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Resumo

Collares, Leticia Franco. Suplementacdo com soro sanguineo de vacas leiteiras
em diferentes periodos da lactagdo na producéo in vitro de embriGes bovinos.
2017. 39f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de P6s-Graduagdo em
Veterindria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2017.

O periodo de transicdo de vacas leiteiras caracteriza-se por varias alteracdes
metabdlicas, devido ao balango energético negativo (BEN). Este BEN afeta de
forma negativa a fertilidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
suplementagdo com soro sanguineo de vacas leiteiras em diferentes periodos da
lactagdo no meio de maturacdo sobre as taxas de maturacdo nuclear, clivagem e
desenvolvimento embriondrio inicial em bovinos. Em 13 repeti¢des, 1634 complexos
cumulos odcitos (CCOs) foram coletados e aspirados de ovarios de fémeas bovinas
provenientes de abatedouros locais. Os CCOs foram divididos aleatoriamente em
trés tratamentos contendo 50 CCOs cada: SO: soro ovino usado como controle; FL:
soro de quatro vacas com 354 + 3,8 dias pos-parto (pp) e PP: soro de quatro vacas
com 10,8 + 4,8 dias pp. Posteriormente, os CCOs foram incubados em estufa a 39
°C com 5% de COz2 durante 24h no meio de matura¢do conforme os tratamentos. A
inseminac&o foi procedida com uma concentracdo de 1x10° espermatozoides/mL
utilizando gradiente mini-Percoll® para selecdo espermatica. Apos a inseminagao, 0s
CCOs foram incubados por 18h. Os zigotos permaneceram no meio de cultivo
SOFaa nas mesmas condi¢gbes da MIV durante 7 dias. Para analises da maturacao
nuclear utilizaram-se quatro rotinas com um total de 320 oécitos os quais foram
coletados apdés a MIV, desnudados e corados com Hoechst®. O momento da
inseminacao foi considerado como dia 0, a taxa de clivagem foi avaliada no dia 3 e a
taxa de desenvolvimento embrionario global no dia 7. Segundo os resultados, néo foi
observada diferenga no niumero de odcitos que atingiram o estagio de metafase Il
entre os tratamentos. A taxa de clivagem foi melhor no SO: 66,9% (368/577) do que
no PP: 47% (243/517) (P<0,05). O desenvolvimento embrionario foi melhor no SO:
22,7% (131/577) quando comparados aos tratamentos FL: 15% (81/540) e PP:
16,6% (80/517) (P<0,05). Concluiu-se que a suplementagao com soro sanguineo de
vacas em diferentes periodos da lactagcdo no meio de MIV de odcitos bovinos néo
interferiu na taxa de maturacao nuclear, clivagem e no desenvolvimento embrionario
inicial entre os tratamentos FL e PP.

Palavras- Chave: odcitos; balanco energético negativo; fertilidade



Abstract

Collares, Leticia Franco. Supplementation with blood serum of dairy cows at
different lactation periods in the in vitro product ion of bovine embryos . 2017.
39 f. Dissertation (Master degree in Sciences) Programa de Po6s-Graduagdo em
Veterinéria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2017.

The transition period of dairy cows is characterized by several metabolic changes,
leading to negative energy balance (NEB). NEB affects fertility in a negative way.
The purpose of this work was to evaluate the effect of blood serum supplementation
of dairy cows at different lactation periods in the maturation medium on the rates of
nuclear maturation, cleavage and initial embryonic development. In 13 replicates,
1634 cumulus oocyte complexes (COCs) were collected and aspirated from ovaries
of bovine females from local slaughterhouses. The COCs were randomly divided into
three treatments containing 50 COCs each: SO: sheep serum used as control; FL:
cow serum with 354 + 3.8 days postpartum (pp) and PP: cow serum with 10.8 + 4.8
days pp. Subsequently, the COCs were incubated at 39 ° C with 5% CO:2 for 24
hours in the maturation medium according to the treatments. The insemination was
carried out with a concentration of 1x10° spermatozoa / mL using mini-Percoll®
gradient for spermatic selection. After insemination, the COCs were incubated for 18
hours. The zygotes remained in SOFaa culture medium under the same IMV
conditions for 7 days. For analysis of nuclear maturation, four routines were used
with a total of 320 oocytes which were collected after IMV, stripped and stained with
Hoechst®. The time of insemination was considered as day O, the cleavage was
evaluated at day 3 and the overall embryonic development rate at day 7. According
to the results no difference was observed in the number of oocytes that reached the
stage of metaphase Il between treatments. The cleavage rate was better in SO:
66.9% (368/577) than in PP: 47% (243/517) (P <0.05). Embryonic development was
better at SO: 22.7% (131/577) when compared to FL treatments: 15% (81/540) and
PP: 16.6% (80/517) (P <0.05). It was concluded that blood serum supplementation of
cows at different lactation periods in the bovine oocyte IVM medium did not interfere
with the rate of nuclear maturation, cleavage and early embryonic development with
treatments FL and PP.

Keywords : oocytes; Negative energy balance; fertility
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1 Introdugédo

Nos Ultimos anos o melhoramento genético em vacas leiteiras a fim de
intensificar a produgéo de leite, tem sido associado a uma redugdo no desempenho
reprodutivo (BOLAND et al., 2001). As semanas proximas ao parto sdo consideradas
criticas para vacas de alta producdo. No decorrer deste periodo, estes animais
necessitam de varios ajustes metabolicos para sustentar a transicdo da gestacao
para lactagdo (MULLINS et al., 2012). Segundo Mulligan e Doherty (2008), o periodo
de transigdo corresponde as 3 semanas que antecedem o parto, se estendendo até
3 semanas apds o parto. Este momento é caracterizado por um desequilibrio entre a
ingestdo de alimentos e o gasto energético necessario para a producdo de leite,
chamado de priorizagdo de energia destinada a producéo leiteira, acompanhado de
um alto grau de lipélise (LEROY et al., 2006).

