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RESUMO

LACERDA, IZABELLE PEREIRA DE. Caracteristicas moleculares e qualidade de
complexos cumulus-ovécito de doadoras de diferentes gendétipos no verao e
inverno. 2020. 66p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES.

A producéo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotecnologia importante para auxiliar
na disseminacgéo da genética de animais de interesse zootécnico, resultando em maior
produtividade do rebanho. Entretanto, animais Bos taurus apresentam pior resultado
na PIVE em relagdo aos Bos indicus em condi¢cdes de clima tropical, possivelmente
por serem mais suscetiveis ao estresse e apresentarem metabolismo diferente, o qual
pode influir de forma negativa ha competéncia dos ovécitos. Deste modo, o objetivo
deste trabalho foi quantificar a abundancia de mRNA de genes relacionados ao
estresse térmico (HSPADS), estresse oxidativo (SOD2, GPX3), metabolismo de glicose
(SLC2A3) e apoptose (CASP3, FOSL1) em ovécitos e células do cumulus (CC) de
doadoras das racas Gir (n=10), Holandés (n=7) e ¥2 Sangue Gir-Holandés (n=12) ao
final das estacGes de verdo e inverno. Para isto, cada doadora foi submetida a 4
sessfes consecutivas de aspiracdo folicular (OPU) com 72 horas de intervalo entre
elas. Apés a OPU, os complexos cumulus-ovdcito (COCs) foram classificados de
acordo com qualidade (graus 1, 2, 3 e 4) sendo os graus 1 e 2, e suas respectivas CC
utilizados para analise molecular. A expressado dos genes SLC2A3, HSPA5, SOD2 e
FOSL1 para CCs e ovdcitos, GPX3 para CCs e CASP3 para ovocitos foi quantificada
por PCR em tempo real. Animais zebuinos e mesticos apresentaram maior média de
COCs viaveis recuperados (3,3+0,3 e 3,6+0,6, respectivamente) em relacdo aos
taurinos (1,3%0,3). A estacdo de inverno provocou reducdo na média de COCs totais
em zebuinos (7,5+0,7 vs. 5,9+0,9) e mesticos (17,8+3,4 vs. 11,2+0,5), em quanto o
verao foi prejudicial para taurinos (2,7+0,9 vs. 4,2+1,9). Com relag&o a expresséo dos
genes, as estacdes do ano nao apresentaram efeito sob nenhuma das ragas. Ao
avaliar a diferenca na expressao dos genes entre as ragas, independente da estacao
do ano, os genes HSPA5 e SLC2A3 em ovQcitos apresentaram maior expressao em
Holandés em relacdo aos ovécitos de doadoras %2 sangue Gir-Holandés. Para as CC
nao foi observada diferenca na expresséao dos genes entre as ragas. Conclui-se que

a estacao do ano apresenta influéncia na quantidade de COCs recuperados, mas nao



na expressao de genes relacionados ao estresse. Além disso, ovOcitos de animais
taurinos apresentam maior expressao de genes relacionados ao estresse em relagéo
as outras racas, sem que haja diferenca na expressao desses genes em células do

cumulus.

Palavras-chave: Bos indicus. Bos taurus. Competéncia ovocitaria. Estacdo do ano.
HSPAS. SLC2A3.



ABSTRACT

LACERDA, IZABELLE PEREIRA DE. Molecular characteristics and quality of
cumulus-oocyte complexes from donors of different genotypes in summer and
winter. 2020. 66p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES.

In vitro embryo production (IVEP) is an important biotechnology to assist in the genetic
dissemination of animals of zootechnical interest, resulting in greater productivity of
the herd. However, Bos taurus show worse results in IVEP compared with Bos indicus
in tropical climate conditions, possibly because they are more susceptible to stress and
presents different metabolism, which can negatively influence the oocyte competence.
Thus, the objective with this work was to quantify the mRNA of genes related to heat
stress (HSPAD), oxidative stress (GPX3, SOD2), glucose metabolism (SLC2A3) and
apoptosis (CASP3, FOSL1) in oocytes and cumulus cells (CC) of Gir (n=10), Holstein
(n=7) and %2 Holstein-Gir (n=12) donors at the end of summer and winter seasons. For
this, each donor was submitted to 4 consecutive follicular aspiration session (OPU)
with 72-hour interval between them. After OPU, the cumulus-oocyte complexes
(COCs) were classified according to the quality (grades 1, 2, 3 and 4) with grades 1
and 2, and their respective CC used for molecular analysis. The expression of SLC2A3,
HSPA5, SOD2 and FOSL1 genes for CCs and oocytes, GPX3 for CCs and CASP3 for
oocytes was quantified by real-time PCR. Zebu and crossbred animal had higher
average of viable COCs recovered (3.3+0.3 and 3.6+0.6, respectively) compared to
Taurine (1.3+£0.3). The winter season caused a reduction in the average of total COCs
in zebu (7.5£0.7 vs. 5.9+0.9) and crossbred (17.8+£3.4 vs. 11.2+0.5), while the summer
was harmful for Taurine (2.7£0.9 vs. 4.2+£1.9). Regarding the gene expression, the
season had no effect on any breed. Assessing the difference in gene expression
between breeds, regardless of the season, the HSPA5 and SLC2A3 genes in oocyte
showed greater expression in Holstein compared to oocytes from %2 Holstein-Gir
donors. For CCs, no difference was observed in gene expression between breeds. It
is concluded that the season has an influence on the amount of COCs recovered, but
not on the expression of stress-related genes. In addition, oocytes from Taurine
animals show greater expression of stress-related genes than other breeds, with no

difference in the expression of these genes in cumulus cells.



Key-words: Bos indicus. Bos taurus. Oocyte competence. Season. HSPA5. SLC2AS.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de leite do mundo (RESENDE et al., 2019),
apresentando valor bruto de producéo (VBP) superior a 48 milhdes de reais em 2018.
Além disso, foi 0 segmento da pecudria com maior crescimento de VBP entre 2017 e
2018, havendo expectativas de crescimento para os proximos anos (CNA Brasil,
2018). Entretanto, quando se trata de produtividade, o Brasil ocupa a penultima
posicdo entre os 20 maiores produtores de leite mundial (RESENDE et al., 2019),
demonstrando baixa eficiéncia de producéo neste segmento. Outro fator preocupante
para a pecudria de leite, € que na ultima década as importaces de leite superaram
as exportacdes, situacéo desfavoravel para a economia do pais. Isto pode ser devido
a intensa oscilacdo climéatica e nos precos do leite no mercado interno do pais
(ROCHA; CARVALHO, 2018).

Para que este cenario seja modificado, € necessario melhorar a eficiéncia de
producdo dos animais, 0 que pode ser alcancado, ema parte, pela intensificacdo do
trabalho de melhoramento genético. Neste contexto, as biotecnologias reprodutivas
podem auxiliar neste processo, em especial a producdo in vitro de embriées (PIVE), a
qual permite a obtencdo de maior nimero de descentes por fémea, quando
comparada a inseminacao artificial (IA) ou transferéncia de embrides convencional em
um mesmo periodo (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2008). Além disso, com
a PIVE é possivel otimizar o cruzamento de racas, tal como o cruzamento de animais
taurinos e zebuinos, com o nascimento de produtos Y2 sangue. A partir destes
cruzamentos, podem ser gerados animais mesticos que apresentam alta producédo
leiteira associada a maior rusticidade ( PONTES et al., 2010; SILVA-SANTOS et al.,
2014; VIANA et al., 2004).

Atualmente no segmento leiteiro, as ragcas mais utlizadas na PIVE sao
Holandés e Girolando, seguidas por Gir, Jersey e Pardo-Suica (EMBRAPA GADO DE
LEITE, 2018). Entretanto, mesmo com todos os beneficios proporcionados pela PIVE,
fatores relacionados as racas das doadoras de ovocitos podem gerar variagdes nos
indices desta biotecnologia (LACERDA et al., 2020; PONTES et al., 2010). E relatado
gue doadoras Bos taurus apresentam menor quantidade de complexos cumulus-
ovoécito (COCs) recuperados e menor taxa de embrido produzida por sessdo de

aspiracao folicular (OPU), quando comparados a doadoras Bos indicus (LACERDA et
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al., 2020; PONTES et al.,, 2010). J4 os animais mesticos, embora apresentem
quantidade de COCs superior a taurinos e zebuinos, a taxa de embrido produzida é
semelhante (LACERDA et al., 2020; PONTES et al., 2010). Deste modo, estudos séo
necessarios para compreender melhor a fisiologia reprodutiva destes animais, visando
maior exploracdo do potencial reprodutivo na PIVE, uma vez que o gado Girolando é
responsavel por 80% da producdo leiteira no Brasil (SILVA et al., 2014),
principalmente os animais meio sangue, que compreendem mais de 55% dos animais
Girolando em lactacao (ABCG, 2019).

