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RESUMO

CARDOSO, C.J.T. Metabolismo lipidico de o6citos e embrides bovinos -
efeitos da suplementacdo e da cinética de desenvolvimento. 95p. Tese de
Doutorado —Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2020.

Os mecanismos pelos quais a producéo in vitro de embrides (PIVE) bovinos gera
embribes com excessivo acumulo lipidico, diferencas metabdlicas e padrées
epigenéticos ndo estdo totalmente elucidados. Também permanece desconhecido
quando essas alteracfes acontecem, se acontecem desde a maturacao oocitaria
ou apos inicio da clivagem embrionaria. O presente estudo objetivou avaliar os
efeitos suplementacédo lipidica e da cinética de desenvolvimento em odcitos e
embrides produzidos in vitro. Para isso o trabalho foi dividido em 2 estudos: No
estudo 1, intitulado “Suplementacao lipidica para doadoras altera a qualidade de
embrides submetidos a vitrificacdo” foram avaliados os efeitos da adicdo de linhaca
na dieta de vacas Pantaneira sobre parametros digestivos e na producao in vitro de
embribes submetidos a vitrificagcdo. Foram analisados coeficientes de
digestibilidade, perfil de metabolitos séricos, viabilidade oocitaria, producéo de
embrides e criotolerancia embrionaria. A partir dos dados obtidos neste estudo,
concluimos que a suplementacao de 0,800 Kg/animal/dia de linhaca em grao, uma
fonte rica em &cido linolénico, para fémeas da raca Pantaneira incrementou a
qualidade e criotolerancia dos embrides produzidos in vitro. No estudo 2 intitulado
“Metabolismo lipidico e atividade mitocondrial em od6citos e embrides bovinos
produzidos in vitro com diferentes cinéticas de desenvolvimento” analisou-se o
conteudo lipidico, atividade mitocondrial e a tri-metilacdo da H3K4 em odcitos e
embrides bovinos em diferentes fases de desenvolvimento e concluimos que o
acumulo de lipideos ocorre nas primeiras 4 horas da maturacao in vitro de COCs
de Bos taurus. Blastocistos rapidos apresentam maior contetdo lipidico que os
embrides lentos, sem interferéncia da atividade mitocondrial nessa fase. A

H3K4me3 parece ser essencial para o0 desenvolvimento embrionario,
7
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especialmente no que diz respeito as células do embrioblasto mas isso ndo parece
mediar a velocidade de desenvolvimento e metabolismo lipidico.

Palavras-chave: biotecnologia, criopreservacao, lipiddmica, metabolismo lipidico,
reproducao
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ABSTRACT

CARDOSO, C.J.T. Lipid metabolism of bovine oocyts and embryos - effects of
supplementation and development kinetics. 95p. Thesis - Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2020.

The mechanisms by which in vitro bovine embryo production (IVEP) generates
embryos with excessive lipid accumulation, metabolic differences and epigenetic
patterns are not fully understood. It also remains unknown when these changes
occur, whether they occur since oocyte maturation or after embryonic cleavage
begins. The present study aimed to evaluate the effects of lipid supplementation
and developmental kinetics in oocytes and embryos produced in vitro. For this, the
research was divided into 2 studies: in paper 1, entitled “Lipid supplementation for
donors alters the quality of embryos submitted to vitrification”, we evaluated the
effects of adding flaxseed to the diet of Pantaneira cows on digestive parameters
and in vitro production of embryos submitted to vitrification. We analyzed the
digestibility coefficients, serum metabolite profile, oocyte viability, embryo
production and embryonic cryotolerance. From the data obtained in this study, we
conclude that the supplementation of 0.800 kg/animal/day of grain flaxseed, a rich
source of linolenic acid, for females of the Pantaneira breed increased the quality
and cryotolerance of embryos produced in vitro. In paper 2 entitled "Lipid
metabolism and mitochondrial activity in bovine oocytes and embryos produced in
vitro with different developmental kinetics", the lipid content, mitochondrial activity
and H3K4 tri-methylation in bovine oocytes and embryos at different stages of
development were analyzed and we conclude that the accumulation of lipids occurs
in the first 4 hours of maturation in vitro of Bos taurus COCs. Fast blastocysts have
a higher lipid content than the slow ones, without interference from mitochondrial
activity in this stage. H3K4me3 appears to be essential for embryonic development,
especially in regards to embryoblast cells, but this does not appear to mediate the

speed of development and lipid metabolism.
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CAPITULO 1: METABOLISMO LIPIDICO DE OOCITOS E EMBRIOES
BOVINOS - EFEITOS DA SUPLEMENTACAO E DA CINETICA DE
DESENVOLVIMENTO

1. INTRODUCAO GERAL

A producdo in vitro de embribes (PIV) € uma biotécnica muito bem
estabelecida e que vem sendo aplicada com sucesso em nivel comercial,
principalmente no Brasil (MAPLETOFT, 2013). A utilizacdo da PIVE tem se tornado
cada vez mais comum, sendo utilizada ndo apenas para a multiplicacdo de material
genético de alto valor, mas também com o objetivo de aumentar a eficiéncia
reprodutiva de rebanhos comerciais de leite e corte (comunicacao pessoal).

Nesse sentido, j& ha alguns anos o Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking
mundial de producdo de embrides, sendo responsavel pela producdo de 60% dos
embrides PIV do mundo (VIANA et al., 2018). No entanto, a industria de embrides
PIV ainda apresenta alguns desafios a serem superados, sendo um deles, a
criopreservacao eficiente de embrides produzidos in vitro (VAJTA et al., 1998).

Os embribes PIV apresentam reduzida criotolerancia quando comparado
aos produzido in vivo. Tal fato se deve, principalmente, ao seu excessivo contetdo
lipidico (SEIDEL, 2006; HORVATH et al., 2006; PEREIRA et al., 2007; LAPA et al.,
2011). Embora esse acumulo lipidico intracitoplasmatico seja prejudicial a
criotolerancia, tem um papel fisiolégico importante, pois funciona como um
reservatorio potencial de energia para o desenvolvimento embrionario inicial, antes
da ativacdo de seu préprio genoma (KIM et al., 2001; ZERON et al., 2001
STURMEY et al., 2009), e também atua na biossintese da membrana plasmatica
(AARDEMA et al., 2011).

Outra possivel explicacdo para o excessivo conteudo lipidico € a ocorréncia
de anormalidades no metabolismo energético do embrido PIV, que afetam a funcéo
mitocondrial, levando ao decréscimo tanto na qualidade quanto na sobrevivéncia

embrionaria pés-criopreservacédo (SUDANO et al., 2011).
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No entanto, o acumulo de lipidios em odcitos e embribes, bem como o
metabolismo dessas células, podem ser alterados com a utilizacdo de algumas
estratégias, como por exemplo: o uso de agnetes delipidantes ao meio de cultivo
do embrido (PASCHOAL et al, 2012; MOAWAD et al, 2013), redugcdo da
concentracdo de soro fetal bovino no meio de cultivo (SUDANO et al, 2011) e a
alimentacdo das doadoras com dietas a base de acidos graxos insaturados
(FOULADI-NASHTA, 2007 e 2009; ZACHUT et al., 2010).

De toda forma, ainda ndo esta claro o motivo e como ocorre esse acumulo
excessivo de lipidios em odcitos cultivados in vitro. Sabe-se que pode ser
influenciado pelas condicBes e suplementos utilizados no meio de maturacéo in
vitro (MIV), no qual os odcitos absorvem lipidios que serdo esterificados em
triacilglicerdis e ésteres de colesterol os quais sdo armazenados em gotas de
lipidios citoplasmaticas na forma de lipidios neutros (KIM et al., 2001). Todavia, ha
uma grande necessidade em se compreender os mecanismos envolvidos na
transferéncia e utilizacdo dos lipidios por parte dos oécitos e embrides (BILBY et
al., 2006).

2. OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos suplementacéo lipidica e da cinética de desenvolvimento

na maturagao oocitaria e PIV de embrifes produzidos in vitro.

2.1.0bjetivos especificos

1- Identificar o efeito da suplementacao lipidica de doadoras sobre a PIVE
frescos e criopreservados.

2- Mensurar conteudo lipidico, atividade mitocondrial e padréo da tri-metilacao
da H3K4 de odcitos bovinos submetidos a diferentes tempos de maturacéo
in vitro.

3- Mensurar conteudo lipidico, atividade mitocondrial e padréo da tri-metilacao
da H3K4 de embribes com diferentes cinéticas de desenvolvimento.

12



168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1.Producéo in vitro de embrides

A PIVE é compreendida por trés etapas desenvolvidas em laboratorio:
maturacgao oocitéria in vitro (MIV), fecundacao in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV).
A MIV de odcitos bovinos tem duracdo de 24 horas. Ao longo desse periodo os
oocitos passam por diversas alteracdes nucleares e citoplasmaticas para que sejam
capazes de ser fecundados e, subsequentemente venham a desenvolver-se até o
estagio de blastocisto (LONERGAN et al., 2003). Durante seu desenvolvimento, o
odcito encontra-se no estadio de diploteno da profase | ou estadio de vesicula
germinativa, até pouco antes da ovulacdo. O reinicio da meiose in vivo pode ser
observado por um estimulo hormonal (BILODEAU-GOESEELS, 2006). Nos
processos in vitro 0s o4citos retomam a meiose apods sua retirada dos foliculos.

O reinicio da meiose caracteriza-se pela quebra da vesicula germinativa,
condensacdo da cromatina e formacdo do fuso da segunda divisdo meiotica,
seguindo pela extrusdo do primeiro corpusculo polar e a progressao da proéfase |
para a metafase da segunda divisao meiética (MIl). Entdo, ocorre a segunda parada
da meiose permanecendo até a fecundacdo (EPPIG, 2001). Esse processo ocorre
tanto in vivo como in vitro, porém muitos odcitos maturados in vitro e que alcancam
a metafase Il ndo possuem a mesma competéncia para se desenvolver em
comparacdo aos oocitos maturados in vivo, pois ndo sofrem adequadamente o
processo de capacitacdo (AVERY et al., 2002).

Acredita-se que a etapa de maturacdo seja crucial para que se tenha uma
adequada aquisicdo da competéncia oocitaria. E neste estagio que os 00citos
adquirem sua competéncia para serem fecundados, mostrando sua capacidade
maxima durante o desenvolvimento embrionario inicial, até que ocorra a transi¢ao
materno-zigotica pela ativacdo do genoma embrionario. A maturagcdo oocitaria
mostra-se essencial para produzir blastocistos de boa qualidade (RUSSELL et al.,
2006).

A maioria dos laboratérios utiliza como meio de maturacdo in vitro para
o0citos bovinos o Tissue Culture Medium (TCM). Existem poucos relatos sugerindo

gue outro meio possa ser mais adequado (GONCALVES et al., 2002). Este meio

13
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base geralmente é suplementado com soro fetal bovino (SFB), aminoacidos como
L-glutamina, bicarbonato de sodio, FSH, LH, estradiol-17(3, piruvato de sdédio,
lactato, vitaminas e antibioticos (LONERGAN et al., 1994). A maturagcdo deve ser
realizada em uma incubadora que mantenha uma atmosfera gasosa e temperatura
controlada e adequada, contendo 5% de CO2 em ar e umidade saturada
(GONCALVES et al., 2007).

A maioria dos laboratérios utiliza sémen congelado para a etapa de
fecundacdo in vitro. Ap6s o descongelamento € preciso selecionar o0s
espermatozoides vivos e capacita-los in vitro. Esta selecdo pode ser realizada por
dois métodos diferentes: gradiente descontinuo Percoll (GALLI & LAZZARI, 1996)
e swim-up (PARRISH et al., 1995). O método de gradiente descontinuo Percoll € o
mais antigo e utilizado, onde o sémen é depositado sobre duas camadas de
densidades diferentes (45% e 90%) e submetido a centrifugacdo (GARCIA-
HERREROS & LEAL, 2014), proporcionando maior recuperacao de
espermatozoides moveis com maior qualidade (SOMFAI et al., 2002), além de ser
considerado rapido € um dos métodos mais eficazes para remover o plasma
seminal e diluentes crioprotetores (LEE et al., 2009). J& o método Swim-up consiste
na separacdo dos espermatozoides através da natacdo, proporcionando taxas de
recuperacdo menores de espermatozoides moveis, devido as muitas camadas de
sémen nos niveis mais baixos do sedimento que podem bloquear as possibilidades
de alcancar o meio (CESARI et al., 2009).

Segundo alguns autores, o0 meio mais utilizado para a fecundacéo in vitro é
o Fert-TALP (Tyrode-albumina-lactato-piruvato), o qual contém agentes que
promovem a capacitacdo espermatica, como a heparina. Ja o meio Sperm-TALP &
uma solucéo eletrolitica e frequentemente usada como um meio para induzir a
capacitacdo dos espermatozoides (BURANAAMNUAY 2013). H& outros fatores
significativos para a motilidade progressiva e suporte do gameta masculino como a
epinefrina, hipotaurina e penicilamina. O tempo de co-incubagédo dos odcitos e
espermatozoides pode variar por um periodo de 18 a 22 horas, em temperatura de
39 °C e atmosfera com 5% de CO2 em ar e umidade saturada. Para isso, 0s

espermatozoides séo acrescentados nas gotas de meio de fecundacdo contendo

14
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0s oocitos maduros. A dose inseminante possui uma concentracao final que pode
variar de 1 a 5x108 espermatozoides vivos/mL (IRITANI & NIWA, 1977).

Apés a fecundacdo os provaveis zigotos sdo transferidos para o cultivo
embrionario. S&o utilizados nessa fase os meios semi-definidos como CR-1, CR-2,
KSOM e Synthetic Oviductal Fluid (SOF), meio de cultivo celular 199 (TCM-199) e
meio Ham's F—10 TCM 199.

O meio mais utilizado nos laboratérios € o SOF, suplementado com
proteinas, substancias energéticas, aminoacidos essenciais e ndo essenciais. Em
geral, os meios utilizados para o cultivo embrionario sdo suplementados com uma
fonte proteica tal como soro fetal bovino, soro sintético quimicamente definido, e
albumina sérica bovina (HOLM et al., 1999).

Os provaveis zigotos permanecem em ambiente controlado por sete dias, ou
até atingirem o estdgio de blastocisto, periodo em que estdo aptos a serem
transferidos para receptoras, ou serem criopreservados em temperatura de 38,8 °C
com atmosfera controlada em baixa tensao de oxigénio (5% de O2, 5% de CO: e
90% de N2) ou alta tens&o de oxigénio (5% de CO2, em ar (20% de O2)), e umidade
saturada (HOLM et al., 1999).

3.2.Cinética de desenvolvimento embrionario

A embriocinética conhecida como a cinética de desenvolvimento
embrionério, pode ser uma ferramenta de facil aplicacdo para aumentar a acuracia
na selecdo. Essa analise ja é utilizada como marcador ndo invasivo para humanos.
Sistemas de incubadoras com time-lapse tém sido utilizados em algumas clinicas
para registrar o desenvolvimento embrionario, sem tirar o embrido do ambiente
controlado, e fazer a melhor selecdo com base nos parametros morfo-cinéticos
(GARDNER & KELLEY, 2018). A maioria desses sistemas funciona com uma
camera programada para fazer um registro fotografico dos embrides em cultivo em
intervalos de horarios pré-determinados, permitindo avaliar precisamente cada
etapa do desenvolvimento embrionario.

Ainda com a auséncia de uma camera de time-lapse, observagbes em

determinados momentos podem auxiliar a classificar os embrides de acordo com a
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velocidade de clivagem e morfologia, permitindo a criacdo de parametros e modelos
capazes de correlacionar a velocidade dos primeiros ciclos celulares com taxa de
implantagéo e prenhez (BANG et al., 2013).

O tempo de diviséo celular, o intervalo do ciclo celular e a sincronia do ciclo
celular sdo sugeridos como marcadores da qualidade do embrido humano
(HERRERO et al., 2013). A correlacéo entre morfocinética e grau morfolégico do
embrido € observada quando se examina o tempo necessario para atingir o estagio
de 2 células, o desaparecimento dos pronucleos nos dias 2 e 3 e a sincronia do
estagio de 2 a 4 células. De fato, o tempo para atingir o estagio de 4 células € o
preditor mais significativo de formacéo de blastocisto e boa morfologia (CRUZ et
al., 2012). Por outro lado, a formacdo de blastocisto ndo € necessariamente a
melhor métrica para implantacédo: Imagens de time-lapse revelaram que uma faixa
intermediéria, 6tima de divisao celular para o estagio de 5 células se correlacionou
melhor com a capacidade de um embrido de implantar e resultar em prehez
(MESEGUER et al., 2011). Da mesma forma, os embriées com maior probabilidade
de implantagdo estavam no estdgio de 4 células entre 33,1 e 57,2 horas apos
injecdo intracitoplasmatica de espermatozéides (CHAMAYOU et al., 2013).

Em bovinos, a avaliacdo nao invasiva pelo time-lapse ja obteve resultados
positivos no aumento da taxa de prenhez (SUGIMURA et al., 2012), mas ainda sem
conseguir atingir escala comercial. Foi observado que blastocistos oriundos de
clivagens iniciais rapidas tinham taxa de apoptose celular inferior aos de clivagens
lentas (VANDAELE et al., 2006). Em contrapartida, maior taxa de bloqueio
embrionario (GARCIA et al., 2015), maior numero de anormalidades
cromossOmicas (PERS-KAMCZYC et al., 2012), padrbes de expressao génica
irregulares (LONERGAN et al., 2000; GUTIERREZ-ADAN et al., 2004), foram
observados em embrides com clivagens tardias.

Entretanto, estudos mais recentes relatam que embrides que clivam mais
rapido ndo necessariamente sdo os melhores para transferéncia (MILAZZOTTO et
al., 2016). Os aspectos negativos das clivagens rapidas podem estar ligados, por
exemplo, a perda de imprinting genémico (VELKER et al., 2012).

16



291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310

311
312

313
314
315
316
317
318
319
320
321

Em outro estudo, foi observado que a morfocinética correlaciona-se com
maior atividade da enzima caspase em embrides de clivagem lenta (2-4 células as
45 horas pés-inseminacdo) em comparacao com os de clivagem mais rapida (5-8
células as 45 horas pés-inseminacao), sugerindo que um processo de selecdo de
células mais rigoroso ocorre em embrides lentos (VANDAELE et al., 2007).

Ha relatos de que a velocidade com que 0s zigotos passam por seus ciclos
mitéticos durante a clivagem também influencia fortemente o desenvolvimento
futuro (GARCIA et al., 2015).