Além disso, o requerimento de nutrientes para o crescimento fetal atinge os
niveis maximos nas trés semanas anteriores ao parto, sendo que a ingestdo de
matéria seca reduz em torno de 10 a 30%, levando a um status fisiol6gico de
balanco energético negativo (BEN) (ESPOSITO et al., 2014). Este BEN induz a uma
mobilizacdo das reservas corporais, caracterizando um aumento nas concentracdes
séricas de &cidos graxos ndo-esterificados (NEFA) e beta-hidroxibutirato (BHBA)
(MARTINEZ et al., 2012). Esta mobilizacédo de tecido adiposo e muscular também é
responsavel por alteracdes metabdlicas e hormonais como redugdo de glicose,
insulina e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), resultando em um
baixo desempenho reprodutivo (O'DOHERTY et al., 2014).

O aumento da NEFA no plasma préximo ao parto estd associado ao estresse
da gestacdo e com a redugdo da ingestdo de matéria seca (MCNAMARA et al.,
2003). Estes acidos graxos sdo constituidos principalmente por gorduras saturadas,
incluindo &cido palmitato, estearato, além do &cido graxo monoinsaturado &cido
oléico (WATHES et al.,, 2013). No pés-parto, o NEFA pode ser utilizado como
alternativa de energia, sendo oxidado a di6xido de carbono no figado, ou
parcialmente oxidado para produzir corpos cetdnicos, (BHBA) e acetato. Ainda, pode
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ser esterificado a triacilglicerdis (TAGs), sendo armazenados no figado, ou
exportados como lipoproteinas de baixa densidade (WATHES et al., 2007; WATHES
et al., 2013). As concentragfes elevadas de NEFA e BHBA estdo associadas a uma
fungéo folicular comprometida (CHEONG et al., 2015). Segundo Van Hoeck et al.
(2011), o aumento de NEFA no sangue se reflete no fluido folicular, interferindo
diretamente na viabilidade das células da granulosa e na esteroidogénese, assim
como ha capacidade de desenvolvimento do odcito.

A primeira ovulagdo ap6s o parto é geralmente associada ao periodo critico
do BEN (BUTLER, 2003). Portanto, os odcitos que sédo ovulados neste momento e
que atravessam o0s estagios iniciais de maturacdo tém a sua qualidade
comprometida (WHATES et al.,, 2013; SNIJDERS et al., 2001). Visto que, as
concentracdes foliculares de NEFA séo proporcionais aos niveis séricos, interferindo
de forma negativa na maturacdo oocitaria (LEROY et al.,, 2006). Flutuagbes nas
concentracdes de gonadotrofinas, fatores de crescimento, esterdides, BHBA, glicose
e uréia, podem afetar a competéncia oocitaria, comprometendo o desenvolvimento
até o estagio de blastocisto (LEROY et al., 2004).

Em vacas leiteiras, a intensidade do BEN estd correlacionada com a
retomada da atividade ovariana pos-parto. O principal efeito ocorre a nivel
hipotalamico, reduzindo a secre¢cdo de GnRH, resultando em menor liberagédo
pulséatil de LH, prejudicando a produgdo de estrogeno folicular (BUTLER et al.,
2006). Estes fatores estdo associados a um maior intervalo entre parto e a ovulagao.
Porém, a principal causa do anestro logo apos a paricdo se deve a uma falha na
ovulagdo, devido a reducdo de metabdlitos que atuam no crescimento e na
maturacdo folicular (SCHNEIDER et al., 2010). A energia necessaria para o
desenvolvimento folicular, para o crescimento e maturagdo dos od6citos e para
formac&o do corpo liteo é desviada para a producgéo leiteira e para a manutengéo
da lactacao (LERQY et al., 2008).

Contudo, diversos hormonios e fatores do crescimento interferem na fisiologia
ovariana (PORETSKY e KALIN, 1987). A insulina e o IGF-I desempenham um papel
importante no controle reprodutivo de vacas leiteiras (GONG et al., 2002). O IGF-I
estd associado a taxa de concepgdo, idade ao primeiro parto, ovulagdo e
desenvolvimento embrionéario (VELAZQUEZ et al., 2008). Estes fatores em conjunto
regulam o crescimento folicular, estimulam a proliferacdo e a diferenciagdo das

células da granulosa, regulam a esteroidogénese, além de atuar como fator
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antiapoptotico durante a maturacdo oocitaria (MEIYU et al., 2011). Tendo em vista
todos estes eventos reprodutivos apdés o parto em consequéncia do BEN, este
trabalho teve por objetivo avaliar a suplementagdo com soro sanguineo de vacas
leiteiras em diferentes periodos da lactagcdo no sistema de producdo in vitro de
embrides bovinos, mais especificamente sobre a taxa de maturagcdo nuclear,

clivagem e desenvolvimento embrionario inicial.
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2 Revisao de Literatura

2.1 Produgéo in vitro de embribes bovinos

A PIVE é uma biotécnica da reprodugdo que tem por objetivo a multiplicagéo
de animais geneticamente superiores (DUROCHER et al., 2006). Esta compreende
as etapas de maturacdo in vitro (MIV), fecundagéo in vitro (FIV) e cultivo in vitro
(CIV) dos zigotos (COSTA et al., 2006). Também é uma ferramenta importante para
clonagens e pesquisas de animais transgénicos (GILCHRIST e THOMPSON, 2007)
possibilitando a escolha de caracteristicas desejaveis e um menor intervalo entre
geragbes (HANSEN, 2006). Em bovinos, esta biotecnologia tem sido amplamente
utilizada como ferramenta de pesquisa, buscando entender o desenvolvimento
embriondrio, servindo como instrumento para outras tecnologias (LONERGAN e
FAIR, 2008).