Dentre os fatores que afetam os resultados da PIVE, a qualidade ovocitaria
ocupa posi¢ao de destaque, uma vez que a mesma envolve a competéncia do ovacito,
influenciando a taxa de producédo de embrido. A aquisicdo da competéncia ovocitaria
€ dependente da interacdo entre as células presentes no foliculo ovariano, como
células do cumulus (CC), da granulosa e o préprio ovacito (LI et al., 2000; SIRARD et
al., 2006; SIRARD, 2019).

A comunicagdo celular no microambiente folicular ocorre por sinalizacao
pardcrina, autocrina e enddcrina, vesiculas extracelulares presentes no fluido folicular,
por projecdes transzonais e ligacdes gap (revisado por DEL COLLADO et al., 2018).
Devido a um mecanismo complexo e dependente da comunicagcao com outras células,
a competéncia do ovocito pode ser comprometida por diferentes fontes de estresse,
de acordo com o0 ambiente em que o0 animal se encontra inserido.

O estresse oxidativo estd entre os fatores que contribuem para a baixa
qualidade de ovécitos, comprometendo a fertilidade do mesmo (ARIAS-ALVAREZ et
al., 2018). Outro fator que pode inferir na competéncia ovocitaria é o estresse térmico
(ROTH; HANSEN, 2004), o qual pode exercer influéncia de forma diferente, de acordo
com a raca da doadora, uma vez que animais taurinos sdo menos termotolerantes que
zebuinos (HANSEN, 2004). Além do aumento na temperatura, o qual apresenta efeito
direto nos animais, o aguecimento global acarreta no aumento da escassez de agua
e intensifica a seca (KOGAN; GUO; YANG, 2020). Logo, este cenario afeta a producdo
agricola e producdo de alimentos, principalmente nos paises em desenvolvimento
(SEAGER et al., 2018). De fato, ovdcitos coletados de animais Holandés durante o
verdo apresentam menor qualidade quando comparado aos coletados no inverno,
além de ser observada menor taxa de embrido na estagdo quente para esta raca
(ROCHA et al., 1998).
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Neste contexto, a atividade das células que compde o foliculo € importante na
resposta ao estresse. As células do cumulus, por exemplo, atuam fornecendo ao
ovocito antioxidantes celulares como a glutationa, proporcionando protecdo aos
ovOcitos, e prevenindo o estresse oxidativo nesta célula (DE MATOS et al., 1997,
MAEDOMARI et al., 2007; MATOS et al., 1996). Desta forma, € possivel que haja
diferencas nas atividades de células que compde o microambiente folicular em
animais taurinos, zebuinos e %2 sangue, e que afetam a competéncia dos ovocitos ao
longo do ano.

Estudos mais recentes, tem mostrado ainda que existem diferengas na
expressdo de genes relacionados a competéncia ovocitaria (LOPES et al., 2017) e
estresse térmico (TICIANELLI et al., 2017) em COCs de taurinos, zebuinos e
mesticos. Porém, diversos sdo os genes relacionados a competéncia do ovocito e
estresse térmico ainda ndo estudados. Além disso, até o momento n&o ha na literatura
trabalhos comparando genes relacionados ao metabolismo de glicose e estresse
oxidativo em diferentes racas bovinas. Estes trabalhos contribuem para elucidar os
resultados divergentes no emprego da PIVE em doadoras de diferentes racas, uma
vez que podem comprometer a competéncia do ovocito.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a quantidade e qualidade de
COCs recuperados, bem como quantificar a abundancia de mRNA de genes
relacionados ao estresse térmico, estresse oxidativo e metabolismo de glicose em
ovaocitos e células do cumulus de doadoras das racas Gir, Holandés e ¥2 Sangue Gir-

Holandés ao final das esta¢cOes de verao e inverno.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dinamica folicular

O desenvolvimento folicular antral em bovinos ocorre em padréo de ondas. A
onda folicular tem inicio com a emergéncia, também conhecida como recrutamento,
de foliculos antrais de mesmo tamanho, os quais crescem em resposta ao hormoénio
foliculo estimulante (FSH). Apos 2 a 4 dias, ocorre o desvio ou sele¢éo, com as células
da granulosa do foliculo de maior tamanho adquirindo receptores para o hormdnio
luteinizante (LH), devido, entre outros fatores, a maior concentracdo do fator de
crescimento semelhante & insulina 1 (IFG-1) no fluido folicular (GINTHER et al., 2001).

A maior concentracdo de IGF-1 neste foliculo € proporcionada pela acdo da
proteina plasmatica A associada a prenhez (PAPPA), uma protease de proteinas de
ligacdo ao fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBP; SPICER, 2004). A
presenca dos receptores de LH, permite o crescimento do foliculo dominante em
resposta a liberacdo pulsétil deste hormonio, promovendo liberacdo de inibina e
estradiol (GHINTER et al., 2003). Estes dois hormdnios realizam feedback negativo
no hipotadlamo, reduzindo a secrecdo de FSH e, consequentemente, limitando o
crescimento dos demais foliculos, que entrardo em atresia (LUCY et al., 1992).

O foliculo de maior tamanho continua seu crescimento em uma fase de
dominéncia folicular, até atingir o tamanho pré-ovulatério. Neste momento, este
foliculo dominante libera um pico de estradiol, estimulando a liberacdo de um pico de
LH, o qual promovera a maturacdo final do ovécito e ovulacdo (GARVERICK;
ZOLLERS; SMITH, 1992; STOCK; FORTUNE, 1993). Apds liberagdo do COCs, as
células da teca e granulosa passam pelo processo de luteinizacdo, com formacéo do
corpo lateo (CL), o qual dard inicio a producao e liberacdo de progesterona (P4).
Aproximadamente 17 dias ap6s a ovulacéo, na auséncia de gestacao, ha a producéo
de prostaglandina 2a (PGF2a) pelo endométrio que, por mecanismo de
contracorrente, chega ao ovario e promove a lutedlise (MILVAE, 2000).

Durante o periodo em que ha presenca de P4 em altas concentracdes, a
atividade ovariana permanece, com continuo crescimento folicular. Porém, a P4
realiza feedback negativo no hipotalamo, impedindo a liberacdo do pico de LH pela

adeno-hipdfise e, consequentemente, inibindo nova ovulagdo enquanto houver
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presenca de CL funcional. No momento em que ocorre a reducdo da P4 devido a
lutedlise, o foliculo dominante da nova onda folicular pode culminar na ovulagéo,
iniciando um novo ciclo (figura 1; FORTUNE et al., 2004; GINTHER et al., 1989;
GINTHER et al., 1997; MILVAE, 2000; WEBB et al., 1999).

Figura 1 - Fases do crescimento folicular antral durante um ciclo estral de fémea
bovina apresentando trés ondas de crescimento folicular.
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Fonte: Adaptado de Adams et al. (2008).

Em relacdo ao numero de ondas de cada ciclo, podem ocorrer variacdes entre
racas e categoria animal, sendo que animais zebuinos, em geral, apresentam de 3 a
4 ondas (BALDRIGHI et al., 2012; BORGES et al., 2004; DEGEFA et al., 2016; VIANA
et al., 2000) e animais taurinos de 2 a 3 (BALDRIGHI et al., 2012; WOLFENSON et
al., 2004). Embora poucos trabalhos abordem a fisiologia reprodutiva de animais
mesticos, foi relatada presenca de 2 a 3 ondas nestes animais (BORGES et al., 2001,
DEGEFA et al., 2016).

Além disso, a fisiologia reprodutiva de taurinos e zebuinos difere em outros
aspectos, tais como a concentracdo de horménios circulantes, quantidade de foliculos
recrutados, taxa de crescimento folicular e tamanho de foliculo pré-ovulatorio (SALES
et al., 2014). Animais zebuinos apresentam maior quantidade de foliculos antrais em
relacdo aos taurinos, enquanto animais taurinos apresentam maior tamanho de

foliculo dominante e pré-ovulatério, consequentemente, maior volume de CL
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(BALDRIGHI et al., 2012; BASTOS et al., 2010). Em animais zebuinos, o tamanho
meédio do foliculo pré-ovulatério é de 12 mm, e de 16 mm em taurinos (BALDRIGHI et
al., 2012; BASTOS et al., 2010). Em relagédo aos animais mesticos, Borges et al.
(2001) observaram diametro maximo do foliculo dominante de 13,3 £ 1,4 mm em
animais de duas ondas, enquanto para animais de trés ondas foi de 11,8 + 1,3 mm.