A morfocinética também tem sido sugerida como marcador metabdlico em
diversas espécies como em camundongos, bufalos e bovinos (ISOM et al., 2012,
LEESE, 2012). Um embrido metabolicamente mais ativo pode ser um sinal de
danos no DNA que levam a ativacdo prematura do genoma e diminuicdo de
qualidade do embrido (BAUMMANN et al., 2007). Além disso, foi observado que os
embrides mais viaveis sdo 0s que apresentam menor metabolismo, menor indice
glicolitico, menor turnover de aminoacidos e altos niveis de enzimas antioxidantes
LEESE et al., 2002).

Estas caracteristicas sdo sugeridas como sendo derivadas do o6cito, uma
vez que durante as primeiras divisdes (usadas para a classificacdo da cinética) o
embrido utiliza principalmente o estoque materno de mRNAs e proteinas (ZENG &
SCHULTZ, 2005).

3.3.Criopreservacao de embrides

O processo de criopreservagao visa manter o metabolismo celular em estado
de quiescéncia, tornando possivel a conservacédo de células e tecidos em baixas
temperaturas por tempo indeterminado. Para alcancar isto, € necessario eliminar
duas causas principais de morte celular associada com a criopreservacéo — a
formacao de cristais e as concentracdes letais de solutos, enquanto se mantém a
capacidade funcional das organelas intracelulares (EDGAR E GOOK, 2012).

Embrido congelado representa a maneira mais simples, eficiente, segura e
de baixo custo para o transporte de material genético. A criopreservacao de

embrides produzidos in vivo ja estd bem estabelecida e apresenta taxa de prenhez
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semelhante as obtidas com embribes frescos, mas esse método nédo é eficiente
para embrides PIVE (SUDANO et al., 2013).

Todos os embrides sofrem consideraveis injurias morfolégicas e funcionais
durante a criopreservagao, mas a extensao dos danos assim como as diferencas
nas taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento pos-criopreservacdo podem variar
de acordo com fatores como a espécie, o tipo de embrido, o método de
congelamento, a idade e o estagio de desenvolvimento, o ambiente de cultivo, o
sexo, dentre outros (LEME, 2017).

As injurias causadas aos embribes, durante o0s processos de
criopreservacao e reaquecimento ocorrem principalmente devido a formacdo de
cristais de gelo intracelulares, concentracdo de soluto resultante do processo de
desidratacéo e choque osmético (PEREIRA & MARQUES, 2008).

Atualmente, duas técnicas de criopreservacao para oécitos e embrides sao
utilizadas: congelacdo e vitrificacdo. Independentemente da técnica, todos os
métodos de criopreservacdo necessitam de crioprotetores que possuem a funcéo
de proteger as células e tecidos durante a congelacdo e a descongelacéo
(NIEMANN, 1991). Porém, a toxicidade e o choque osmotico estéo associados com
a utilizacdo dos crioprotetores, mas quando se utilizam baixas concentracoes, a
prevencdo da formacdo de cristais de gelo é limitada (PEREIRA & MARQUES,
2008).

O congelamento classico é utilizado em bovinos, principalmente, para a
criopreservacao de embrides produzidos in vivo. Esse método tem a vantagem de
usar baixas concentracbes de crioprotetores, mas isso permite a formacao de
cristais de gelo, que em maior ou menor escala resultardo em lesdes as membranas
e organelas (EDGAR & GOOK, 2012).

Na vitrificag&o se utilizam altas concentragdes de crioprotetores, que formam
uma solugéo viscosa, e durante o resfriamento fazem com que a agua da célula se
solidifique em estado vitreo, sem se expandir, inibindo a formacao de cristais de
gelo (VAJTA E NAGY, 2006). Entretanto, a toxicidade dos crioprotetores é téo
elevada, que as células s6 podem ser expostas a essa solugdo por um periodo

muito curto de tempo e/ou um volume minimo de solucdo (EDGAR E GOOK, 2012).
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Essa técnica tem sido empregada principalmente para embrides produzidos in vitro,
pois estes sdo mais sensiveis a diminuicdo de temperaturas do que os produzidos
in vivo. Alguns estudos demonstram que esta técnica de criopreservagdo pode ser
utilizada com sucesso para embrides bovinos sem a reducao significativa das taxas
de prenhez (DOBRINSKY, 2002).

Alguns autores, relatam que o principal sitio de injuria € a membrana
citoplasmatica (particularmente sua porcao lipidica), e o estresse osmotico € o
principal responsavel. Isso ocorre, pois as células e seus compartimentos sao
submetidos a mudancas bruscas de volume devido a movimentacdo de agua e
crioprotetores intracelulares. Portanto, células com membranas plasmaticas mais
flexiveis e também mais permedveis irdo usualmente sofrer menos danos nesse
sitio (SEIDEL, 2006).

No entanto, acredita-se que a baixa criotolerancia do embrido PIVE seja de
carater multifatorial, estando relacionada com o0 seu contelddo e composicdo
lipidica, o metabolismo do embrido, o padrdo global de expressdo génica e a
apoptose (revisado por Sudano et al. 2013). Estudos tém sido realizados buscando
a reducdo da quantidade de lipidios citoplasméaticos e a consequente melhora da
criotolerancia. Entre as metodologias estudas pode-se citar: uso de suplementos
ao meio de cultivo do embrido (PASCHOAL et al, 2012; MOAWAD et al, 2013),
reducdo da concentracdo de soro fetal bovino no meio de cultivo (SUDANO et al,
2011) e a alimentacdo das doadoras com dietas a base de &cidos graxos
insaturados (FOULADI-NASHTA, 2007 e 2009; ZACHUT et al., 2010).

Tendo em vista aumentar a fluidez de membrana dos embrides, diversos
estudos vém sendo conduzidos na tentativa de aumentar o grau de insaturacdo dos
lipideos da membrana celular através da incorporacdo de acidos graxos
polinsaturados. Uma das abordagens seria a suplementacdo dos acidos graxos
polinsaturados diretamente no meio de cultivo embrionario, como no caso do uso
do acido linoléico conjugado (PEREIRA et al., 2008) de embrides bovinos PIV.
Outra abordagem seria através do manejo nutricional das doadoras fornecendo

uma dieta rica em acidos graxos polinsaturados visando a incorpora¢cdo do mesmo
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na membrana celular de odcitos (ZERON et al., 2002) e embrides (KOJIMA et al.,
1996).

Por outro lado, outros autores afirmam que a principal caracteristica dos
embrides PIV possuirem maior sensibilidade a criopreservacao esta relacionada a
qualidade do embrido e pela quantidade de lipidio existente em seu citoplasma.
ABE et al (1999) concluiram que o lipidio existente num embrido €, em grande parte,
derivado do triglicerideo contido nas lipoproteinas séricas. Em funcdo disso,
alteracbes morfologicas, ultraestruturais e metabdlicas ocorrem entre os embrides
produzidos em sistemas definidos e indefinidos (ABE et al., 2002). Desta forma,
embribes cultivados in vitro na auséncia de SFB aparentemente sdo mais
criotolerantes que aqueles cultivados em meio contendo SFB (RIZOS et al., 2003).

Varios compostos como a norepinefrina, o dibutiril CAMP, o isoproterenol, o
etosulfato de fenazina (PES), I-carnitina (CHANKITISAKUL et al.,, 2013) e o
forskolin (PASCHOAL et al., 2016) sdo capazes de reduzir o contetudo lipidico de
embrides. Men et al. (2006) & Seidel Jr. (2006) demonstraram que a reducao do
conteldo lipidico citoplasmatico dos embrides utilizando tanto o PES, como o
forskolin, aumentou a criotolerancia de embrides bovinos cultivados na presenca
de soro.

Com o uso do forskolin a atividade lipolitica dos embrides PIVE foi
significativamente aumentada. Este fato indica que o uso do forskolin durante o
cultivo de embribes PIV poderia resultar na producdo de embrides com contetdo
lipidico semelhante ao observado em embriées produzidos in vivo, o que melhoraria
sua resisténcia a criopreservacao (MEN et al., 2006).

Ao encontrar alternativas que incrementem a eficiéncia da criopreservacao
de embrides produzidos in vitro, sera possivel tornar mais eficaz os programas de
multiplicacdo do material genético, j& que além de aumentar as taxas de prenhez,

permitira um uso mais racional das receptoras de embrides.

3.4.Metabolismo lipidico em o6citos e embrides
Em nivel celular, os lipidios funcionam como fonte de energia e sao

componentes criticos para sua estrutura fisica e funcional. O conteddo e a
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composicao de lipidios em odcitos e embrides podem influenciar sua competéncia
e, seu impacto pode ser critico, particularmente durante a criopreservacao
(SANTOS et al., 2008). Todavia, sabe-se que 0s acidos graxos sao utilizados como
fonte de energia durante a maturacdo oocitaria e desenvolvimento embrionério
inicial (FERGUSON et al., 2006), até o estagio de 8 a 16 células, que em bovinos
corresponde a ativacdo do genoma do proprio embrido e inicio da sintese de novo
de transcritos (LIM et al., 1999).

Os lipidios presentes em maior quantidade nos odcitos e embrides sdo os
triacilglicerois (TAG), frequentemente localizados em gotas lipidicas no citoplasma
(FERGUSON & LEESE, 1999). A gota lipidica € composta por um ndcleo
hidrofébico de lipidios neutros, tais como TAG e ésteres, rodeados por uma parte
anfipatica formada por uma monocamada de fosfolipidios, colesterol e proteinas
(MARTIN et al.,, 2006). Os TAG s&o formados na membrana microssomal do
reticulo endoplasmatico (RE), local onde ocorre a formacdo das gotas, e sdo
compostos por um glicerol que tem seus trés grupos hidroxilas esterificados por trés
acidos graxos, saturados ou insaturados.

Quando ocorre demanda energética, os acidos graxos sao metabolizados na
mitocdndria mediante oxidacdo (DUNNING et al., 2010; DUNNING et al., 2014). O
acido graxo que ird se oxidar pode ser proveniente da quebra da gota lipidica
mediante lipases ou da biossintese celular. O precursor da sintese de acidos graxos
€ o acetil-Coa que, mediante a enzima acetil-Coa descarboxilase (ACACA), é
convertido em Manolil-Coa e este por sua vez em 4cido graxo mediante a acao da
acido graxo sintase (FASN).

Em caso de requerimento energético, o acido graxo sofre acdo enzimatica
mediada pela acil-CoA sintetase gerando as acil-CoA. Nessa forma, sé&o
transportados para dentro das mitocondrias pela carnitina palmitoil transferase 1B
(CPT1B), processo esse facilitado pela ligagdo da molécula de acil-CoA com a L-
carnitina (NELSON e COX, 2002).

Uma vez no interior das mitocondrias, a enzima CPT2 desliga a L-car da
molécula de acil-CoA, a qual entra para a via da B-oxidacdo e € convertida em

acetil-CoA para ser metabolizada no ciclo do &cido carboxilico e fosforilacdo
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oxidativa, gerando ATP. Portanto, a enzima CPT1B limita a taxa de B-oxidacéo e
requer a L- car como cofator (SUTTON-MCDOWALL et al.,, 2012), j& que sua
ligacdo com a molécula de acil-CoA torna-se necessaria para o transporte do
complexo acil-carnitina-CoA até o interior da mitocéndria.

E bem conhecido que o complexo cumulus-o6cito € um complexo dindAmico
onde existem diversas vias de comunicacao celular. Por ser assim, pouco se sabe
acerca das necessidades metabdlicas do odcito na maturacdo, ou do papel das
células do cumulus no metabolismo energético (DEL COLLADO et al., 2015).

Por exemplo, sabe-se que o odécito é incapaz de metabolizar a glicose, e que
sdo as células do cumulus que realizam a funcdo glicolitica (KHURANA &
NIEMANN, 2000; THOMPSON et al., 2000; CETICA et al., 2002) e que s6 ira se
estabelecer no embrido a partir da compactacdo. Nessa via, enzimas como a
fosfofrutoquinase (PFK) e a glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) tem maior
atividade nas células do cumulus comparado ao odcito (CETICA et al., 2002).
Assim, o modelo de entendimento atual propde que as células do cumulus
fornecem produtos do metabolismo da glicélise, como piruvato e lactato, ao o6cito
para metabolizacdo mediante a fosforilagéo oxidativa.

Vale ainda ressaltar a importancia de outra via do metabolismo energético
durante a maturacéo, a beta-oxidacdo. A beta-oxidacdo dos acidos graxos € um
processo oxidativo cerca de trés vezes mais eficiente em gerar ATP do que a
glicélise (DUNNING et al., 2010).

Como mencionado, é claro o fato de que na PIVE bovinos existe um maior
acumulo de lipidico pelo embrido quando comparado ao processo in vivo (RIZOS
et al., 2002). O aumento de lipideos neutros durante a PIVE é normalmente
relacionado com a utilizagdo do SFB nos meios de cultivo, provocando a baixa
criotolérancia desses embrides (ABE et al., 2002). Os acidos graxos
intracitoplasmaticos penetram nas membranas dos blastoceles, mudando sua
composicao e as fazendo menos resistentes a esta técnica (MUCCI et al., 2006).
Autores apontam que esses lipideos danificam os mecanismos celulares
responsaveis por reparar as membranas plasmaticas depois da criopreservacao
(MUCCI et al., 2006; GOMEZ et al., 2008).
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3.5.Efeitos da suplementacdo lipidica sobre atividade reprodutiva de
fémeas bovinas, viabilidade oocitéria e qualidade embrionéria

Uma melhora aparente na fertilidade tem sido associada a suplementacéo
lipidica (ADAMIAK et al., 2006). Atualmente, tem-se destacado a importancia da
inclusdo de duas familias de &cidos graxos essenciais na alimentacdo: Omega 3
(n-3) e Omega 6 (n-6), também conhecido por &cido linolénico e linoléico,
respectivamente. Esses acidos sdo denominados essenciais, pois devem ser
fornecidos a partir da alimentacao, ja que o organismo nao € capaz de produzi-los
(WATHES et al., 2007).

A suplementacdo de PUFAs na dieta de bovinos tém influéncia no
crescimento folicular e na ovulacéo, incluindo efeitos sobre liberagcdo de GnRH, na
sintese e liberacdo de FSH, LH e GH, além de promoverem também alteracdes no
metabolismo dos esterbides (ABAYASEKARA e WATHES, 1999; WEBB et al.,
2004).

Aumento da concentracdo de progesterona (LOPES et al., 2009), melhora
da qualidade embrionaria (CERRI et al., 2004) e supressao de sinais luteoliticos
nas proximidades do reconhecimento materno da gestacdo (MATTOS et al., 2000),
foi observado quando se suplementou os animais com PUFAs.

Aumento no numero de foliculos de tamanho médio e aumento do tamanho
do foliculo dominante foram observados quando se adicionou gordura na dieta (De
FRIES et al., 1998), o que torna favoravel a realizacdo da OPU-PIVE. Por outro
lado, pode-se verificar que a alteracdo na dinamica folicular com a utilizacdo na
dieta de &acidos graxos poli-insaturados € acompanhada de mudancas nas
concentracbes sanguineas de insulina, colesterol, GH e nas concentracdes
intrafoliculares de IGF-I e HDL-colesterol (THOMAS e WILLIAMS, 1996).

Os oocitos utilizam-se dos acidos graxos como fonte de energia durante a
maturacdo e ao longo do periodo de desenvolvimento embrionario, porém,
alteracdes na composicdo de &cidos graxos nos ooécitos podem melhorar tais
eventos (KIM et al., 2001).
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Os oocitos de fémeas bovinas possuem grande quantidade de lipidios,
aproximadamente 20 vezes maior que a quantidade encontrada em odcitos de ratas
e, sua distribuicdo encontra-se da seguinte maneira: aproximadamente 50% de
trigliceridios, 20% de fosfolipidios, 20% de colesterol e 10% de acidos graxos livres.
Dentre a fracdo fosfolipidica, os acidos graxos saturados (C16:0 = 25% e C18:0 =
16%) estdo em maior quantidade do que os PUFA (C18:2; 5-8% e C20:4; 1-3%)
(McEVOQY et al., 2000).

O perfil lipidico dos odcitos de bovinos j& é bem estabelecido, porém, pouco
se sabe sobre como os foliculos e os odcitos absorvem esses AG. Outro desafio, €
saber como nutricdo com esses AGs modificam esses compartimentos reprodutivos
e como alteram o desenvolvimento apds a fertilizacdo (ADAMIAK et al., 2006).

O efeito dos PUFA sobre o desenvolvimento dos complexos cumulus-o4cito
pode ser parcialmente mediado a partir de alteragcbes na composicao do fluido
folicular, que consiste no microambiente que cerca 0s o00citos durante seu
crescimento e maturacdo (FOULADI-NASHTA et al., 2009). Isto porque o perfil de
acidos graxos do fluido folicular pode ser correlacionado com o tipo e quantidade
de PUFA fornecidos na alimentacéo (CHILDS et al., 2008).

Alguns estudos apontam para que a qualidade do odcito esteja relacionada
a composicao de acidos graxos, especialmente da fracéo fosfolipidica (McEVOY et
al., 2000). Os fosfolipidios sdo os principais componentes das membranas
celulares, sendo que estas recebem influéncia do nUmero, posicao da dupla ligacao
e do comprimento da cadeia dos acidos graxos interferindo diretamente nas suas
propriedades (STUBBS & SMITH, 1984), contribuindo para a fluidez da mesma e
melhorando o processo de criopreservacao.

Ja foi observado que a adicdo de acidos graxos poli-insaturados na dieta de
doadoras, favorecem a criopreservacéo dos embrides (LEAO et al., 2015), pois a
maior gquantidade desses acidos na membrana plasmatica eleva a fluidez da
mesma (STUBBS & SMITH, 1984). E, de acordo com (ZERON et al., 2002), a maior
fluidez aumenta a eficiéncia de troca da agua intracelular pelo crioprotetor,

favorecendo a protecdo do embrido.
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3.6. Metabolismo dos acidos graxos nos ruminantes

Na dieta dos ruminantes, os lipidios encontram-se principalmente na forma
esterificada como mono e diglicerideos em forragens, e como triglicerideos nos
alimentos concentrados (VAN SOEST, 1994). Plantas forrageiras geralmente
contém pequena quantidade de lipidios, com valores de 3,0 a 6,0% para a maioria
das espécies. Ja as sementes oleaginosas e 0s 6leos vegetais possuem maiores
teores de lipidios, com valores de 18 a 50% e 80 a 95%, respectivamente (MILINSK,
2007).

O ambiente ruminal é responséavel por algumas transformacgdes nos lipidios
da dieta, alterando a composicao e o perfil de &cidos graxos que chega ao duodeno
devido aos processos bioquimicos (FRANCO, 2007). No rumen, a degradacao
lipidica envolve dois processos: lipolise e biohidrogenagdo, ambos realizados por
microrganismos tornando a digestédo dos lipidios mais complexa, e fazendo com
gue boa parte dela ocorra antes que a digesta atinja o intestino delgado (VAN
SOEST, 1994).