O surgimento desta biotecnologia foi marcado pelo nascimento do primeiro
bezerro produzido in vitro na década de 80. Desde entdo inimeros estudos vem
sendo realizados envolvendo todas as etapas deste processo (BRACKETT et al.,
1982). Contudo, a PIVE apresenta resultados inferiores quando comparada com a
produgdo in vivo, devido a fatores que envolvem aspectos morfolégicos e
moleculares induzidos por diferencas tais como: qualidade oocitaria, ambiente
folicular, fecundacéo e ambiente de cultivo dos embrides (CAMARGO et al., 2006).
Dos odcitos destinados a MIV, 90% progridem do estagio de préfase | para Metafase
11, 80% sé&o fecundados e 30 a 40% se desenvolvem até o estagio de blastocisto
(LONERGAN e FAIR, 2016).

Esta biotécnica sofre ainda interferéncia de fatores intrinsecos dos animais
como raga, idade, variagdo individual e estagios da lactagdo das doadoras, e
também de fatores extrinsecos como manejo sanitario, nutricional e sazonalidade,
quando os ovarios sdo obtidos de abatedouros (COSTA et al., 2006). A remogéo
prematura dos odcitos dos foliculos, assim como odcitos aspirados de foliculos em
diferentes estdgios de desenvolvimento também séo fatores responsaveis pela
menor taxa de desenvolvimento embrionario in vitro, quando comparada in vivo
(GUIMARAES et al., 2015).
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A qualidade oocitaria € um dos pontos chaves no sucesso da PIVE (RATY et
al., 2011), uma vez que, este gameta contribui com material genético e
citoplasmatico fornecendo transcritos e proteinas essenciais para sustentar o
desenvolvimento embrionario (CAMARGO et al., 2006). Durante o crescimento até a
aquisicdo da competéncia, o odécito passa por diversos eventos bioquimicos,
estruturais e citoesqueléticos importantes para completar a maturacdo, ser
fecundado e se desenvolver até o estagio de blastocisto (BERTAGNOLLI et al.,
2004). As condi¢cdes de cultivo também sdo fundamentais para o0s eventos de
clivagem, ativagdo do genoma embrionario, compactagdo, diferenciagdo e
viabilidade fetal ap6s implantagdo (MOORE et al., 2007).

2.2 Maturagdo oocitéria

A maturacg@o oocitaria € um evento fisiolégico que precede a fecundacéo
(LONERGAN e FAIR, 2016) incluindo eventos que determinam que o o006cito
expresse 0 seu potencial maximo de desenvolvimento apés ser fecundado
(GOTTARDI e MINGOTI, 2009). Estes eventos sdo caracterizados por indmeras
transformacgBes bioquimicas e estruturais no nicleo e no citoplasma, fundamentais
para o desenvolvimento embrionario (GUEMRA et al., 2013).

Durante a foliculogénse, o 06cito acumula componentes essenciais e adquire
habilidade para retomar e concluir a meiose, atingindo sua capacidade plena para
dar progressao ao ciclo celular WOUDENBERG et al., 2012). In vivo os odécitos sdo
mantidos no ambiente folicular no estagio de vesicula germinativa (VG) até o pico
pré-ovulatério de LH, o que estimula a maturacao (RICHARD e SIRARD, 1996).

Na PIVE, os odcitos utilizados para a MIV séo recuperados de foliculos de
diferentes estagios de desenvolvimento em niveis diferentes de competéncia. Estes
odcitos retomam a meiose no momento em que sdo removidos do ambiente folicular,
porém os gametas que ainda ndo completaram a maquinaria citoplasmatica ndo sao
capazes de se tornarem embrides viaveis (GUIMARAES et al., 2015). No interior do
foliculo, os od6citos sofrem alteragBes estruturais e moleculares para aquisicdo da
competéncia (RIZOS et al., 2002), ocorre a transcricdo de RNAm de origem materna

e de proteinas, que séo retidas no citoplasma para auxiliar no desenvolvimento.
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A remocédo dos odcitos do ambiente folicular faz com que estes ndo estejam
mais em contato com os fatores inibitérios da maturacdo e retomem a meiose. As
células foliculares sdo responséaveis pela producdo destes fatores, mantendo o
odcito em bloqueio meiético (SIRARD e MAYES, 1998). Durante a retomada da
meiose, 0 odcito sofre maturacéo nuclear, a partir do estado de vesicula germinativa
(VG), progride para fases de Metafase |, Anafase | e Teléfase |, até a extrusdo do
primeiro corpusculo polar, onde permanece em Metafase Il até o momento da
fecundacdo (MAYES e SIRARD, 2001). A maturacdo citoplasmatica também é
essencial para que o desenvolvimento do gameta e para suportar o desenvolvimento
posterior a fecundagéo (BEVERS et al., 1997; RODRIGUEZ e FARIN, 2004).