Diante das diferencas nas populacdes de foliculos antrais entre taurinos e
zebuinos, Silva-Santos et al. (2011) conduziram um estudo com Nelore (Bos indicus)
e Aberdeen Angus (Bos taurus) para testar a hipétese de que a maior populagdo antral
em Bos indicus seria decorrente de maior quantidade de foliculos pré-antrais nos
ovarios. Foram avaliados ovarios de fetos de 6 a 8 meses (n=10), novilhas (n=12) e
vacas (n=10) de ambas as racas. A quantidade de foliculos pré-antrais por ovario foi
semelhante em fetos (285.155 + 325.195 vs. 143.929 + 64.028), novilhas (109.673 *
86.078 vs. 76.851 + 78.605) e vacas (89.577 £ 86.315 vs. 39.438 + 31.017) de taurinos
e zebuinos, respectivamente. Entretanto, foi observada maior média de foliculos
primordiais em novilhas taurinas (83.726 + 85.148) que zebuinas (47.436 + 61.888),
bem como de foliculos secundarios em fetos (4.172 + 3.437 vs. 1.423 £ 1.648) e vacas
(1.859 £ 1.477 vs. 464 + 312). Estes resultados sugerem que a maior quantidade de
foliculos antrais em animais zebuinos ndo é devido a maiores reservas ovarianas de
foliculos pré-antrais, podendo estar relacionada a mecanismos de controle do
recrutamento de foliculos pré antrais para passarem a foliculos antrais.

Desta forma, as diferencas quantitativas na populacdo folicular antral
observadas entre taurinos e zebuinos, podem ser associadas a maiores
concentracdes de fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1; ALVAREZ et
al., 2000), hormonio anti-muleriano (AMH; BALDRIGHI et al., 2014; BATISTA et al.,
2016; FAVORETO et al., 2019; GUERREIRO et al., 2014), hormdnio do crescimento
(GH; ALVAREZ et al., 2000), insulina e glicose (ALVAREZ et al., 2000; SALES et al.,
2015) em zebuinos. Estes fatores promovem maior recrutamento de foliculos pré-
antrais e crescimento folicular inicial, além de promover maior proliferacéo de células
da granulosa e da teca (ALVAREZ et al., 2000; SALES et al., 2015), aumento no
namero de foliculos antrais (BALDRIGHI et al.,, 2014; BATISTA et al.,, 2016) e
consequentemente na qualidade dos COCs (ALVAREZ et al., 2000; SALES et al.,
2015).
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2.2 Competéncia ovocitaria

A competéncia ovocitaria esta relacionada a capacidade do ovocito em maturar,
ser fecundado e sustentar o desenvolvimento embrionario inicial. Para que a mesma
seja alcancada, diversos eventos celulares precisam ocorrer (CONTI; FRANCIOSI,
2018). De acordo com Sirard et al. (2006), a competéncia ovocitaria pode ser avaliada
em cinco niveis: (i) retomar a meiose, (i) clivar apos a fecundacao, (iii) atingir o estagio
de blastocisto, (iv) gerar prenhez e leva-la a termo, (v) nascimento de um descendente
higido. Os mesmos autores ainda ressaltam que estes eventos sdo independentes, e
0 sucesso em um nivel prévio ndo garante a ocorréncia do proximo.

Desta forma, a competéncia ovocitaria € uma condicdo complexa e pode ser
afetada por inumeros fatores, como estacdo do ano (AL-KATANANI et al., 2002;
FERREIRA et al., 2011), fase da onda folicular (HENDRIKSEN et al., 2004), tamanho
dos foliculos (MACHATKOVA et al., 2004) e idade da fémea (YAMAMOTO et al., 2010;
SU etal., 2012). Todos estes fatores, de forma individual ou em grupo, podem interferir
diretamente nos resultados das biotecnologias reprodutivas (ARMSTRONG, 2001).

Desde o nascimento, as fémeas possuem em seus ovarios foliculos primordiais
contendo ovocitos que se encontram em préfase |, e assim permanecem até a
puberdade (FAIR, 2003). Durante este processo de desenvolvimento folicular pré
antral, os foliculos passam pelas fases de primordial, primario e secundario, até a
formacdo do antro, quando passa a ser denominado de foliculo terciario ou antral
(HULSHOF et al., 1994). Os foliculos primordiais sdo compostos por um ovdcito
envolto por uma Unica camada de células da granulosa (KASINSKIS et al., 2005).
Conforme avanca em seu desenvolvimento, ha multiplicacdo e diferenciacado dessas
células, crescimento do ovacito e aumento no numero de organelas, formacéo da zona
pelicida, formacdo do antro, dentre outras alteragbes importantes para o
desenvolvimento folicular (RIMON-DAHARI et al., 2016; VAN DEN HURK; ZHAO,
2005). Ao atingir o estagio de foliculo pré ovulatorio, ocorre o pico de LH liberado pela
adeno hipdfise, desencadeando a retomada da meiose, promovendo a maturagao
ovocitaria, o qual atinge o estagio de metafase Il (Fair, 2003). Portanto, a aquisicédo
da competéncia esta diretamente relacionada ao tamanho do foliculo em que se
encontra o ovocito (CAIXETA et al., 2009), mas nao € o unico fator determinante.

De fato, estudos comparando a capacidade de maturacao nuclear em ovocitos

provenientes de foliculos pré-antrais e antrais, mostram que apés a formacao do antro,
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as chances do ovécito chegar em metéafase Il crescem em mais de 40% (DE SMEDT
et al., 1994; FUHRER et al., 1989; MOTLIK et al., 1989).

E importante ressaltar que durante o crescimento folicular ha intensa sintese
de RNA. Isto € necessario ndo so6 para o crescimento ovocitario durante o periodo pré-
antral, mas também para armazenamento destes transcritos, visando suportar as
proximas etapas de maturagdo, fecundacdo e desenvolvimento embrionario inicial
(CONTI; FRANCIOSI, 2018; FAIR; HYTTEL; GREEVE, 1995).

Todo este processo de foliculogénese € dependente da interacdo entre o
ovocito, células do cumulus e células da granulosa (EPPIG et al., 1994; GILCHRIST
et al., 2008). Fatores de crescimento, como kit-ligante (KL), fator de crescimento
diferencial-9 (GDF-9) e proteina morfogenética 6ssea-15 (BMP-15) sintetizados por
células da granulosa e ovdcitos, respectivamente, medeiam a comunicacao paracrina
entre ovdcitos e células da granulosa (BURATINI JR., 2007). Esta comunicacdo pode
ser intermediada, dentre outras maneiras, por vesiculas extracelulares, capazes de
realizar a comunicacgdo entre as células da granulosa e cumulus, podendo transportar
e transferir mMRNAS, microRNAs e proteinas entre estas células (DEL COLLADO et al.,
2018). Ja a comunicacédo entre células do cumulus e ovdcito, ocorre, além de fatores
paracrinos, autécrinos e enddcrinos, por meio de projecdes transzonais,
principalmente via juncfes gap, que irdo estabelecer uma comunicacdo entre as
células do cumulus e ovdcito (DEL COLLADO et al., 2018).

2.3 Estresse

2.3.1 Estresse térmico e apoptose

Ao longo dos anos, com o objetivo de suprir as necessidades de mercado de
producdo de leite, animais foram selecionados com base em sua produtividade.
Entretanto, durante o processo de selecdo, houve reducdo no sucesso reprodutivo
desses animais (BERRY et al., 2015). Somado a isto, parte dos animais utilizados na
pecuaria leiteira sdo animais Bos taurus, 0s quais sdo mais sensiveis ao calor
(HANSEN, 2009). Animais taurinos possuem zona de conforto térmico, faixa de

temperatura no qual animais apresentam melhor desempenho, entre 0 e 16°C, e
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animais zebuinos entre 10 e 27°C. Valores fora desta faixa podem comprometer o
metabolismo e desempenho animal (AZEVEDO; ALVES, 2009).

Os efeitos deletérios do estresse térmico no organismo animal, podem ser
causados pelo aumento na temperatura corpdrea ou por uma resposta fisiolégica para
regular a temperatura (HANSEN, 2009). Desta forma, o estresse térmico induzido por
calor, além de ser uma problematica econémica, gerando reducdo na producao de
leite (RHOADS et al., 2010), também pode causar disfungcdes no metabolismo animal,
como alteracdo de parametros fisiologicos, reducdo de indices reprodutivos e
alteracdes celulares (GARNER et al., 2016 HANSEN, 2004). Uma das formas com
que o estresse térmico afeta a reproducéo das fémeas, é interferindo na qualidade
ovocitaria (ROTH; HANSEN, 2004). Nesse contexto, as proteinas de choque térmico
(HSP) apresentam importante funcdo para a sobrevivéncia celular, prevenindo o
processo de apoptose (KENNEDY et al., 2014).

A partir de uma situacao de estresse térmico, ha estimulo para a liberacéo de
citocromo C pelas mitocéndrias, que ira se ligar ao fator de ativacdo da protease
apoptotica 1 (APAF-1). Na presenca de dATP ou ATP hé oligomerizacdo do APAF-1
e incorporacao da pro-caspase 9 a esse complexo formado, para recrutar e clivar a
pro-caspase 3. A caspase 3 é entdo ativada e apta a clivar os substratos alvo,
induzindo a apoptose. As HSPs, em especial a HSP70, atualmente conhecida como
HSPAS5, atuam em diferentes eventos dessa via apoptética, visando impedir estes
acontecimentos e manter a sobrevivéncia celular (BEERE, 2001). Portanto, a
expressao de HSPAS ocorre em situagdes adversas para as células, sendo observado
gue a expressao desse gene era menor em células do cumulus de ovdcitos que deram
origem a embrides de melhor qualidade (HAMOND et al., 2015). Com relacdo a
diferentes racas, Camargo et al. (2007) avaliaram a expressdao de HSP70.1 em
ovQcitos de taurinos e zebuinos sob condi¢des de clima tropical, e observaram maior
expressdo, com menor taxa de blastocisto em taurinos, uma vez que estes estdo mais
propensos ao estresse térmico em clima tropical em relacdo ao zebuinos.