O processo de lipdlise consiste na quebra das ligacGes éster encontradas
nos lipidios dos alimentos da dieta seguida pela biohidrogenacéo de acidos graxos
insaturados (AGI), a qual reduz o numero de duplas ligacdes de AGI advindos das
fontes de gordura (JENKINS, 1993). A hidrolise é predominantemente realizada
pelas bactérias ruminais, sendo geralmente alta (>85%) e podendo ser influenciada
por alguns fatores, como o nivel de gordura na ra¢do, pH ruminal e a utilizacao de
ionéforos, que podem inibir a atividade e crescimento de bactérias (DOREAU &
CHILLIARD, 1997) e os produtos gerados gerados sdo &cidos graxos e glicerol,
sendo o ultimo fermentado a 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC).

Os AGCC séo produzidos em grandes quantidades pelos ruminantes e sao
formados por cadeias de um a sete atomos de carbono, sendo 0s principais o
acético, o propidnico e o butirico (BERGMAN, 1990).
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Figura 1: Esquema da lipolise em triacilglicerideos (Adaptado de ROSA, 2014).

A velocidade da lipolise € rapida e este pode ser um fator limitante que,
possivelmente, evite a formacao de excessivas quantidades de acidos graxos poli-
insaturados livres, que normalmente interferem na digestédo das fibras e inibem a
biohidrogenacédo (ROSA, 2014).

A biohidrogenacdo é a insercdo de atomos de hidrogénio nas ligactes
insaturadas (duplas), tornando-as saturadas (CHURCH, 1993), e tem como teoria
o papel de proteger os microrganismos ruminais do efeito deletério dos &cidos
graxos insaturados. Esses &cidos tém a capacidade de se incorporar nas
membranas celulares dos microrganismos interferindo na sua permeabilidade e
fluidez, e/ou de recobrir as particulas dos alimentos formando uma barreira fisica a
acao dos microrganismos. Portanto, a inclusdo de altas quantidades de lipidios na
dieta (acima de 7,0% da MS) pode comprometer o desempenho animal e a
digestibilidade da fibra pelos efeitos deletérios citados acima (JENKINS, 1993;
KOZLOSKI, 2011).

Lipidios esterificados
(Acao de lipases, fosfolipases e galactosidases)

/N

Glicerol Acidos graxos insaturados Biohidrogenacéo Acidos graxos saturados
Galactose —

|

AGCC
Figura 2: Esquema do metabolismo de lipidios em ruminantes (Adaptado de Kosloski, 2011)

Apés a hidrdlise os acidos graxos poli-insaturados tornam-se entéo,

disponiveis a acdo microbiana para o processo de biohidrogenacado, que se inicia
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pela isomerizacao da ligacéo cis-12 dos acidos linoleico e linolénico a ligacao trans-
11, que quando resultando do acido linolénico, formam AG cis-9, trans-11, ou acido
linoleico conjugado (CLA). Em seguida, a dupla ligacdo cis-9 é hidrogenada,
produzindo C18:1 trans-11 e C18:2 trans-11, cis-15 para os &cidos linoleico e
linolénico, respectivamente. O C18:2 trans-11, cis-15 sofre uma hidrogenacao na
dupla ligacdo cis-15, produzindo também C18:1ltrans-11, o qual € também é
hidrogenado na C18:1 trans-11, resultando em acido estearico C18:0. No entanto,
a bio-hidrogenacdo ndo é completa, resultando em alta concentragdo de CLA
(PENNINGTON & DAVIS, 1975).

As bactérias envolvidas na biohidrogenacéo tém sido classificadas em dois
grupos A e B, de acordo com o padrdo metabdlico (KEMP & LANDER, 1984). O
grupo A hidrogena os acidos linoleico e linolénico somente a C18:1 trans-11, e o
grupo B é capaz de hidrogenar acidos graxos monoinsaturados a acido estearico.
Quando ocorre biohidrogenacéo de acidos graxos insaturados no rimen, os acidos
graxos da dieta sofrem mudancas em sua estrutura quimica, e o perfil de acidos
graxos que passam pro abomaso € alterado, sendo que para comprovar a
biohidrogenacdo completa de AG, maiores concentracdes de &cido estearico
(C18:0) teriam que ser encontradas na digesta abomasal comprovando tal condi¢cao
(HAVERTINE & ALLEN, 2006).

Nesse caso, a biohidrogenacdo pode ser menos dependente da
concentragdo de hidrogénio (H) no rimen, onde somente 1 a 2% do H metabdlico
€ usado para este processo (CZERKAWSK, 1984). Por outro lado, esse processo
contribui para a retirada de ions H* do ambiente ruminal, evitando seu acumulo, e
para a reducéo da producéo de metano (CHa) pelas bactérias metanogénicas, uma
vez que estas consomem H, aumentando dessa forma a eficiéncia energética da
dieta de todas as duplas ligagbes sdo completamente convertidas em ligagbes
simples, e os acidos graxos sao saturados. Enquanto a maioria dos acidos graxos
sdo modificados através do metabolismo ruminal, a hidrogenacdo ndo é
normalmente completa, e ampla variedade de acidos graxos séo resultantes de
uma biohidrogenagéo incompleta (BYERS & SCHEHING, 1993).
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Aproximadamente 10% dos acidos graxos poli-insaturados escapam da
biohidrogenacdo ruminal, chegando ao duodeno, basicamente, pequenas
quantidades de acidos graxos poli-insaturados, acidos graxos saturados, e lipidios
microbianos. Essa pequena quantidade de &acidos graxos poli-insaturados que
passa pelo riumen parece ser suficiente para atender as exigéncias dos ruminantes,
pois 0S mesmos parecem nao apresentar deficiéncias desses acidos graxos
(CAVALIERI et al., 2005). Todavia, sabe-se que as membranas das células animais
necessitam de acidos graxos insaturados para manter sua estrutura, fluidez e
funcao

Para reduzir a biohidrogenacéao e assim, aumentar a quantidade de acidos
graxos poli-insaturados que chegam ao intestino delgado € necessario fornecer
dietas ricas nestes &cidos, mas também, dietas que elevem o pH ruminal
(OLIVEIRA et al., 2004).

Os microrganismos responsaveis pela biohidrogenacao sdo as bactérias
celuloliticas, por serem as mais afetadas pela suplementacdo com gordura e
diminuicdo do pH (PALMQUIST E JENKINS, 1980). Da mesma forma, estudos
realizados por Harfoot e Hazlewood (1997), substituindo fibra por carboidrato de
rapida degradacéo ruminal na dieta, verificaram reducéo nas taxas de lipélise de
biohidrogenacéo, reafirmando a hipotese de acdo dos microrganismos celuloliticos
sobre o processo de biohidrogenacéo.

Os acidos graxos poli-insaturados podem ser oferecidos na dieta com o uso
de sementes de oleaginosas como soja, canola, girassol e linhaca. Essas sementes
sdo bastante interessantes pelas altas concentracbes de lipidios e por
apresentarem taxa de liberacdo desejaveis de oleo, que ocorre quando o animal
tritura o alimento pela mastigacao (COPPOCK & WILKS, 1991).

3.7.Consumo e digestibilidade aparente de linhaca
A linhaca é uma excelente fonte de acidos graxos 6mega-3, que Ssao
conhecido por ser anti-carcinogénico, por evitar doencas cardiovasculares, e por

aumentar a atividade visual (WRIGHT et al., 1998). No entanto, diversos estudos
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vém sendo realizados para determinar o consumo de linhaca para ruminantes e
seus efeitos sobre o consumo de digestibilidade de outros nutrientes

Alimentando com até 15% da MS total com linhaca, ndo foi observado
nenhum efeito sobre a ingestdo de materia seca de vacas leiteiras em lactacdo
(KENNELLY & KHORASANI, 1992). Além disso, vacas leiteiras suplementadas
com sementes de linhaca tratadas com formaldeido a 10% na matéria seca, tiveram
auséncia de efeitos no consumo de matéria seca em comparacdo com sais de
calcio de &cido palmitico, porém, foi observado aumento nas concentracfes de
proteina e &cido linolénico no leite (PETIT et al., 2002), o que sugere uma melhor
utilizacdo do nitrogénio na dieta de linhaca.

Enriguecendo a dieta com linhaca inteira, vacas leiteiras apresentaram
menor digestibilidade de MS e fibra do que aquelas alimentadas com soja
micronizada ou Megalac. Os autores sugeriram que a soja micronizadas e Megalac
pode ser completamente substituido por linhaca como fonte de gordura na dieta de
vacas em inicio de lactacdo sem qualquer efeito adverso na producédo e que a
linhaca aumenta o percentual de proteina de leite e a sua relacdo de acidos
linolénico:linoleico (PETIT et al., 2003).

Em outro estudo, observaram que o fornecimento de 10% de semente de
linhaca na dieta para vacas primiparas em lactacdo causou aumento ha
digestibilidade do extrato etéreo, sem haver alteracéo na digestibilidade da matéria
seca e da fibra em detergente neutro (OBA et al. 2009).

De maneira semelhante, Silva et al. (2007), suplementaram vacas leiteiras no
inicio da lactacdo com dietas contendo 12% de semente de linhaca e verificaram
aumento na digestibilidade da proteina bruta e do extrato etéreo, com diminui¢cao
da digestibilidade da fibra em detergente acido.

No entanto, a digestibilidade dos nutrientes depende de diversos fatores. A
digestibilidade da fibra est4 associada aos processamentos fisicos que a semente
de linhaca sofre, como a moagem, que facilita o acesso dos microrganismos
ruminais as particulas do suplemento fornecido, diferentemente quando fornecida

na forma de grdo. Para Doreau et al., (2009) o efeito da semente de linhaca é
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dependente da quantidade fornecida, devido a alteracdo na taxa de passagem e
baixa ingestdo de matéria seca.

Os processos digestivos nos ruminantes sofrem influéncia do tamanho de
particula do alimento e de seu fluxo pelo rimen. A reducéo do tamanho de particula
dos grdos aumenta efetivamente a area de contato superficial tornando as fracdes
mais susceptiveis a digestdo. No entanto, o conhecimento da degradabilidade
ruminal de sementes de oleaginosas ainda é restrito.

Outra maneira de fornecer a linhaca aos animais € na forma de 6leo. Porém,
a adicdo de Oleos vegetais na forma in natura na dieta de bovinos pode causar
alteracdes na atividade ruminal, pois a alta concentracdo de acidos graxos poli-
insaturados afeta alguns microrganismos, principalmente bactérias Gram (+),
metanogénicas e protozodrios (PALMQUIST e MATTOS, 2011), causando
prejuizos no desempenho dos animais.

Além disso, o0 6leo presente nas dietas pode reduzir a digestibilidade da fibra,
pois, o recobrimento das particulas dos alimentos pelo 6leo impede que os
microrganismos degradem a fracao fibrosa, reduzindo a taxa de passagem dos
alimentos e diminuindo o consumo de matéria seca; o que também prejudica o
desempenho (PALMQUIST e MATTOS, 2011).

A utilizacdo de o6leos protegidos da degradacao ruminal, através da adicéo
de sais de calcio ou na forma de graos de oleaginosas, pode evitar esses efeitos
deletérios sobre a atividade ruminal. Os 6leos protegidos passam pelo ramen quase
de forma inerte, sendo pouco dissociados dentro dele, e ndo prejudicam a atividade
dos microrganismos ruminais (PALMQUIST e MATTOS, 2011). Outro beneficio dos
Oleos protegidos é que, por se tornarem solidos, facilitam a sua utilizacdo em
fabricas de racdo e aumentam a homogeneizacdo com outros ingredientes do

concentrado.
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CAPITULO 2 ALTERNATIVAS PARA INCREMENTO DA
VIABILIDADE DE EMBRIOES BOVINOS CRIOPRESERVADOS
PRODUZIDOS IN VITRO

Artigo formatado nas normas do periddico: Animal Reproduction Science

Suplementacdo lipidica para doadoras (Bos taurus) melhora a

qualidade de embrides submetidos a vitrificagéo
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Resumo: Embriées produzidos in vitro sdo mais sensiveis ao processo de
criopreservacdo. Tal fato tem sido associado com o seu conteldo e composicdo
lipidica e consequentemente sobre o metabolismo do embrido. No presente estudo
objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de linhaca na dieta de vacas Pantaneira
sobre parametros digestivos e na producdo in vitro de embrides submetidos a
vitrificacdo. Para isso, utilizou-se seis fémeas bovinas distribuidas em 2 grupos
experimentais: grupo controle (CONTR, n=3) e grupo linhaca (LINH, n=3), diferindo
apenas pelo fornecimento de 0,800kg/animal/dia de linhaga na dieta do grupo LINH.
Foram realizadas analises de consumo de matéria seca e digestibilidades aparente
dos nutrientes. Um total de 3 sessbes de aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia (OPU) foram feitas para a realizagdo da producédo in vitro de
embrides (PIVE). Os embrides considerados viaveis em D7 foram submetidos a
vitrificacdo e posterior aquecimento para avaliagcdo das taxas de reexpansédo as 3
e 24 horas. Animais alimentados com linhaca tiveram reducdo no consumo e
digestibilidade de matéria seca (P <0,05). Por outro lado, ndo houve efeito (P> 0,05)
do tratamento nos coeficientes de digestibilidade da PB, FDN, FDA e NDT. A taxa
de viabilidade oocitaria e taxa de blastocisto (D7) ndo diferiram entre os grupos
LINH e CONTR. Por outro lado, com a linhaca aumentou-se a taxa de embribes
vitrifichveis (62,5 % vs 96,3 % para grupo controle e linhacga, respectivamente). De
forma semelhante a taxa de reexpanséao apos 24 horas foi superior no grupo linhaca
(CONTR: 70% e LINH: 86,3 %). Em conclusdo, a suplementacédo de 0,800
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Kg/animal/dia de linhaca em gréo, uma fonte rica em &cido linolénico, para fémeas
da raca Pantaneira incrementou a qualidade e criotolerdncia dos embribes
produzidos in vitro.

Palavras chaves: reproducédo; metabolismo lipidico; criopreservacéo.

1. Introducéo

O Brasil apresenta destaque mundial na producéo in vitro de embrides
(PIVE) bovinos, sendo o maior produtor na América do Sul (Sanches et al., 2019).
Esse alto numero de embrifes produzidos se d& pela enorme demanda, se déa pela
possibilidade de criopreservacdo do embrido e busca dos produtores por melhor
material genético.

Além de atender a demanda comercial da pecuéria, a criopreservacdo de
embrides produzidos in vitro (PIVE) pode contribuir de forma mais efetiva para a
conservacao do material genético de racas domeésticas em risco de extincédo. Pode-
se citar a raca Pantaneira, naturalizada de rusticidade notavel e cujo rebanho
efetivo apresenta menos de 1000 animais no pais inteiro (Ferreira et al., 2017).

Contudo, a sensibilidade do embrido bovino produzido in vitro para
congelamento ou vitrificacdo é o principal obstaculo para a expansao da tecnologia
da criopreservacao (Saragusty & Arav, 2011). Independente da raca, os embrides
produzidos in vitro sdo mais sensiveis ao processo de criopreservacdo quando
comparados aos produzidos in vivo (Sudano et al., 2014).

Acredita-se que a baixa criotolerancia do embrido PIV seja de carater
multifatorial, estando relacionada com o seu conteudo e composicdo lipidica e
consequentemente sobre o metabolismo do embrido (Sudano et al., 2013). Nesse
sentido a busca por alternativas de modulagéo do conteudo lipidico com vistas a
melhoria da criotolerancia tem sido realizada por varios grupos de pesquisa, 0S
quais tém estudado, por exemplo, alimentacdo das doadoras com dietas a base de
acidos graxos insaturados (Fouladi-Nashta et al., 2007; Fouladi-Nashta et al., 2009;
Zachut et al., 2010), suplementagédo do meio de cultivo in vitro (Moawad et al., 2013;
Paschoal et al., 2014; Paschoal et al., 2017) e reducao da concentracdo de soro

fetal bovino no meio de cultivo (Sudano et al., 2011).
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Atualmente, a suplementacéo lipidica na dieta tem sido usada ndo somente
para aumentar a sua densidade energética, mas também para melhorar o
desempenho reprodutivo nas vacas (Staples et al., 1998; Santos et al., 2008).
Odcitos e embrides podem incorporar esses acidos graxos de cadeia longa do meio
de cultivo e da dieta da doadora (Sturmey et al.,, 2009). Alguns estudos
demonstraram (Fouladi-Nashta et al., 2007; Thangavelu et al., 2007; Cerri et al.,
2009) uma melhora no desenvolvimento embrionario e na qualidade morfolégica
dos embrides quando as doadoras foram suplementadas com uma fonte rica em
acidos graxos poli-insaturados (PUFAs). Os PUFAs sao conhecidos por alterar a
composicao lipidica da membrana e o metabolismo celular (Leéo et al., 2015; Le&o
et al., 2017).

Ja foi observado que os &cidos graxos poli-insaturados, favorecem a
criopreservacao dos embrides (Leéo et al., 2015), pois a maior quantidade desses
acidos na membrana plasmatica eleva a fluidez da mesma (Stubbs and Smith,
1984). De acordo com (Zeron et al., 2002), a maior fluidez aumenta a eficiéncia de
troca da agua intracelular pelo crioprotetor, favorecendo a protecdo do embrido.
Nesse contexto, faz-se necessario avaliar o tipo de fonte desses acidos e o
aproveitamento destes pelos animais.

A linhaca (Linum usitatissimum) é um alimento interessante para o
fornecimento em dietas destinadas a bovinos, pois os &cidos graxos poli-
insaturados compdem cerca de 70% do 6leo da semente (Cardoso et al., 2018) e
por estar na forma de grédo, o 6leo da linhaca pode ter liberacdo mais lenta,
diminuindo, assim, a bio-hidrogenagéo ruminal (Cavalieri et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da adi¢cdo de linhaca na dieta de
vacas Pantaneira sobre parametros digestivos e na producao in vitro de embrides

submetidos a vitrificag&o.

2. Material e métodos

Animais
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Todas as manipulagcdes envolvendo os animais foram realizadas de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, aprovadas pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da instituicdo (Protocolo n° 012/2014).

O experimento foi desenvolvido no NUBOPAN - Nucleo de Bovinos
Pantaneiros de Aquidauana, pertencente a Universidade Estadual de Mato Grosso
do Sul, situada no municipio de Aquidauana, MS (20°27’ S, 54°37’ O, e 530 m de
altitude), na faixa de transicédo entre o clima mesotérmico Umido sem estiagem e o
tropical umido, com estacdo chuvosa no verdo e seca no inverno. O periodo
chuvoso vai de outubro a marco. A precipitacdo anual € em média de 1225mm.