2.2.1 Maturacéo Nuclear

A maturacao nuclear refere-se a progressdo da meiose no odcito a partir do
estagio de dipléteno da profase | até a fase de metafase Il (GOTTARDI e MINGOTI,
2009). Uma vez removidos do ambiente folicular e cultivados em meio de maturacéo
0s odécitos podem retomar espontaneamente a primeira divisdo meiotica (RICHARD
e SIRARD, 1996). Este processo tem inicio com a quebra da vesicula germinativa
(GVBD), induzido pelo fator promotor da maturagdo (MPF) (SUGIURA et al., 2006)
ocorre a condensagdo da cromatina, a dissolugdo da membrana nuclear e o
desaparecimento do nucléolo, os cromossomos homdlogos se replicam e se
separam em dois grupos, cada um contendo a metade do numero original de
cromossomos (MEINECK et al., 2001; MAYES E SIRARD, 2001). Ao término da
primeira divisdo meibtica, o citoplasma é dividido assimetricamente, gerando células
de tamanhos diferentes, uma menor denominada corplsculo polar e outra maior, o
odcito secundario. O o6cito permanece no estadio de metafase Il (Mll) até a
fecundagdo (CAN et al., 2003; GOTARDI e MINGOTI, 2009). Apés a fecundagéo, a
segunda divisdo meibtica é concluida com a progressdo da MIl até tel6fase Il e a
extrusdo do segundo corpusculo polar. A partir deste estadio, o zigoto continua a se
replicar por sucessivas divisdes mitéticas (MEINECK et al., 2001).

A maioria dos o6citos submetidos a MIV completam a maturagdo nuclear,

porém a maturagdo citoplasmatica determina a habilidade dos o6citos se
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desenvolverem a estagio de blastocisto apds as condi¢cdes de cultivo in vitro. Na
producdo in vitro, esta taxa € baixa de 30 a 40% quando comparada com a producao
in vivo, uma das razfes pode ser explicada pela heterogeneidade dos odcitos
utilizados (MEINECK et al., 2001). Para que estes gametas possam sustentar todas
as etapas de desenvolvimento sdo necessérias inUmeras modificacdes durante o
blogueio meidtico, que incluem sintese protéica, transcricio de RNAmM e
reorganizacdo de organelas (CROCOMO et al., 2011). Perturbacdes de pH, estresse
oxidativo e toxinas durante o cultivo in vitro podem prejudicar a maturacdo e
predispor os oécitos a defeitos cromossdmicos, afetando a competéncia genética
destes (CARRELL et al., 2005).

2.2.2 Maturagéo Citoplasmética

A maturacdo citoplasmética envolve uma série de eventos celulares e
moleculares que permitem que a fecundacdo ocorra com sucesso e pode ser
dividida em trés etapas principais: a redistribuicdo de organelas, dindmica do
citoesqueleto, e maturacdo molecular (FERREIRA et al., 2009). A primeira evidéncia
do amadurecimento do citoplasma é durante a condensacdo do nucléolo, onde o
odcito diminui sua atividade transcricional, em seguida ocorre a redistribuicdo de
organelas, reducdo do complexo de Golgi, aumento do contetdo lipidico,
alinhamento dos granulos corticais (CAIXETA e DODE, 2010), acimulo de RNA
materno e glutationa (RODRIGUES e FARIN, 2004). As mitocondrias migram para o
espaco perinuclear e os granulos corticais para abaixo da membrana vitelina, ocorre
também a maturacdo dos mecanismos de liberagdo de Ca?* (HE et al., 1997).

A maturagdo citoplasmatica envolve eventos de transcricdo e traducdo de
proteinas armazenadas no citoplasma, incluindo a sintese de RNAm. Para este
processo, 0 odcito necessita de uma alta demanda de energia, a qual provém de
varios substratos como a glicose, os aminoacidos e lipidos. Em decorréncia deste
processo varias organelas se tornam mais abundantes, sendo elas as mitocéndrias,
complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico (SONGSASEN, 2012). O
amadurecimento do citoplasma também é essencial por promover o bloqueio contra

a poliespermia, descondensar a cabecga dos espermatozdides, formar os pro-nacleos
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apos a fecundacdo e sustentar o desenvolvimento embrionéario inicial (VAN DEN
HURK e ZHAO, 2005). O bloqueio contra a poliespermia se deve ao endurecimento
da zona peldcida promovido pelo exsudato produzido pelos granulos corticais
(CHERR et al., 1998).

Um dos critérios para avaliagdo da maturacéo citoplasmatica em mamiferos é
a migracdo dos granulos corticais para a periferia do oocito (CARNEIRO et al.,
2002). Segundo De Matos et al. (1996), a dosagem de glutationa intracelular
também pode ser utilizada como parédmetro. Apesar de processos independentes a
maturacao nuclear e a maturagédo citoplasmatica, sdo essenciais para tornar o0 06cito
competente e para assegurar o desenvolvimento embrionario posterior a fecundacao
(CROCOMO et al., 2011).

2.5 Balango energético negativo no pos-parto e repr  odugéo

A selecdo genética nos Ultimos anos e 0s avangos na nutricdo visando o
aumento da produgdo leiteira ocasionaram um declinio na fertilidade das fémeas.
Vacas leiteras de alta produgdo entram em um status de balango energético
negativo (BEN) no periparto, em decorréncia do maior requerimento nutricional pelo
feto e a ingestdo de matéria seca (MS) ndo ser suficiente para suprir as
necessidades individuais (ESPOSITO et al., 2014).

Este BEN no pds-parto afeta de forma negativa a fertilidade e esta associado
a falhas na ovulagéo, reducéo na pulsatilidade de LH, redugéo nas concentragfes de
insulina, IGF-1 e glicose, levando a um aumento nas concentracdes BHBA e NEFA.
Os altos niveis de NEFA no fluido folicular levam a uma falha na maturagéo oocitaria
e diminuem a viabilidade das células da granulosa e teca (CHEONG et al., 2015).
Além disso, a mobilizagdo de gordura e de tecido muscular para a produgdo de leite
durante a lactagdo provoca alteragBes metabdlicas e hormonais. Essas flutuagdes
estdo associadas a um pobre desempenho reprodutivo, atribuido em parte por um
microambiente folicular abaixo do ideal e uma reduzida capacidade de
desenvolvimento do odécito e subseqiiente embrido (O'DOHERTY et al., 2014).