Enquanto as proteinas de choque térmico sé@o sinalizadoras de condicdo de
estresse, as caspases sao indicadoras de apoptose (BOONE; TSANG, 1998;
FENWICK; HURST, 2002). De fato, comparando a expressao da caspase 3 (CASP3)
em células da granulosa de foliculos dominantes subordinados em novilhas, é
possivel observar menor expresséo deste gene no foliculo dominante com relacdo aos

demais, uma vez que os outros foliculos estdo entrando em processo de atresia
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(NICHOLAS et al., 2005). Além disso, ja foi identificado menor expressado de CASP3
em ovocitos frescos em comparacéo a ovocitos vitrificados (DIOGENES et al., 2017).
Isto sugere gque a expressao elevada deste gene apresenta impacto negativo no
crescimento folicular e producéo de embrides. (AMANSYAH et al., 2017; DIOGENES
et al., 2017; LOBACH et al., 2017).

Assim como a caspase 3, 0 gene Fos-related antigen 1 (FOSL1) também esta
envolvido na morte celular. Apés dano ao DNA, membros da super-familia das
proteinas ativadas por mitogénio (MAP quinase) como c-Jun N-terminal kinase (JNK)
e Extracellular signal-regulated kinase (ERK) mediarédo a apoptose ou progressao do
ciclo celular, de acordo com o tipo celular, a fonte e grau da injuria. Estes fatores
induzem a atividade de FOSL1, responsavel por regular a atividade da quinase 2
dependente de ciclina (CDK2; HAMDI et al., 2008). No caso da inativagéo da atividade
da CDK2, hd aumento da apoptose (SAURUS et al.,, 2016). De fato, estudos
demonstram gque um aumento na expressao do gene FOSL1 est4 relacionado a maior
apoptose ap0Os processos que geram estresse celular, como a vitrificacdo de embrido
(LEME et al., 2016).

2.3.2 Estresse metabdlico

A glicose é um substrato essencial para atividade celular em mamiferos, em
especial as estruturas envolvidos no estabelecimento da prenhez, como ovdcito,
espermatozoide e embrido (AUGUSTIN et al., 2001; HARVEY et al., 2004; PURCELL;
MOLEY, 2009; ZHENG; VASSENA; LATHAM, 2007).

A molécula de glicose é incapaz de permear a membrana plasmatica da célula
(NISHIMOTO et al.,, 2005), sendo que seu transporte deve ser realizado por
transportadores de glicose acoplados ao sédio (SGLTs) ou pelos transportadores de
glicose (GLUTSs), o qual ocorre com base na concentracdo de glicose intracelular
(AUGUSTIN et al., 2001; FLADEBY SKAR; SERCK-HANSSEN, 2003; PURCELL,;
MOLEY, 2009).

Nesse contexto, Soluter carrier family 2 members 1 e 3 (SLC2A1 e SLC2A3,
respectivamente) e com menos expressao o SLC2A4, atuam para suprir a demanda
de glicose ovariana, sustentando a foliculogénese, ovulagdo e formacdo do CL
(NISHIMOTO et al., 2005). De fato, Didgenes et al. (2017) encontraram maior
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expressdo de SLC2A3 em células do cumulus cultivadas em sistema que gerou maior
taxa de embrido em D7 e D8. Apesar disso, Kussano e colaboradores (2016) nao
conseguiram estabelecer relacao entre a expressao dos genes SLC2A1 e SLC2A3 e
a taxa de producdo embrionaria, uma vez que ndo foi observada diferenca na
expressao desses genes em células do cumulus de ovdcitos que originaram ou nao
embrides.

Em outro estudo, foi observado que temperatura superior a 40°C durante a
maturacao ovocitaria de bubalinos, reduziu a expressao de transportadores de glicose
(ASHRAF et al., 2014). Da mesma maneira, dietas abaixo da necessidade de
mantenca, também reduzem a expressdo desses genes em ovocitos de ovelhas
(PISANI et al., 2008). Por outro lado, a expressao de transportadores de glicose
aumentou em células do cumulus de bovinos (CORDEIRO, 2011) e em células da
granulosa de suinos (MUNAKATA et al., 2016) conforme aumento do tamanho dos
foliculos, assim como em situacdes de hipoxia durante o cultivo in vitro de foliculos
secundarios de bovinos (MAKANJI et al., 2014).

2.3.3 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € uma condicdo caracterizada por desequilibrio entre
antioxidantes e moléculas pré-oxidantes (AGARWAL et al., 2012). A producédo das
espécies reativas de oxigénio (EROs) ocorrem como resultado do metabolismo
celular, devido a fosforilagdo oxidativa, realizada pelas mitocondrias, e necessaria
para producdo de energia celular. Ao mesmo tempo, estas organelas sintetizam
enzimas para defesa antioxidante, permitindo um equilibrio intracelular destes fatores
(ARIAS-ALVAREZ et al., 2018; COMBELLES et al., 2010).

As enzimas antioxidantes como catalase, glutationa peroxidase e superéxido
desmutase (SOD), atuam neutralizando as EROS, convertendo-as em agua e
oxigénio (AGARWAL; ALLAMANENI, 2004; AGARWAL et al., 2012; ANGELUCCI et
al., 2006; LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2006). As condi¢cdes de cultivo in vitro
favorecem a producdo de EROs (CETICA et al., 2001), sendo que a adicdo de
enzimas antioxidantes se apresenta como uma alternativa interessante em todas as
etapas da PIVE (MOUROT et al., 2006).



21

Combelles et al. (2010) avaliaram a expressao de SOD1, 2 e 3 em ovocitos,
células do cumulus e da granulosa e fluido folicular. Estes autores observaram maior
expressdo em fluido folicular de foliculos de 2 a 5mm em comparacao aos foliculos
maiores que 8mm, sugerindo que a enzima SOD pode ser um marcador de
competéncia, uma vez que a menor atividade de SOD corresponde a ovécitos mais
capazes de serem fecundados.

Assim como a SOD, a glutationa peroxidase (GPX) também apresenta
correlagdo com a competéncia ovocitaria. A menor expressao de GPX3 em células do
cumulus de mulheres esta relacionada a melhor producdo de blastocistos em D5
(HUANG et al., 2013; MONTFOORT et al., 2008). Entretanto, Guimaraes (2017) nao
observou relacdo da expressao desse gene em células do cumulus com a PIVE em
bovinos. Em células da granulosa, Ceko et al. (2015) também n&o observaram
diferenga na expressdo de GPX3 em foliculos de 2 a 5 mm, viaveis ou atrésicos, e

foliculos maiores que 8 mm.

2.4 Producdo in vitro de embrides na pecuéria de leite

A pecuéria leiteira teve importante contribuicdo no crescimento da técnica de
PIVE no Brasil. Apesar disso, a selecdo dos animais a serem utilizados para a
reproducdo com base em sua producdo, contribui para o declinio na performance
reprodutiva das geracdes ao longo dos anos (GATIUS, 2003; LONERGAN et al., 2016;
PRYCE et al., 2004; WALSH; WILLIAMS; EVANS, 2011).

Dentro do segmento leiteiro, doadoras Holandés, Jersey, Pardo-Suica, Guzera,
Gir e Girolando representam as principais racgas utilizadas na PIVE (EMBRAPA GADO
DE LEITE, 2018). O uso de diferentes racas implica em resultados variaveis, tanto
relacionados a quantidade e qualidade dos COCs recuperados, como na taxa de
producdo de embrides na PIVE (LACERDA et al., 2020; PONTES et al., 2009; SALES
et al., 2015).

Em recente estudo, Lacerda e colaboradores (2020) analisaram resultados de
aproximadamente 3000 sessbes de OPU em gado de leite provenientes de um
laborat6rio comercial na regido da Zona da Mata, Minas Gerais. Do total analisado,
70,8% das aspiracdes foram realizadas em doadoras Gir, 16,1% em Girolando, 9,2%

em Holandés e 3,9% em doadoras de outros graus de sangue provenientes do
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cruzamento entre Gir e Holandés. Isto mostra uma predilecdo pelo uso de doadoras
Gir ao se realizar a PIVE em rebanhos leiteiros nesta regidao, sendo que considerando
0 vasto territorio e diferentes climas do Brasil, esta proporcdo pode variar de acordo
com a regiao em estudo.