Foram utilizadas doadoras da raca Pantaneira (n = 6), ndo gestantes e néo
lactantes, com condicao corporal entre 3 e 4 (escala de 1 a 5), idade entre 2 e 4
anos. Todos os animais foram previamente submetidos a avaliacdo ginecoldgica
mediante auxilio da ultrassonogréfica transretal.

O controle de doencas reprodutivas foi realizado por meio de vacinacao
contra IBR, BVD e Leptospirose 30 dias antes da primeira OPU.

Todos os animais experimentais foram submetidos a regime de pastejo
rotacionado cultivado com capim-mombacga (Panicum maximum) e receberam
suplementacdo mineral ad libitum. Cada animal recebeu diariamente 2 kg de racéo
concentrada, sendo esta elaborada com farelo de milho e farelo de soja.

Os animais foram distribuidos em dois tratamentos, em um delineamento
experimental inteiramente ao acaso. Sendo CONTR= grupo controle, sem
suplementacdo com linhaca (n=3) e LINS = suplementacdo com linhaca (n=3).
Esses animais permaneceram juntos na mesma pastagem, sendo conduzidos ao
curral de manejo uma vez ao dia. No curral, os animais receberam respectivamente
racdo concentrada (controle) ou racdo concentra juntamente com 0,800
Kg/animal/dia de linhaca (LINS).

As analises bromatologicas da composicao da dieta ofertada foram descritas
por (Cardoso et al., 2018). O perfil lipidico da linhaca foi realizado de acordo com a
metodologia de (Nunes et al., 2015) pelo método de cromatografia gasosa (Agilent

6890N, Ramsey - MN, USA) para obter os picos individuais dos ésteres de acidos

44



1181
1182

1183
1184
1185
1186

1188
1189

1190
1191
1192
1193
1194
1195
1196

graxos. As analises foram realizadas no laboratorio de Nutricdo da Universidade

Catolica Dom Bosco.

Tabela 1: Composicdo quimica, expressa na matéria seca, do capim
potencialmente ingerido e dos suplementos fornecidos

Variaveis * Capim-mombaca Concentrado Linhaca
Matéria Seca - MS (%) 29,42 94,96 92,99
Proteina Bruta - PB (%) 8,37 22,15 22
Extrato Etéreo - EE (%) 1,48 3,51 27,32
Fibra em Detergente Neutro - FDN (%) 59,61 13,8 40,09
Fibra em Detergente Acido - FDA (%) 27,94 3,62 20,59
Carboidratos Totais - CT (%) 78,49 72,18 43,66
Carboidratos Nao Fibrosos - CNF (%) 18,88 58,38 3,57
Matéria Mineral - MM (%) 11,66 2,16 7,03
Linhaca

Acidos Graxos Média+DP

C12:0 - Acido laurico 0,12 +0,01

C14:0 - Acido miristico 0,24 + 0,01

C16:0 - Acido palmitico 6,20 £ 0,12

C16:1 - Acido palmitoleico 0,11

C18:0 - Acido estearico 3,21+0,03

C18:1 (trans) - Acido elaidico 0,25 + 0,02

C18:1 - Acido oleico 16,32 + 0,05
C18:2 - Acido linoleico 15,68 + 0,01
C18:3n3 - Acido linolénico (dmega 3) 51,89 + 0,14
C20:0 - Acido araquidico 0,10

C20:1 - Acido cis-11-eicosénico 0,16 + 0,04

C22:0 - Acido behénico 0,13+0,01
Acidos graxos poli-insaturados 69,95 + 5,68
Acidos graxos mono-insaturados 16,85 £ 0,09
Acidos graxos saturados 10,00 + 0,07

* Média das amostras coletadas durante o experimento.

Delineamento experimental

Foi adotado um periodo de 30 dias para adaptacéo da dieta para os animais.
O fornecimento dos suplementos foi realizado durante 62 dias a partir do periodo
de adaptacédo. Nesse periodo foram realizadas 3 sessdes de aspiracao folicular
com o intervalo médio de 31 + 5 dias entre si. Na figura 1 é demonstrado o design

experimental utilizado.
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Figura 3: Representacdo esquematica do periodo de suplementacdo, aspiracao
folicular, produgéo in vitro e criopreservagdo de embrides de fémeas bovinas
Pantaneiras.

Consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes

O consumo de forragem pelos animais foi determinado indiretamente através
da Fibra em Detergente Acido Insolivel (FDAi) como marcador interno, segundo o
meétodo descrito por (Cochran et al., 1986). Para as analises de digestibilidade,
foram coletadas amostras de capim em periodos distintos ao longo do experimento,
as quais foram feitas pela técnica do pastejo simulado. As amostras das fezes
foram coletadas diretamente da ampola retal dos animais, sempre na data das
OPUs. A producéo fecal total dos animais foi determinada realizando-se a coleta
total de fezes num periodo de 24 horas, sendo esta realizada no dltimo dia de
arracoamento.

As amostras de pasto e fezes foram pré-secas em estufa de ventilacdo
forcada (65°C, 48 horas) e, posteriormente, trituradas a 2 mm em moinho tipo
Willey, colocadas em potes plasticos, identificadas e armazenadas para posteriores
determinacdes de matéria seca (MS) e proteina bruta (PB) segundo metodologia
proposta(Silva and Queiroz, 1981). Os teores de fibra em detergente neutro (FDN)
e fibora em detergente acido (FDA) de acordo com (Vansoest et al., 1991), e os
teores de extrato etéreo (EE) e matéria mineral (MM) segundo (Silva and Queiroz,
2002).

Analise de parametros séricos
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Foram realizadas trés coletas de sangue em todos 0s animais, para
quantificacdo de glicose, colesterol total, HDL e LDL ao longo do periodo de
suplementacdo. As amostras de sangue foram coletadas por punc¢éo venosa caudal
e depositadas em tubos de ensaio. Apés a coleta, o sangue era centrifugado a 3000
rom durante 10 minutos para separacdo do soro e em seguida essa fracéo foi
congelada a -20°C até posterior analise.

No soro sanguineo foram quantificados o colesterol total, HDL e LDL
(método enziméatico colorimétrico) e glicose (método enzimatico-hexoquinase com
kits comerciais, através de procedimentos de espectrofotometria automatizados
COBAS® (Roche-Hitachi)). As andlises dos metabdlitos sanguineos foram
realizadas no Laboratoério de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade Federal

de Mato Grosso do Sul.

Aspiracao folicular guiada por ultrassonografia (OPU)

Para reducdo dos movimentos peristalticos e o menor desconforto do animal,
foram injetados 5 mL de lidocaina 2% (Lidovet®, Bravet LTDA Laboratory, Rio de
Janeiro, RJ, Brazil) no espaco epidural. Os procedimentos de aspiracao folicular
transvaginal foram realizados com ultrassom e transdutor setorial micro-convexo
de 8 MHz acoplado em suporte préprio para utilizagdo transvaginal. Para a
aspiracdo dos foliculos foram utilizadas agulhas hipodérmicas descartaveis 20 G
(50mm x 9mm; Terumo®, Bio Brazil, Sdo Paulo, Brazil) e mangueira de silicone
com 2 mm de diametro interno e 80 cm de comprimento. A pressao de vacuo foi de
65 a 75 mm de Hg, mantida com uma bomba de aspiragdo (WTA Watanabe
Tecnologia Aplicada Ltda., Cravinhos, SP, Brazil). O meio de aspiracdo foi
constituido por DPBS (Gibco BRL) acrescido de 20 Ul/mL de heparina sodica
(Hepamax®, Blau Pharmaceuticals, Cotia, SP, Brazil) mantido a 37 °C durante a
aspiragdo. Os COCs (complexo odcitos-cumulus) recuperados foram classificados,
e transferidos para criotubos de 2 mL durante o transporte que foi realizado em
incubadoras de transporte a 38 °C até o Laboratério de Biotecnologias da
Reproducao da UEMS.
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Producéo in vitro de embrides

Os COCs recuperados de cada animal do grupo CONTR e LINH foram
quantificados e classificados como viaveis ou invidveis, com base nas
caracteristicas do citoplasma do odécito e no nimero de camadas de células do
cumulus, usando os seguintes critérios: Grau |, trés ou mais camadas de células do
cumulus e ooplasma homogéneo de tamanho, cor e textura uniformes; Grau Il, uma
a trés camadas de células cumulus com ooplasma homogéneo ou levemente
degenerado; e Grau lll, ooplasma completamente degenerado e células do cumulus
expandidas, sendo os COCs grau 1 e 2 considerados viaveis.

A maturacdo dos COCs selecionados foi realizada durante 24 horas em
incubadoras com atmosfera controlada (38,5 °C, 5% CO2; umidade maxima) em
TCM 199 acrescido de 5% de SFB.

ApOs esse periodo foi realizada a fecundacéo in vitro (FIV). O sémen
utilizado foi de um Unico touro da raca Pantaneira, previamente testado e avaliado
segundo critérios do Colégio Brasileiro de Reproducédo Animal (1998). As palhetas
de sémen foram descongeladas por 30 segundos em agua aquecida a 37 °C, e
tratadas pelo método de gradiente de Percoll. Os COCs foram acondicionados em
gotas de 100uL de meio FIV e co-incubados com os espermatozoides, por 22 horas
em incubadora a 38,5°C, 5% CO:2 e umidade maxima.

Apbs a fecundacéo in vitro, os provaveis zigotos foram cultivados em meio
SOF (Vajta et al., 1999) com 5% Soro Fetal Bovino, em incubadora a 38,5°C, com
5% de CO:2 e umidade méaxima. Os embribes permaneceram em meio CIV por 7
dias em incubadora a 38,5°C, 5% CO2 e umidade maxima. No D7 os embrides

foram avaliados para determinacéo da taxa de blastocisto.

Vitrificacdo dos embribes

Os blastocistos, classificados em graus | e I, segundo a International Embryo
Transfer Society (IETS) (Stringfellow and Seidel, 1998), foram lavados em solucéo
de TCM Hanks acrescida de 5% SFB (Holding Medium — HM) e, entéo,
desidratados por um minuto em solucdo a 10% de etilenoglicol e 10% de DMSO
(Vajta et al., 1999).
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Posteriormente, os embrides foram desidratados novamente em 20% de
etilenoglicol e 20% de DMSO por 20 segundos, e envasados em Criotop (Vajta et
al., 1999). Apos a vitrificagcdo os embrides foram armazenados segundo o
tratamento (CONTR: n=28; LINH: n=45).

Os embrides ficaram estocados em nitrogénio liquido em média 20 dias apés
a vitrificacdo, e entdo foram aquecidos por meio da passagem em solucdo de
sacarose (0,3M) em TCM Hanks (5 minutos) e, posteriormente em solucéo 0,15M

de sacarose em TCM Hanks pelo mesmo periodo (Vajta et al., 1999).

Andlise estatistica

Todos os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro Wilk. Os dados de taxas de viabilidade oocitaria, blastocisto, vitrificaveis e
reexpansao foram submetidos ao teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. Os dados
de parametros sanguineos, ganho de peso, consumo e digestibilidade
apresentaram distribuicdo normal e foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), seguido de teste de Tukey, quando eram observadas diferengas. Para
todos os dados foram consideradas significativas diferencas inferiores a 5% de

probabilidade, utilizando o programa R (versdo 3.4.0).

3. Resultados

Animais alimentados com linhaca apresentaram reducdo no consumo e
digestibilidade de matéria seca (P <0,05). Por outro lado, ndo houve efeito (P> 0,05)
do tratamento nos coeficientes de digestibilidade da PB, FDN, FDA e NDT (Tabela
2).

Tabela 2: Consumo diario de MS e coeficientes de digestibilidade de fémeas
bovinas mantidas sob pastejo e suplementadas com linhaca.

Parametros Controle Linhaca Valor P
Consumo MS - kg/dia 11,75+0,58 10,29+1,09 0,0028
DMS (%) 68,73+2,92 64,25+1,36 0,007
DPB (%) 73,89+10,7 67,16+7,6 0,1466
DFDN (%) 75,31+6,8 74,99+3,1 0,96
DFDA (%) 69,09+9,3 67,61+2,2 0,65
DEE (%) 52,76+1,4 63,57+9,7 0,0814
DNDT (%) 61,84+5,22 60,74+1,97 0,5641
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Consumo diario de matéria seca (CMS), digestibilidade da matéria seca (DMS), expressa em %;
digestibilidade da proteina bruta (DPB); digestibilidade da fibora em detergente neutro (DFDN);
digestibilidade da fibra em detergente acido (DFDA); digestibilidade do extrato etéreo (DEE) e
nutrientes digestiveis totais (NDT).

Como nao foi detectada interagéo entre as datas das coletas e tratamento,
uma média entre as coletas foi feita e agrupada por tratamento. Nao houve efeito
(P> 0,05) da suplementacéo lipidica nas concentracdes plasmaticas de colesterol
(121,66 mg/dL e 137,3 mg/dL para CONTROLE e LINHACA respectivamente), HDL
(90,81 mg/dL e 93,2 mg/dL para CONTROLE e LINHACA respectivamente) e LDL
(2,09 mmol/L e 1,22 mmol/L para CONTROLE e LINHACA respectivamente). No
entanto, animais suplementados com linhaca apresentaram valores menores (P
<0,05) de glicose (73,07 mg/dL e 58.04 mg/dL para CONTROLE e LINHACA

respectivamente).

Tabela 3: Quantificacdo de parametros sanguineos de vacas Pantaneiras (Bos
taurus) suplementadas com linhaca e submetidas a producéao in vitro de embrides.

Colesterol total Glicose HDL LDL
mg/dL mg/dL mg/dL mmol/ L
CONTROLE 121,66 a 73,07 a 90,81 a 1,09 a
LINHACA 137,00 a 58,04 b 93,2a 1,22 a

* Letras iguais nao diferem na mesma coluna.

As taxas de viabilidade oocitaria ndo variaram entre as sessées de OPU
realizadas ao longo do experimento (P>0,05), eliminando a influéncia do dia da
coleta sobre a viabilidade oocitaria. Da mesma forma, ndo houve efeito da
suplementacdo com linhaca sobre essa variavel (Tabela 4).

Tabela 4: Taxa de viabilidade oocitaria de vacas da raca Pantaneira suplementadas
ou ndo com linhaca em cada sessédo de OPU realizada no periodo experimental.

OPU Tratamento Viabilidade oocitaria (%)
1 CONTROLE 82,91 a
LINHACA 58,57 a
5 CONTROLE 69,20 a
LINHACA 55,35 a
3 CONTROLE 82,71 a
LINHACA 57,65 a
Total CONTROLE 78,27 a
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LINHACA 57,19 a

* Letras iguais ndo diferem na mesma coluna.

N&o houve efeito (P>0,05) da suplementagdo com linhaca das doadoras
sobre as taxas de blastocisto em D7. Os embrides do grupo LINH apresentaram
maior (P<0.05) taxa de embribes vitrificaveis, em comparagcdo com 0O grupo
CONTR. Considerando que apenas blastocistos grau 1 e 2 foram vitrificados,
podemos relacionar a taxa de vitrificaveis diretamente com a qualidade dos
embrides. Nesse sentido, podemos afirmar que a qualidade dos embrides foi

influenciada pela suplementacédo com linhaca na dieta.

Tabela 5: Taxa de blastocistos em D7 e taxa de embrides vitrificaveis obtidos de
animais tradados com linhaca.

Tratamentos %BL D7 % Vitrificaveis
CONTR 32,87 (48/146) a 62,5 (30/48) b
LINH 38,84 (54/139) a 96,30 (52/54) a

CONTR= doadoras sem suplementacéo de linhaca na dieta; LINH=doadoras com suplementacéo
de linhaca na dieta. *Letras diferentes se diferem na mesma coluna.

Durante a vitrificacdo, o embrido se compacta devido a saida de liquido
intracelular. Logo apGs o aquecimento ocorre a sua re-expansédo, sendo retomado
o desenvolvimento embrionario. Nesse experimento os embrides foram avaliados
3 e 24 horas ap06s o descongelamento. No entanto, no periodo de 3 horas apés
aguecimento foi observado uma taxa de re-expansdao maior (P<0,05) no grupo
LINH, indicando uma maior velocidade de re-expanséao, possivelmente devido a
uma maior permeabilidade da membrana plasmatica das células, pois de acordo
com (Leao et al., 2015) a maior quantidade de acidos graxos poli-insaturados na
membrana plasmética eleva a fluidez da mesma, favorecendo a criopreservacao
dos embrides (Stubbs and Smith, 1984).

Neste estudo, houve interacdo (P>0.05) entre grupo e tempo de re-
expansdo. O grupo suplementado com linhaga apresentou a maior parte de seus
embrides re-expandidos apés 3 horas de aquecimento, sem diferenca comparado
com 24 horas. No entanto, apés 24 de aquecimento, 0 grupo controle se igualou

com embrides obtidos de doadoras suplementadas com linhaca.
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Tabela 6: Taxas de re-expansao obtidas 3h e 24h ap6s aquecimento dos embrides
obtidos de animais suplementados com linhaca.

Tratamentos % Re-expanséao 3h % Re-expansao 24h
CONTR 40,0 (4/10) b B 70,0 (7/10) a A
LINH 86,3 (19/22) a A 86,3 (19/22) a A

*Letras mindsculas diferem na coluna e letras mailsculas diferem na linha (P<0,05).

4. Discussao

Este estudo testou a adicdo de linhaca como uma fonte de lipidios na dieta
de fémeas da raca Pantaneira. A linhaca € um produto rico em PUFAs da familia n-
3 (a-linoleico) e em menor quantidade da familia n-6 (linoleico) (Cardoso et al.,
2018). Quando fornecida na forma em gréo, acredita-se que ocorra uma menor
liberacdo do 6leo presente no rimen, diminuindo assim a bio-hidrogenacéo ruminal
(Cavalieri et al., 2005).

O grau de insaturacao €, possivelmente a mais importante caracteristica que
influencia a digestibilidade, pelo fato de afetar a formacao de micelas e o movimento
dos acidos graxos na camada de 4gua adjacente as microvilosidades do intestino
delgado (Council, 2001) ou por serem reesterificados mais rapidamente dentro do
enterdcito, facilitando sua remoc¢éo do citosol e aumentando com isso a taxa de
absorcdo (Wu and Palmquist, 1991).

