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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

O Brasil busca aumentar a producéo de carne e o numero de bezerros geneticamente
superiores nascidos empregando a producdao in vitro de embrides. O uso de metionina
protegida no raimen em doadoras de odcitos pode aumentar o nimero de embribes
produzidos pela referida biotecnologia, ainda tornando-os mais competentes em

estabelecerem a prenhez.
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RESUMO

A metionina € um aminoacido essencial para o desenvolvimento dos oo0citos e
embrides, uma vez que € precursora de polipeptideos e atua na regulacdo da
traducéo, metilacdo do DNA e equilibrio antioxidante. Alteracdes na metilacao do DNA
de odcitos e embrides, hipermetilagdo ou hipometilacdo de genes especificos, podem
favorecer a producéo in vitro de embrides (PIVE). O estudo foi dividido em dois
experimentos objetivando avaliar ndo s6 qualidade de od6cito e embrido como também
taxa de prenhez. Com isso, a hipétese é que a suplementacdo com metionina
protegida no rimen (MPR; Smartamine M® - Adisseo Brasil) em vacas doadoras de
o0citos, na dose diaria de 15 gramas/doadora/dia, durante os 14 dias que antecedem
a aspiracdao folicular (OPU), aumenta os indices da PIVE e a taxa de prenhez apés a
transferéncia de embrido em tempo fixo (TETF). Objetivou-se comparar o efeito da
suplementa¢éo oral com MPR em vacas doadoras de odcitos no niumero de CCOs
recuperados, taxa de clivagem, taxa de conversdo de CCOs em blastocistos no D7
(Experimento 1) e a taxa de prenhez ap6s TETF (Experimento 2). No Experimento 1,
vacas da raca Senepol, sem bezerro ao pé, nado lactantes, foram divididas
equitativamente de acordo com a idade, escore de condigdo corporal (ECC) e nivel
de producdo de embries in vitro, baseado em histérico prévio como doadoras de
oocitos, em dois grupos: suplementacdo com MPR na dose diaria de 15
gramas/doadora/dia, durante os 14 dias que antecedem a OPU (MPR; n=26) ou ndo
suplementadas com MPR (CON; n=26), compreendendo para tanto um total de seis
repeticdes. Utilizou-se um delineamento crossover, onde o intervalo entre a OPU e 0
inicio de um novo tratamento, foi de 30 dias. Apds a OPU, a PIVE foi realizada em um
sistema convencional onde avaliou-se os parametros relacionados a tal producéo. No
Experimento 2, as doadoras de odcitos foram submetidas aos mesmos tratamentos
do Experimento 1, onde foram suplementadas com MPR (MPR; n=19 doadoras) ou
ndo (CON; n=19 doadoras), apds a OPU procedeu-se a PIVE e os embribes no D7
(n=147) provenientes de doadoras nao tratadas com MPR (CON; n=62 embrides) ou
tratadas com MPR (n=85 embrifes) foram transferidos as receptoras de embrides
previamente sincronizadas por um protocolo convencional de TETF. Nao houve
diferenca entre o Grupo CON e Grupo MPR para o ndmero de CCOs totais
recuperados /doadora (34,6842 + 3,2687 vs. 34,7894 + 3,6197; P = 0,6690); niUmero
de CCOs viaveis recuperados/doadora (29,2105 + 3,5930 vs. 29,6315 + 3,5992; P =
0,7514); taxa de CCOs recuperados viaveis (72,2659 + 5,2779 vs. 70,4465 +
6,0910%; P = 0,6908); taxa de clivagem (65,8627 + 5,9443 vs. 68,7473 + 6,8064%; P
= 0,5692); taxa de conversdo de CCOs em blastocistos viaveis no D7 (23,7181 +
4,4780 vs. 28,3952 + 4,6178%; P = 0,3082) e numero de blastocistos produzidos no
D7/doadora (9,8636 + 1,6187 vs. 10,0869 + 1,5411; P = 0,6682). A taxa de prenhez
nao diferiu em receptoras que receberam embrides do Grupo CON comparado ao
MPR [46,77% (29/62) vs. 51,76% (44/85); P = 0,5513]. Conclui-se que a
suplementacdo com metionina em doadoras de odécitos ndo aumenta eficiéncia na
producéo in vitro de embrides e a taxa de prenhez apés TETF.