No que diz respeito a performance de animais de diferentes racas na PIVE,
Lacerda et al. (2020) e Pontes et al. (2010) observaram que animais meio sangue
apresentavam maior média de ovocitos viaveis recuperados, seguidos de Gir e
Holandés. Esta proporcéo se repetiu para a média de embrides e prenhez por OPU.
Por outro lado, no primeiro estudo ndo foi observada diferenga na taxa de embrido
entre as racas, enquanto Lacerda e colaboradores (2020) observaram maior taxa de
embrido em doadoras Gir em relacdo ao Holandés. Para os animais mesticos, foi
observada taxa de embrido semelhante a de racas puras. Por fim, em ambos estudos
nao foi observado efeito racial da doadora, sobre a taxa de prenhez.

Doadoras Girolando tem apresentado um mercado promissor dentro da PIVE,
gerando animais mesticos com alta producdo de leite, proximas as racas puras
(VIANA et al., 2012). Além disso, como relatado anteriormente, animais ¥ sangue
apresentaram resultados na PIVE semelhantes ou superiores as ragas puras.
Acredita-se que o melhor desempenho numérico desses animais frente as ragas puras
seja promovido pela heterose (PONTES et al., 2010). A heterose € o fenbmeno pelo
qual os filhos provenientes de cruzamentos apresentam melhor desempenho do que
a meédia de seus pais, e sera mais pronunciada, quanto maior a diferenca genética

entre as ragas ou linhagens envolvidas no cruzamento (LIPPMAN; ZAMIR, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Comité de Etica no Uso de Animais

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal do Espirito Santo — campus Alegre Protocolo n°.81/201.

3.2 Animais e local

Fémeas nao lactantes das racas Gir (verdo n=10; inverno n=10), Holandés
(verdo n=7; inverno n=7) e % sangue Gir-Holandés (verdo n=12; inverno n=12) foram
utilizadas como doadoras de complexos cumulus-ovocito (COCs). Os animais
apresentaram condi¢cfes de escore de condicdo corporal (ECC) variando de 3 a 4, em
escala de 1 a 5, e peso médio de 425,50 + 17,86 kg para Gir, 686,67 + 28,36 kg para
Holandés e 402,80 + 12,65 kg para mesticas.

Os animais foram criados em sistema semi-intensivo, em areas de pastagens
sombreadas, com pastejo e agua a vontade e mineralizacdo ofertada em cochos. As
propriedades comerciais estavam localizadas na regido da zona da mata de Minas
Gerais, com clima predominante o tropical, indicando inverno seco e verao chuvoso.
As temperaturas minima, média e maxima registradas para regido, bem como o indice
de temperatura e umidade (ITU) e precipitacdo (Figura 2) foram registradas pela
estacdo meteoroldgica do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), localizadas em
latitude e longitude de -21.104867 e -42.375904, respectivamente.
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Figura 2 - Temperatura minima, média e maxima (°C), indice de temperatura e
umidade (ITU) e precipitacdo mensal para as estacdes de verdo e inverno.
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3.3 Aspiracéo folicular

Em dia aleat6rio do ciclo estral, definido como dia 0 (DO) do experimento, 0s
animais foram submetidos a aspiracéo folicular guiada por ultrassonografia (OPU),
como preconizado por Monteiro et al. (2017), seguida de mais trés sessdes com
intervalos de 72 horas entre as OPUs (dias 3, 6 e 9). Para isto, os animais foram
submetidos a anestesia epidural baixa (no espaco entre as vértebras S5 e Col), com
aproximadamente 3 mL de lidocaina (Pearson®, Eurofarma, Brasil).

Durante a OPU, foliculos maiores que 2 mm de diametro foram aspirados, com
auxilio de scanner de ultra-som de modo B em tempo real acoplado a um transdutor
microconvexo de 7,5 MHz, (Mindray DP 2200, Shenzhen, China). A puncao folicular
foi realizada utilizando bomba de vacuo (WTA, Cravinhos, Brasil) com presséo
negativa de 70 mmHg (12 mL/seg), agulha para aspiracdo folicular 20G (WTA,

Cravinhos, Brasil) conectada a um tubo cénico de 50 mL contendo solucdo tampéo


https://www.google.com.br/search?sa=X&biw=1366&bih=638&q=Shenzhen&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME42rqwqVuIAsXOScsu0VLOTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFZp-aV5KakpAEnHNNg_AAAA&ved=0ahUKEwjxhMm00KLVAhVGfZAKHXwiBUUQmxMIowEoATAS

25

fosfato-salina (PBS) acrescida de 125 Ul/mL de heparina (Liguemine, Roche, Brasil)
e 500 pL de soro fetal bovino (Sigma Chemical Co., St Louis, USA).

Apoés cada sessdo de OPU os COCs foram selecionados com auxilio de
estereomicroscopio e classificados em graus 1, 2, 3 e 4 de acordo com a morfologia
citoplasmatica e niumero de camadas de células do cumulus (CC; STOJKOVIC et al.,
2001). Complexos cumulus-ovacito graus 1 e 2 foram considerados viaveis e
selecionados para avaliacéo do nivel de transcritos dos genes avaliados neste estudo.
Apos a classificacdo, CC e ovocitos foram totalmente separados por pipetagens
sucessivas em gotas de 200 pL de PBS. Apos pipetagem, as CC e ovdcitos de cada
animal/sesséo de OPU foram transferidas individualmente para microtubos de 0,2 mL
e centrifugadas. Apés centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, e o microtubo
contendo cada tipo celular foi armazenado em nitrogénio liquido até o momento da
extracdo do RNA.

Para avaliar o efeito da estacdo do ano sobre as varidveis em estudo, todo o
procedimento foi realizado em duas estacdes distintas do ano, sendo a sequéncia de
OPU realizada ao fim do periodo de inverno (més de setembro) e fim do periodo de
verdo (més de abril). Tal metodologia foi aplicada ao final da estacédo para coletar
ovOcitos que passaram pelo processo de foliculogénese durante a estacdo de
interesse deste estudo.

3.4 Abundéancia relativa de transcritos

A abundancia relativa de transcritos de seis genes relacionados ao
metabolismo de glicose (SLC2A3), estresse (GPX3, HSPA5 e SOD2) e apoptose
(CASP3 e FOSL1), foram avaliados pela Reacdo em Cadeia de Polimerase
guantitativa em Tempo Real (QPCR; 7500 Fast Real Time PCR System, Applied
Biosystem, Foster City, California, USA) nos dois tipos celulares. Os genes CASP3 e
GPX3, apresentaram amplificacdo somente em ovoécitos e células do cumulus,
respectivamente.

No momento da extracdo do RNA, foram formados pools de acordo com a
quantidade disponivel no grupamento genético com menor recuperagcado ovocitaria
(Holandés; 21 ovacitos), assim como de suas respectivas CC. A extracédo foi realizada

em 4 réplicas biologicas contendo pool de 5,25 ovdcitos por réplica, e suas respectivas
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CC, com as células coletadas em DO, D3, D6 e D9 de cada época do ano (inverno e
verao).

O RNA total foi isolado utilizando o Kit RNeasy Plus Micro (Quiagen®, Hilden,
Germany), de acordo com instru¢des do fabricante, e eluidos em agua livre de RNA.
ApoOs extracdo, foi realizada sintese de cDNA utilizando GoScript (200 Ul/uL,
Promega®, Wisconsin, USA) com primers (do inglés, oligonucleotideo iniciador) Oligo-
dT (0,5 pg/pL) e Random (0,5 pg/uL), adicionando as enzimas transcriptase reversa
e inibidor de ribonuclease recombinante e tampao, em um volume final de 30 pL. As
reacoes foram realizadas a 70 °C por 5 minutos, seguido de resfriamento por pelo
menos 5 minutos. Por fim, a etapa de anelamento ocorreu a 25 °C por 5 minutos, e
extensdo a 42 °C por 60 minutos, seguido pela inativacdo da enzima a 70 °C por 15
minutos.

A andlise da qPCR foi realizada utilizando GoTaqg Master Mix (Promega®). As
reacOes foram otimizadas para promover eficiéncia de amplificacdo maxima entre 80
e 110% para cada gene, por calculos usando as curvas padrdes relativas no programa
7500 2.0.3 (Applied Biosystems). Cada amostra foi analisada em triplicata e a
especificidade de cada produto de PCR foi determinada pela andlise da curva de
melting e tamanho do amplicon (do inglés, fragmento amplificado) em gel de agarose.
Cada reacéo foi realizada em volume final de 25 pL usando cDNA correspondente a
0,88 ovacito. As condicdes para amplificacdes dos genes foram de 95 °C por 5
minutos, seguido de 50 ciclos, com desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos e posterior
anelamento a 60 °C por 30 segundos.

A sigla do gene, sequéncia e concentracao do primer, tamanho do amplicon e

namero de acesso de cada gene estédo listadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Sigla do gene, sequéncia e concentragao do primer, tamanho do amplicon
e numero de acesso de cada gene utilizados para amplificacdo de fragmentos de
genes para analise em gPCR em tempo real.

