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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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2 HIPOTESE

Conforme a Figura 1, a hip6tese é que a suplementacao via oral com MPR em
vacas doadoras de odcitos, na dose diaria de 15 gramas/doadora/dia, durante os 14
dias que antecedem a OPU, aumenta o numero de CCOs totais recuperados, nimero
de CCOs viaveis recuperados, taxa de COCs recuperados viaveis, taxa de clivagem,
taxa de conversdo de CCOs em blastocistos no D7, numero de blastocistos
produzidos no D7 e a taxa de prenhez ap0s a transferéncia de embrido em tempo fixo
(TETF).

Figura 1 - Modelo hipotético do estudo. A suplementacdo com metionina em vacas
doadoras de odcitos, na dose diéria de 15 gramas/animal/dia, fornecida via oral junto
a uma ragao concentrada durante os 14 dias que antecedem a aspiragao folicular
(OPU), aumenta o numero de complexo cumulus oécito (CCOs) totais recuperados,
namero de CCOs viaveis recuperados, taxa de COCs recuperados viaveis, taxa de
clivagem, taxa de conversdo de CCOs em blastocistos no D7 e o numero de
blastocistos produzidos no D7 (Experimento 1) e a taxa de prenhez apés a TETF
(Experimento 2).

Experimento 1 Experimento 2
7Ny
‘
‘ .o X :
. A T o
LT A e
- v ataxadep
vAumenta o niimero de COCs totais recuperados; ~eMbrides sdo transferidos a fresco as
receptoras submetidas a TETF

v/ Aumenta a taxa de COCs recuperados viaveis;
VA a taxa de
v Aumenta a taxa de conversdo de COCs em
blastocistos no D7;
VA G de bl N produzid

no D7

Fonte: Elaborado pela autora.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito da suplementacdo com MPR em vacas doadoras de odcitos

nos diferentes aspectos reprodutivos, tanto em qualidade oocitaria como embrionaria.

3.2 Objetivos Especificos

Comparar:

O nuamero de CCOs totais recuperados;

O nuamero de CCOs viaveis recuperados;

A taxa de CCOs recuperados viaveis;

A taxa de clivagem;

A taxa de conversdo de CCOs em blastocistos no D7,

O numero de blastocistos produzidos no D7 (Experimento 1);

A taxa de prenhez apos TETF (Experimento 2).
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Metilagcdo do DNA

Nos ultimos anos, foi destacado os efeitos da dieta sobre o controle da
expressao génica (GROEBNER et al., 2011). A epigenética é definida como o estudo
dos processos que ndo dependem exclusivamente da sequéncia de DNA, porém
acarretam um fendtipo herdavel, ou seja, processos epigenéticos sdo aqueles
capazes de alterar o fenétipo sem alterar o gendétipo, e que sédo herdaveis. Referem-
se ao controle da expressao génica baseados na organizacao estrutural da cromatina
ao invés de informacdes da sequéncia primaria do DNA, pois a organizacdo da
cromatina exerce fungédo chave na determinacdo dos padrdes de expressao génica,
uma vez que regides mais condensadas da cromatina sdo menos acessiveis a
transcricdo, ou vice-versa (CANOVAS et al, 2017). Assim, dependendo da
condensacdo da cromatina, a mesma sequéncia de genes pode ser
transcricionalmente expressa ou silenciada. Desse modo, a epigenética pode ser
considerada imprescindivel para a gendmica funcional, revolucionando a genética
molecular (HAMILTON, 2011).

As mudancas na expressao génica causadas pelos processos epigenéticos sdo
herdaveis pelo processo mitético e ao longo das geracdes. A metilacdo do DNA é um
mecanismo importante para a regulacédo da expressao génica e silenciamento génico
assim como na regulacdo da transcricdo. A metilacdo do DNA depende da
disponibilidade de doadores de metil fornecido por aminoacidos como a metionina e
por compostos de vias metabdlicas do carbono, como a colina, betaina, vitamina B12
e acido folico (ANVAR et al., 2021).

A metilacdo do DNA é um tipo de modificagcdo quimica que pode ser adicionada
ou removida do DNA sem alterar a sua sequéncia original, e que pode ser herdavel.
Conforme ilustrado na Figura 2, trata-se da adicdo de um grupo metil (-CH3) - ou seja,
um atomo de carbono ligado a trés atomos de hidrogénio - no carbono 5 do anel
pirimidico de citosinas adjacentes a guaninas (dinucleotideos CpG), transformando-a
em 5-metil-citosina (m5Cyt). A m5Cyt foi descoberta no DNA do timo de bezerro h4
73 anos (HOTCHKISS, 1948). Segundo Maldonado et al. (2021), desde entdo, a

metilacdo do DNA tem se mostrado uma modificacdo epigenética fundamental em
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muitos processos bioldgicos tais como no desenvolvimento e na manutencdo da
estrutura da cromatina; na estabilidade cromoss6mica; na inativacdo do cromossomo
X nas fémeas; no “imprinting” gendmico e desenvolvimento embrionario.

A metilagdo do DNA também tem desempenhando um importante papel como
regulador epigenético da expressdo génica. Os padrdes de metilacdo sé&o
estabelecidos e mantidos nos sitios dinucleotideos CpG (pares de Citosina-fosfato-
Guanina) pelas enzimas da familia das DNA metiltransferases (DNMTs). Na
metilacdo, o doador universal do grupamento metil é o cofator enzimatico S-adenosil-
L-metionina (SAM). As DNMTSs catalisam a transferéncia de um grupo metil (CH3) da
SAM em (desoxi)citosina, produzindo a m5Cyt e S-adenosil-L-homocisteina (SAH)
(ANVAR et al., 2021).

Figura 2 - Processo de metilacdo do DNA. As enzimas DNA metiltransferases
(DNMTs) catalisam a transferéncia de um grupo metil (-CH3) da S-adenosil-
Lmetionina (SAM) em (desoxi)citosina, produzindo S-adenosil-L-homocisteina (SAH)
e 5-metil-citosina.

DNA

—T-AG-C-G-C-G-C-G-C-A-T-— Metilagdo do DNA
—A-T{C-G-C-G-C-G-C-G-A— ]

DNMTs

N

SAM SAH

(SAH-(D)

Citosina 5-metil-citosina

Fonte: Maldonado et al. (2021).

Conforme ilustrado na Figura 3, segundo Maldonado et al. (2021), em

mamiferos, foram identificadas trés familias de DNMTs que correspondem a: (1)
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DNMT1, composta pelas isoformas somatica DNMT1s e oocitaria DNMT1o0; (2)
DNMT2; e (3) DNMTS3, composta pelas DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L. No processo
de metilacdo do DNA se destacam as DNMT1 e DNMT3A e 3B. A DNMT1s é
responsavel pela manutencdo dos padrbes de metilagdo, pois ho momento da
replicacdo do DNA os padrdes de metilacdo ndo sao copiados na nova fita. Assim,
essa enzima é responsavel por manter os padrées de metilacdo durante 0os processos
divisdo celular (Figura 3A). A DNMT1o0, que € especifica do gameta feminino, parece
desempenhar um papel importante na manutencdo de imprinting gendmico
(mecanismo de regulacdo da expressao génica no qual certos genes Sao expressos
apenas por um dos alelos parentais, enquanto o outro é inativado por metilacdo) na
segunda onda de desmetilacédo global do genoma, que ocorre apés a fecundacao. As
DNMT3A e 3B sao responsaveis pelas novas metilacdes no DNA (metilagdo de novo),

ou seja, estabelecem novos padrdes de metilagéo (Figura 3B).

Figura 3 - Modo de acao das enzimas DNA metiltransferases (DNMTS) na fita de DNA
e nas metilacdes. A) Manutencao do padrao de metilacdo apdés a replicacdo do DNA,
onde a DNMT1 promove a metilacdo na fita de DNA hemimetilada (ou seja, que
contém metilagdo em apenas um dos filamentos). B) Ocorréncia de metilagdo de novo,
onde as enzimas DNMT3A e DNMT3B promovem metilacées na dupla fita de DNA
ndo metilada.