Palavras chaves: Fecundidade. Embrides. Metilagdo de DNA. Bovinos.



ABSTRACT

Methionine is an essential amino acid for the development of oocytes and embryos,
since it is a precursor of polypeptides and acts in the regulation of translation, DNA
methylation and antioxidant balance. Alterations in the DNA methylation of oocytes
and embryos, hypermethylation or hipomethylation of specif genes, may favor the in
vitro production of embryos (IVP). The hypothesis is that oral supplementation with
rumen-protected methionine (RPM; Smartamine M® - Adisseo Brazil) in oocyte donor
cows, at a daily dose of 15 grams/donor/day during the 14 days prior to follicular
aspiration (OPU), increases the number of total cumulus oocyte complex (COCS)
recovered, number of viable COCs recovered, rate of recovered viable COCs,
cleavage rate, rate of conversion of COCs to blastocysts on D7, number of blastocysts
produced on D7and the pregnancy rate after fixed-time embryo transfer (FTET). The
aim of this study was to compare the effect of oral RPM supplementation in oocyte
donor cows on the number of total COCs recovered, the number of viable COCs
recovered, the rate of viable COCs recovered, the cleavage rate, the rate of conversion
of COCs into blastocysts on D7, number of blastocysts produced in D7 (Experiment 1)
and the pregnancy rate after FTET (Experiment 2). In Experiment 1, Senepol cows
single, non-lactating, were equally divided according to age, body condition score
(BCS) and in vitro embryo production level, based on history as oocyte donors, into
two groups: supplementation with RPM at a daily dose of 15 grams/donor/day, orally,
during the 14 days prior to OPU (RPM; n=26) or not supplemented with RPM (CON;
n= 26) comprising for both a total of six repetitions. A crossover design was used,
where the interval between OPU and the start of a new treatment was 30 days. After
OPU, in IVP was performed in a conventional system where the parameters related to
such production were evaluated. In Experiment 2, oocyte donors were submitted to the
same treatments as in Experiment 1, where they were supplemented (RPM; n=19) or
not with MPR (CON; n=19), after OPU and IVP and embryos on D7 (n=147) from
donors not treated with MPR (CON; n = 62 embryos) or treated with MPR (MPR; n=85
embryos) were transferred to previously synchronized embryo recipients by a
conventional protocol of FTET. The was no difference between the Control Group and
MPR for the number of total COCs recovered /donor (34.6842 + 3.2687 vs. 34.7894 +
3.6197; P = 0.6690); number of recovered viable COCs/donor (29.2105 + 3.5930 vs.
29.6315 + 3.5992 respectively; P = 0.7514); rate of recovered viable COCs (72.2659
+ 5.2779% vs. 70.4465 + 6.0910%; P = 0.6908); cleavage rate (65.8627 + 5.9443 vs.
68.7473 + 6.8064%; P = 0.5692); conversion rate of into viable blastocysts on D7
(23.7181 + 4.4780 vs. 28.3952 + 4.6178%; P = 0.3082) and number of blastocysts
produced on D7/donor (9.8636 + 1.6187 vs. 10.0869 + 1.5411; P = 0.6682).
Pregnancy rate did not differ in recipients receiving embryos to Control Group
compared to MPR [46,77% (29/62) vs. 51,76% (44/85); P = 0,5513]. It is concluded
that methionine supplementation in oocyte donors does not increases efficiency in vitro
embryo production and pregnancy rate after FTET.