Diferentemente do esperado, o grau de insaturacdo que em geral promove
aumento da digestibilidade da MS, neste experimento, os animais alimentados com
linhagca apresentaram menor consumo e digestibilidade da matéria seca que o
grupo controle. Esses resultados corroboram com (Wada et al., 2008), que também
encontraram menor coeficiente de digestibilidade em vacas tratadas com linhaca,
relacionando tal fato ao possivel efeito dos lipidios da linhaca terem inibido a
atividade dos microrganismos celuloliticos. Esse mecanismo pode envolver a
mudanca na permeabilidade da membrana celular, que reduz a habilidade da célula
regular o pH intracelular e o consumo de nutrientes, dessa forma diminuindo a
degradabilidade dos nutrientes, haja vista que os acidos graxos insaturados sao

geralmente téxicos para as bactérias Gram-positivas (Nagaraja et al., 1997).
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Resultados similares aos do presente estudo foram encontrados por (Petit et
al., 2002), que observaram a reducao na digestibilidade aparente da MS, FDN, FDA
e EE em vacas de leite suplementadas com linhaca em grdo comparado com
animais que receberam Megalac ou soja micronizada. Os autores relataram que o
acesso pelos microrganismos ou enzimas intestinais, foi maior no grupo Megalac
(sais de calcio de acidos graxos) e no da soja micronizada que na linhaca, onde os
lipidios estariam associados com a matriz fibro-proteica do gréo.

Durante esse experimento, amostras de sangue foram coletadas e
submetidas a andlises bioquimicas, pois através de variacdes de metabolitos
sanguineos, € possivel estimar o processo de adaptacdo metabdlica a nova
condicao fisiolégica e alimentar (Freitas Junior et al., 2010).

A administracdo de gordura para fémeas bovinas estimula a sintese e
acumulo de colesterol e ésteres de colesterol nos tecidos e fluidos corporeos,
incluindo os ovéarios (Thomas and Williams, 1996; Nogueira et al., 2012). As
lipoproteinas predominantemente presentes na circulagdo sanguinea dos
ruminantes séo as lipoproteinas de alta densidade (HDL), que parece ser a Unica
lipoproteina com acesso ao compartimento intrafolicular (Hawkins et al., 1995).

Embora os niveis de colesterol, HDL, LDL n&o tenham diferido
estatisticamente entre os tratamentos, efeitos da suplementacéo foram observados
nas concentracdes plasmaticas de glicose, que foram menores nos animais
suplementados com linhaca. No entanto, em ambos o0s tratamentos as
concentracfes séricas de glicose estavam dentro dos niveis esperados para a
espécie bovina que é de 45 a 75 mg/dL (Fernandes et al., 2012).

Estes resultados sao diferentes de autores que forneceram dietas
enriquecidas com PUFAs para fémeas bovinas (Petit et al., 2002; Bilby et al., 2006;
Nogueira et al., 2012). A importancia da glicose ja foi documentada como fonte de
energia para o ovario de femeas bovinas e para embrides pré-implantados (Boland
et al., 2001). Devido aos mecanismos de economia de glicose dos ruminantes, 0s
efeitos dos tratamentos sobre as concentracbes de glicose plasmatica
normalmente ndo sao esperados, o que explica a manutengdo da glicemia

(Gagliostro and Chilliard, 1991). Em experimentos realizados com ratos e humanos
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suplementados com linhaca também foi observada reducdo nos niveis séricos de
glicose. Atribui-se tal efeito a presenca da fibra soltvel, a qual representa um terco
da fibra dietética total da linhaga e auxilia na manutencédo dos niveis de glicose no
sangue (Lemay et al., 2002; Hautrive et al., 2011; Cupersmid et al., 2012).

Ja foi demonstrado que embrides Bos taurus apresentam maior contetdo
lipidico do que Bos indicus (Sudano et al., 2013), portanto acredita-se que a raca
Pantaneira (Bos taurus) possua grande conteudo lipidico e seja beneficiada pela
intervencao do metabolismo lipidico por meio da dieta.

Para observar efeitos da dieta na qualidade oocitaria, um periodo de 62 dias
de suplementacéo foi usado no presente estudo baseado no tempo necessario para
os foliculos priméarios se desenvolverem até o estagio antral, pois a duracao desse
estagio de desenvolvimento folicular € prolongado nos grandes mamiferos, por
volta de dois meses (Campbell et al., 2000; Webb et al., 2004; Scaramuzzi et al.,
2011).

Diferente do esperado, a viabilidade oocitaria ndo foi afetada pela
suplementacdo com linhagca. Diversos estudos em humanos e animais tem
mostrado que em todos os estagios da maturacdo e desenvolvimento embrionéario
podem ser afetados pelo status nutricional das doadoras (Sinclair et al., 2000;
Thangavelu et al., 2007; Cerri et al., 2009; Soubry et al., 2013). No entanto, é
possivel que alteracbes moleculares, ndo analisadas nesse estudo, tenham
influenciado o desenvolvimento e qualidade embrionaria.

Por outro lado, nossos resultados corroboram com pesquisas que néo
encontraram nenhum efeito nas caracteristicas oocitarias ou desenvolvimento
embrionario in vitro apos suplementacéo na dieta de novilhas holandesas e vacas
lactantes enriquecidas com linhaca ou soja em grao (Bilby et al., 2006; Fouladi-
Nashta et al., 2009; Ponter et al., 2012). E importante enfatizar que os estudos
citados avaliaram apenas caracteristicas morfologicas e producdo de embrides no
D7. (Rossi et al., 2013) ao avaliar as taxas de viabilidade oocitaria de vacas
Holandesas suplementadas com torta de linhaga, observaram que 0O grupo
suplementado néo diferiu do grupo controle para esta variavel. Deve-se salientar

que ao fornecer a linhaca na forma de torta os acidos graxos poliinsaturados ficam
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mais susceptiveis a biohidrogenacdo ruminal, ainda assim os resultados foram
semelhantes ao deste ensaio embora a linhacga tenha sido fornecida em gréo. Da
mesma forma (Domingues et al., 2014) ndo observaram diferenca estatistica sobre
a taxa de blastocistos de vacas suplementadas com canola, uma fonte de &cidos
graxos poliinsaturados ricos em acido linoleico n-6.

Similarmente, (Guardieiro et al., 2014) ndo observaram efeitos na producao
de embrides apods a superovulacdo de novilhas Nelores suplementadas com
gordura protegida do rumen rica em acido linolénico. No entanto, resultados
baseados no fornecimento de lipidios especificos como suplemento nutricional para
bovinos sdo contraditérios, pois na maioria das vezes é dificil saber se o efeito da
dieta no odcito e qualidade embrionaria € devido aos efeitos diretos de certos
lipidios que alteram a concentracdo dos metabdlitos no ambiente folicular ou se é
por causa das variagbes nas concentracdes plasmaticas de metabdlitos e
horménios (Cerri et al., 2009; Leroy et al., 2009; Zachut et al., 2010).

As membranas celulares parecem ser o principal local a ser lesado na
criopreservacgéo dos embrides, e a fluidez da membrana determina a concentragéo
de lesdo a ser causada na mesma durante o congelamento do embrido (Zeron et
al., 2002). Nesse sentido, a taxa de re-expansao funciona como um indicativo de
sobrevivéncia. Neste experimento, a criotolerancia dos embrides produzidos in vitro
foi avaliada, através da velocidade de re-expansao apds aquecimento. Embora 24
horas ap6s aquecimento nenhuma diferenca tenha sido observada, os embrides
provenientes de odécitos de doadoras suplementadas com dieta enriquecida com
acidos graxos poli-insaturados tiveram uma maior velocidade de re-expansao, visto
que 3 horas apo0s aquecimento/desvitrificacdo o grupo tratado apresentou maior
taxa de embrides re-expandidos. Estudos anteriores demonstraram que a taxa de
prenhez foi maior nos embriées que re-expandiram mais rapidamente apos o
aguecimento em comparacao com aqueles que demoraram a se re-expandir (Shu
et al., 2009), o que nos encoraja a afirmar que a suplementacdo com linhaca tenha
sido benéfica a criotoleréncia dos embrides.

Possivelmente o aumento da velocidade de expanséo pés vitrificacdo, tenha

sido resultado do aumento da permeabilidade e fluidez da membrana fosfolipidica
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dos embrides das vacas Pantaneiras suplementadas com uma fonte de acidos
graxos poli-insaturados, permitindo que as trocas entre os meios intra e extracelular
fossem facilitadas levando a otimizacao das atividades metabdlicas essenciais ao
desenvolvimento embrionério apos vitrificacdo (Leao et al., 2015). Para dar suporte
a essas informacdes, em um estudo anterior do n0osso grupo de pesquisa, avaliando
a digestibilidade e degradabilidade da linhaca, foi observado baixo potencial de
degradabilidade no rimen pelos microorganismos, em torno de 20.7% (Cardoso et
al., 2018) e quando associado ao aumento da digestibilidade do extrato etéreo,
especula-se que os animais absorveram os acidos graxos presentes na linhaca,
estando assim, disponiveis na corrente sanguinea e alcancando o microambiente
folicular e consequentemente sendo absorvidos pelos COCs e promovendo
alteracéo no seu perfil lipidico.

Em concluséo, a suplementacao de 0,800 Kg/animal/dia de linhaca em gréo,
uma fonte rica em acido linolénico, para fémeas da raca Pantaneira incrementou a

gualidade e criotolerancia dos embrides produzidos in vitro.
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Resumo: O presente trabalho objetivou avaliar o contetdo lipidico e atividade
mitocondrial de od4citos durante a maturacao in vitro e em embrides com diferentes
cinéticas de desenvolvimento e sua relagdo com a trimetilacdo da H3K4 em
bovinos. No experimento 1, os odcitos foram coletados no tempo 0, 4, 8 e 24 horas
e foram quantificados a intensidade de fluorescéncia de conteudo lipidico, atividade
mitocondrial e tri-metilagdo da H3K4. No experimento 2, os embrides foram
divididos de acordo com a cinética de desenvolvimento. A clivagem embrionaria foi
avaliada 23 horas apés o inicio da CIV (41hpi). Neste momento foram definidos os
embrides dos grupos “rapido” (4 ou mais células) e “lento” (2 ou 3 células) e entao
reagrupados de acordo com a classificacdo. Amostras de embrides nos diferentes
estagios de desenvolvimento embrionario foram coletadas e avaliadas pelas
mesmas analises dos o0citos. Odcitos maturos apos 24 horas apresentaram maior
atividade mitocondrial (p<0,05) que imaturos, ndo havendo diferenca entre o0s
demais periodos de maturacéo. Por outro lado, observou-se maior acumulo lipidico
logo apds 4 horas de MIV. Oécitos maturados in vitro foram mostraram maior
intensidade de fluorescéncia da H3K4me3 do que em odcitos imaturos. A taxa de
blastocistos do grupo rapido foi maior (P<0,05) que no grupo dos lentos. A atividade
mitocondrial foi semelhante (p>0,05) entre os estagios embrionarios e entre grupos.
O impacto da cinética de desenvolvimento foi observado somente no estagio de
blastocisto, no qual o conteudo lipidico foi maior (p<0,05) no grupo dos embrides
rapidos em comparagdo com os lentos. N&o foi observada diferenca (P>0,05) da
intensidade de fluorescéncia da H3K4me3 entre as diferentes fases de
desenvolvimento, porem na fase de blastocisto, observou-se que as células do
embrioblasto tiveram maior (p<0.001) intensidade de fluorescéncia que as células
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do trofoblasto. Conclui-se que o acumulo de lipideos ocorre nas primeiras 4 horas
da maturacao in vitro de COCs de Bos taurus. Blastocistos rapidos apresentam
maior conteudo lipidico, sem interferéncia da atividade mitocondrial nessa fase. A
H3K4me3 parece ser essencial para o0 desenvolvimento embrionério,
especialmente no que diz respeito as células do embrioblasto mas isso nao parece
mediar a velocidade de desenvolvimento e metabolismo lipidico.

Palavras chave: epigenética; criopreservacao; reproducao

1 Introducéo

Odcitos e embribes bovinos cultivados in vitro acumulam mais lipideo
comparado aos obtidos in vivo (DEL COLLADO et al., 2015). Esse acumulo ja foi
relacionado a presenca de soro nos meios de maturacédo/cultivo in vitro, no entanto
também é observado quando o meio contém reduzida concentragdo ou auséncia
de soro fetal bovino (SFB; RIZOS, 2002; ABE et al., 2002). O excessivo conteudo
lipidico tem sido relacionado a baixa criotolerancia de odcitos e embribes
produzidos in vitro - PIV (SEIDEL, 2006; HORVATH et al., 2006; PEREIRA et al.,
2007; LAPA et al., 2011), mas é fato que os embriées PIV de melhor qualidade sao
0s mais tolerantes (ANDRADE et al., 2012), portanto a sele¢cdo dos embrides de
melhor qualidade tem sido a principal estratégia para obtencdo dos melhores
resultados de criopreservagéo e prenhez.

Estudos tem sugerido a morfocinética como marcador metabdélico em
humanos, ratos, bufalos e bovinos (ISOM et al., 2012; LEESE, 2012) e a avaliacao
da cinética das primeiras clivagens dos embriées produzidos in vitro tem sido
sugerida como ferramenta para selecionar os mais viaveis. Ja foi demonstrado que
blastocistos PIV rapidos e lentos (baseados na velocidade das primeiras clivagens)
apresentam diferencas transcricionais, principalmente relacionadas ao
metabolismo lipidico (MILAZZOTTO et al., 2016).

Sabe-se que os lipideos intracelulares tém um papel fisiologico importante
no desenvolvimento oocitario e embrionario, pois funcionam como um reservatorio
potencial de energia para o desenvolvimento embrionario inicial, especialmente
antes da ativacdo de seu préprio genoma (KIM et al., 2001; ZERON et al., 2001
STURMEY et al., 2009), além de atuarem na biossintese da membrana plasmatica

(AARDEMA et al., 2011). Os triglicerideos (TG) séo os lipideos mais frequentes em
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células de mamiferos e sdo armazenados na forma de gotas lipidicas (FERGUSON
& LEESE, 1999).

Os TG séo metabolizados por beta-oxidagéo e pelo ciclo de Krebs dentro da
matriz mitocondrial, o que justifica o fato de mitocondria e gotas lipidicas
localizarem proximas umas das outras em o00citos de espécies domésticas
(HYTTEL et al. 1986, SUN et al. 2001), formando as denominadas unidades
metabdlicas.

As mitocondrias oocitarias sdo necessarias para suportar o desenvolvimento
embrionario precoce porque a glicolise é limitada durante a maturacdo dos odcitos
e 0 estagio inicial de desenvolvimento embrionario. Além disso ndo ocorre sintese
“de novo” de mitocdndrias entre o estagio de metafase Il e blastocisto eclodido
(revisado por BABAYEYV et al., 2015).

A atividade mitocondrial aumenta no odcito maturado, principalmente nos de
melhor qualidade morfolégica e competéncia, nos quais foi observada aglomeracéo
das mitocéndrias em clusters e maior producdo de ATP (STOKOVICH et al., 2001;
JESETA et al., 2014). Adicionalmente, embrides de melhor qualidade apresentam
maior atividade mitocondrial (TARAZONA et al., 2006) e maior produgéo de ATP
(STOKOVICH et al., 2001).

O conceito de que o metabolismo da célula é interligado na regulacdo da
transcricdo e da epigenética é reforcado pela habilidade que as células tem de
adaptar o status molecular e metabdlico em resposta ao ambiente extracelular e a
disponibilidade de nutrientes (revisado por VANDER HEIDEN et al., 2009). Fatores
ambientais e biotecnologias reprodutivas como cultivo in vitro, transferéncia nuclear
e criopreservacao podem alterar o perfil epigenético de gametas e embribes
(JOUNEAU & RENARD, 2003).

Antes da implantacdo de embrides mamiferos, a transcricdo € controlada
pela regulacdo epigendmica, com modificacbes de histonas desempenhando
papéis importantes. Em geral, a metilacdo de histonas est4 associada com o
silenciamento transcricional, exceto em alguns casos como a da metilacdo da
H3K4, que esta associada principalmente a cromatina transcricionalmente ativa nas

formas mono, di e trimetiladas.
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A trimetilacdo da H3K4 (H3K4me3) esta associada com eventos criticos tais
como a diferenciacdo e ativacdo do genoma embrionario, o qual tem sido
demonstrado em humanos (ZHANG et al., 2012) e bovinos (ROSS et al., 2008).

Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a cinética de
desenvolvimento de odcitos maturados e embriées produzidos in vitro, no contetdo

lipidico, na atividade mitocondrial e na trimetilacdo da H3K4.

2 Material e métodos

O experimento foi realizado no Leibniz Institute for Farm Animal Biology
(FBN) em Dummerstorf - Alemanha.

Experimento 1: Atividade mitocondrial, contetdo lipidico e trimetilacdo da
H3K4 em odcitos bovinos submetidos a maturacao in vitro

Odcitos bovinos foram coletados 0 (n=29), 4 (n=25), 8 (n=30) e 24 (n=21)
horas ap6s maturacéo in vitro, sendo considerado o tempo 0 hora, 0 momento logo
apos feita a aspiracao do foliculo.

Em cada periodo, os COCs foram desnudados e armazenados de acordo
com a analise a ser feita. Para tal, parte dos odcitos foi corada para mensuracao
do conteudo lipidico e atividade mitocondrial e outra parte destinada a coloracdo da

H3K4me3, conforme delineamento experimental abaixo (Figura 1).
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Figura 1-Delineamento experimental: andlises e periodos de coleta de odcitos
bovinos durante a maturacao in vitro em meio sem soro fetal bovino.

Experimento 2: Atividade mitocondrial, contetdo lipidico e trimetilacdo da
H3K4 em embrides produzidos in vitro com diferentes cinéticas de
desenvolvimento.

Nesta etapa objetivou-se avaliar o conteudo lipidico e atividade mitocondrial
e sua relacdo com a trimetilagdo da H3K4 em embribes com diferentes cinéticas de
desenvolvimento. Para a determinacdo dos grupos, a clivagem embrionaria foi
avaliada 23 horas ap6s o inicio da CIV (41hpi). Neste momento foram definidos os
embrides dos grupos “rapido” (4 ou mais células) e “lento” (2 ou 3 células) e entado
reagrupados de acordo com a classificacdo. Considerando o momento da
fertilizacdo in vitro o tempo 0, foram coletados embrides de 2 e 4 células no
momento da divisdo dos grupos, ou seja, 41 horas pos inseminacao (hpi), 8 células
— 72 hpi, morulas — 120 hpi e blastocistos — 168 hpi de ambos os grupos para as
posteriores analises. Parte dos embrides foi submetida a coloragdo com bodipy,
mitotracker e hoestch e outra parte fixados em PAF 3% + sacarose 2% para

investigacdo da H3K4me3 por imunofluorescéncia.
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Figura 2: Delineamento experimental: analises e periodos de coletas de embrides
bovinos com diferentes cinéticas de desenvolvimento embrionario.