Hugagana DNMT1
—_—
W Rep"cacéo do DNA

HIREEE -~ FREER

Manutengao do padrdo de metilagado

B
EURRREEY s E
DNMT3B

Metilagao de novo

Fonte: Maldonado et al. (2021).
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A insercdo do grupo metil funciona como uma barreira e pode, por exemplo,
fazer com que fatores de transcricdo (que sao proteinas imprescindiveis para a
transcricdo dos genes) ndo se liguem a sequéncia do DNA, afetando a transcricao e,
consequentemente, a expressdo génica. Em razdo disso, a metilacdo do DNA
geralmente esté associada ao silenciamento da expressao génica. O silenciamento dos
genes, mediado por metilacdo, pode ocorrer por meio de mecanismos diretos e
indiretos. No mecanismo direto, a metilagcdo impede diretamente, por meio de uma
barreira fisica, a ligacdo de fatores de transcricdo ou modificam o estado de
condensacdo e estrutura da cromatina, causando a inativacdo do gene. J& no
mecanismo indireto, a metilacdo ocorre em uma regido que apresenta dominios de
ligacdo “Methyl- CpG-binding domain” (MBD), que se localizam ao redor de um sitio de
regulacédo da transcricdo e que indiretamente atraem as proteinas MBD, que por sua
vez recrutam correpressores e histonas deacetilases (HDACs) alterando a
configuracdo da cromatina ao redor do gene, causando o desligamento do mesmo
(MALDONADO et al., 2021). A metilacdo do DNA é funcionalmente e mecanicamente
ligada a outros mecanismos epigenéticos, principalmente as modificacdes de histonas,
como, por exemplo, a metilagéo de lisina nas histonas. Especificamente, a metilagcao
do DNA esta correlacionada com a auséncia de metilacdo na lisina 4 da histona 3
(H3K4) e, em menor intensidade, correlacionada com a presenca de metilacao na lisina
9 da histona 3 (H3K9).

Em mamiferos, as marcas epigenéticas sao adquiridas durante a
gametogénese e desenvolvimento embrionério inicial, quando a desmetilacdo e as
ondas de metilacdo estabelecem o epigenoma (WANG et al., 2012). A aquisicao da
metilacdo do DNA no odcito é gradual ao longo de seu crescimento e
desenvolvimento. Odcitos presentes no foliculo primordial antes do inicio da
foliculogénese séo praticamente ndo metilados, e a metilagcdo € adquirida & medida
gue o odcito aumenta de tamanho, principalmente nos estagios finais do
desenvolvimento do foliculo (BERNSTEIN et al., 2014). A metionina € um aminoacido
essencial da dieta que desempenha multiplos papéis bioldgicos, incluindo um
aminoacido iniciador na sintese de proteinas eucariéticas, um precursor doador de
metil essencial para reacdes de metilacdo (S-adenosilmetionina, SAM) e uma fonte
de reguladores redox (cisteina e glutationa) (METAYER et al., 2008). A metionina &

um precursor doadora de metil, o qual € usado por DNA metiltransferases (DNMTS).
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A metilacdo do DNA por DNMTs € um meio fundamental para a regulacdo epigenética
da expressao génica e o desenvolvimento pré-implantacdo de embrides de mamiferos
€ uma etapa critica para o estabelecimento do epigenoma e, a0 mesmo tempo, é
vulneravel a perturbacdes epigenéticas. Assim, a interrupcdo do metabolismo da
metionina pode causar defeitos epigenéticos nos embrides e, consequentemente,
afetar seu desenvolvimento (JAENISCHR, 2003).

4.2 Caracteristicas da Metionina

Uma das exigéncias nutricionais dos animais ruminantes sdo os aminoéacidos,
sendo estes divididos basicamente em essenciais e hdo essenciais. Como exemplo
de aminoéacido essencial temos a metionina (GROEBNER, et al, 2011). A metionina é
um aminoécido que contém enxofre, este normalmente encontrado em proteinas com
a funcdo de dar inicio a sintese proteica. Estruturalmente, sua cadeia lateral ndo
apresenta ramificacbes e possui modesta discriminacdo entre as diferentes
conformacdes, assim como polarizabilidade e versatilidade redox de seu atomo de
enxofre. Tais propriedades fazem este aminodacido ideal para interagbes transientes
proteina-proteina, fundamentais para o reconhecimento molecular (ALEDO, 2019).

A metionina é o precursor da metilagdo celular e da sintese da cisteina
(MACKAY et al. 2012). Dentre outras fun¢des, a metionina é um antioxidante essencial
na regulacdo do metabolismo celular. A metionina é facilmente oxidada a sulfoxido de
metionina por meio de espécies reativas. A oxidacdo das metioninas ocorre na regido
exposta a superficie, portanto, possui a funcdo de proteger outros residuos
funcionalmente essenciais de danos oxidativos (WEISSBACH et al., 2002).

Em mamiferos, um codon Met é usado para o inicio da maior parte da sintese
de proteinas, desempenhando um papel essencial em todos os aspectos das funcdes
celulares (BROSNAN et al., 2007). Sabe-se que os embrides podem responder ao
seu ambiente e que o0 estresse, presente durante o inicio do desenvolvimento
embrionario, pode impactar em sua estrutura e funcdo (GAD et al., 2012). Também
estd bem documentado que individuos originados de embrides produzidos in vitro séo
mais propensos a desenvolver doencas relacionadas a epigenética bem como
distarbios metabdlicos. Os perfis transcriptbmico e epigenético de embribes
produzidos in vitro sao alterados quando os mesmos sao comparados aos embrides
produzidos in vivo (SALILEW-WONDIM et al., 2015).
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4.3 Uso da Metionina em Ruminantes

Proteinas sdo nutrientes essenciais limitantes, especialmente em ruminantes
com uma alimentacdo com forragens de baixa qualidade. As necessidades
nutricionais, incluindo proteinas, séo variadas de acordo com o estado fisiolégico e o
nivel de producéo do animal. Ruminantes possuem requerimentos especiais quanto a
proteina degradavel no rimen (PDR) e a proteina nédo degradavel no rimen (PNDR).
A maior parte das proteinas aproveitadas pelos animais ruminantes advém da
multiplicagdo dos microrganismos no riamen, esta denominada de proteina microbiana
(KAMALAK et al.,, 2005), essa particularmente restrita em metionina. Os
microrganismos do riamen degradam rapidamente a maioria dos aminoacidos em
amoénia, &cidos orgéanicos e dioxido de carbono. A amdnia produzida, principal
nutriente nitrogenado, é essencial para o0 crescimento bacteriano. Nos animais
ruminantes, apenas o0 que escapa do processamento dos microrganismos no ramen
ganha a chance de ser digerido no abomaso e intestino delgado (FERREIRA, 2018).
A protecdo da proteina dietética da degradacdo microbiana no ramen permite que
aminoacidos ndo sofram a acdo dos microrganismos no rimen e passem isentos de
tal processo até o intestino delgado, assim ampliando o fornecimento de aminoacidos
absorviveis por unidade de energia absorvivel (BROSNAN et al., 2007).

Diversos fungos, bactérias e plantas séo capazes de produzir metionina a partir
de nitrogénio organico ou inorgéanico, carboidratos e fontes de enxofre. No entanto, os
animais dependem de fontes externas de metionina. Véarios estudos publicados
indicaram que a metionina € o amino&cido mais limitante para animais de producédo
alimentados com dietas contendo forragens de leguminosas, silagem de milho, farelo
de soja e grdo de milho (ALl et al., 2009). A metionina no raimen é degradada
rapidamente e apresenta uma baixa absorc¢do no intestino delgado. A suplementagéo
na dieta com aminoacidos protegidos no rimen, principalmente metionina e lisina,
pode incrementar desempenho reprodutivo desses animais. Toledo et al. (2017)
relataram que a adicdo diaria de MPR €& capaz de produzir um aumento agudo na
metionina circulante e um incremento no percentual de proteina do leite.

Todos os aminoacidos estdo presentes como os isébmeros D e L, sendo estes
guimicamente idénticos. A L-Metionina e a D-Metionina séo os principais isbmeros da
metionina. A L-Metionina constitui a forma mais comumente encontrada na natureza

(WILLKE, 2014). A metionina protegida oferecida na forma D é absorvida, porém é
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necessario que a mesma seja convertida no isdmero L nos tecidos antes de sua
incorporacdo em proteinas animais (WILLKE, 2014). A metionina e a cisteina sao 0s
dois aminoacidos proteinogénicos essenciais possuindo enxofre. Em animais, a
metionina pode agir como precursor da cisteina. O maior teor de metionina, de
aproximadamente 5%, pode ser encontrado na albumina, principalmente do ovo,
sendo esta proteina solivel em agua.

