sendo assim, pode-se 

especular que uma possível redução do tamanho do ovário no grupo EGT, somado ao 

aumento de folículos primordiais, resultaria em uma combinação perfeita para 

sustentar a hipótese da aglomeração de folículos atuando como fator inibitório da 

ativação folicular. 

  Não se pode considerar, entretanto, que uma maior ou menor taxa de ativação 

folicular represente eficiência ovariana. De acordo com AKBARINEJAD et al. (2017), 

qualquer fator que possa aluir a formação de folículos primordiais, que agilize ou retarde 

a sua transição para folículos primários, tem potencial de causar o esgotamento da 

reserva folicular ou inatividade ovariana, impactando adversamente na capacidade 

reprodutiva de um indivíduo. Geralmente animais com maior taxa de ativação folicular 

apresentam, em contrapartida, maiores índices de perda folicular por apoptose.  

 De acordo com a análise da produção embrionária em F1, após a superovulação, 

o número de estruturas viáveis foi reduzido no grupo EGT. Isto indica que a frequência 

em que ocorre o ETC durante a gestação pode determinar os efeitos na prole. É bem 

relatado que o ETC durante a gestação impacta na saúde global dos descendentes, 

muitas vezes levando a uma redução da capacidade reprodutiva, que, na fêmea, pode 

estar relacionada com o declínio da qualidade oocitária, que por sua vez, compromete 

o desenvolvimento embrionário subsequente à fertilização (HUBE et al., 2020). 

BARRA et al. (2014) relataram que o estresse térmico induzido pela exposição à 

baixa temperatura durante o pré-natal, 4 °C por três horas ao dia durante toda a 

gestação, impactou na população folicular ovariana da prole de ratas Sprague-Dawley 

ao reduzir o número de folículos primários e secundários. Além disso, reduziu a 

capacidade de resposta ovariana ao FSH, resultando no declínio do desenvolvimento de 

folículos secundários sob estimulação de gonadotrofina. Entretanto, no presente 

estudo, possivelmente devido as diferenças metodológicas utilizadas para a indução do 

estresse térmico, intensidade, e modelo experimental, não foram observadas diferenças 

na média de folículos primários, secundários e antrais entre os grupos experimentais, 
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indicando que os folículos que foram ativados tiveram igual capacidade de 

desenvolvimento durante a foliculogênese. Tomando essa observação, é possível que a 

redução de estruturas embrionárias viáveis verificada no grupo EGT esteja relacionada 

a falhas ou comprometimento das funções uterinas mediado, por exemplo, pela 

redução dos níveis locais de progesterona. A progesterona é fundamental para o 

desenvolvimento embrionário inicial, responsável por regular a secreção de uma série 

de fatores de crescimento pelo útero, essenciais para o desenvolvimento pré-

implantacional (HUANG et al., 2014). Em reforço, nota-se que além da redução de 

estruturas viáveis, o grupo EGT também apresentou tendência de redução no número 

total de estruturas. 

É bem conhecido que uma variedade de agentes estressores induz o aumento da 

expressão de IL-1β (interleucina 1 beta) em mamíferos, inclusive o ETC (TANEBE et al., 

2000; LEON et al., 2006; GOSHEN E YIRMIYA, 2009; LEE et al., 2015; KOCH et al., 2019). 

Recentemente foi relatado que o tratamento materno com IL-1β (estresse imunológico) 

em ratas Long-Evans gestantes induziu a regulação negativa da expressão uterina dos 

genes STAT5b e Zeb2, relacionados ao metabolismo local da progesterona na prole 

(VERSTRAETEN et al., 2019). Este resultado indica que o estresse materno durante a 

gestação pode causar implicações na capacidade reprodutiva da prole em roedores, ao 

comprometer as funções uterinas mediado por modificações da expressão gênica, 

possivelmente por mecanismos epigenéticos. Nesse sentido, não se pode descartar a 

hipótese de que o grupo de EGT, devido a sua maior carga alostática, tenha sofrido 

maiores impactos de uma possível superexposição à IL-1β, que, em teoria, poderia 

afetar as funções uterinas da prole e reduzir viabilidade e sobrevivência embrionária. 

Entretanto, estudos adicionais são necessários para verificar se os efeitos observados 

por VERSTRAETEN et al. (2019) em ratas Long-Evans se repetem em camundongos, e se 

o ETC repetido aumenta os níveis de IL-1β o suficiente para causar o mesmo efeito do 

tratamento materno com administração direta do agente estressor. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

6.1 CONCLUSÕES 

A exposição materna ao ETC durante a gestação afetou negativamente o 

desenvolvimento intrauterino da prole de todos os grupos experimentais, com efeito 

mais pronunciado quando a exposição ocorreu na primeira metade da gestação. O ETC 

afetou ainda o desenvolvimento somático da prole e alterou o perfil da população 

folicular ovariana, e, além disso, comprometeu a eficiência da produção de embriões no 

grupo EGT. Em conjunto, os resultados indicam que a primeira metade da gestação 

representa um período crítico para desenvolvimento embrionário de camundongos, e 

traz consequências para o desenvolvimento da prole no período pós-parto, e que o ETC 

prolongado (durante toda a gestação) demonstrou comprometer a eficiência da 

resposta ovariana à superovulação e produção de embriões viáveis.   

6.2 PERSPECTIVAS 

Considerando as inúmeras projeções de aumento da temperatura global, 

aprimorar os conhecimentos dos efeitos do ETC na ótica transgeracional é de suma 

importância. Nesse sentido, uma perspectiva futura é analisar os efeitos da exposição 

materna ao ETC na prole à luz da Biologia Molecular, por meio de estudos de expressão 

gênica com foco na identificação de modificações epigenéticas entre sucessivas 

gerações (F1, F2, F3...). 

 Diante dos resultados obtidos no presente estudo, e com respaldo da literatura, 

ficou claro que o efeito da exposição materna ao ETC na prole é dependente do 

momento em que ocorre e do tempo de exposição, e a resposta ao insulto pode ser 

específica conforme o tecido ou tipo celular. Desta forma, uma abordagem interessante 

seria mapear estrategicamente intervalos de tempo em que ocorre determinado evento 

durante o desenvolvimento embrionário, como por exemplo, o período pré-

implantacional, o momento da migração das células germinativas primordiais, o 

intervalo em que ocorre a colonização e multiplicação das oogônias nas gônadas, entre 

outros. A indução do ETC em momentos pontuais pode gerar informações importantes 

com menor sobreposição de resultados.   
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8. APÊNDICES E ANEXOS 

8.1 ANEXO I FOLHA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 

Certificado de aprovação do projeto pela comissão de ética no uso de animais. 

 

 