Coleta dos oocitos

Ovarios bovinos foram obtidos em um matadouro local, colocados em
solucéo salina (0,9% NaCl) de 29°C a 33°C e transportados para o laboratério em
até 2 horas apds o abate. Os ovarios foram lavados em PBS e os complexos
cumulus-o6citos (COCs) foram recuperados, por aspiracdo dos foliculos antrais
entre 2 a 8 mm. Para isto, utilizou-se agulha de 18 G acoplada a uma seringa de 5
mL e alocados em um tubo cénico de 50 mL. Em seguida, os COCs foram lavados
em BO-WASH (IVF Bioscience, Falmouth, Cornwall, RU) e subsequentemente
lavados com meio IVM (BO-IVM, IVF Bioscience, Falmouth, Cornwall, UK). Apenas
COCs com ooplasma homogéneo e circundados por multiplas camadas compactas

de células do cumulus foram submetidos ao procedimento de maturagéao in vitro.

Maturacéo in vitro (MIV)

Os odcitos selecionados foram lavados e cultivados em meio IVM (BO-IVM,
FIV Bioscience, Falmouth, Cornwall, Reino Unido). O procedimento de MIV foi
realizado em placa de 4 pocos (NUNC, Thermo Scientific, Rochester, NY, EUA)
contendo 500 pl de meio BO-IVM sem 6leo mineral, (maximo de 40 odcitos por

poco) por 24 horas a 38,8°C, 6% de CO2 com umidade maxima.
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Fecundacéo in vitro

Foi utilizado sémen de um Unico touro, previamente testado para FIV. As
palhetas de sémen foram descongeladas por 30 segundos em agua a 37 °C, e 0
sémen foi lavado em BO-SemenPrep 2 vezes. (BO-SemenPrep, FIV Bioscience,
Falmouth, Cornwall, Reino Unido). Os COCs maduros foram transferidos para
placas com 4 pocos contendo 400uL de meio BO-IVF (BO-IVF, FIV Bioscience,
Falmouth, Cornwall, Reino Unido) e co-incubados com os espermatozoides, por 18-

22 horas em incubadora a 38,8°C, 6% CO2 e umidade maxima.

Cultivo in vitro

Os provaveis zigotos foram cultivados em placas com 4 pocos contendo
500uL meio BO-IVC (BO-IVC, FIV Bioscience, Falmouth, Cornwall, Reino Unido)
sob 6leo mineral em incubadora a 38,8°C, com 6% de COz, 6% de Oz e umidade
maxima. Nos dias 7 e 8 de cultivo embrionario era feita a avaliacdo para determinar

a taxa de blastocistos.

Atividade mitocondrial, conteudo lipidico e oécitos e embrides

Para a coloracao dos odcitos em diferentes periodos da maturacéo, os COCs
eram imediatamente removidos dos foliculos (tempo 0 hora; n = 23) e ap6s 4 (n =
25), 8 (n = 30) e 24 horas (n = 21) de maturagao eram transferidos para placas de
4 pocos com solucéo de tripsina / EDTA (0,05% / 0,02% p/v em PBS sem Ca?* e
Mg?*; Biochrom GmbH, Berlim, Alemanha) onde as células do cumulus eram
removidas por sucessivas pipetagens sob estereomicroscopico. Também foram
coletados embriGes de 2 células (n = 11); 4 células (n = 25); 8 células (n = 24);
morulas (n = 18); e blastocistos (n = 35). Em seguida, os od0citos/embriées eram
lavados duas vezes em PBS + BSA (0,3%) antes de serem submetido ao protocolo
de coloracao. As estruturas tiveram suas mitocondrias coradas com o corante ativo
MitoTracker® Orange CMTMRos (Mitotracker Orange; Molecular Probes, Eugene,
OR, EUA) em concentragéo final de 300nM em PBS + BSA (0,3 %) durante 40 min
a 38,8 em 6% de CO2. Este corante mostra uma forte sensibilidade ao potencial de

membrana mitocondrial e afinidade para a proteina mitocondrial (grupos tiol) e
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exibe alta retencdo na organela em devido a alta co-localizagdo com citocromo C
oxidase (POOT et al. 1996).

ApGs a coloragédo com Mitotracker, os odcitos e embrides eram transferidos
para para uma solucdo de PBS + BSA (0,3%) contendo 3 pug / mL-1 do corante
lipidico especifico 4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indaceno
(Bodipy 493/503; Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) para corar goticulas
lipidicas citoplasmaticas, onde permaneciam por 10 min. Em seguida, as estruturas
coradas eram lavadas 2 vezes em PBS isento de Ca2 + e Mg2- e depois fixadas
pelo menos 15 min em paraformaldeido - PAF (3%) e sacarose (2%).

Apos a fixacdo, as estruturas eram lavadas uma vez em PBS +
polivinilpirrolidona - PVA (0,3%) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e duas
vezes em PBS sem Ca2 + e Mg2- e entdo colocadas em laminas de vidro com
gotas de 2,5ug / mL-1 Hoechst 33342 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) +
glicerina / PBS. Entdo as gotas eram sobrepostas pela laminula de modo a
homogeneizar o conteddo. Para evitar danos a morfologia de odcitos/embrides
desenhava-se o formato da laminula com silicone. A laminas permaneciam
incubadas overnight a temperatura ambiente.

As estruturas coradas foram analisadas com um microscépio confocal de
varredura a laser (LSM 5 Pa) acoplado a um microscépio invertido Axiovert 200M
(Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Um procedimento multi-canais foi usado para medir
combinacgdes de fluorescéncia (Mitotracker, Bodipy e Hoechst). As imagens (Az =
4 um, 1024 x 1024 pixels) foram gravadas usando uma lente 40x (imerséo em 6leo)
e software fornecido pela Carl Zeiss.

A intensidade de fluorescéncia (IF) foi quantificada usando o programa
ImageJ 1.47 (versdo 1.60_65, Wayne Rasband; National Institutes of Health,
Washington DC, USA) e as intensidades dos sinais de fluorescéncia foram
analisadas por densitometria tridimensional. As regides de interesse (ROIs) foram

definidas em torno das estruturas coradas e foram quantificadas em pixels.
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Coloracéao por imunofluorescéncia de H3K4me3

Para as analises de imunofluorescéncia, foram utilizados odécitos imaturos (n

15), maduros (n = 13) e embrides nos estagios de 8 células (n = 15), mérulas (n

19) e blastocistos (n = 42). Para os grupos de odcitos, as células do cumulus
foram removidas dos COCs selecionados por sucessivas pipetagens sob
estereomicroscopio.

As estruturas foram lavadas em PBS e fixadas em PAF (3%) + sacarose
(2%) armazenadas a 4°C até andlise. As estruturas foram entdo lavadas em
solugcéo tampéo (TBS + 0.5% p/v BSA + 0,05% v/v Triton X100) quatro vezes por
10 min a temperatura ambiente e permeabilizadas em solucéo tampé&o especifica
(HEPES 20 mM, saccharose 300 mM, NaCl 50 mM, MgClI2 3 mM, 0.5% v/v Triton
X100, pH 7.4, 10 min, 4°C). Apos lavagem, a ligacdo ndo especifica do anticorpo
foi bloqueada por incubacdo com Roti Immuno-Block® (Carl Roth, Karlsruhe,
Alemanha; 1:50 in H20, 2 h & temperatura ambiente).

ApOs isso, as estruturas foram expostas ao anti-corpo policlonal contra a
H3K4 tri-metilada (Cell Signaling; 1:1000 in Roti Immuno Block 1:100 in PBS +
0.02% Tween 20) overnight a 4°C.

As estruturas foram entdo, lavadas novamente em solucdo tampéo (4 x 10
min, temperaturam ambiente) e incubadas com o segundo anti-corpo (Alexa-
Fluor® 647, Secondary Antibody Goat Anti-Rabbit, Invitrogen/Thermo Fischer®,
Dreieich, Alemanha) por 5 h em ambiente escuro, & temperatura ambiente.

Efetuou-se uma nova lavagem (4 x 10 min, solu¢cdo tampao a temperatura
ambiente) e foram coradas com SYBRGREEN® (S-7563, Molecular Probes,
Thermo Fisher, Dreieich, Alemanha) numa diluicdo de 1:500 em PBS (1 h,
temperatura ambiente). Apés lavagem (4 x 10 min, solucéo tampao a temperatura
ambiente) e a segunda fixacao (PAF at 2% v/v in PBS, 4°C, overnight), as estruturas
foram montadas em laminas com gelatina glicerinada e armazenada a 4°C até
analise microscopica.

As estruturas coradas foram analisadas com um microscopio confocal a laser
scanning (LSM 5 Pa) acoplado ao microscopio invertido Axiovert 200M (Carl Zeiss,

Jena, Alemanha). Um procedimento multi-canal foi usado para medir as
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combinacBes de fluorescéncia vermelha (AlexaFluor®) e fluorescéncia verde
(SYBR GREEN®). As imagens (Az = 4 um, 1024 x 1024 pixels) foram gravadas
usando lente 40x (imersdo em 6leo), e software fornecido pela Carl Zeiss.

As imagens de embrides individuais com uma distancia de 2 ym entre as
imagens na direcdo z foram recuperadas em trilhas duplas (lente de 6leo de 40
vezes): Trackl: Laser: Argbnio 30 mW (458/488/514 nm) 488 nm / 12 %; HFT /
NFT: 488/545 nm; Filtro: BP 505 a 530 nm Canal 1 (Canal 2 fechado); Track 2:
Laser: HeNe 1 mW (543 nm) 543 nm / 60%; HFT / NFT: 543/545 nm; Filtro: LP 560-
nm Channel 2 (Canal 1 fechado); Pinhole: 1 AU, ganho constante, com média: 2;
Resolucao: 1024 x 1024.

Para a localizacao e quantificacdo da H3K4, as intensidades dos sinais de
fluorescéncia foram analisadas por densitometria tridimensional (ImageJ) avaliando
10 células por embrido nos estagios de morula e blastocistos (embrioblasto — forma
arredondada e localizacdo centralizada e trofoblasto — forma achatada e
localizacéo periférica) e todas as células nos estagios de 2, 4 e 8 células. As regifes
de interesse (ROIs) foram definidas em torno dos nucleos relevantes. A intensidade
de fluorescéncia depende da localizacdo na direcdo z na pilha. No entanto, a
intensidade da coloracado nuclear (canal verde, faixa 1) foi constante. Portanto, a
intensidade incidente da coloracdo nuclear (canal verde) na direcao z foi utilizada
para calcular o desvanecimento da fluorescéncia na direcdo z. Os dados foram

normalizados para os controles (sem o primeiro anticorpo).

Andlise estatistica

Os dados referentes a producao de embrides intensidade de fluorescéncia,
tanto de conteudo lipidico, atividade mitocondrial e H3K4me3 de odcitos e embrides
foram testados quanto a sua normalidade e entdo submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e quando encontrada diferenca significativa foram submetidos ao teste
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As variaveis também foram analisadas pela
correlacdo de Pearson. Todas as analises foram realizadas pelo software Prism®
7 (GraphPad Software, San Diego, CA USA).
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3 Resultados
Exp 1: Atividade mitocondrial e conteddo lipidico em odcitos bovinos
submetidos a maturagdao in vitro

Odcitos maturados por 24 horas apresentaram maior atividade mitocondrial
(p<0,05) que odcitos imaturos, ndo havendo diferenca entre os demais periodos de
maturacdo (Figura 3A). Por outro lado, observou-se maior acumulo lipidico logo
apos 4 horas da MIV (Figura 3B). Interessantemente, ndo foram observadas
diferencas de conteudo lipidico nos odcitos maturados por 4 e 8 horas comparado
com os maturados por 24 horas, sugerindo que o0 acumulo ocorre em grande parte
logo apdés a insercdo dos COCs em meio de maturacdo. Adicionalmente avaliamos
a correlacdo dessas duas variaveis, e foi observado correlagéo positiva (p>0.0001;
r=0.67) do conteudo lipidico com a atividade mitocondrial nos odcitos, indicando

participacdo ativa das mitocéndrias no metabolismo lipidico.
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Figura 3: A) Intensidade de fluorescéncia da atividade mitocondrial (Mitotracker
Orange); B) Intensidade de fluorescéncia do conteudo lipidico (Bodypi 493/503); e
C) imagens ilustrativas odécitos bovinos imaturos e apds 4, 8 e 24 horas de
maturagéo in vitro
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2037 As anadlises de imunofluorescéncia revelaram que os o6citos imaturos e
2038 maturados in vitro foram marcados positivamente para H3K4me3 e mostraram
2039 maior intensidade de fluorescéncia dos od0citos imaturos comparados com 0S
2040 maturados in vitro (Figura 4A e 4B).
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2043  Figura 4: Relagéo da intensidade de fluorescéncia da H3K4me3 com a intensidade
2044  de DNA em od6citos bovinos imaturos e maturados in vitro por 24 horas.

2045

2046

2047 Exp 2: Atividade mitocondrial, contetudo lipidico e trimetilacdo da H3K4 em
2048 embrides bovinos produzidos in vitro com diferentes cinéticas de
2049 desenvolvimento.

2050 Os embribes produzidos in vitro apresentaram uma taxa de clivagem de
2051 67,7% (302/446) e taxa de blastocistos de 16,29% (44/270). Apbs 41 horas da
2052 inseminagéo in vitro, 34,5% dos embrides clivados estavam no estagio de 4 ou mais
2053 células e foram classificados como “rapidos”, enquanto a maioria (65,5%) estavam
2054  no estagio de 2-3 células e foram classificados como “lentos” (P<0,0001).

2055 A taxa de blastocistos do grupo rapido foi de 36,5% (34 blastocistos / 93
2056 embrides clivados) e foi superior ao grupo lento (5,65%; 10 blastocistos/177
2057 embribes clivados; Tabela 1).

2058 Tabela 1: Tava de clivagem e taxa de blastocistos em embrides rapidos e lentos.

PIV  %declivagem 67,7+6,5 % de blastocisto  16,3+3,29
Réapidos 34,5+5,01 P=0,0118 | Ré&pidos 36,5+5,77 P=0,0011
Lentos 65,5+14,01 Lentos 5,65+3,37
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*Os dados estédo apresentados na forma de média + desvio padréo.

Nao houve interagdo da atividade mitocondrial entre estagios de
desenvolvimento embrionario e grupos. No entanto a intensidade de fluorescéncia
da atividade mitocondrial foi semelhante (p>0,05) entre os estagios embrionarios
dentro do mesmo grupo. Também nédo foi observada diferenca quando
comparamos a atividade mitocondrial de embribes de mesmo estagio de
desenvolvimento entre grupos (Figura 6A). O impacto da cinética de
desenvolvimento foi observado somente no estagio de blastocisto, no qual o
conteudo lipidico foi maior (p<0,05) no grupo dos embrides rapidos em comparacao

com os lentos (Figura 6B).
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Figura 6: A) Comparacdo da atividade mitocondrial e B) conteudo lipidico em
embrides com diferentes cinéticas de desenvolvimento de acordo com a velocidade
das clivagens 41 horas ap6s a fecundacdo in vitro. C) Imagens da atividade
mitocondrial e conteudo lipidico de embrides bovinos em diferentes fases de
desenvolvimento.

Adicionalmente, analisamos a intensidade de fluorescéncia da H3K4me3 em
embrides com diferentes cinéticas de desenvolvimento em diferentes estagios. Nao
houve interagcdo entre grupo e estagio de desenvolvimento, dessa forma
comparamos o0s estagios entre os grupos. Nao foi observada diferenca (P>0,05) da
intensidade de fluorescéncia da H3K4me3 em embribes produzidos in vitro entre
0s estagios de 8 células, moérula e blastocisto. No entanto, em blastocistos rapidos
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e lentos, observou-se que as células do embrioblasto tiveram maior (p<0.001)

intensidade de fluorescéncia que as células do trofoblasto.
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Figura 7: Intensidade de fluorescéncia da H3K4me3 (pixels) em A) embrides
rapidos e lentos em diferentes estagios de desenvolvimento e em blastocistos B)
entre células do trofoblasto e embrioblasto. C) Imagens de imunofluorescéncia da
H3K4me3 em embribes rapidos e lentos em diferentes estagios de
desenvolvimento.

4 Discussao

O conteudo lipidico de embrifes produzidos in vitro tem sido relacionado a
baixa criotolerdncia dos embrides e reduzidas taxas de prenhez (RIZOS et al.,
2002; SEIDEL, 2006). Ja foi demonstrado que esse acumulo lipidico é uma das
consequéncias da exposi¢cdo dos gametas a ambientes nao fisioldgicos, como a
MIV em bovinos (DEL COLLADO et al., 2016).

Neste estudo, hipotetizamos que acumulo lipidico nos odécitos maturados in
vitro ocorresse antes de 9 horas de maturacdo. Mensuramos o conteudo lipidico
apos 4 e 8 horas de maturagdo e observamos que conteudo lipidico nesses

periodos foram semelhantes aos de odcitos maturados por 24 horas. J& foi relatado
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que o acumulo lipidico excessivo em od0citos maturados in vitro € mediado pelo
transporte desregulado da proteina transportadora de acidos graxos denominada
FABP3 por meio de projegbes transazonais (TZPs). As TZPs sao canais de
comunicacado, que permitem o transporte de moléculas grandes, tais como mRNAs
(MACAULAY et al., 2014). Acredita-se que as TZPs mantem o transporte ativo até
as 9 horas da maturacéo e que a partir deste momento, apos a retomada da meiose,
o transporte diminui, sendo que as TZPs se desfazem gradualmente até as 22
horas da maturagdo quando ndo se detectam mais (MACAULAY et al., 2014). Em
um estudo feito com odcitos oriundos de Bos indicus (Nelore), comparando od4citos
imaturos e odcitos maturados por 9 e 18 horas, foi observada a presenca da FABP3
dentro das TZPs durante a MIV e o aumento do conteldo lipidico foi associado ao
aumento dos niveis dessa proteina, indicando que nas 9 primeiras horas de
maturacdo os odcitos tiveram conteudo lipidico semelhante aos maturados por 18
horas (DEL COLLADO et al., 2017). No entanto, neste experimento foram utilizados
materiais provenientes de animais Bos taurus, e observamos que esse mecanismo
de absorcdo de lipidios ocorre logo nas 4 primeiras horas de maturacao,
diferentemente do que foi encontrado para Bos indicus.