Keywords: Fecundity. Embryos. DNA Methylation. Cattle.
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1 INTRODUCAO

Biotécnicas como a Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) e a
Transferéncia de Embribes em Tempo Fixo (TETF), constituem ferramentas
poderosas na multiplicacdo de animais geneticamente superiores, tecnologias que
estdo sendo aplicadas de maneira crescente nos ultimos anos. A IATF possibilita a
uma matriz bovina gerar 1 bezerro/ano, a TETF com embrides produzidos in vivo
(PIVE) possibilita a matriz gerar 1 bezerro/més e a TETF com embrides produzidos in
vitro possibilita gerar 1 bezerro/semana. Assim quando se pretende multiplicar
rapidamente a genética materna, reduzindo drasticamente o intervalo entre geracoes,
a TETF aliada a producdo in vitro de embrides torna-se eximia em tal multiplicacéo.

A PIVE envolve as etapas de maturacdo de odcitos in vitro (MIV), fertilizacao in
vitro (FIV) e cultivo dos embrides in vitro (CIV). A eficiéncia das etapas de MIV e FIV
€ semelhante a obtida in vivo, entretanto a CIV é limitante, considerando que apenas
40,8% dos odcitos cultivados tornam-se blastocistos (DALL’ACQUA et al., 2018). Além
disso, os blastocistos gerados na PIVE ainda determinam menores taxas de prenhez
e sdo menos resistentes a criopreservacdo quando comparados aos produzidos in
vivo (MELLO et al., 2016). Constatou-se que embrides produzidos in vitro possuem
alteracbes epigenéticas quando comparados aos embrides produzidos in vivo
(CANOVAS et al.,, 2017) e que estas podem influenciar o desenvolvimento dos
embrides e até mesmo na saude dos mesmos apos o nascimento (BOUILLON et al.,
2016).

O desenvolvimento embrionario, particularmente no periodo pré-implantacao,
€ altamente dependente do microambiente uterino. A nutricdo materna interfere em
tal microambiente, determinando acfes diretas no odcito e do embrido. Groebner et
al. (2011) relatam que os aminoacidos constituem um elemento nutricional essencial
no desenvolvimento embrionario e fetal, estando presentes no fluido ovidutal,
histotrofo e nos fluidos amniéticos e alantéicos. Segundo Burdge et al. (2007), em tal
periodo pode ocorrer alteracbes epigenéticas no genoma oocitario e embrionario,
como a metilacdo do DNA; que determinam mudancas permanentes no fenétipo do
individuo.

A suplementagcdo com metionina, durante o desenvolvimento folicular e

desenvolvimento embrionario até 7 dias, modifica a expressdo génica do embrido.
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Penagaricano et al. (2013), relataram que um aumento sutil de metionina na dieta
materna causou mudancas notaveis no transcriptoma de embrides pré-implantacéo.
Tais descobertas apoiam a ideia de que a maturacao, fertilizacdo e desenvolvimento
embriondrio inicial sdo periodos particularmente sensiveis a mudang¢as na nutricdo
materna, especialmente em relacdo a metionina. No estudo em questdo, vacas
holandesas foram aleatoriamente designadas para um dos dois tratamentos diferindo
no nivel de metionina na dieta (Controle, 1,89% vs. 2,43% de metionina em relacéo a
proteina metabolizavel), desde o parto até o desenvolvimento do embrido. Esses
embrides foram posteriormente analisados por sequenciamento de RNA. Foram
analisados 10.662 genes e destes 276 apresentaram expressao diferencial entre os
tratamentos, onde o0s genes mais significativos estavam relacionados ao
desenvolvimento embrionario e a resposta imune. Os mesmos autores verificaram que
embora os embrides ndo tenham diferido entre 0s grupos quanto a aparéncia
morfologica, estagio de desenvolvimento e qualidade, os grupos demonstraram
diferencas transcriptémicas significativas.

A metionina € um aminoacido de oferta limitante para fémeas bovinas,
considerando que a metionina livre contida na dieta € rapidamente e quase totalmente
degradada pelos microrganismos durante a passagem da mesma pelo rimen. Ainda
deve-se considerar que a metionina € um aminoacido também limitante na
composicdo da proteina microbiana, considerando esta ser a principal fonte de
proteina para 0s animais ruminantes.