O IGF-l auxilia na maturacdo oocitaria e no desenvolvimento embrionério,

atua nos ovarios através do seu receptor IGF-IR, estimulando a proliferacdo e a
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diferenciacdo celular, impedindo a atresia folicular (WILLIS et al., 1998;
ARMSTRONG e WEBB, 1997; EL ROEIY et al., 1994). A insulina promove resposta
folicular a gonadrotrofinas, participando do crescimento dos foliculos. Sendo que a
leptina atua diretamente na maturagdo oocitaria estimulando a progressdo meibtica,
impedindo a apoptose das células do cumulus. A reducdo destes fatores durante o
periodo de BEN sdo os principais mecanismos enddcrinos que afetam crescimento
folicular (LERQY et al., 2008).

Segundo Krause et al. (2014) vacas leiteiras de alta producdo estdo mais
predispostas a sofrer os efeitos negativos do BEN. Além dos eventos metabdlicos, a
contaminagcdo uterina apés o parto pode afetar o desempenho reprodutivo
(SHELDON et al., 2006). As doengas uterinas séo relacionadas a menores taxas de
concepcao, maior intervalo entre parto e concepgéo, além da redugdo na producao
leiteira (LEBLANC et al., 2002; SHELDON et al, 2009) também estdo
correlacionadas a menores concentragfes séricas de estradiol e progesterona, e
com o crescimento mais lento do foliculo dominante (SHELDON et al.,, 2002;
WILLIAMS et al., 2007). A maioria das vacas leiteiras ap6s o parto apresentam uma
alta carga de microorganismos patogénicos no Utero. Porém, a resposta imune de
cada animal contra a infeccdo € determinada pelo grau de intensidade do BEN
(GIULIODORI et al., 2013).

3 Metodologia

A produgdo in vitro de embrides bovinos foi realizada no Laboratério de
Reproducdo Animal da Embrapa Clima Temperado, a avaliagdo da maturagéo
nuclear foi realizada no Laboratério de Reproducdo Animal (ReproPel), e a analise
bioquimica dos soros foi realizada no Laboratério de Bioquimica e Molecular da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). O

experimento foi executado de margco a novembro de 2016.
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3.1 Coleta e analise bioquimica dos soros

As amostras sanguineas foram coletadas de oito animais em diferentes
periodos da lactagdo, quatro animais com 10,8 + 4,8 dias pés-parto (pp) e quatro
com 354 + 3,8 dias (pp). ApGs a coleta, o sangue passou por um processo de
centrifugacdo a 700 G por 20 minutos para obtencdo do soro. Para os tratamentos
realizou-se 0 pool dos soros conforme o periodo pds- parto. FL: soro de vacas no
final da lactacdo (FL), e PP: soro de vacas no poOs-parto recente (pp), sendo que,
ambos passaram por processo de inativagao a 56 °C por 30 minutos. Para controle,
utilizou-se soro sanguineo de ovelha em cio, o qual passou pelo mesmo processo de
centrifugacéo e inativagéo, como citado anteriormente.

As andlises bioguimicas foram realizadas em equipamento analisador
automatico LABMAX PLENNO com kits comerciais LABMAX (Labtest Diagnostics
S.A). As amostras de haptoglobina foram avaliadas usando um método
colorimétrico adaptado com comprimento de leitura de 450 nm conforme
metodologia descrita por JONES e MOULD. As analises de calcio, albumina,
triglicerideos totais e proteinas totais, também foram realizadas pelo método
colorimétrico. As concentragfes de uréia através de um sistema enzimatico por
fotometria e ultravioleta, usando cinética de dois pontos em tempo fixo, medida em
340 nm. Para as concentracdes de colesterol no soro também se utilizou um método
enzimatico, assim como para a quantidade de NEFA na amostra, podendo ser

determinada a partir da densidade 6ptica medida em 550 nm.
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3.2 Producéo in vitro de embrides bovinos

Foram coletados ovarios de fémeas bovinas provenientes de abatedouros
locais, transportados para o Laboratério de Reprodug¢édo Animal da Embrapa Clima
Temperado em recipiente térmico com solugdo salina (NaCl a 0,9%) acrescido de
gentamicina (0,04%) a temperatura de 30°C.

Foram realizadas 13 repeticdes com 1634 complexos cumulus oécitos
(CCOs). Estes foram obtidos a partir da aspiracdo de foliculos de 2-8 mm de
diametro. A aspiragao foi realizada com auxilio de bomba a vacuo acoplada a agulha
19G com pressao de 10-12 mmHg, o conteldo aspirado foi depositado em tubos
conicos de 15 mL previamente esterilizados. Apds a sedimentagdo foi realizada a
busca e sele¢do dos CCOs através de lupa estereoscopica, considerando o grau de
compactacédo das células do cumulus e o grau de homogeneidade do citoplasma
como critérios de qualidade oocitaria descritos por LEIBFRIED e FIRST (1979).