Além disso também foi encontrado uma correlacdo positiva com a atividade
mitocondrial, mostrando a participacdo das mitocdndrias no metabolismo lipidico
dos odcitos. A atividade mitocondrial j& foi previamente relacionada ao metabolismo
lipidico via agdo da enzima carnitina palmitoil transferase | e Il que faz a
translocacao de acidos graxos para dentro da mitocdndria, onde sédo metabolizados
em acetil-CoA através da B-oxidagdo, e posteriormente metabolizados no ciclo de
Krebs e fosforilagcdo oxidativa para producéo de ATP (SUTTON-MCDOWALL et al.,
2012), dessa forma indicando que quanto maior o conteudo lipidico,
consequentemente se tem uma maior atividade mitocondrial. A atividade
mitocondrial também foi maior nos o6citos maturos comparados aos imaturos,
semelhantemente a resultados ja relatados na literatura (GOTTARDI, 2009;
MENDEZ et al., 2018), que associaram uma maior atividade mitocondrial com maior
competéncia do odécito (VAN BLERKOM et al., 2002; TARAZONA et al., 2006).

Aparentemente, altos niveis de atividade mitocondrial sdo necesséarios para

78



2134
2135
2136
2137
2138
2139
2140
2141
2142
2143
2144
2145
2146
2147
2148
2149
2150
2151
2152
2153
2154
2155
2156
2157
2158
2159
2160
2161
2162
2163
2164

eventos relacionados a maturacdo que sdo dependentes da geracdo de ATP, tais
como maturacdo nuclear e competéncia meittica (DE VANTERY ET AL. 1997,
PICTON ET AL. 1998), maturacdo do citoplasma (PICTON et al.,, 1998),
reorganizacao do citoesqueleto (WANG & LESSMAN, 2002; VAN BLERKOM et al.
2000), bem como acumulo de mRNAs necessarios para o desenvolvimento inicial
antes do inicio da transcricdo embrionaria (GARY, 2001; TROUSON et al. 2001).
Neste experimento, ndo foi avaliado a taxa de maturacdo oocitaria, porém nos
odcitos maturados por 24 horas, observou-se que quase a totalidade dos odcitos a
extrusdo do corpusculo polar e células do cumulus expandidas.

Neste estudo, os embrides foram divididos de acordo com o periodo da
segunda clivagem em rapidos e lentos. Apos isso, os embrides foram cultivados in
vitro até o estagio de blastocisto. Corroborando com nossos dados, outros estudos
(MILAZZOTTO et al., 2016;) ja mostraram que a formacdo de blastocistos foi
reduzida quando a clivagem foi atrasada, especificamente no periodo da segunda
divisdo celular. Ainda de forma semelhante, observamos que o0s embribes
classificados como lentos foram capazes de se tornar blastocistos no mesmo tempo
dos classificados como rapidos. Neste caso, devemos enfatizar que a maioria dos
estudos avaliaram a primeira clivagem para divisdo de grupos em rapidos e lentos
(LONERGAN ET AL., 1999; FAIR ET AL., 2004; HELD ET AL., 2012), nos
avaliamos a segunda clivagem para simular os métodos clinicos que melhor
predizem a viabilidade de blastocistos humanos (CRUZ ET AL., 2012,
HASHIMOTO ET AL., 2012).

Neste estudo, também analisamos o comportamento do conteudo lipidico
durante o desenvolvimento embrionario inicial em embrides com diferentes
cinéticas de desenvolvimento. Interessantemente, observamos que os blastocistos
classificados como rapidos tiveram um maior contetdo lipidico comparado com 0s
lentos, sem alteracdo na atividade mitocondrial. Esses resultados diferem dos
encontrados por SUDANO et al., (2016) que utilizando duas condi¢cdes ambientais
de cultivo in vitro para a producdo de embrides observaram que independente do
meio de cultivo utilizado houve diminui¢do do conteudo lipidico até o estagio de 8-

16 células, aumento no estagio de mérula e redugéo no estagio de blastocisto. No
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entanto, com o0 nosso meio de cultivo sendo livre de soro fetal bovino n&o
observamos diferenca entre os estagios de desenvolvimento.

Jé& foi relatado que embrides que clivam mais rapidamente tiveram melhores
taxas de criotolerancia (DINNYES et al., 1999). No entanto, estes embrides foram
cultivados em grupos e nao tiveram conteudo lipidico mensurado. As diferencas
nos métodos de cultivo e o tempo utilizado para determinar embrides rapidos e
lentos dificulta inferir qual dos grupos seria 0 melhor candidato a criopreservacao.

J& foi demonstrado que embrides com menores teores de conteudo lipidico
tiveram melhores taxas de re-expanséo apds congelamento (HELD-HOELKER et
al., 2017; ZOLINI et al., 2019), mas essa caracteristica ndo influenciou a taxa de
prenhez de embrides vitrificados (ZOLINI et al., 2019). Dados controversos também
ja foram relatados em embrides que tiveram o conteddo lipidico reduzido
posteriormente também tiveram a producdo de embrides e taxa de re-expansao
apos desvitrificacdo reduzidas (DIAS et al., 2020). Interessantemente, os embrides
gue tiveram maior criotolerancia, ndo foram aqueles que tiveram menores teores
lipidicos (HELD-HOELKER et al., 2017). Nesse sentido nas condicbes deste
experimento acredita-se que a maior quantidade de lipidios esteja relacionada com
melhor qualidade do embrido.

J& é conhecido que as técnicas de reproducéo assistida como protocolos de
superovulacao, producao in vitro de embrides e criopreservacao podem afetar o
padrdo epigenético de gametas, embrides e descendentes futuros (URREGO, et
al., 2014; SOUZA-CACERES et al., 2016). Sabe-se também, que a metilacdo da
H3K4 é crucial para a viabilidade embrionaria no periodo de pré-implantacdo pois
exerce importante papel na regulacdo de genes pluripotentes (FEIL, 2009;
MURATA et al., 2010).

No presente estudo investigamos a distribuicdo da H3K4me3 em od0citos
imaturos e maturados in vitro e foi observado uma queda expressiva na intensidade
dessa marca epigenética entre esses estagios. O desenvolvimento do odécito VG
ate a metafase 1l (MIl), periodo denominado maturacdo oocitaria final, €&
caracterizado pela capacidade de reinicio da divisdo meiotica (COTICCHIO et al.,

2004). No periodo pré-ovulatério, a transcricdo dos odcitos Ml praticamente cessa
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(WRENZYCKI et al.,, 2007), fendbmeno acompanhado por alteracdo das MPT's
(Transicao da permeabilidade mitocondrial; DE LA FUENTE et al., 2004; BOUNIOL-
BALY et al., 1999), como a metilacdo da H3K9 (CHEN et al., 2016) e uma queda
consideravel no grau de metilagdo da H3K4 e acetilagdo de histonas. Outros
estudos também ja relataram essa diminuicdo da metilacdo da H3K4 durante a
maturacao oocitaria sugerindo que as modificacdes epigenéticas estdo associadas
com a aquisicdo da competéncia do oocito (SCHULTZ et al., 2002; PARK et al.,
2011).

Além disso, embora a funcéo da trimetilacdo da H3K4 no desenvolvimento
embrionario ndo ser bem compreendida, sabe-se que, assim como nos o0citos, sdo
consideradas promotores transcripcionais, ou seja, promovendo a expressao
génica (DADA et al., 2012). Neste estudo, todas as estruturas avaliadas mostraram
coloragéo positiva para a tri-metilagdo da H3K4, independente da velocidade de
clivagem dos embrifes, sugerindo que essa marca epigenética é essencial para o
desenvolvimento do embrido, assim como ja demonstrado em outros estudos (WU
et al., 2020; LIU et al.,, 2016), mas aparentemente ndo estd relacionada ao
metabolismo lipidico.

Interessantemente, os blastocistos avaliados mostraram intensa coloracéo
da H3K4me3 em células da massa celular interna, e intensidade menor nas células
do trofectoderma. Tais diferencas podem ser facilmente explicadas pelo fato da
massa celular interna e do trofectoderma serem as primeiras duas linhagens
diferenciacéo celular (ROSSANT & TAM, 2009), dessa forma, diferenciando-se em
padrdes epigenéticos. Esses achados sao diferentes dos obtidos por Lunardelli et
al., (2016), que relataram maior intensidade de fluorescéncia para a mono-
metilacdo da H3K4 nas células do trofoblasto em relacdo as células da massa
celular interna.

Conclui-se que o acumulo de lipideos ocorre nas primeiras 4 horas da
maturacao in vitro de COCs de Bos taurus. Adicionalmente, verificou-se que
blastocistos rapidos apresentam maior conteudo lipidico, sem interferéncia da
atividade mitocondrial nessa fase. A H3K4me3 parece ser essencial para o

desenvolvimento embrionario, especialmente no que diz respeito as células do
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embrioblasto mas isso ndo parece mediar a velocidade de desenvolvimento e
metabolismo lipidico. Ainda assim, € preciso realizar mais estudos para esclarecer
melhor a relagdo do conteudo lipidico e a fertilidade dos embrides e sua relacao

com as marcas epigenéticas.
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Anti-Miillerian hormone (AMH) as a predictor of antral follicle population in heifers
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Abstract

Antral follicular pepulation (AFP) and anti-
Miillerian hormone (AMH) concentration are strongly
associated. Thus, analyzing AMH concentration is a
reliable method to predict animals with high AFP, an
important feature to select donor cows for embryos and
oocytes. However, not amch is lmown about this
parameter in heifers, particularly in crossbred animals.
The aim of this study was to assess AFP in heifers and
cows and its relation to serum AMH levels. Bos taurus
indicus cows (36—60-months-old; n = 30) and heifers
(12-14-monthsold; n = 17) of the same breed were
evaluated. A single procedure of follicular counting was
performed by ultrasound for each ammal Random
sampling was performed to analyze serum AMH
concentration. Cows showed higher AFP than heifers:
nonetheless, plasma AMH concentration did not differ
between the categories. A high correlation of AFF with
plasma AMH concentration was observed in Girolando
heifers. Thus, it is suggested that AMH concentration
could be a relhable and less invasive method for
selecting heifers with high AFP.

Kevwords: bovine, follicles, selection donors.
Introduction

Taking advantage of the msticity of the Gir
breed and the dairy productivity of the Holstein breed,
Girolande cows are cwrrently the main breed for milk
production in Brazil, comprising around 80% of the
datry cattle i the country (Borges ef al, 2012). To
improve dairy production, selection of females with
high productivity, better reproductive efficiency, and/or
better competence to respond to reproduction
biotechnologies is essential.

The first calving age is approximately 35
months for 3% Holstein = % Gir cows, (Silva er al,
2014). however a high variability among herds
(lineages) has been observed. Taking that into account,
strategies are needed to reduce the age for first calving
and to select animals with higher genetic potential to
attain the desired traits.

Phenotypic traits linked to infertility are
associated with low ovarian antral follicle population

*Corresponding author: fabiana sterzai@gmail com
Receved: August 1, 2016
Agcepted: January 18, 2018

(AFP) in B. faurus (Ireland et al.. 2011). Nevertheless,
the relationship between AFP and fertility has not been
observed in B. indicus (Nellore) and crossbred beef
cows (Baruselli er al.. 2015; Morotti e al., 2015; Silva-
Santos ef al., 2014a). The mumber of recruited follicles
in each follicular wave is highly variable between
individuals; however, a high level of individual
repeatability is cbserved (Evans ef al, 2010; Oliveira
Junior et al., 2015; Batista ef al_, 2014; Gobilaunshanth
et al., 2017). High comrelation of AFF with in vivo and
in vifro embryo production may be vsed as an awaliary
tool to select donor cows for embryos and cocytes
(Silva-Santos ef al.. 2014a; Bamselli et al., 2013;
Ghanem ef al., 2016).

AFP is positively correlated with anti-Miillerian
hormone (AMH) (Baldrighi et al.. 2014; Guerreiro et al.,
2014). The glycoprotein AMH. which belongs to the
transforming growth factor (TGE)-B family, is only
expressed in the gonads (Cate ef al. 1986) and is
cotrelated to ovarian follicular development (Visser af al.
2007). AMH expression is observed in gramlosa cells of
growing preantral and anfral follicles (Rico ef al., 2011),
and it is described as a premature modulator of follicular
growth by confrolling premature depletion of the
follicular reserve in ovaries (Monniaux er al. 2012;
Durlinger et al.. 2002). Intrafollicular AMH expression
increases until the size of the follicle is 5 mm m cows
(Rico ef al., 2011) and 4 mm in humans (Weenen ef al.,
2004) and then starts decreasing in larger antral follicles
(Monniaux ef al., 2008).

Furthermore, the positive association between
AMH and total number of follicles has been described
in the ovaries of mice (Durlinger et al., 2002), women
(Fanchin et al., 2003), and bovines (B. fauwrus and B.
indicus) (Guerreiro ef al., 2014).

In cows, B. indicus 1s superior to B. fawrus in
terms of AFP and plasma AMH concentration (Batista
et al. 2014). Considering the strong association
between AFP and plasma AMH concentration,
analyzing AMH concentration is a reliable method to
predict AFP (Ireland ef al., 2011; Rico ef al. 2011).

Plasma AMH concentration and ovarian
follicular population in heifers has been studied in
Nellore and Holstein pubertal heifers (Batista ef al..
2014), but not much is known about crossbred pre-
pubertal dairy catfle. Understanding the correlation
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Performance and digestive characteristics in dairy cattle maintained

Nogueira’; Marcus Vinicius Morais de Oliveira’; Fabiana de Andrade Melo-Sterza?

under grazing regime and supplemented with linseed

Desempenho e caracteristicas digestivas em bovinos leiteiros
mantidos em regime de pastoreio suplementados com linhaca

Christopher Junior Tavares Cardoso'*:; Ana Caroline Bini de Lima'; Eriklis

Abstract

Linseed is characterized by the rich unsaturated fatty acids and slow release of oil in the rumen The
objective of the present study was to evaluate the intake, rumen degradability, and digestibility of dairy
cattle maintained under grazing regime and supplemented with linseed. Twelve Girolando (3 Holstein
* % Gir) cows with a mean age of 5.2 £ 1.9 years and body weight of 583.9 = 67.6 kg were used. The
cows were maintained in a rotational grazing system on the mombaca grass (Panicum maximum) and
divided into 2 experimental groups. The CONTR (n = 6) group received only the base diet (pasture)
and the LINS group (n = 6) received pasture plus linseed. Initially. a fifteen-day adaptation period was
established to stabilize the desired consumption amount. After this period. the animals received 800 g of
linseed for 126 d. The ruminal degradability was evaluated using 2 males with a cannula in the rumen,
and they were provided the same experimental diet. The measured dry matter production of pasture
did not show differences during the experimental period. The intake of crude protein and ethereal
extract was higher. whereas neutral detergent fiber content was lower in the cows supplemented with
linseed. However, this did not alter the weight gain and digestibility coefficients, except the digestibility
coefficient of the ethereal extract. At the ruminal level. linseed showed low effective and potential
degradability with negative effect on grass degradability.

Key words: Protected fat. Linolenic. Linum usitatissimum.

Resumo

Alinhaca destaca-se pela composi¢io de dcidos graxos ricos em dcidos insaturados e por apresentar lenta
liberagdo do oleo no ramen. O presente estudo teve como objefivo avaliar o consumo. a degradabilidade
ruminal e a digestibilidade em bovinos leiteiros mantidos em regime de pastoreio e suplementados com
linhaca em grio. Foram vtilizadas 12 vacas da raca Girolando (34 Holandés x % Gir) com idade media
de 5.2 = 1.9 anos com peso médio de 583.9 = 67.6 kg, mantidas em sistema de pastoreio rotacionado de
capim-mombaca (Panicum maximum) e divididas em 2 grupos experimentais. O grupo CONTR. (n=6)
recebeu apenas a dieta base (pastagem) e o grupo LINS (n=6) recebeu suplementacio com 800 g/animal’
dia de linhaga. Inicialmente foi realizade um periodo de adaptacio de quinze dias para estabilizacio
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postpartum Nellore cows to produce crossbred calves

Walvonvitis Baes R()driguesA, Jean do Prado Jara®, Juliana Correa Borges’l,

Luiz Orcirio Fialho de Oliveira®™, Urbano Pinto Gomes de Abreu™,

Natalia Albanese Anache®, Karine Casanova da Silva®, Alexandre de Oliveira Bezerra®,
Christopher Junior Tavares Cardoso® and Eriklis Nogueira™©P

’*Embrapa Pantanal, Rua 21 de Setembro, 1880, 79320-900, Corumbd — MS - Brazil.

BUniderp Anhanguera, Rua Alexandre Herculano, 1400, 79035-470 Campo Grande — MS — Brazil.

CProgram:L de Pos-Graduagio em Ciéncias Veterindrias, UFMS — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Av. Senador Felinto Muller, 2443, 79070-900 Campo Grande — MS - Brazil.

DCorrﬂp-ond'mg author. Email: eriklis.nogueira@embrapa. br

Abstract.  The objective of this trial was to evaluate different post-timed artificial imsemination (TAI) reproductive
managements in postpartum beefcows to produce crossbred calves from artificial insemination (AT). Nellorecows (r =607),
with 45 days postpartum, were inseminated at a fixed time, using a protocol that included an infravaginal progesterone-
releasing device along with oestradiol benzoate, prostaglandin, equine chorionic gonadotropin, and oestradiol cypionate,
followed TAT 48 h post-device removal. Four post-TAI reatments were evaluated: in CONTROL(T1, n=161), cows were
exposed to Nellore clean-up bulls until the end of the breeding season (75 days). In OBSERVATION (T2, n = 132), heat
detection was performed for 15-25 days post-TATL followed by AL In RESYNC22 (T3, n=15T)and RESYNC30(T4, n=
157), resynchronisation started after 22 or 30 days, following second TAI at Day 32 or 40 days after first TAL In T2, T3 and
T4, after the second Al, cows were exposed to Nellore clean-up bulls until the end of the breeding season (75 days). The
pregnancy rate (PR) for the first TAI did not differ (54.6%, 53.0%, 59.2%, and 51.6% for CONTROL, OBSERVATION,
RESYNC 22, and RESYNC 30, respectively; P =0.66), and no difference was observed for the second TAI(RESYNC 22 =
45.31% and RESYNC30=46.05%; P=10.137), in the PR at the end of the breeding season (86.33%, 86.36%, 78.98%, and
81.52%, P = 0.43), or embryonic losses (4.54%, 2.85%, 6.45% and 7.40%, respectively; P =10.61), but the percentage of
crossbred pregnancy was higher in groups with resynchronisation (RESYNC22 and RESYNC30) than CONTROL and
OBSERVATION (98 38%, 90.62%, 63.30%, 78.95%, P < 0,001). In conclusion, resynchronisation programs of 22 or
30 days are more efficient to produce Al products, and the final pregnancy rate is similar among the treatments, differing only

in the amount of calves produced by AL

Additional keywords: fertility, management, pregnancy.