O conceito de proteger a metionina da degradacao ruminal foi estabelecido nos
anos 60, através de experimentos que constataram que o perfil da metionina
absorvida em experimentos de infusdo abomasal, intestinal e intravenosa nao era
consistente em ruminantes. Portanto, estudos foram realizados para o
desenvolvimento de medidas para proteger a metionina da degradacéo ruminal. Tal
protecdo da metionina pode ser procedida através da protecdo da metionina com
lipidios, geralmente em mistura com materiais inorganicos e carboidratos como
agentes estabilizadores (CHALUPA, 1975). O uso de lipidios como principal material
encapsulante pode apresentar a adversidade da necessidade de se desenvolver uma
mistura de materiais e processos que tenham grande escape ruminal e liberacao
intestinal de metionina. Atualmente, o método mais eficiente de protecao da metionina
€ o revestimento superficial da mesma com polimeros sintéticos resistentes a enzimas
e sensiveis ao pH, sendo insolaveis em compartimentos do sistema digestério de pH
neutro como o rimen, mas sao altamente solGveis na presenca de pH acido como no
abomaso. Este método depende das diferencas de pH entre o rimen e o abomaso
para a protecao ruminal da metionina e liberacdo intestinal da mesma. A metionina
protegida por polimero possui maior protecao ruminal e maior coeficiente de liberacéo
intestinal, em comparacédo com outros produtos (ROBERT et al., 2001).

A utilizacdo de analogos e derivados da metionina é outro mecanismo que vem
sendo utilizado para incrementar a oferta de metionina para ruminantes. Os derivados
de aminoacidos sdo aminoacidos livres aos quais foi adicionado um grupo impeditivo
guimico ao grupo a-amino, ou nos quais o grupo acilo foi manipulado. Isopropil-DL-
Met, T-butil-DL-Met, N-estearoil-DL-Met, N-oleoil-DL-Met e capril-caproil-DL-Met sao
exemplos de derivados de metionina que apresentam alguma resisténcia a
degradacéao ruminal (LOERCH; OKE, 1989).
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4.4 Impactos do Uso de MPR na Producéo

Relatou-se que a complementacdo da dieta dos animais com MPR pode
determinar um aumento na ingestdo de matéria seca e assim elevar 0s niveis de
producdo (KOENIG; RODE, 2001). Noftsger et al. (2005) verificaram que o nivel de
digestibilidade da matéria organica in vitro das dietas enriquecidas com MPR foram
maiores do que nas dietas controle. No entanto, o nitrogénio bacteriano no omaso, a
concentracdo de amodnia e o perfil de acidos graxos de cadeia curta do rGimen nao
foram alterados. Greenwood e Titgemeyer (2004) observaram reduc&o nas emissoes
de nitrogénio apds a suplementacdo da dieta com baixo teor de proteina bruta
acrescida de MPR. Além disso, a digestibilidade, a fermentacdo ruminal, a proteina
bruta microbiana e a populacdo de Ruminococcus albus nédo diferiu entre dietas com
baixo teor de proteina com ou sem metionina e dietas com alto teor de proteina.

A metionina € um aminoacido de oferta limitante em vacas em lactacao,
verificou-se que a suplementacdo com MPR apresentou um efeito positivo na sintese
de proteinas do leite (ORDWAY et al., 2009). Zanton et al. (2014) observaram que a
suplementacdo de metionina promoveu um aumento significativo na producdo e
concentracdo de proteina no leite. Tais resultados foram também observados em
outros estudos (SCHWAB et al., 2003; SOCHA et al., 2005) demonstrando a ativa
acao da metionina na sintese proteica.

Misciattelli et al. (2003) e Rulquin et al. (2006) verificaram que a suplementacao
de vacas leiteiras com MPR resultou em elevacao nos teores de gordura e proteina
do leite. A alimentacdo de vacas leiteiras com altos niveis de MPR também aumentou
0 uso de nitrogénio na producdo de leite. Assim, o uso de MPR levou a maxima
eficiéncia de nitrogénio que consequentemente resultou em maior producédo de leite
com alto teor de proteina.

A suplementacdo da MPR ao feno aumentou tanto a retencdo de nitrogénio
guanto a digestdo do mesmo e diminuiu a excrecao diaria de nitrogénio na urina em
novilhos de corte. Um estudo realizado por Chung et al. (2006) mostrou que dietas a
base de concentrado de feno de alfafa suplementadas com uma mistura de 0,52% de
MPR forneceram niveis 6timos deste composto aos microrganismos ruminais e

melhoraram a fermentacdo ruminal e a absor¢ao intestinal de aminoacidos protegidos.
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4.5 Impactos do Uso de MPR na Reproducéo

Em dietas deficientes em metionina, antes e durante os primeiros seis dias ap0os
a concepcao promovem mudangas substanciais na prole, como elevada pressao
arterial, resisténcia a insulina e resposta imune alterada (PENAGARICANO et al.,
2013). O mesmo autor levantou a hipétese que mudancas sutis na disponibilidade de
metionina poderiam produzir efeitos epigenéticos, trazendo mudancas no blastocisto
inicial e levando a mudancas na expressdo génica em seu sétimo dia de
desenvolvimento. O desenvolvimento embrionério, particularmente no periodo pré-
implantacéo, é altamente dependente do microambiente uterino, que por sua vez pode
promover alteracées epigenéticas no genoma fetal, como a metilacdo do DNA, assim
determinando mudancas permanentes no fenétipo dos individuos (BURDGE et al.,
2007). H& evidéncias crescentes de que a nutricdo materna pode alterar as marcas
epigenéticas do genoma fetal, como a metilacdo do DNA. De fato, essa ligacao entre
nutricdo materna e subsequente modificacdo do epigenoma fetal, incluindo mudancas
na expressao génica, € um dos mecanismos moleculares propostos para explicar o
fendbmeno da programacao fetal.

A producdo de embrides in vivo assim como por fertilizagdo in vitro ilustra
importancia do ambiente celular para seu desenvolvimento adequado. A competéncia
dos embrides pode ser influenciada por receptores, caracteristicas bioquimicas,
moleculares e ultraestruturais no meio de cultivo durante o periodo de
desenvolvimento embrionario, uma vez que € possivel alterar sua capacidade de
sobreviver a criopreservacao (RIZOS et al., 2002).

Estudos estabeleceram claramente que a dieta materna possui um efeito
transgeracional na prole por meio de modificacdes epigenéticas. Por exemplo, um
estudo em ovelhas relatou que a alimentagdo com dietas ricas em grupos metil
aumentou a metilacao e alterou a expresséao dos genes IGF2R e H19 em tecidos fetais
em comparacdo com dietas de grupo de baixo teor de metil. Tais genes estéao
relacionados a embriogénese e ao crescimento fetal (LAN et al., 2013).

Reducdes relevantes na disponibilidade de vitamina B12, folato e o aminoacido
metionina da dieta materna no periodo periconcepcdo causa modificacdes
epigenéticas generalizadas no genoma associadas ao aumento da adiposidade,
resisténcia a insulina, funcdo imunoldgica alterada e presséo alta na prole em idade

adulta. Um estudo que restringiu doadores de metila através da restricdo de metionina,



29

vitamina B12 e folato durante os primeiros 6 dias apds a concepg¢éo, demonstrou que
embrides com aparéncia normal no dia 6 apds a concepcao podem produzir individuos
com diferencas substanciais na fisiologia subsequente (SINCLAIR et al., 2007).

Um elemento nutricional essencial na reprodugdo em vacas S&80 0S
aminoacidos, os quais estdo concentrados no oviduto, histotrofo e nos fluidos
aminioticos e alantéicos, determinando um papel importante no desenvolvimento
embrionario e fetal (GROEBNER et al., 2011). Um aminoéacido essencial que pode ser
potencialmente limitante para a reproducdo em vacas é a metionina. Em mamiferos,
um codon Met é usado para o inicio da maior parte da sintese de proteinas,
desempenhando um papel essencial em todos os aspectos das funcdes celulares
(BROSNAN et al., 2007).