Os odcitos selecionados de grau | e Il foram divididos aleatoriamente em trés
tratamentos, contendo 50 CCOs cada repeticdo: SO: soro de ovelha em cio usado
como controle; FL: soro de vacas com 354 + 3,8 dias pds-parto (pp); PP: soro de
vacas com 10 + 4,8 dias (pp). Estes CCOs foram distribuidos em gotas de 400 uL
em meio de maturacdo TCM 199 (Gibco®), adicionado de (0,01Ul/ml FSH (gonal);
5ug/mL de LH), piruvato (0,033mM) e antibidticos, enriquecido com 10% de soro
conforme os tratamentos e incubados em estufa a 39 °C com 5% de COz e 20% Oz
durante 22 a 24h.

Ap6s a maturacdo, os odcitos foram transferidos para gotas de 400 uL de
meio FIV (FERT/TALP). Para inseminagdo foram utilizadas palhetas da mesma
partida de sémen Bos taurus taurus. A selecao espermatica foi realizada com mini
gradiente de percoll, através da centrifugagdo a 700 G por 5 minutos. O pellet foi
transferido para meio de capacitagdo e novamente centrifugado por 5 minutos a 700
G. A inseminacdo foi procedida com uma concentracdo de 1x10°
espermatozoides/mL. Os od6citos juntamente com o0s espermatozéides foram
mantidos em estufa sob as mesmas condi¢gdes atmosféricas da MIV durante 20h.

Decorrido este periodo, os zigotos passaram por sucessivas pipetagens para
remogdo das células do cumulus oophorus. As estruturas recuperadas foram
lavadas trés vezes e transferidas para gotas de 200 pL meio de cultivo SOFaa
suplementado com 5% de soro ovino e piruvato (0,1826mg) cobertas com 6leo a 39

°C com 5% de CO2 e 20% O2 durante 7 dias. O momento da inseminacéo foi
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considerado como dia 0, a taxa de clivagem foi avaliada no dia 3 (numero de
clivados/nimero de inseminados) e a taxa de desenvolvimento embrionéario global
(blastocistos/nimero de inseminados) no dia 7. Durante o cultivo embrionario foi

efetuada a troca de 30% do meio de cultivo nos dias 3 e 5.

3.3 Avaliagdo da maturacao nuclear

Para a avaliagdo da maturacdo nuclear foram utilizadas quatro rotinas com
um total de 320 oécitos. Apds a MIV, os odcitos passaram por desnudamento para a
retirada das células do cumulus através de sucessivas pipetagens. Os odcitos
desnudados foram fixados por 15min em gotas de 400 pL de paraformoldeido,
separados de acordo com os tratamentos e armazenados em 400 pL de Triton a 4°C
para posterior avaliacdo da maturagdo nuclear.

Para avaliagdo da maturacio, os odcitos foram corados com Hoechst® (15
pm/mL) durante 10min, transferidos para gotas de Mowiol® e avaliados em
microscopio de fluorescéncia conforme os estagios de maturagdo: vesicula
germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG), primeira fase da meiose
(M), anafase, tel6fase e segunda fase da meiose (Mll).

Para a analise dos resultados, os odcitos foram divididos em dois grupos:
maturos e imaturos. Foram considerados como maturos, os 06citos que atingiram o
estagio de MIl apés 22 horas de cultivo e considerados imaturos aqueles que apés
esse periodo permaneceram nos estagios de RGV e MI, conforme metodologia
descrita por WOUDENBERG et al. (2012).

3.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software Statistix 10® (2014). Os
dados que apresentaram distribuicdo n&do paramétrica foram transformados em
asceno (FOWLER, CHOEN e JARVIS, 1998) e ap0s analisados. A analise das taxas
de clivagem, desenvolvimento embrionario e maturagdo nuclear foram realizados
através do teste ANOVA, com teste Tukey para comparacdo de médias (P< 0,05).

S6 utilizaram anova?
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Segundo analises bioquimicas realizadas, nédo foi observada diferenca entre
0s metabdlitos avaliados nos animais dos grupos FL e PP como apresentado na

Tabela 1:

Tabela 1. Média dos parametros bioguimicos avaliados no soro sanguineo, erro padrédo e

valor de P nos tratamentos FL e PP.

Final da
Metabdlito Pés-parto lactagdo Valor de P
Albumina (mg/dL) 2,43 +£0,08 2,65+ 0,07 0.088
Célcio (mg/dL) 9,35+ 0,50 9,95 +0,12 0.322
Colesterol (mg/dL) 92,75 +10,54 238,25 + 19,45 0.002
P. totais (g/dL) 8,23 +0.31 8,69 +0,27 0.312
Triglicerideos (mg/dL) 12,50 + 3,12 71,50 + 29,94 0.143
Uréia (mg/dL) 13,75+ 1,65 17,75 +4,15 0.422
PON1 (U/mL) 81,55+11,39 110,15 + 13,27 0.154
NEFA (mmol/L) 0,26 £ 0,04 0,33+0,02 0.154

Dados expressados como média * erro padréo.

Conforme as andlises bioquimicas dos metabdlitos sanguineos, utilizando

pool inativado de soro de ovelha em cio, de soro de vacas no final da lactacdo e no

pés-parto recente, ndo foi observada diferenca (p>0,05), entre 0os parametros

analisados como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros bioquimicos avaliados nos soros inativados durante a MIV dos grupos

soro ovino (So), final da lactagdo (FL) e pds-parto (PP).

Metabolito Pool SO Pool FL Pool PP
Albumina (mg/dL) 2,62 3,29 3,33
Célcio (mg/dL) 10,15 8,53 9,32
Colesterol (mg/dL) 106 222 103
P. totais (g/dL) 7,2 8,91 8,83
Triglicerideos (mg/dL) 16 16 13
Uréia (mg/dL) 31 27 28




© 0o ~ o b

10
11
12
13

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

25

Hapto (g/L) 1,442 1,942 0,923
NEFA (mmol/L) 0,498 0,479 0,549
BHBA (mmoliL) 0,30 0,65 0,78

Tabela 3: Média da produgéo leiteira, porcentagem de gordura, proteina e contagem de
células somaticas nos tratamentos PP e FL.