GeneBank
o . Concentracéo Tamanho do i
Genes Sequéncia dos primers ) ) NUumero de acesso
do primer (nM) amplicon (bp) .
Ireferéncia

F: GGC GTG AAC CAC GAG AAG TAT AA
GAPDH 300 118 NM_001034034.2
R: CCC TCC ACG ATGCCAAAGT

F: GGC ACC CAG CAC AAT GAA GAT CAA
ACTB 300 126 XM_010845770.1
R: ATC GTACTC CTG CTT GCT GAT CCA -
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F: TTG CTG GAA GCC ATC AAA CGT GAC
SOD2 300 135 NM_ 201527
R: AAT CTGTAAGCG TCCCTG CTCCTT
F: GCC CAG GAC TTT AGC AGT CA
CASP3 250 185 NM_001077840.1
R: AAATGT GAGCGCCTTTGT T
F: CGT GGC CAC TAATGG AGA TAC
HSPAS 300 119 NM_001075148.1
R: CTC TGT TGT CCT TCC GAA CAT
F: GCT TCC TAG TAG AGC CAA AG
FOSL1 300 200 NM_001205985.1
R: GAA GAG GTG ATG AAG ACC ATAG
F: ACT CTT CAC CTG ATT GGC CTT GGA X12877 (EL-SAYED
SLC2A3 300 145
R: GGC CAATTT CAA AGA AGG CCA CGA et al., 2006)
F: GCT AGACCCTTT ACT GTT ACAC
GPX3 300 189 NM_174077.4
R: GTT CCT CTC TGG CATTCT TC

F: forward; R: reverse

O nivel de expressdo relativa dos genes constitutivos Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) e B-Actina (ACTB), foram utilizados para calculo
de média geométrica, sendo este valor utilizado para normalizacdo dos dados
(PFAFFL, 2006). A expressao relativa de cada gene alvo foi normalizada pelos genes
constitutivos, com a expressao relativa calculada pelo método de AACT para correcao
da eficiéncia (PFAFFL, 2001).

3.5 Andlise estatistica

Os dados relacionados a quantidade de ovocitos recuperados nao
apresentaram distribuicdo normal, sendo comparados pelo teste de Kruskal-Wallis.

O efeito da estacdo do ano e da raca das doadoras na abundéancia relativa dos
genes de interesse nos diferentes tipos celulares, foram testados por ANOVA e as
médias de abundéancia relativa de mRNA comparadas pelo teste de Tukey. Os
resultados sdo apresentados como a média = erro padrdo da média (E.P.M.),

considerando diferencas significativa com P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Quantidade de ovocitos recuperados

Independente da estacdo do ano, animais das ragas Gir e ¥ sangue Gir-
Holandés apresentaram maior numero de COCs viaveis recuperados em comparagao
as doadoras Holandés, com doadoras Gir apresentando maior porcentagem em
relacdo as demais racas. Com relacdo aos COCs totais, doadoras %2 sangue Gir-
Holandés apresentaram maior quantidade que Gir e Holandés (Tabela 2).

Tabela 2 - Média (+ E.P.M.) de complexos cumulus-ovdcito (COCs) viaveis e totais
recuperados em doadoras das racgas Gir, 1/2 sangue Gir-Holandés (F1) e Holandés.

COCs viaveis*

Raca COCs totais
x %
Gir 3,3+0,32 50,02 6,7+0,6°
F1 3,6+0,62 24,9 14,1+2,08
Holandés 1,3+0,3° 36,6° 3,6+0,5¢

a¢ Diferentes letras sobrescritas na mesma coluna diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).
*Foram considerados COCs viaveis os classificados como graus 1 e 2, de acordo com a morfologia
citoplasmatica e nimero de camadas de células do cumulus, segundo Stojkovic et al. (2001).

Ao avaliar o efeito da estacdo do ano na quantidade e qualidade dos COCs, foi
observado que doadoras Gir apresentaram maior quantidade de COCs viaveis
recuperados durante o verdo (Tabela 3). Em relacéo a quantidade de COCs totais, 0
efeito da estacdo do ano foi observado em doadoras das trés racas, com maior
guantidade de COCs totais no verdo para Gir e mesticos, e maior quantidade no
inverno para Holandés (Tabela 3).
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Tabela 3 — Média (+ E.P.M.) de complexos cumulus-ovdcito (COCs) viaveis e totais
recuperados em doadoras das racas Gir, 1/2 sangue Gir-Holandés (F1) e Holandés
ao fim das estacfes de verdo e inverno.

COCs viaveis* COCs totais

Estacao Gir F1 Holandés
do ano Gir F1 Holandés
X % x % x %

Verdo 4,0+0,42 53,82 4,0+1,1* 22,72 1,0+0,4® 36,72 7,5+0,72 17,8+3,42 2,7+0,92
Inverno 2,7+0,4° 45,18 3,2+0,52 28,6° 1,5+0,32 36,5 5,9+0,9° 11,2+1,9° 4,2+0,5°

ab Diferentes letras sobrescritas na mesma coluna diferem pelo teste U de Mann-Whitney (P<0,05).
*Foram considerados COCs viaveis classificados como graus 1 e 2, de acordo com a morfologia
citoplasmatica e nimero de camadas de células do cumulus, segundo Stojkovic et al. (2001).

4.2 Efeito das sessdes consecutivas de OPU

Ao longo das sessdes de aspiracéo folicular no verao, ndo houve diferenca na
quantidade de COCs viaveis e totais por OPU para todas as racgas (Tabela 4). Por
outro lado, doadoras Gir e Holandés durante o inverno, apresentaram variagcdo na
guantidade de COCs viaveis recuperados ao longo das sessfes de OPU. Ja as
fémeas Y2 sangue Gir-Holandés apresentaram diminuicdo na quantidade de COCs
totais ao longo das quatro sessdes de OPU, enquanto os COCs viadveis nao

apresentaram variagao (Tabela 4).

Tabela 4 — Média (x E.P.M.) de complexos cumulus-ovécito (COCs) viaveis e totais
recuperados de doadoras das racas Gir, 1/2 sangue Gir-Holandés (F1) e Holandés
apos sessdes de aspiracdo folicular com intervalos de trés dias ao fim das estacdes
de verao e inverno.

Estacéo
COCs Raca OPU 1 OPU 2 OPU 3 OPU 4
do ano
Gir 8,9+1.42 7,7+12%8 59+0,82 7,2+1,72
COC:s totais F1 23,844,928 18,3+4,08 13,8+3,428 13,1+2,32
Holandés 2,6+1,028 3,3+1,4® 2,3+0,82 -
Verao :
Gir 5,0+0,82 4,6+0,72 3,1+0,6&8 3,3%0,72
COCs
o F1 3,841,528 43+1238 4741438 2,940,782
viaveis*

Holandés 0,6+0,42 1,4+0,72 1,0+0,5% -
Inverno COCs totais Gir 8,611,724 7,1+1,32 4 3+1,22 3,5+0,72
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F1 19,7+¢3,6% 7,8+1,4%° 10,7+2,3% 6,8+1,8°
Holandés 5,4+2,82 7,5+1,42% 3,8+0,82 2,8+0,72
Gir 4,610,682 3,2+0,72> 1,5+0,5°  1,3+0,3°
F1 3,9+0,92  2,5+0,9% 4,3%0,98  2,1+0,72
Holandés 1,7+0,9%° 3,5+0,6% 1,0+0,4% 1,0+0,5°

COCs

vidveis*

ab Diferentes letras sobrescritas na mesma linha diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).
*Foram considerados COCs viaveis classificados como graus 1 e 2, de acordo com a morfologia
citoplasmatica e nimero de camadas de células do cumulus, segundo Stojkovic et al. (2001).

4.3 Abundéancia relativa de mRNA

N&o foi observado efeito da estacdo do ano sobre a abundancia relativa de
MRNA dos genes analisados, tanto em CC quanto em ovacitos, para todas as racas
(Apéndices A-l). Deste modo, os dados foram agrupados por racas, independente da
estacdo do ano.

Os genes SLC2A3 e HSP5A apresentaram abundancia relativa de mRNA
superior em ovocitos provenientes de doadoras Holandés em relacdo a doadoras %2
sangue Gir-holandés, sendo ambas semelhantes a expressao relativa em ovadcitos de
doadoras Gir (Figura 3). Em relacédo aos demais genes avaliados em ovocitos, nao foi

observada diferenca entre as racas (Figura 3).
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Figura 3 - Abundancia relativa de mRNAs (valores médios *+ E.P.M) dos genes
SLC2A3, SOD2, HSPA5, FOSL1 e CASP3 em ovacitos viaveis imaturos coletados
ao fim da estacao de verédo e inverno de doadoras Gir (GIR), ¥ sangue Gir-Holandés
(F1) e Holandés (HOL).
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ab Barras com letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
Os dados foram normalizados usando a formula AACT (PFAFFL, 2001), usando-se os genes GAPDH
e ACTB como controle end6geno.