Tal importédncia nutricional do microambiente para desenvolvimento
embrionario satisfatério pode também ser evidenciada in vitro. Em bovinos, a
proporcado de embrides cultivados que se desenvolvem até o estagio de blastocisto é
afetada pela composicdo de aminoacidos do meio de cultura, sendo a metionina um
aminoacido importante para o desenvolvimento e sobrevivéncia embrionario. Uma vez
gue € transportada para um ou mais compartimentos celulares do embrido bovino pré-
implantacdo, além de servir como precursor de polipeptideos, a metionina
desempenha papéis na regulacdo da traducdo, metilacdo do DNA e equilibrio
antioxidante (KURAN et al., 2002). As concentra¢cfes de metionina em fémeas bovinas
sdo em média de 32-49 yMol/L no fluido ovidutal, 31-46 uMol/L no liquido uterino e
16-35 pMol/L no plasma sanguineo (HUGENTOBLER et al., 2007). No entanto, no
intuito de melhorar a sobrevivéncia do embrido, o aumento da concentracdo de
metionina acima dessas concentracdes, através da suplementacao na dieta com MPR
tende a aumentar a fertilidade (ARDALAN et al., 2009).

Vérios estudos associaram as concentracbes de metionina com o
desenvolvimento embrionario inicial ideal. Um estudo recente in vivo demonstrou que
a alimentacdo com MPR em vacas de leite em lactacdo produziu alteracdes
dramaticas na expressdo génica em embrides, geralmente diminuindo as
concentragcbes de mRNA em embrifes no estagio inicial de desenvolvimento
(PENAGARICANO et al., 2013).
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4.6 Influéncia da Metionina no Desenvolvimento Embrionéario

Estratégias tém sido usadas para melhorar o desempenho reprodutivo de vacas
leiteiras por meio de alteracdo do estado nutricional (SANTOS et al., 2001; SANTOS
et al., 2008). Em outras espécies, suplementacdo dietética com aminoacidos
especificos como por exemplo, arginina, glutamina, leucina, glicina e metionina
tiveram efeitos benéficos sobre o embrido e sobrevivéncia fetal através da regulacao
de vias metabdlicas de sinalizacdo essenciais (WANG et al., 2013).

Estudos em ovelhas (GAO et al., 2018; BROSNAN et al., 2007) e bovinos
(GROEBNER et al., 2011) demonstraram que a metionina esta concentrada nos
fluidos uterinos e embrionarios, sugerindo um que a metionina uterina esta
relacionada com o desenvolvimento embrionario normal e sua sobrevivéncia. Embora
ndo comprometa a competéncia de um embrido para se tornar um blastocisto, baixas
concentracdes de metionina, entre 7 e 14 uM/l, reduzem a proporcao de blastocistos
classificados como avancados em desenvolvimento, ou seja, que se expandiram ou
estavam eclodindo ou eclodiram da zona pelicida. Como a expansao e a eclosao
envolvem um aumento no tamanho da blastocele, é possivel que a metionina seja
importante na regulagcdo do volume da blastocele. Tal papel poderia ser exercido
através da conversdao de metionina em S-adenosilmetionina, que € produzida
exclusivamente a partir de metionina e pode servir como doador de metil para causar
metilacdo de lipidios de membrana e aumentar a atividade da bomba Na-K ATPase
(MURIEL, 1993).

Acosta et al. (2016) realizaram um estudo para determinar os efeitos da MPR
e da colina protegida no raimen no desenvolvimento, metilacdo do DNA e acumulo de
lipidios em embribes pré-implantacdo de vacas Holandesas. A suplementacdo de
metionina na dieta aumentou o acumulo de lipidios nos embrides, mas diminuiu a
metilacdo de DNA quando as vacas receberam metionina durante o periodo de
transicdo. Isto ocorreu porque a suplementacdo com metionina estimula a depuracao
de triacilglicerol do figado através da acao de lipoproteinas de densidade muito baixa
e entdo ocorre um aumento de 4cidos graxos na corrente sanguinea.

Tais achados corroboram com resultados de analise géncia realizada por
Penagaricano et al. (2013) em que relataram os 30 genes mais significativos em
embrides pré-implantacado que apresentaram expressao diferencial entre o grupo nao

suplementado e o grupo suplementado com metionina. Houve a maior expressao de
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dois genes nas vacas suplementadas, estando estes envolvidos no transporte e
metabolismo de lipidios, incluindo colesterol, e permitem a ligacdo de lipidios a
organelas. Outro achado interessante de Penagaricano et al. (2013) foi que a
expressao de varios genes em embrides pré-implantacéo (VIM, IFI6, BCL2A1, TBX15)
foram reduzidos em vacas suplementadas com metionina. No entanto, Bonilla et al.
(2010) trabalhando com embrides produzidos in vitro, relataram que a metilacéo global
do DNA néo foi afetada pela disponibilidade de metionina, sugerindo que a metionina
extracelular ndo é necessaria para a metilagdo do DNA no periodo pré-implantagéo.
Além disso, a sintese de proteinas permanece baixa ao longo do desenvolvimento
inicial e ndo aumenta substancialmente até o estadgio de desenvolvimento de
blastocisto. Bonilla et al. (2010) também evidenciaram que a concentracdo de
metionina no meio de cultura de embrides melhorou o desenvolvimento embrionario,
porém o desenvolvimento ideal foi alcangcado em concentragcdes de metionina
menores do que as concentracdes de metionina tipicamente observadas no trato
reprodutivo, sugerindo que a utlizacdo de metionina € baixa durante o
desenvolvimento pré-implantacgéo.

A suplementacdo de metionina durante o desenvolvimento folicular e no inicio
do desenvolvimento embrionario, até o dia 7 modifica a expressao génica do embridao
inicial. Penagaricano et al. (2013) relataram que embrides, em ambos os tratamentos
(suplementacéo de metionina ou ndo), embora apresentassem aparéncia morfolégica
similar e tenham recebido a mesma avaliagdo para estagio de desenvolvimento e
qualidade do embriéo (blastocisto expandido com excelente qualidade), apresentaram
diferencas transcriptdmicas significativas. Na verdade, mesmo em embriées com
morfologia semelhante, foram encontradas diferencas notaveis nos perfis de

expressao génica.

5 MATERIAL E METODOS

Todas as praticas envolvendo os animais foram realizadas de acordo com 0s
Principios Eticos da Experimentacdo Animal, aprovadas pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas
da UNESP de Dracena (Protocolo n° 11/2021), Sao Paulo, Brasil.
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5.1 Experimento 1

5.1.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido com as doadoras de odcitos alojadas na Fazenda
Central Senepol, localizada no municipio de Vera Cruz, estado de Sao Paulo, Brasil,
onde ocorreu os tratamentos e as aspiragdes foliculares. Os embrides foram
produzidos in vitro no Laboratério de Fertilizac&o In Vitro Central Senepol, sediado no

municipio de Marilia, Sdo Paulo, Brasil.

5.1.2 Animais

Foram utilizadas vacas doadoras de odcitos da raca Senepol (Bos taurus
taurus), ndo prenhes e sem bezerro ao pé, com média de idade de 7 anos (variando
de 4 a 10 anos), com um historico prévio de fertilidade de no minimo trés anos
consecutivos, reconhecido pelo Laboratério de Fertilizagdo In Vitro Central Senepol,
especialmente como boas doadoras de odécitos na producdo in vitro de embrides
(quantidade de odcitos, clivagem e conversao em embrides). As doadoras utilizadas
neste estudo foram selecionadas dentro de um plantel total de 120 doadoras de
oocitos mantidas na Central Senepol. Foram realizadas quatro repeticdes
experimentais que contabilizaram, ao término do experimento, 26 doadoras por grupo
de tratamento. Antes do inicio do experimento o sistema reprodutivo das doadoras foi
avaliado por ultrassonografia transretal. Somente doadoras com anormalidades
ausentes no sistema reprodutivo foram incluidas neste estudo. As doadoras foram

mantidas a pasto (Brachiaria sp.) com acesso a suplemento mineral e 4gua ad libitum.

5.1.3 Delineamento experimental

Para a formagao dos dois grupos experimentais, trabalhados a cada repeticéo,
as doadoras foram divididas equitativamente segundo idade, peso, ECC e capacidade
média no numero de odécitos obtidos a cada OPU (este parametro foi baseado em
historico prévio). As vacas doadoras de oocitos foram randomicamente divididas em
dois grupos: nao suplementadas com MPR (CON; n=26) e suplementadas com MPR
(MPR; n= 26) constituindo um delineamento “crossover”, conforme ilustrado na Figura

4, para tanto foi realizado um total de seis repeticdes. Os embries produzidos no
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Experimento 1 foram congelados para as andlises por RNAseq. Os embrides
excedentes, produzidos por 6 doadoras de cada grupo experimental foram
transferidos as receptoras por TETF, constituindo uma das repeticdes do experimento
2 (Item 5.2.3).