No intuito de aumentar a disponibilidade de metionina ao organismo, pode-se
estrategicamente proteger a metionina da acdo dos microrganismos ruminais. Assim,
a industria da nutricdo animal desenvolveu a metionina protegida no riumen (MPR),
gue passa pelo ramen oferecendo dificuldades de ser disponibilizada aos
microrganismos. Verificou-se que a suplementagdo oral com MPR aumenta as
concentragcdes de metionina na corrente sanguinea (ORDWAY et al., 2009).

Embora a PIVE esteja estabelecida como biotécnica, atualmente busca-se por
melhores condi¢cdes de cultivo que possam incrementar o nimero de embrides
produzidos em relagdo ao nimero de CCO cultivados além de aumentar o éxito na
porcentagem de prenhez em relagdo ao nimero de embrides transferidos. Hansen et
al. (2023) (dados nao publicados) verificaram que odcitos coletados de doadoras
Brahman coletados por meio de OPU submetidos a PIVE, a suplementacdo do meio

de cultivo dos embrides com 1,8mM de colina promoveu ap0s o nascimento dos
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produtos, um aumento (P = 0,0477) no peso dos bezerros desmamados, quando o
peso foi ajustado aos 205 dias, caracterizando um incremento no peso dos bezerros
desmamado de 9% em relagcédo ao grupo controle. Na sequéncia, 0S mesmos autores
verificaram que em vacas tratadas com MPR, oferecida via oral na dose de 15
gramas/cabeca/dia; as concentracfes plasmaticas de metionina foram aumentadas
comparada ao grupo controle. Quando vacas foram suplementadas durante 14 dias
com metionina protegida, oferecida via oral na dose de 15 gramas/cabeca/dia 7 dias
antes e 7 dias apos a IATF, os bezerros nascidos também tiveram maior peso ao
desmame. No momento, especula-se que tal suplementacdo quando realizada em
doadoras de odcitos poderia aumentar a producdo de embrides produzidos in vitro,
assim como a taxa de prenhez apés a transferéncia do mesmo a receptora, além de
modificar o padréo de metilagdo de odcitos e embrides favorecendo o incremento do
peso dos bezerros nascidos a desmama.

Vale ressaltar ainda, de acordo com lkeda et al. (2012) em um estudo realizado
administrando diferentes quantidades de etionina, um antagonista da metionina, no
meio de cultivo de embrides produzidos por meio da PIVE. Os mesmos autores
observaram que a interrurp¢céo do metabolismo da metionina causa comprometimento
da transicdo moérula para blastocisto durante o desenvolvimento pré-implantacao
bovina e além disso, pode causar a hipometilacdo do DNA e dessa forma, levar a
expressao alterada de genes importantes para o desenvolvimento resultando no
comprometimento do desenvolvimento do blastocisto. Desse modo, € possivel notar
gue aminoacidos como a metionina possuem grande importancia no desenvolvimento
de blastocistos e posteriormente ao longo de toda a vida do animal.

No presente estudo, o primeiro experimento desenvolvido tinha como objetivo
comparar o efeito da suplementacdo com MPR em vacas doadoras de odcitos na taxa
de CCOs recuperados viaveis, taxa de clivagem, taxa de blastocistos produzidos no
D7 e taxa de conversao de CCOs em blastocistos no D7. Ja o segundo experimento
tinha como objetivo comparar o efeito da suplementacéo via oral com MPR em vacas
doadoras de odcitos na taxa de prenhez. A hipotese do estudo foi que a
suplementacdo com MPR em vacas doadoras de odcitos, na dose diaria de 15
gramas/doadora/dia, durante os 14 dias que antecedem a aspiracgao folicular (OPU),
aumenta o numero de blastocistos produzidos no D7 (DO = dia da fertilizac&o), a taxa
de conversao de complexos cumulus oocitos (CCOs) em blastocisto no D7 e a taxa

de prenhez ap6s TETF.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a suplementacdo com metionina em doadoras de od6citos ndo

aumenta eficiéncia na producéo in vitro de embrides e a taxa de prenhez apos TETF.
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