32

Ao se analisar a expressao relativa de mRNA nas células do cumulus, nenhum

dos genes foram diferentemente expressos em doadoras das racas Gir, Holandés e

% Sangue Gir-Holandés (Figura 4).

Figura 4 - Abundancia relativa de mRNAs (valores médios = E.P.M) dos genes
SLC2A3, SOD2, HSPAS5, FOSL1 e GPX3 em células do cumulus coletadas ao fim da
estacdo de verao e inverno de doadoras Gir (GIR), 1/2 sangue Gir-Holandés (F1) e
Holandés (HOL).
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Os dados foram normalizados usando a férmula AACT (PFAFFL, 2001), usando-se os genes GAPDH

e ACTB como controle endégeno.
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Também foi avaliada a expresséo global dos genes alvo em CC e ovécitos das
diferentes racas. Nesta andlise, os genes foram menos expressos em ovdcitos de
doadoras %2 Sangue Gir-Holandés em relacao aos ovécitos das demais racas. Em CC

nao foi observada efeito da raca na expressao global dos genes (Figura 5).

Figura 5 - Expresséao global (valores médios + E.P.M) dos genes alvo em ovécitos
imaturas (A) e células do cumulus (B) de doadoras das racas Gir (GIR), 1/2 Sangue
Gir-Holandés (F1) e Holandés (HOL).
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ab Barras com letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
Os dados foram normalizados usando a féormula AACT (PFAFFL, 2001), usando-se os genes GAPDH
e ACTB como controle endégeno.
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5. DISCUSSAO

Este estudo comparou o efeito das estacdes de verdo e inverno e das racas de
doadoras Gir, Holandés e %2 Sangue Gir-Holandés sobre a quantidade e qualidade de
complexos cumulus-ovécitos, e nivel de transcritos de genes em ovacitos e células do
cumulus.

A raca da doadora apresentou influéncia na quantidade de COCs recuperados,
sendo que animais Gir e %2 sangue apresentaram maior quantidade de COCs viaveis
e totais do que as doadoras Holandés, corroborando com estudos anteriores
(GIMENES et al., 2015; LACERDA et al., 2020; PONTES et al., 2010; SALES et al.,
2015). E possivel que a maior quantidade de COCs recuperados em animais mesticos
ou zebuinos, esteja relacionada as particularidades na fisiologia reprodutiva de cada
raca. De fato, animais zebuinos possuem maiores niveis plasméaticos de fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1; ALVAREZ et al., 2000), hormonio anti-
mulheriano (AMH; BALDRIGHI et al., 2014; BATISTA et al., 2016; GUERREIRO et al.,
2014), horménio do crescimento (GH; ALVAREZ et al., 2000), insulina e glicose
(ALVAREZ et al., 2000; SALES et al., 2015) em relacdo as fémeas taurinas. Estes
autores relatam que a maior concentracdo destes hormdOnios promove maior
recrutamento e crescimento folicular inicial. Além disto, promovem maior proliferacao
de células da granulosa e da teca.

Para as doadoras mesticas, embora pouco se conheca sobre a fisiologia
reprodutiva, acredita-se que a maior quantidade de COCs recuperados seja devido a
heterose promovida pelo cruzamento de duas racas puras, a qual resulta na
superioridade fenotipica de um individuo sobre seus pais (LIPPMAN; ZAMIR, 2007).
Apesar disso, esses animais apresentaram baixa porcentagem de ovdcitos viaveis
recuperados, ainda sendo desconhecida a razéo deste achado.

Com relacédo a estacao do ano, foi observada menor recuperacdo de COCs em
animais zebuinos e mesticos no inverno, enquanto para taurinos foi observada queda
na recuperagdo no verdo. E conhecido que animais taurinos possuem zona de
conforto térmico entre 0 e 16 °C, e animais zebuinos entre 10 e 27 °C (AZEVEDO;
ALVES, 2009). Em relagdo aos animais mesticos, a zona de conforto térmico néo é
bem estabelecida, mas acredita-se que estes tolerem maiores variagcdes de

temperatura, por herdarem caracteristicas de termotolerancia de animais zebuinos
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(PONTES et al., 2010; SILVA-SANTOS et al., 2014). Logo, a temperatura média da
regido durante o verdo (25 °C) e inverno (19,2 °C) encontrava-se propicia para o
conforto térmico de zebuinos e fora da zona de conforto térmico para taurinos,
especialmente no veréao.

Outra maneira de se avaliar o estresse térmico é através do ITU, sendo que
valores de ITU acima de 72 indicam desconforto térmico para bovinos (ARMSTRONG,
1994; BOHMANOVA; MISZTAL; COLE, 2007; HANSEN, 2004). Apesar da
temperatura e ITU dentro do ideal para as racas Gir e ¥z sangue Gir-Holandés, estes
animais apresentaram queda na quantidade de COCs totais durante o inverno. E
conhecido que a estacdo da secalfria pode proporcionar forrageiras de menor
qualidade e menor fornecimento de nutrientes na pastagem, devido a menor umidade
no solo, baixas temperaturas e fotoperiodo reduzido (LIU et al., 2018; PETERSON;
SHEAFFER; HALL, 1992; REIS; BARBERO; HOFFMANN, 2016; SANTOS et al.,
2004; VITOR et al., 2009). Associado a isto, durante o periodo da seca, a baixa
disponibilidade de forragem e aumento da porcédo fibrosa na forrageira sao
agravantes, podendo limitar a ingestao e atendimento das exigéncias nutricionais dos
animais, com as forrageiras na estacdo seca suprindo menos de 60% das
necessidades nutricionais dos animais (BARBERO, 2016; OLIVEIRA, 2014; REIS;
BARBERO; HOFFMANN, 2016; SANTOS et al., 2004). Tais fatores associados
poderiam comprometer a fungéo reprodutiva dos animais Gir e mesti¢os.

J4 as doadoras Holandés, durante todas as estacdes encontravam-se em
ambiente com temperaturas acima da ideal para seu conforto térmico. Diversos
estudos tém relatado os efeitos deletérios do calor na funcéo reprodutiva em taurinos
(BEATTY et al., 2006; HAMMOND et al., 1996; ROCHA et al., 1998; SILVA et al.,
2013; TAKUMA et al., 2010). Esses animais sdo menos capazes de realizar a
regulacdo da temperatura corporal em resposta ao estresse, sendo mais suscetiveis
aos efeitos negativos de temperaturas elevadas a nivel celular (HANSEN, 2004). O
estresse térmico pode prejudicar o desenvolvimento folicular, ao promover apoptose
e alterar a funcéo de células da granulosa, uma vez que o desenvolvimento folicular é
dependente da funcionalidade destas células (LI et al., 2016). Além disso, o estresse
por calor pode reduzir o apetite e ingestéao alimentar, visando menor producao de calor
pelo metabolismo (KHODAEI-MOTLAGH et al., 2011), o que pode gerar restricdo no

fornecimento de nutrientes aos animais.
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Com relacdo a andlise da expressdo dos genes nos ovocitos, foi observada
maior expressao do gene SLC2A3 em Holandés em relacdo ao % sangue Gir-
Holandés, e uma tendéncia (P=0,07) de maior expressdo em ovOcitos provenientes
de Holandés quando comparado ao Gir. O gene SLC2A3 esta relacionado ao
transporte de glicose, e atua mediando a entrada deste substrato para o meio
intracelular (NISHIMOTO et al., 2006; PERALTA et al., 2016; PURCELL; MOLLEY,
2009). Durante o desenvolvimento do ovocito, o metabolismo da glicose € essencial
no fornecimento de energia para eventos como maturacao nuclear, expansdo das
células do cumulus e reacdes de oxirreducdo (SUTTON-MCDOWALL et al., 2010).

Sabe-se que ovadcitos de animais zebuinos sdo mais competentes que taurinos
em condigdes de clima tropical (LACERDA et al., 2020; PONTES et al., 2010) e que a
maior expressao de transportadores de glicose € observada em ovOcitos mais
competentes (LEONI et al.,, 2007). Logo, esperava-se maior expressdo do gene
SLC2A3 em ovécitos de animais zebuinos. Por outro lado, estudos demonstram que
a expressao deste gene pode ser elevada em condi¢cdes de dieta com nutrientes
abaixo do requerido (PISANI et al., 2008) ou hipéxia (AL-EDANI et al., 2014; MAKANJI
et al., 2014).

Em situagBes onde os animais encontram-se em ambientes com temperaturas
acima de sua zona de conforto térmico, estes utilizam mecanismos de
termorregulacdo, como aumento da taxa respiratoria e vasodilatacdo periférica como
alternativa para perder calor. Consequentemente, pode ocorrer reducdo na
vascularizacdo de 6rgaos internos, sendo que no trato reprodutivo, esta reducao pode
chegar de 20 a 30% (HANSEN, 2009; MAIA et al.,, 2005; ROCHA et al., 2012),
havendo necessidade de aumentar a captacédo de glicose para realizar glicolise por
via anaerobia (AL-EDANI et al., 2014; FLADEBY et al., 2003; MIMURA et al., 2012).
Sendo assim, € possivel que a maior expressdo de SLC2A3 em ovQcitos de doadoras
Holandés seja devido a um mecanismo compensatorio, decorrente do estresse
térmico em que estes animais Sao expostos.