Figura 4 - Delineamento do Experimento 1. Doadoras de odcitos da raca Senepol,
foram suplementadas ou ndo com MPR durante os 14 dias que antecederam a
aspiracao folicular (DO ao D14; DO = primeiro dia de suplementacdo com metionina),
com um total de 26 animais por grupo, em um delineamento “crossover”, divididos em
seis repeticdes; no D8 as doadoras receberam 0,5mg de PGF2a e 2mg de benzoato
de estradiol (BE) ambos via intramuscular; amostras de sangue foram coletadas no
D-1, D7 e D14; a aspiracao folicular (OPU) foi realizada no D14 e os odcitos foram
submetidos ao processo de producdo in vitro de embribes até o 7° dia apos a
fertilizagdo (D7).

A 0,5mg de PGF2a, IM F e,
’ 2mg de BE, IM (D8) /, N
?;qe:g.:.. Q)
*set® R )
T Se
D-1 DO D7 D8 D14 PIVE
i | |
Coleta de Coleta de Coleta de
sangue sangue sangue
B. Delineamento "crossover"
H‘- R

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.1.4 Sincronizagcdo da onda de crescimento folicular nas doadoras de odcitos

Em ambos os experimentos, oito dias apos o inicio da suplementacéo (D8; DO
= primeiro dia de suplementacéo), ou seja, seis dias antes da OPU, as doadoras de
odcitos receberam 0,5mg de PGF2a (Sincrocio® - Ouro Fino) e 2mg de benzoato de
estradiol (RIC-BE- Tecnopec), ambos administrados por via intramuscular. O
benzoato de estradiol objetivou sincronizar a onda de crescimento folicular em todas
as fémeas, e a PGF2a possibilitou que a nova onda de crecimento ocorressse na
presenca de altas concentracdes de progesterona, condicdo que favorece o

crescimento folicular.

5.1.5 Tratamentos in vivo

Conforme ilustrado nas Figura 4, as doadoras de ambos o0s grupos de
tratamento, 14 dias antes da OPU foram suplementadas individualmente com 1,0 Kg
de racdo (Tabela 1) adicionada da dose diaria de 15 gramas de metionina/animal
(MPR; n=26) ou ndo (CON; n=26). A metionina (Smartamine M - Adisseo Brasil) foi
fornecida uma vez ao dia, pela manhd (8:00 horas), durante os 14 dias que
antecederam a aspiracao folicular (DO ao D14). O suplemento foi administrado em
cochos de forma a disponibilizar 33 cm lineares/animal. O fornecimento da racéo
adicionada ou n&do de metionina foi realizada em cochos individualizados e sempre no
mesmo horério, com o controle individual da ingestdo diaria de cada doadora. Os
piguetes, como 0 mesmo tipo e padrdo de crescimento de pasto foram alternados
entre 0s grupos para que houvesse a eliminacao do efeito do ambiente. Os animais
de cada grupo foram intercalados em piquetes com caracteristicas de producgéo
semelhantes, permanecendo trés dias em cada piquete, com o objetivo de reduzir ao

maximo o efeito da pastagem.
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Tabela 1 - Composi¢do da racdo concentrada — niveis de garantia. Produzida por:

Cooperativa Agropecuaria de Pedrinhas Paulista — SP.

Composicéao Volume
Umidade (max) 130 g/Kg
Proteina bruta (min) 160 g/Kg
Extrato etéreo (min) 30 g/Kg
Matéria fibrosa (méax) 75 g/Kg
Matéria mineral (méx) 65 g/Kg
Calcio (min) 10 g/Kg
Célcio (max) 12 g/Kg
FDA (max) 100 g/Kg
Fésforo (min) 4600 mg/Kg
Cobre (min) 7,3 mg/Kg
Cobalto (min) 0,12 mg/Kg
Ferro (min) 8,3 mg/Kg
lodo (min) 0,4 mg/Kg
Manganés (min) 18 mg/Kg
Selénio (min) 0,3 mg/Kg
Sodio (min) 1980 mg/Kg
Zinco (min) 53 mg/Kg
Vitamina A (min) 2000 Ul/Kg
Vitamina D3 (min) 600 Ul/Kg
Vitamina E (min) 16 Ul/Kg

Fonte: Elaborado pela autora.
Composic¢do béasica do produto: Milho integral moido; Farelo de soja; Farelo de trigo; Farelo de algodéo;
Amygold®; Sorgo; Uréia pecudria; Calcario calcitrico; Fosfato bicalcico; Cloreto de sodio (sal comum);
lodato de célcio; Selenito de sddio; Sulfato de cobalto; Sulfato de cobre; Sulfato de manganes; Sulfato

de zinco; Sulfato de ferro; Vitamina A; Vitamina D3; Vitamina E; Aditivo sensorial.

5.1.6 Coleta de sangue

Conforme ilustrado na Figura 4, amostras de sangue foram coletadas por
venopuncao da veia coccigena no D-1, D7 e D14 (DO = dia do inicio da
suplementacao). O sangue foi coletado utilizando-se agulha de calibre 21G x 17 (BD
Vacutainer®, REF 360212), e foi dispensado em um tubo de vidro de 8 mL com vacuo
(Vacutainer; Labor Import, Sdo Paulo, SP, Brasil) contendo acido tetracético
etilenediamine de sodio com sal tripotassico de EDTA (EDTA K3). Imediatamente
apos a coleta, o sangue foi delicadamente homogeneizado com a solucao de EDTA e
acondicionado em gelo até a centrifugacdo. Posteriormente, o sangue foi centrifugado
(Centrifuga Marca Fanem, Modelo 206/1) a 2.250 x g por 10 minutos a 4°C. Apds este

procedimento, o plasma foi transferido para microtubos e acondicionado a -20°C
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devidamente identificado. Trés aliquotas de plasma de 1 mL de cada amostra foram
adequadamente identificadas e armazenadas a -80°C. As concentracfes plasmaticas

de metionina serédo avaliadas por espectrometria de massas na University of Florida,

5.1.7 Aspiracéao folicular in vivo guiada por ultrassom

Imediatamente antes da aspiracao folicular, foi procedida a aplicacdo de 0,1 g
de lidocaina injetavel (Lidovet®, Laboratdrio Bravet Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
no espaco intervertebral, administrado pela via peridural. Em seguida, foi realizada a
avaliacdo da populacédo folicular ovariana (contagem e mensuracdo da populacao
folicular) com o auxilio de um aparelho de ultrassonografia (Mindray, DP2200), com
transdutor de aspiracdo (Mindray, modelo 65C15EAV). Apés as fémeas realizarem a
ingestdo da Ultima suplementacdo, todos os foliculos maiores do que 5 mm
visualizados nos ovarios foram puncionados para obtencao dos COCs. Para tanto, foi
utilizado um cateter (Jelco) 18G acoplado a sonda convexa transvaginal, com bomba
de succdo a vacuo, 100 mmHg/min (WTA Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda.,
Cravinhos, SP, Brasil, modelo BV 003), produzindo um fluxo de 15 mL/min. O
conteudo folicular foi recuperado a partir de um circuito de Teflon (WTA Watanabe
Tecnologia Aplicada Ltda, Cravinhos, SP, Brasil), de 2 mm de diametro interno e 80
cm de comprimento, ligando a agulha a um tubo plastico de 50 mL, contendo 2 mL de
meio constituido de Tampéao fosfato de Dulbecco-salino (DPBS) com temperatura
entre 35 e 37°C. O material coletado contido no tubo foi depositado em um microfiltro
de 50 mL de coleta de embrides, com tela de nylon de 100 micras (TED, Cravinhos -
SP) e lavado com DPBS. Todas as aspiracbes foram realizadas por um unico
veterinario. Considerando o delineamento “crossover”, 30 dias apos a OPU de cada
repeticdo um novo tratamento foi iniciado, onde as doadoras anteriormente do CON
passaram a MPR, e as doadoras anteriormente do MPR passaram a CON. Apés a
selecdo dos oocitos, 5 odcitos de classicacdo grau Il e grau lll de cada vaca foram
desnudados com auxilio de Tripsina e pipetagem. Essas células do cumulus foram
congeladas assim como 0s seus nucleos para posterior avaliacdo de expressao

génica e metilagdo do DNA.


http://www.abbreviationfinder.org/pt/acronyms/dpbs_dulbeccos-phosphate-buffered-saline.html
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5.1.8 Coleta de fluido folicular