Producéo
de leite Gordura Proteina
Tratamento (Kg/dia) (%) (%) CCs
PP 35,03 2,67 3,39 89000
FL 18,58 3,34 3,73 180125

CCS: contagem de células somaticas.

Tem que rodar estatistica destes resultados!

Conforme os resultados deste trabalho, ndo houve diferenca entre o nimero
de odcitos que atingiram a fase de MIl entre os tratamentos: controle 83,2%, final da
lactagdo (FL) 76,8% e pos-parto (PP) 82,2%. Os resultados da avaliagdo nuclear sao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 4. Taxa de maturacdo nuclear (Maturos ou imaturos / total avaliados) nos

tratamentos soro ovino (SO), final da lactagdo (FL) e pds-parto (PP).

Tratamento Maturos Imaturos

SO 89/107(83,2%) 18/107(16,8%)
FL 86/112(76,8%) 26/112(23,2%)
PP 83/101(82,2%) 18/101(17,8%)

As taxas de clivagem para os diferentes tratamentos foram: controle 69,9%
(386/577), final da lactacdo 59,3% (320/540), pos-parto recente 47% (243/517),

apresentando diferenca entre os tratamentos controle e pés-parto (P<0,05). O _ - { Comentado [JA1]: Valor exato do P

desenvolvimento embrionério foi maior no grupo controle 22,7% (131/577) quando

comparado com os demais tratamentos, final da lactacdo 15% (81/540) e pds-parto

16,6% (80/517)|(P< 0,05) como mostra a Tabela 3. - comentado [3A2]: Valor exato do P
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Tabela 5: Taxa de clivagem e de desenvolvimento embrionario na PIVE de odcitos bovinos
suplementados com soro ovino (SO), final da lactacéo (FL) e p6s-parto (PP) durante a MIV.

Tratamento Clivagem Desenvolvimento
embrionério

SO 386/577 (66,9%)? 131/577 (22,7%)?

FL 320/540 (59,3%)% 81/540 (15%)P

PP 243/517 (47%)° 80/517 (16,6%)"

777777777777777777777777777777 —

Tabela 6: Cinética de desenvolvimento embrionario de odcitos suplementados durante a
MIV com soro ovino (SO), soro de vacas no final da lactacdo (FL) e soro de vacas no pos-

parto (PP).

Tratamento Bi Bl Bx Bn Be

SO 42 43 30 8 8

FL 30 16 23 3 5

PP 35 10 27 1 3

Bi: blastocisto inicial, Bl: blastocisto, Bx: blastocisto expandido, Bn: blastocisto eclodindo, Be:
blastocisto eclodido.

== { Comentado [JA3]: Entre linhas ou entre colunas?

" { comentado [3A4]: valor!

_ — -| Comentado [JA5]: Isso é % ou nimero? Tem diferenca
estatistica? Valor do P?
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5 Discussao

Véarios estudos relatam que a suplementacéo de soro sanguineo no meio
de MIV é benéfica para a maturagdo dos odcitos e para o desenvolvimento
embrionario. Neste trabalho foi utilizado um pool inativado de soro sanguineo
de animais em diferentes periodos da lactagdo no meio de maturagcdo de
odcitos bovinos. No entanto, a PIVE foi realizada apenas como ferramenta para
averiguar se os diferentes status metabdlicos destes animais iriam interferir na
reproducdo, baseando-se no modelo in vitro. Contudo, neste trabalho néo
houve diferenca entre a taxa de clivagem e de desenvolvimento embrionario
entre os tratamentos final da lactagdo e pOs-parto recente. Esperavamos
menores taxas de clivagem e menor nimero de blastocistos no grupo de
odcitos suplementados com soro sanguineo de vacas no pos-parto recente,
devido & condicdo metabdlica destes animais. Visto que neste periodo, devido
a grande demanda de nutrientes para a glandula mamaria, associada a uma
reducdo da ingestdo alimentos, estes animais entram em BEN, induzindo a
mobilizacdo das reservas corporais, interferindo de forma negativa na
fertilidade (MARTINEZ et al., 2012).

O ambiente metabdlico adverso leva a alteragdes enddcrinas e no perfil
transcricional dos foliculos ovarianos (O'DOHERTY et al., 2014). Nessas fases
h& um aumento na liberagdo de corpos cetdnicos, BHBA e NEFA, entre outros
(CHAPINAL et al., 2012). Os efeitos toxicos do NEFA interferem na qualidade
oocitaria (LEROY et al.,, 2008). Pesquisas in vitro demonstraram um efeito
negativo da agdo dos acidos palmitico e estearico sobre viabilidade das células
da granulosa em humanos (MU et al., 2001). Segundo Van Holde et al. (2005)
em bovinos, os acidos graxos ndo esterificados inibem a proliferagdo e a
sobrevivéncia das células da granulosa. Em um estudo realizado por Jorritsma
et al. (2004), a presenca de NEFA no meio de MIV, retardou a progressao a
meiose dos o6citos, a fecundagdo, clivagem e desenvolvimento dos
blastocistos. Além disso, a presenca de NEFA no fluido folicular afeta a
esteroidogénese, assim como a capacidade de desenvolvimento do odécito
(VAN HOECK et al., 2011).
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No entanto, os pardmetros bioquimicos avaliados no soro sanguineo coletado
das vacas nas diferentes fases da lactagdo e de soro ovino ndo apresentaram
diferengas significativas. As concentragbes de NEFA avaliadas nas amostras
sanguineas de soro ovino, soro de vacas no final da lactagdo e de vacas no pés-
parto recente foram muito similares. As concentragfes sanguineas de NEFA sao
consideradas como o melhor indicador do balanco de energia de vacas leiteiras
(REIST et al., 2002). Segundo Leblanc et al. (2005), niveis séricos de NEFA acima
de 0,50 mmol/L estdo associados a maiores riscos de desordens metabdlicas. Este
evento pode explicar o fato do grupo PP ter apresentado valores similares ao grupo
FL, pois devido as adequadas condi¢cdes de manejo e alimentacdo, estes animais
ndo passavam por um BEN tao severo.