Received 12 July 2017, accepted 13 November 2017, published online 17 January 2018

Introduction

In Brazil, the Nellore breed is the most commonly raised because
it can easily adapt to the environment. However, several authors
agree that the use of well-designed crossbreeding can improve
the production rates of herds (Perotto er al. 2001; Rodngues
et al. 2015). In the past decade, crossbreeding of cattle has
become an important tool used to increase meat production
in various production systems in Brazil. The total production
indexes could increase by up to 10-20% with the benefits
of crossbreeding Bos mawwus fawws breeds in favourable
environments and up to 30-50% for crossbreeding Bos raurus
taurus and Bos tawwus indicus under unfavourable climate
conditions (Teixeira er al. 2006). Several studies have shown

Journal compilation © CSIRO 2018

the superiority of products obtained by crossbreeding bulls of
European breeds and Nellore cows kept on pasture in tropics
(Restle er al. 2000; Cruz e al. 2009; Fialho er al. 2015). Based
on this, artificial insemination (Al) is the primary tool used to
increase production with the use of superior sires. Howewver, this
technique, although of great value to modem animal husbandry,
became stagnant for various reasons, in particular the need for
skilled labour and the difficulties in management and oestrus
detection. According Baruselli er al. (2007), the average
duration of oestrus behaviour in Zebu cattle (Nellore, 12.9 h)
was similar to that of crossbred cows (Nellore = Angus, 12.4 h)
and 3.4 h less than B. raurus cows (Angus, 16.3 h). In addition
to have a shorter oestrus, most zebu females express oestrus

ww'w publish csire.an/journals/an
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In order to evaluate the influence of thermal stress on physiological parameters, and the cocyte quality of
Girolando (n =12) and adapted Pantaneira (n= 12} cattle, twebve sessions of ultrasound guided follicular
aspiration (OPU) were performed, between January and Nove mber 2004 (during dry (May -September)
and rainy season (October—April) in Brazil). The recovered cumulus-vocyte complexes (COCs) were
selected and dassified, according to quality, immediately after OFUL The oocytes were then stored in 3%
paraformalde hyd before conduding immunofluoresce nce analysis under confocal microscopy to identify
HSP70 and 90 proteins. Before each OPU session, the rectal temperature (RT) and respiratory frequency
(RF) of each animal were measured. The black globe humidity index (BGHI) was calculated on the day of
the OPUs and 90 days before each OPU session, and related to the thermal stress of the animals. The
quality of oocytes from Girolando cattle, but not Pantaneira, showed a negative relationship with BGHI of
90 days before OPLL RT of both breeds did not exceed normal values for cattle below BGHI 95, BGHI
wvariation on the day of OPU did not affect RF of the adapted Pantaneira breed (p=103221). On the other
hand, Girolando cattle showed a positive relationship between RF and BGHI{p = 0.0103). With increasing
BGHL, the amount of HSP70 increased in Girolando oocytes, however, decreased in the Pantaneira breed.
W have not observed a relationship between HSP 90 and BGHI, however Girolando cattle produced a
greater amount of this protein in relaton to the Pantaneira breed. In cnclusion, higher BGHis, 90 days
before OPU session, negatively affect oocyte quality of Girolando aittle and positively affect oocyte
quality of the Pantaneira breed. Higher BGHIs on the day of the OPU session negatively affected the
respiratory frequency of the Girolando breed, and lead o a higher recruitment of HSP70 to protect aocyte
maturation. The opposite pattern was observed for Pantaneira. In addition, Pantaneira cattle produced
twice as much as HSP70 as Girolando cattle, suggesting that a natural higher production of this protein
could be involved in the mechanisms of adaptation to heat conditions.

© 20019 Published by Elsevier lnc.

1 Introduction

depend on the temperature and humidity of the environment.
When animals are in the thermoneutral zone (TZ), physiological

Cattle are homeothermic animals, maintaining a constant body imbalances are minimal, and productivity is increased. However,
temperature through heat flow, determined by processes that the understanding of the relationship between animals and their

interactions with the environment becomes difficult to evaluate,
due to the intrinsic characteristics of each animal, such as breed,

* Corresponding author. State University of Mato Grosso do Sul (UEMS ), Animal age and sex [1].

Science, Aguidauana, Rodovia Aquidauna -

Brazil.

E-mail address: fahianasterza@uemsbr (F A Melo-Sterza).

hitt ps:doLorg 101 016]] theriogenol ogy 2019.02 039
O0A3-591X)0 2019 Published by Elsevier Inc.

LUEMS, Km 12, Mato Grosso do Sul,

One way to measure environmental parameters (e, tempera-
ture and humidity), is the black globe humidity index (BGHI). This
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Timed artificial insemination plus heat I: effect of estrus
expression scores on pregnancy of cows subjected to
progesterone—estradiol-based protocols
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(Received 18 April 2018; Accepted 12 February 2019)

Expression of estrus near timed artificial insemination (TAI) is assodated with greater fertility, and estius detection could improve
TAI fertility or direct TAI management, although accurate estrus detection can be difficult and time-consuming using traditional
methods. The aim of this study is to evaluate influence of estrus on pregnancy (artificial insemination pregnancy rates (F/AI) and
io validate an alternative method to dassify estrus/heat expression using tail chalking (HEATSC) in postpartum Bos indicus cows
subjected to TAI in progesterone—estrogen-based protocols. In experiment 1 (Exp. 1), cows (5491) were subjected to visual
observation of estrus after progesterone device removal, before TAI, and PiAl was evaluated according to estrus and body
condition score (BCS). Cows received a progesterone device and 2 mg estradiol benzoate (EB). After 8 days, the device was
removed and 150 pg of o<loprostenol and 300 U equine chorionic gonadotrophin was given. Later, animak in Exp. 1 received
1mg EB and TAI 44 to 48h. In the Exp. 2 — 3830 cows using similar protocol, received different owulation inducers: 1 mg EB

= 1624) or 1 mg estradiol cypionate (EC; n = 2206) on day 8 (D8). Cows were then marked with chalk, and HEATSC evaluated at
TAl on D10 (HEATSCT —no chalk removal = no estrus expression; HEATSC2 — partial chalk removal =low estrus expression;
HEATSC3 — near complete/complete chalk removal = high estrus expression). In Exp. 1, cows showing estrus presented greater P/AI
(48.4% v. 40.2%, P < 0.05). in Exp. 2, P/AI (HEATSCT — 40.0%; HEATSC2 — 49.7%, HEATSC3 — 60.9%; P <0.001), and larger
follicke tmed artificial insemination {LFTAI) (<0.001) varied according to HEATSC. There was no difference in PAAI (P =0.41) or
LFTAI (P =0.33) according to ovulation inducer. Cows with greater BCS showed greater PAAI in both experiments (P < 0.05). Estrus
presence and greater HEATSC improved PAAIL and EC v. EB used promoted differential estrus manifestation (cows showing
HEATSC2 and HEATSC3: 79.5% with EBv. 69.98% with EC use, P < 0.001), however, with similar P/AL The use of HEATSC in B.
indicus cows subjected to TAl i useful to identify cows with greater estrus expression and consequently improved pregnancy rates
in TAl, allowing the cows with low HEATSC to be targeted for additional treatments aimed at improving PAALL

Keywords: Bos indicus, artifidal insemination, follicle, reproduction, heat score

Implications

The use of timed artificial insemination (TAI) has been
increasing in herds in order © produce higher-quality calves,
and we are describing novel approaches to artificial insemi-
nation (Al) in cattle, optimized for TAl management in tro-
pical regions. Estrus presence and greater estrus/heat
expression scores (HEATSC) improved pregnancy in proges-
terone TAl-based protocols, so the use of HEATSC in Bos
indicus cows subjected to TAl is useful to identify cows with

" Email: eribis nogueira@embrapa br

greater estrus expression and consequently improved preg-
nancy rates in TA, allowing the cows with low HEATSC to be
targeted for addiional treatments aimed at improving arti-
ficial insemination pregnancy rates (PIAI).

Introduction

In tropical areas of the world, such as the Pantanal wetlands
and Cerrado biomes of Brazil, beef production is based on
Zebu cattle (B. indicus) due to their greater adaptation to the
humid tropical climate and to grazing in extensive

91



2418

Animal, page 1 of 6 © The Animal Consortium 201% .anin]a]
doi10.1017/51751 731113000454

Timed artificial insemination plus heat Il: gonadorelin injection in
cows with low estrus expression scores increased pregnancy in
progesterone/estradiol-based protocol
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The use of tail dhalk and estrusteat expression scores (HEATSO) evaluation is instrumental in identifying cows with greater estus
axpression and greater artifigal insemination pregnancy rates (PAI) in cows submitted to timed artifidal insemiration (TAI}, and cows with
low or no estrus expression present lower PIALL It was intended in this study to improve the pregrancy rates in TAI for Bos indicus beef
aws, and gonadotrophin-releasing hormone (GnRH) injection was hypothesized to increase pregnancy rates in a TAl program for cows
submitted to progesterone—estradiol-based protocals with low or no estrus expression, evaluated by HEATSC Cows fh = 2284) received a
progesterone aevice and 2 my estradiol benzoate, after & days the device was removed and 1 myg estradial cypionate, 150pg of
o-cloprostenol and 300 1U equine chorionic gonadotropin was administered. All cows were marked with chalk and HEATSC evaluated
(scales 1 to 3) at TA! performed on day 10. Animals with HEATSCT and HEATSC2 (n = 937) recaived 100 ug de gonadbrelin (GNRH grougy
n = 470}, or 1 ml saline (Control group; n = 467), and cows with HEATSG3 (named HEAT group; n = 1347) received no additional
treatment. The larger dominant follide, evaluated on day 8and at TAI {day 10), was greater in HEAT group (P = 0.0145 and P <0.001,
respectivaly). Compus luteum (CL) area and progesterone concentration was evaluated on day 17, and CL area was larger in HEAT group,
intermediary in Control and lower in GnRH group (Control = 268 an’, GnRH = 2.37 an’, HEAT group = 3.07cnt’, P <0.001). Greater
progesterone aoncentrations were found in HEAT group than in Control and GnRH groups (Control = 4.7 ng/ml GnRH= 429 nginl, HEAT
growp = 6.08 nginl, P <0.001). There was a difference in ovulation rate, greater in HEAT group than GnRH and Control groups (Control =
72.5%; GhRH = 81.25%; HEAT group= 90.71%; P = 0.0024). Arifidal insemination pregnancy rates was greater in HEAT group (57.09%
(769/1347) than in Control and GNRH groups, with positive effect of GnRH injection at the time of TAl in PAAI (Control= 3618% (169/467),
GnRH = 45.95% (216/470); P < 0.0001). In conclusion, GnRH application in cowes with low HEATSC (1 and 2) i a simple strateqy, requiring
no changes in TAI management to indease pregnancy rates in postpartum beef cows submitted to progeste fone—estradiol-based TAI
protoaoks, without readhing, however, the pregnancy rates of cows that demonstrate high estrus expression at the TAIL

Keywords: artificial insemination, fertility, follice, reproduction, management

Implications (gonadotrophin-releasing hormone (GnRH)) improved preg-
nancy rates in cows with low or no estrus expression, thus,
GnRH injection in cows with low estrus shows a simple
strategy to increase pregnancy rates in postpartum beef cows
submitted to progesterone—estradiol-based TAl protocols.

Cows with low or no estrus expression present lower artificial
insemination pregnancy rates (P/Al) in timed artificial inse-
mination (TAl) protocols. It was intended in this study
improve the pregnancy rates for Bos indicus beef cows,
without major managements modifications in TAl protocol.
Animals with high estrus, evaluated with chalk aids had large
dominant follicle, greater progesterone concentration Introd uction

and pregnancy raks, and the we of Gomadorelin The combination of progesterone and estradiol (E2) is one of

the most common TAl protocols used in Brazil. lts purpose is
! Emaik enikdis nogueira@embrapa br to promote follicle afresia and consequently induce
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Supplementation of cows with linseed: effects on antral follicle
count, oocyte quality, and nutritional and plasma metabolite
parameters

Suplementacao de femeas girolando com linhaca: efeitos sobre
contagem de foliculos antrais, qualidade oocitaria, parametros
nutricionais e metabolitos plasmaticos
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Abstract

Linseed is distinguished by its composition of fatty acids. which are rich in unsaturated acids. and by
the slow release of oil in the rumen, consequently providing a greater amount of lipids of interest for
intestinal absorption. The aim of this study was to evaluate the effect of linseed supplementation on the
antral follicle count (AFC) and oocyte quality of Girolando cows, as well as their digestive parameters
and plasma metabolite. Twelve Girolando cows were used in the study and were randomly distributed
in two experimental groups: control (CTL, n = 6) and linseed (LINS, n = 6). During the 126 days of
supplementation, seven transvaginal ultrasound-guided ovum pick-up (OPU) sessions were performed
at intervals of 21 days. AFC was performed in each OPU session. The cows fed with linseed showed
no significant difference in the dry matter coefficient of digestibility (63.11 and 62.88). crude protein
(62.7 and 55.26). neutral detergent fiber (INDF: 75.36 and 77.15). or acid detergent fiber (ADF: 72.45
and 74.77) for LINS and CTL. respectively. On the confrary, a higher level of ethereal extract was
observed for LINS (69.31 vs. 40.7). There was no effect (p > 0.05) of lipid supplementation on plasma
metabolite between groups and OPU sessions. There was no difference (p > 0.05) in the mean number
of antral follicles (CTL: 31.14= 1.97; LINS: 25.52 =2 68). cumulus cocyte complexes recovered (CTL:
6.45 = 1.66; LINS: 5.28 = 1.18). or oocyte quality (CTL: 60.48% = 8.46; LINS: 64.54% = 7.77). The
supplementation of 800g of linseed in the diet of Girolando cows did not alter the apparent digestibility
of nutrients, AFC, or quality of oocytes obtained by OPU.

Kev words: Polyunsaturated fatty acid. Reproduction. Digestibility.
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Summary

The aim of this study was to evaluate the production of bovine embryos in vitro when supple-
mented with 1-camitine for 24 h beginning on day 5 (d 5) under two different oxygen tensions
(20% or 5%) and the relationship of nitric oxide (NO) in in vitro culture (IVC) medium to
embryo development Cumulus-oocyte complexes (COC; n=837) were matured in vitro
for 24h and fertilization was performed for 18 h. Zygotes were cultured in vitro for 9 days after
in vitro fertilization in synthetic oviductal fluid (SOF) medium with 5% fetal calf serum. At d 5
the plates were assigned to one of four treatment groups: high (20%) or low (5%) O, tension
either with or without the addition of 3.03 mM L-carnitine (High-Cont, High- Lcar, Low-Cont,
Low-Lear). The concentration of NO in the culture medium was evaluatedond 5, d 6 and d 9.
On d7, parts of the embryos were submitted for evaluation of intracellular lipid droplets. The
cleavage rate was similar (P>0.05) between high and low O tension and the blastocyst rate was
similar in all conditions evaluated. The hatching rate was higher (P < 0.05) for Low-Cont. The
NOconcentration was higher at d 9 under low O tension (P < 0.1). Theaddition of 3.03mML-
carnitine between d 5 and d 6 of IVC was not efficient in reducing cytoplasmic lipid content of
bovineembryos. Additionally, IVC at alow oxygen tension without L-carnitine promoted better
conditions for embryo development A higher concentration of NO in medium was observed
under low O, tension.

Introd uction

In 2017, about one million (992 289) embryos globally were produced in vitro, this is a 48.9%
increase compared with 2016 (Viana, 2018). However, embryos produced in vitro were maore
likely to be transferred fresh (66.1%) than those embryos produced in vivo (39.9%; Viana, 2018),
and likely to result from the lower cryotolerance of in vitre produced embryos (IVEP). To
improve commercial success, understanding the basic processes of embryo development is
essential. Hence, many studies have examined some of these basic processes such as researching
embryo metabolism and development under different conditions (Tesfaye et al, 2006;
Rocha-Frigoni et al, 2013; Zolini et al, 2019).

Intracellular lipid accumulation has been postulated to be an important factor influencing
IVEP cryotolerance. L-Camitine, a small water-soluble molecule and cofactor of f-oxidation, is
crucial for the translocation of fatty acids into the mitochondria, which are subsequently
metabolized to acetyl-CoA through -oxidaton and potentially produce ATP through oxidative
phosphorylation (Sutton-McDowall et al., 2012). L-Camitine also has an antioxidant activity
that protects cells from DNA damage (Abdelrazik et al, 2009). Several beneficial effects of
L-carnitine supplementation to culture medium have been reported previously such as
improved embryo development (Sutton-McDowall et al., 2012), lipid metabolism and cryotol -
erance of bovine embryos (Takahashi et al., 2013 ).

In vitro conditions cannot mimic in vive conditions, and this can lead to increased levels of
reactive oxygen species (ROS) or reactive nitrogen species (RNS; Agarwal ef al., 2006 ), particu-
larly when the culture is conducted under high atmospheric oxygen tension (20%), which
is higher than an in vve environment (5-7%). ROS and RNS are free radicals generated as
sub-products of oxygen consumption by theelectron transport chain during cellular respiration
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Abstract

The objective of this study was to investigate the influence of long-term temperature stress during the
in vitro maturation (VM) of cocytes on the in witro embryo production (IVP) and the abundance of HSP70
and H5P90 in zebu cattle. Viable cumulus-oocyte complexes (COCs) were incubated for 24 h at 37 °C,
38.5°C, or 40 °C for the low-, physiclogical, and high-temperature stress treatments, respectively.
Thereafter, they were subjected to in vitro fertilization and culture. Temperature did not affect the polar
body extrusion. However, IVP was adversely affected when IVM took place at 37 °C and 40 *C. The highest
abundance of HSP70 was observed in cumulus cells after maturation of COCs at 40 °C. In contrast, HSP70
was more abundant in cocytes at both 37 *C and 40 °C; however, at 40 °C, the difference to the control
group (38.5 °C) was not significant. In contrast, the highest abundance of HSP90 was cbserved in oocytes
and cumulus cells at 37 °C. It appears that HSP70 and H5PS0 respond to cold and heat stress in different
ways. In condusion, moderately high (40 °C) and low (37 ®C) thermal stress for 24 h during IVM is
detrimental to the developmental competence of oocyte and is accompanied by changes in the
abundances of HSP70 and HSP30, especially in cumulus cells.

Keywords: oocytes, HSP70, HSPS0, bovine.

Introduction

The reduced performance of cows subjected to high temperatures is well known. Heat
stress (HS) is associated with early embryonic mortality (Edwards et al., 2005), decreased the
conception rate (Garcia-Ispierto etal,, 2007), changes in steroid hormone levels
(Welfenson et al., 2000; Jasnic et al., 2010) and fellicular wave patterns, and physiclogical and
molecular alterations in occytes (Zeron et al., 2001; Torres-Junior et al., 2008; Ferreira et al.,
2011). Nevertheless, zebu breeds are better able to regulate body temperature and
experience less severe impairment of productive and reproductive functions in response to
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