Conforme ilustrado na Figura 4, no Experimento 1, no D14 imediatamente apés
a aspiracéo folicular, o fluido folicular de cada doadora de odcitos foi centrifugado em
tubo de 15 mL logo apoés a coleta durante 10 minutos a 2.250 g. Apos centrifugacao,
com auxilio de uma pipeta foi retirado 1,5 mL de pellet e 1,5 mL de sobrenadante e
posteriormente armazenado em criotubos a -20°C, para posterior mensuragcao das
concentracbes de metionina no fluido folicular pela técnica de espectrometria de
massas. Todos os tubos foram identificados (vaca #, amostra #, data). As
concentracfes de metionina no fluido folicular serdo avaliadas por espectrometria de

massas na University of Florida,

5.1.9 Identificagcdo dos CCOs

Os CCOs recuperados no filtro foram transferidos para placas de poliestireno
100 x 20 mm (Corning Incorporated, NY, USA), contendo DPBS suplementado com
1% de SFB e avaliados através de microscopio estereoscépico. Os odcitos foram
classificados segundo Lonergan (1994) em cinco grupos de qualidade, onde grau | =
células do cumulus compacto presente, contendo mais de trés camadas de células;

grau Il = células do cumulus compacto parcialmente presente em volta do od6cito ou

rodeando completamente o odcito, com menos de trés camadas celulares; grau Il

células do cumulus presente, com apenas uma camada de célula; Desnudo
auséncia de camada de células do cumulus e Atrésicos = células do cumulus em
regressao celular, cumulus expandido com células escuras e em grumos, e complexo
cumulus oocitario escuro e irregular. Apos classificacdo, os odcitos graus I, Il, 11l com
citoplasma homogéneo foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199 (TCM-
199 suplementado com 22 pg/mL de piruvato, 20mM de HEPES, 5mM de Bicarbonato
de sodio e 50ug/mL de amicacina). Posteriormente foram lavados uma vez em meio
de maturacdo B-199 (TCM199 com sais de Earles, glutamina e bicarbonato,
suplementado com 22 pg/mL de piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, 0,5 pg de
FSH/mL, 50 pg de LH/mL e 1 pg de estradiol/mL e com 10% SFB, antes de serem
transferidos para o cultivo de maturacdo. Todos os meios de cultivo utilizados neste

estudo foram produzidos pelo Laboratdrio Origem (Origem Embrides in vitro, Uberaba-
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MG, Brasil). Tal procedimento, ao longo de todo o periodo experimental, foi realizado

por um unico veterinario.

5.1.10 Maturacéo in vitro dos oocitos

Apoés a aspiracao dos foliculos, os odcitos foram identificados e classificados
em graus |, Il, lll, desnudo e atrésico. Apos a classificacdo foram transferidos para
tubos de 5 mL contendo 400 uL de meio de maturacdo coberto com 320 pL de 6leo
mineral (Marca Fujifilm Irvine Scientific), os quais foram gaseificados com mistura
gasosa com 5% de Oz, 5% de CO2 e 90% de Nz por 15 segundos antes de seu
fechamento com rolhas de silicone bem vedadas e imediatamente colocados em
transportadores de odcitos (WTA, Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda, Cravinhos,
SP, Brasil, modelo TO 15-020) a 38°C. Assim gque 0s 00citos chegaram ao laboratorio,
as tampas de silicone dos tubos foram retiradas e apenas mantido tampas de plastico
sem vedacdo completa dos tubos, ja que os mesmos foram transportados para a
incubadora 38,8 °C, com 5% de CO2 em ar e com maxima umidade. O tempo total de
maturacéo foi de 22 a 24 horas, desde o momento em que foram colocados nos tubos
contendo meio de maturacdo até o momento em que foram transportados para a
incubadora no laboratério. Os odcitos foram maturados em meio em meio de
maturacdo B-199 (TCM199 com sais de Earles, glutamina e bicarbonato,
suplementado com 22 pg/mL de piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, 0,5 pg de
FSH/mL, 50 pug de LH/mL e 1 ug de estradiol/mL e com 10% SFB.

5.1.11 Fertilizac&o in vitro

Apéds o periodo de maturagdo, os odcitos foram submetidos a fecundacao in
vitro, em microgotas de 70 pL de meio TALP-FIV suplementado com 4 pl/mL solugéo
PHE (1uM hipotaurina, 2uM penicilamina e 0,25uM epinefrina), 10 ug/mL heparina, 22
pug/mL de piruvato, 50 pg/mL de amicacina e 6mg/mL BSA livre acidos graxos. Os
CCOs foram lavados em meio TALP-FIV. Foram utilizados 5 touros diferentes da raca
Senepol (fertilidade in vitro previamente comprovada) para o processo de fertilizagao
in vitro, onde os touros foram divididos equitativamente entre ambos 0s grupos de

tratamento. As palhetas de sémen foram descongeladas a 35 °C, durante 30 segundos
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e seu conteudo centrifugado & 5000 rpm por 5 minutos em gradiente de Percoll (45 e
90%) para obtencédo dos espermatozoides moveis. Em seguida, foram centrifugados
em meio FIV, por 3 minutos a 5000 rpm, para remoc¢ao do diluidor e do plasma
seminal. A concentracéo espermatica foi de 2 x 10° espermatozéides vivos/ml e os
odcitos foram transferidos para as microgotas (de 20 a 23 odcitos/gota) contendo os
espermatozoides, onde permaneceram sob incubacdo em atmosfera com 5% de CO:

em ar a 38,8 °C, por um periodo de 18 a 20 horas.

5.1.12 Cultivo de embrides in vitro

Apoés o processo de MIV e FIV, os zigotos tiveram as células do cumulus
removidas parcialmente, onde permaneceram poucas monocamadas de células da
granulosa; e foram cultivados in vitro em meio SOF (“synthetic oviduct fluid”)
suplementado com 22ug/mL de piruvato, 6mg/ml BSA livre acidos graxos, 50 pg/mL
de amicacina e 2% SFB. Decorridas 72 horas pos-inseminacao-hpi (D3; DO = dia da
fertilizag&o) foi verificada a taxa de clivagem. Os o0citos néo clivados foram retirados
do meio e em seguida procedeu-se a renovacao com 50% do meio de cultivo novo
caracterizando o primeiro “feeding”. Foi realizado um segundo “feeding” no D6. O
estddio de desenvolvimento embrionario, incluindo a classificacdo de moérulas,
blastocistos iniciais, blastocistos, blastocistos expandidos e blastocistos eclodidos foi
avaliado de acordo com Lindner e Wright (1983) no sétimo dia apo6s a fertilizacao (D7).
A qualidade dos embrides, em graus I, Il oi lll; foi avaliada segundo Kennedy et al.
(1983). Os embrides permaneceram incubados em atmosfera com 5% de CO2 em ar,
a 38,8 °C. Todo o processo de PIV, incluindo MIV, FIV e CIV foi realizado por uma
Unica técnica laboratorial. Ao final do cultivo, para cada doadora, 5 embrides
constituiram um “pool” e foram congelados a -80°C para posterior avaliacdo da

expressdo genénica e metilagdo do DNA pela técnica de RNAseq.

5.1.13 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o programa SAS (verséo
9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) considerando a doadora como unidade

experimental. As variaveis dependentes continuas (numero de CCOs totais
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recuperados; taxa de CCOs recuperados viaveis; taxa de clivagem; taxa de conversao
de CCOs em blastocistos no D7 e numero de blastocistos produzidos no D7) foram
avaliadas quanto a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando os
dados n&do seguiram a distribuicdo normal, estes foram transformados em
logaritmo, ranqueamento ou raiz quadrada. Os dados foram analisados por ANOVA
usando o PROC MIXED considerando os efeitos fixos de grupo de tratamento (MPR
ou controle) e replicata; e a doadora e o touro, como efeitos aleatorios no
modelo. Os resultados serdo apresentados com média + erro padrdo da média (EPM)
nao transformados. Em todas as analises considerou-se um nivel de significancia de
5% (P < 0,05).

5.2 Experimento 2

5.2.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido com as doadoras de odcitos alojadas na Fazenda
Central Senepol, localizada no municipio de Vera Cruz, estado de Sao Paulo, Brasil.
ApoOs a suplementagdo das doadoras com metionina e a coleta dos odcitos na referida
fazenda, o processo de PIVE foi realizado no Laboratério de Fertilizacdo In Vitro
Central Senepol, sediado no municipio de Marilia, estado de Sdo Paulo, Brasil. As
receptoras de embrides, assim com a TETF foi conduzida em fazendas, localizadas
em Marilia — SP e Campo Mourao - PR, no periodo compreendido entre janeiro e junho
de 2023.