A maturacd@o oocitaria € um evento fisiolégico que precede a fecundagédo e
consiste em uma série de transformacdes nucleares e citoplasméaticas necessarias
para tornar o oécito competente, garantindo um desenvolvimento embrionario bem
sucedido (LONERGAN e FAIR, 2016). Neste trabalho ndo houve diferenca no
numero de odcitos que atingiram o estagio de metéafase Il (maturaram) entre os
tratamentos. Segundo Crocomo et al. (2011), quando os complexos cumulus 06citos
(CCOs) sao removidos do ambiente folicular, estes perdem o contato com os fatores
inibitérios da maturacéo e retomam de forma espontanea a meiose, independente do
grau de maturidade do citoplasma. Assim como, estudos realizados por Rodrigues-
Cunha et al. (2016), afirmam que a maturagdo nuclear, taxa de clivagem e de
blastocistos sdo dependentes das condi¢cdes da MIV, concordando com o exposto
por Gottardi e Mingoti (2009), que relatam que as condi¢gbes de cultivo in vitro sao
essenciais para a capacitagdo do odcito e desenvolvimento embrionario.

A avaliagdo da taxa de clivagem pode ser utilizada como parametro para
determinar o sucesso da MIV e da PIVE, neste trabalho a taxa de clivagem foi
avaliada trés dias ap6s a FIV. O grupo pdés-parto apresentou clivagem diminuida em
comparacao ao grupo controle. Oba et al. (2013) observaram maiores taxas de
clivagem utilizando soro de vacas de alto escore de condig&o corporal, com baixas
concentracdes de NEFA no meio de CIV quando comparado ao soro bovino
comercial. Neste trabalho no grupo controle, o meio de maturagéo foi suplementado
com soro de ovelhas em cio, e também apresentou uma maior porcentagem de
blastocistos no dia 7 do cultivo embrionario. Durante o ciclo estral dos ovinos, os

hormdnios gonadotréficos secretados pela hipéfise controlam o desenvolvimento
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folicular e a esteroidogénese, resultando na producéo de estrégenos (FONSECA,
2005). A suplementagdo com gonadotrofinas e esterdides no meio de MIV pode ser
utilizada para promover a maturagdo dos od6citos fora do ambiente folicular
(COELHO et al., 2002). Segundo Fukui et al. (1982), a suplementacéo de estradiol
no meio de MIV é benéfica para maturacao nuclear e promove a sintese do fator de
crescimento do pronucleo masculino em oécitos imaturos. Em um estudo realizado
por Coelho et al., (2002) a fonte de estr6geno utilizada no meio de maturacao de
odcitos bovinos foi soro de vaca em estro, semelhante a este trabalho onde
utilizamos soro de ovelha em cio no meio de MIV como controle. Contudo, estes
autores citam que a desvantagem do uso de soro de vaca em estro se deve a
incapacidade de definir a identificacdo exata de todos componentes, assim como a
concentracdo hormonal. Lorenzo et al. (1995) mencionam que tanto a adi¢do de
soro fetal bovino como soro de vaca em estro ao meio de maturagdo, aumentam a
acdo dos fatores de crescimento EGF e IGF, contribuindo com a expansdo das
células do cumulus e maturagdo nuclear. Neste trabalho, no grupo controle, onde
utilizamos soro de ovelha em cio no meio de MIV, observaram-se melhores
resultados quando comparado com os tratamentos FL e PP. Em um trabalho
realizado por Shabankareh et al. (2011), a utilizagdo de soro de ovelha em estro no
meio de MIV de obcitos ovinos, apresentou melhores taxas de maturagédo nuclear
quando comparada com a suplementagdo com soro de cabra em estro, com fluido
folicular ovino e fluido folicular bovino.

A PIVE é realizada em laboratérios de pesquisas e comerciais. Nos Ultimos
anos esta biotécnica passou por varios avangos com o objetivo de aumentar as
taxas de blastocistos (VARAGO et al., 2008). Neste estudo realizamos a PIVE como
ferramenta para analisar o efeito da suplementagdo de soro sanguineo de vacas em
diferentes periodos metabdlicos no meio de maturagdo de oécitos bovinos sobre as
taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionario inicial, porém, ndo houve
diferenca significativa no nimero de odcitos clivados e na producgdo de blastocistos.
Visto que, os animais ndo apresentaram BEN severo no periodo de coleta do soro,

como mostraram os resultados bioquimicos das amostras sanguineas.
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6 Conclusbtes

Concluimos que a suplementagédo com soro sanguineo de vacas leiteiras
em diferentes periodos da lactagdo no meio de MIV, néo interferiu na taxa de
clivagem, no numero de odécitos que maturaram e no desenvolvimento
embrionario inicial no periodo testado. Contudo, a suplementac@o destes
diferentes soros em outras fases do cultivo embrionério, assim como de mais
andlises sdo validas para melhor avaliar o efeito sobre o desenvolvimento

embrionario.
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