Assim como o0 gene SLC2A3, a HSPA5 também foi mais expressa em ovocitos
de Holandés em relacdo ao % sangue, com tendéncia (P=0,06) de maior expresséo
em Holandés quando comparado ao Gir. Estes resultados corroboram o estudo de
Camargo et al. (2007), o qual identificaram maior expressao de HSPA5 em ovocitos
imaturos de doadoras Holandés quando comparada a ovécitos de doadoras Gir

mantidos em clima tropical.
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A HSPA5, também conhecida como HSP78, € membro da familia das proteinas
HSP70, composta por outras proteinas de choque térmico, tais como HSPA1, HSPAG,
HSPA8 e HSPAO9. Estas proteinas podem ter expressao influenciada pelo estresse
térmico (CAMARGO et al., 2007; ROTH; HANSEN, 2004), hipdxia (KUKREJA et al.,
1994; OSTHEIMER et al.,, 2017) e presenca de radicais livres (DIMAURO;
MERCATELLI; CAPOROSSI, 2016; ZHAO et al., 2017). Frente a situacdes adversas,
as HSPs sdo estimuladas para atuar impedindo a execucdo dos processos que
ocorrem nas vias apoptoticas, prevenindo a morte celular (BEERE, 2001; KENNEDY
et al.,, 2014). Deste modo, a maior expressdao de HSPA5 em taurinos pode estar
relacionada a resposta destes animais ao estresse térmico no qual encontram-se
inseridos, como uma tentativa de prevenir apoptose celular mediada pelo calor.

Apesar da maior expressdo de SLC2A3 e HSPAS5, indicando situacdo de
estresse, genes relacionados ao estresse oxidativo, como SOD2, e a apoptose, como
CASP3 e FOSL1 nédo apresentaram variacado entre as racgas deste estudo. Alguns
autores (AFOLAYAN et al., 2013; CHOI et al., 2005; KANG et al., 2017; MORIYAMA-
GONDA et al., 2002) relatam correlacdo positiva na expressdo de HSPs e SOD.
Porém, semelhante a este estudo, Humblot et al. (2005) ndo observaram diferenca na
expressao de SOD2 e outros genes relacionados ao estresse oxidativo em grupos de
ovacitos com diferentes taxas de blastocisto, mesmo com maior expressdo de HSP
naqueles menos competentes. Lushchak e Bagnyukova (2006), afirmam que o
aumento na expressao de agentes oxidantes nem sempre indica atividade enzimatica
de antioxidantes elevada.

Em relacdo aos genes ligados a apoptose, como CASP3 e FOSL1, é possivel
gue o0 aumento na expressdo HSPADS, tenha atuado inibindo a atividade destes genes,
prevenindo apoptose ocasionada por estresse nos animais deste estudo (BEERE,
2001; MOSSER et al., 1997; MOSSER et al., 2000; REROLE; JEGO; GARRIDO,
2011).

Quando avaliada a expressao global dos genes em ovdcitos das doadoras de
diferentes racas, animais %2 sangue Gir-Holandés apresentaram menor expressao dos
genes em relacdo as demais racas. Estes resultados reforcam a hipotese do efeito da
heterose nesta raca, uma vez que estes animais, durante a PIVE, apresentam
resultados semelhantes ou superiores as racas puras (LACERDA et al., 2020;
PONTES et al., 2010). Desta forma, sugere-se que animais % sangue possuem maior
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capacidade de enfrentar situagbes adversas, como maior amplitude de variacao
térmica e/ou restricdo de nutrientes na alimentacéo.

Para os genes avaliados nas CCs, nao foi identificado qualquer efeito da
estacdo do ano ou grupo racial na expressao dos genes. Ovocitos e células do
cumulus apresentam comunicacao bidirecional. Assim, ovocitos secretam fatores
como GDF-9 e BMP-15, que irdo modular a atividade das células do cumulus, as quais
auxiliam no fornecimento de suprimento necessario para aquisicdo da competéncia
do ovdcito (GILCHRIST et al.,, 2008). Sabe-se, ainda, que essa troca influencia
mutuamente a atividade e expressao de genes nestas células (DEL COLLADO et al.,
2018; GILCHRIST et al., 2008; THOMAS et al., 2004; YEO; GILCHRIST; LANE, 2009).

Apesar disso, estudos apresentam resultados controversos com relacdo a
resposta de ovacitos e células do cumulus frente ao estresse térmico. Pennarossa et
al. (2012), observaram aumento na expressao de proteinas de choque térmico em
ovocitos de suinos submetidos ao estresse térmico, mas ndo nas CCs. Por outro lado,
Payton et al. (2011) e Yin et al. (2018), identificaram expressédo de HSPs aumentada
em CCs e reduzida em ovacitos de bovinos e suinos, respectivamente.

Um fator importante a ser levantado € que nos estudos de Payton et al. (2011)
e Yin et al. (2019) os COCs foram submetidos ao estresse térmico e condi¢des de
cultivo in vitro, enquanto no presente estudo e no estudo de Pennarossa et al. (2012)
0 estresse ocorreu enquanto os COCs ainda se encontravam dentro dos foliculos
ovarianos. Sabe-se que o microambiente folicular € composto por diferentes células,
tais como células do cumulus, granulosa e teca, cujas funcées sdo importantes para
manutencao da viabilidade do ovdcito. Quando fora do foliculo, somente as células do
cumulus estéo presentes para realizar esta atividade, e por isso maior expressao de
HSPs pode ter sido observada nestas células em outros estudos. Além disso, o
complexo cumulus-ovécito conta com diversas células do cumulus que apresentam
comunicacao entre si, o qual podem contribuir para que estas células respondam de
forma diferente dos ovocitos, que sdo uma unica célula, podendo ser mais suscetivel

ao estresse.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados deste estudo, pode-se concluir que a estacdo de
inverno influencia negativamente na quantidade de COCs totais recuperados em
doadoras Gir e %2 sangue, enquanto o verdo prejudica doadoras Holandés. Os genes
relacionados ao estresse térmico (HSPA5) e metabolismo de glicose (SLC2A3)
avaliados neste estudo, ndo demonstraram sofrer influéncia pela estacdo do ano, e
sim da raca da doadora em ovocitos provenientes de doadoras Gir, Holandés e %

sangue Gir-Holandés.
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APENDICE A - Expresséo do gene SLC2A3 em ovécitos de doadoras %
sangue Gir-Holandés (F1), Gir (G) e Holandés (H) nas esta¢des de inverno () e
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APENDICE B - Expressé&o do gene SOD2 em ovdcitos de doadoras %
sangue Gir-Holandés (F1), Gir (G) e Holandés (H) nas esta¢des de inverno () e
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APENDICE C - Expresséo do gene HSPA5 em ovocitos de doadoras %
sangue Gir-Holandés (F1), Gir (G) e Holandés (H) nas estacdes de inverno () e

verao (V).
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APENDICE D - Expresséo do gene FOSL1 em ovécitos de doadoras %
sangue Gir-Holandés (F1), Gir (G) e Holandés (H) nas estacdes de inverno () e

verao (V).

FOSL1 VERAO

FOSL1 INVERNO
> p=0,5604

51 p=0,1518

Abundancia relativa de mRNA
Abundancia relativa de mRNA

= =
14 == id S
Lo L B | mmmw o
& N & & &
< FOSL1 F1 < FOSL1 GIR
B p=0,8448 Z 51 p=0,3104
£ £
o 4 o 4-
© T
[ o
3 3] 2 3
£ £
[ [
s 27 ® 2]
g 2
& 14 &1 —
Sl eonm = 3 gl [ |
< > A = > 2



APENDICE E - Expresséo do gene SLC2A3 em células do cumulus de
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doadoras %2 sangue Gir-Holandés (F1), Gir (G) e Holandés (H) nas estacdes de
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APENDICE F - Express&o do gene SOD2 em células do cumulus de
doadoras %2 sangue Gir-Holandés (F1), Gir (G) e Holandés (H) nas estacdes de

inverno (I) e verao (V).
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APENDICE G - Expresséo do gene HSPA5 em células do cumulus de
doadoras %2 sangue Gir-Holandés (F1), Gir (G) e Holandés (H) nas estacdes de

inverno (I) e verao (V).
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APENDICE H - Express&o do gene FOSL1 em células do cumulus de
doadoras %2 sangue Gir-Holandés (F1), Gir (G) e Holandés (H) nas estacdes de

inverno (I) e verao (V).
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APENDICE | - Expressédo do gene GPX3 em células do cumulus de
doadoras %2 sangue Gir-Holandés (F1), Gir (G) e Holandés (H) nas estacdes de

inverno (I) e verao (V).
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