5.2.2 Animais

Foram utilizadas 19 fémeas doadoras de odcitos da ragca Senepol, ndo prenhes
e sem bezerro ao pé, com média de idade de 7 anos (variando de 4 a 10 anos) e um
histérico prévio de fertilidade reconhecido, especialmente como boas doadoras de
oocitos na producao in vitro de embrides. Antes do inicio do estudo, as fémeas
doadoras de odcitos foram clinicamente examinadas quanto a normalidade do sistema
reprodutivo, por ultrassonografia transretal. Somente fémeas com anormalidades
ausentes no sistema reprodutivo foram incluidas neste estudo. Os animais foram

mantidos a pasto e recebiam agua ad libitum. As receptoras de embrides (n = 147)
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eram vacas, meio sangue (F1) provenientes do cruzamento de matrizes Nelore com
Red Angus, Aberdeen Angus, Bradford e Senepol; sem bezerro ao pé (eram vacas
solteiras), com ECC de 3,5 a 4; na escala de 1 a 5. As receptoras foram mantidas a

pasto (Brachiaria Brizantha) com acesso a suplemento mineral e 4gua ad libitum.

5.2.3 Delineamento experimental

As vacas doadoras 14 dias antes da OPU foram suplementadas
individualmente com 1,0 Kg de racdo (Tabela 1) adicionada de 15 gramas de
metionina/animal/dia (MPR; n=19) ou ndo (CON; n=19), em cochos individualizados e
sempre no mesmo horario (8:00 horas), conforme ilustrado na Figura 5. Os embrides
excedentes, produzidos por 6 doadoras de cada grupo experimental pertencente a
experimento 1 foram transferidos as receptoras por TETF, constituindo parte do
experimento 2. Além destes, foram feitas mais duas repeticées de OPU, constituindo
também um delineamento experimental “crossover”, onde em cada repeticdo foram
utilizadas 15 vacas, entretanto, apenas 13 doadoras produziram embrifes em cada
grupo. Assim, cada grupo experimental totalizou 19 doadoras por grupo, provenientes
de quatro repeticées. Houve uma producao total de 147 embrides, sendo 85 embribes
provenientes de doadoras tratadas com MPR (MPR; n = 85) e 62 provenientes de
doadoras nao tratadas com MPR (CON; n = 62).
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Figura 5 - Delineamento do Experimento 2. Doadoras de odécitos da raca Senepol,
foram suplementadas ou ndo com MPR durante os 14 dias que antecederam a
aspiracao folicular (DO ao D14; DO = primeiro dia de suplementacdo com metionina),
com um total de 19 animais por grupo, em um delineamento “crossover”, divididos em
guatro repeticdes; no D8 as doadoras receberam 0,5mg de PGF2a e 2mg de benzoato
de estradiol (BE) ambos via intramuscular; a aspiracéo folicular (OPU) foi realizada no
D14 e os odcitos foram submetidos ao processo de producéo in vitro de embrides até
0 7° dia apos a fertilizacdo (D7) blastocistos no D7 (n=147) advindos de doadoras
tratadas com metionina (MPR; n = 85 embrides) ou nédo tratados (CON; n = 62
embrides) foram transferidos as receptoras por TETF.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.2.4 Sincronizagcdo da onda de crescimento folicular nas doadoras de odcitos

Em ambos os experimentos, oito dias apés o inicio da suplementacéo (D8; DO
= primeiro dia de suplementacéo), ou seja, seis dias antes da OPU, as doadoras de
odcitos receberam 0,5mg de PGF2a (Sincrocio® - Ouro Fino) e 2mg de benzoato de
estradiol (RIC-BE- Tecnopec), ambos administrados por via intramuscular. O
benzoato de estradiol objetivou sincronizar a onda de crescimento folicular em todas
as fémeas, e a PGF2a possibilitou que a nova onda de crecimento ocorressse na
presenca de altas concentragcdes de progesterona, condicdo que favorece o

crescimento folicular.



43

5.2.5 Aspiragéo folicular in vivo guiada por ultrassom

Imediatamente antes da OPU foi procedida a aplicacéo de 0,1 g de lidocaina
injetavel (Lidovet®, Laboratorio Bravet Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no espaco
intervertebral, administrado pela via peridural. Em seguida, foi realizada a avaliagcéo
da populacao folicular ovariana (contagem e mensuracao da populacéao folicular) com
0 auxilio de um aparelho de ultrassonografia (Mindray, DP2200), com transdutor de
aspiracdo (Mindray, modelo 65C15EAV). Apos as fémeas realizarem a ingestao da
ultima suplementagéo, todos os foliculos maiores do que cinco mm visualizados nos
ovarios foram puncionados para obtencdo dos COCs. Para tanto, foi utilizado um
cateter (Jelco) 18G acoplado a sonda convexa transvaginal, com bomba de succ¢éo a
vacuo, 100 mmHg/min (WTA Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Cravinhos, SP,
Brasil, modelo BV 003), produzindo um fluxo de 15 mL/min. O conteudo folicular foi
recuperado a partir de um circuito de Teflon (WTA Watanabe Tecnologia Aplicada
Ltda, Cravinhos, SP, Brasil), de 2 mm de diametro interno e 80 cm de comprimento,
ligando a agulha a um tubo plastico de 50 mL, contendo 2 mL de meio constituido de
Tampéao fosfato de Dulbecco-salino (DPBS) com temperatura entre 35 e 37 °C. O
material coletado contido no tubo foi depositado em um microfiltro de 50 mL de coleta
de embrides, com tela de nylon de 100 micras (TED, Cravinhos - SP) e lavado com
DPBS. Todas as aspiracdes foram realizadas por um unico veterinario. Considerando
o delineamento “crossover”, 30 dias apdés a OPU de cada repeticio um novo
tratamento foi iniciado, onde as doadoras anteriormente do Grupo CON passaram a

Grupo MPR, e as doadoras anteriormente do Grupo MPR passaram a Grupo CON.

5.2.6 Identificacdo dos CCOs

Os CCOs recuperados no filtro foram transferidos para placas de poliestireno
100 x 20 mm (Corning Incorporated, NY, USA), contendo DPBS suplementado com
1% de SFB e avaliados através de microscopio estereoscopico. Os oocitos foram
classificados segundo Lonergan (1994) em cinco grupos de qualidade, onde grau | =
células do cumulus compacto presente, contendo mais de trés camadas de células;
grau Il = células do cumulus compacto parcialmente presente em volta do o6cito ou

rodeando completamente o o6cito, com menos de trés camadas celulares; grau Il =


http://www.abbreviationfinder.org/pt/acronyms/dpbs_dulbeccos-phosphate-buffered-saline.html
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células do cumulus presente, com apenas uma camada de célula; Desnudo =
auséncia de camada de células do cumulus e Atrésicos = células do cumulus em
regressao celular, cumulus expandido com células escuras e em grumos, e complexo
cumulus oocitério escuro e irregular. Apos classificagcdo, os odcitos graus |, 11, 11l com
citoplasma homogéneo foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199 (TCM-
199 suplementado com 22 ug/mL de piruvato, 20mM de HEPES, 5mM de Bicarbonato
de sodio e 50ug/mL de amicacina). Posteriormente foram lavados uma vez em meio
de maturacdo B-199 (TCM199 com sais de Earles, glutamina e bicarbonato,
suplementado com 22 pg/mL de piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, 0,5 pg de
FSH/mL, 50 pg de LH/mL e 1 ug de estradiol/mL e com 10% SFB, antes de serem
transferidos para o cultivo de maturacdo. Todos os meios de cultivo utilizados neste
estudo foram produzidos pelo Laboratério Origem (Origem Embrides in vitro, Uberaba-
MG, Brasil). Tal procedimento, ao longo de todo o periodo experimental, foi realizado

por um unico veterinario nos diferentes dias.

5.2.7 Maturacdo in vitro dos oo6citos

Apés a aspiracdo dos foliculos, os odcitos foram identificados e classificados
em graus |, Il, lll, desnudo e atrésico. Apods a classificacdo foram transferidos para
tubos de 5 mL contendo 400 pL de meio de maturacéo coberto com 320 uL de 6leo
mineral (Marca Fujifilm Irvine Scientific), os quais foram gaseificados com mistura
gasosa com 5% de O2, 5% de CO2 completando com nitrogénio por 15 segundos
antes de seu fechamento com rolhas de silicone bem vedadas e imediatamente
colocados em transportadores de oocitos (WTA, Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda,
Cravinhos, SP, Brasil, modelo TO 15-020) a 38°C. Assim que 0s o6citos chegaram ao
laboratorio, as tampas de silicone dos tubos foram retiradas e apenas mantido tampas
de plastico sem vedacédo completa dos tubos, j& que os mesmos foram transportados
para a incubadora 38,8 °C, com 5% de CO2 em ar e com maxima umidade. O tempo
total de maturacao foi de 22 a 24 horas, desde o momento em que foram colocados
nos tubos contendo meio de maturacdo até o momento em que foram transportados
para a incubadora no laboratorio. Os odécitos foram maturados em meio em meio de

maturacdo B-199 (TCM199 com sais de Earles, glutamina e bicarbonato,
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suplementado com 22 pg/mL de piruvato, 50 pg/mL de gentamicina, 0,5 pg de
FSH/mL, 50 pg de LH/mL e 1 pg de estradiol/mL e com 10% SFB.

5.2.8 Fertilizagéo in vitro

Apoés o periodo de maturacdo, os oocitos foram submetidos a fecundacéao in
vitro, em microgotas de 70 pL de meio TALP-FIV suplementado com 4 pl/mL solucéo
PHE (1uM hipotaurina, 2uM penicilamina e 0,25uM epinefrina), 10 pg/mL heparina, 22
pug/mL de piruvato, 50 pug/mL de amicacina e 6mg/mL BSA livre acidos graxos. Os
CCOs foram lavados em meio TALP-FIV. Foram utilizados 4 touros diferentes da raca
Senepol (fertilidade in vitro previamente comprovada) para o processo de fertilizacéao
in vitro que foi dividido equitativamente entre ambos os grupos. As palhetas de sémen
foram descongeladas a 35 °C, durante 30 segundos e seu conteudo centrifugado a
5000 rpm por 5 minutos em gradiente de Percoll (45 e 90%) para obtencdo dos
espermatozoides moveis. Em seguida, foram centrifugados em meio FIV, por 3
minutos a 5000 rpm, para remocéao do diluidor e do plasma seminal. A concentracao
espermatica foi de 2 x 10% espermatozoéides vivos/ml e os odcitos foram transferidos
para as microgotas (de 20 a 23 odcitos/gota) contendo os espermatozoides, onde
permaneceram sob incubacdo em atmosfera com 5% de CO2 em ar a 38,8 °C, por um

periodo de 18 a 20 horas.

5.2.9 Cultivo de embrides in vitro

Apoés o processo de MIV e FIV, os zigotos tiveram as células do cumulus
removidas parcialmente, onde permaneceram poucas monocamadas de células da
granulosa; e foram cultivados in vitro em meio SOF (“synthetic oviduct fluid”)
suplementado com 22ug/mL de piruvato, 6mg/ml BSA livre &cidos graxos, 50 pg/mL
de amicacina e 2% SFB. Decorridas 72 horas pds-inseminacéo-hpi (D3), foi verificada
a taxa de clivagem. Os od0citos néo clivados, ou seja, aqueles oo6citos que nao foram
fertilizados e que ndo continuaram seu desenvolvimento embrionario e se
degeneraram apos a fertilizacdo foram retirados, e o meio de cultivo foi renovado
(feeding). Foi realizado um segundo “feeding” 144 hpi (D6). O estadio de

desenvolvimento embrionario, incluindo a classificacdo de moérulas, blastocistos
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iniciais, blastocistos, blastocistos expandidos e blastocistos eclodidos foi avaliado de
acordo com Lindner e Wright (1983), nos dias seis e sete apos a fertilizacdo. A
gualidade dos embrides foi avaliada segundo Kennedy et al. (1983). Os embrides
permaneceram incubados em atmosfera com 5% de CO2 em ar, a 38,8 °C. Os
embrides em estagio de blastocistos em D7 foram envasados em meio SOF
adicionado de 20 mM de HEPES, 5% de SFB e 4 mg/ml de BSA livre de &cidos graxos,
previamente aquecido a 38°C e entdo estes embrides selecionados de qualidade |
(excelente) e Il (bom) foram envasados em palhetas finas de 0,25 (IMV Technologies).
Apbés o envase, os embrides ja previamente identificados foram colocados no
transportador de embrides a uma temperatura de 38°C e encaminhados até a
Fazenda para transferéncia em vacas receptoras previamente preparadas. Apos a
palpacéo retal feita pelo médico veterinario, onde foi identifcado o ovario que possuia
o corpo lateo ativo, o embrido foi inovulado com auxilio de um inovulador na ponta

distal do corno uterino ipsilateral ao ovario com corpo luteo.

5.2.10 Protocolo de sincronizacdo da ovulagcdo nas receptoras

As receptoras foram submetidas a exame ginecoldgico e somente aquelas que
estavam ciclando (ndo se encontravam em anestro) foram utilizadas. Apara a
sincronizagédo sas ovulagdes as receptoras receberam 2mg benzoato de estradiol
(RIC-BE- Tecnopec) via IM, associado a inser¢éo de dispositivo intravaginal contendo
1 grama de progesterona (PRIMER). Ap6s 8 dias foi realizada a remocdo do
dispositivo de P4 e aplicagdo 0,5mg de PGF2a (Sincrocio® - Ouro Fino) e 2mg de

benzoato de estradiol (RIC-BE- Tecnopec), ambos via IM.

5.2.11 Transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF)

Conforme representado na Figura 5, no Experimento 2, apds a producédo dos
embribes, os blastocistos com 7 dias de desenvolvimento (DO = dia da FIV) foram
transferidos as receptoras. As receptoras foram previamente avaliadas por
ultrassonografia a apenas fémeas ovuladas com um corpo luteo condizente com o D7

(DO = dia da ovulacao) receberam os embrides. O embrido no D7 foi via transcervical
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inserido na por¢cdo mais cranial possivel ao corno uterino ipsilateral ao corpo luteo. As
TETF foram realizadas por um Unico médico veterinario. As TETFs foram realizadas
em duas repeticdes, onde os embrides eram provenientes de doadoras de odcitos

suplementadas com metionina (MPR; n = 85) ou ndo (CON; n = 62).

5.2.12 Diagndstico de prenhez

O diagnéstico de prenhez foi realizado aos 23 dias apés a TETF, ou seja, aos
30 de prenhez, pelo uso de ultrassonografia transretal (Aloka, modelo SSD-500,
Berger Distribuidora Aloka para Brasil), onde na presenca de vesicula amniética
contendo o feto as fémeas foram classificadas com prenhas; e na auséncia de tais
estruturas como ndo prenhas. A taxa de prenhez (numero de fémeas prenhas /
namero de fémeas submetidas a TETF x 100) foi determinada para cada grupo de

tratamento.

5.2.13 Anélise estatistica

Todas as anadlises estatisticas foram realizadas usando o programa SAS
(versdo 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Para a variavel taxa de prenhez foi
utiizado o PROC GLIMMIX usando uma distribuicdo binomial, considerando o
tratamento (metionina ou controle) como efeito fixo, e a doadora, touro e fazenda,
como efeitos aleatorios. Em todas as analises considerou-se um nivel de significancia
de 5% (P < 0,05).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1. Conforme ilustrado na Tabela 2, ndo foi observada diferenca

entre 0s grupos para as variaveis estudadas.
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Tabela 2 - Experimento 1. Média + erro padrdo do numero CCOs
recuperados/doadora, numero de CCOs totais recuperados viaveis
recuperados/doadora, taxa de CCOs recuperados viaveis (%); taxa de clivagem (%),
taxa de conversdo de CCOs em blastocistos no D7 (%) e niumero de blastocistos
produzidos no D7/doadora; provenientes de doadoras de odcitos da raca Senepol ndo
suplementadas (Grupo Controle; n = 26) ou suplementadas com 15g/animal/dia de
MPR (Grupo Metionina; n = 26) via oral, durante os 14 dias que antecederam a

aspiracao folicular.

L Grupo Controle Grupo Metionina Valor de P
Variaveis

Nimero de CCOs totais recuperados/doadoral 34,6842 + 3,2687 34,7894 + 3,6197 0,6690

NGmero de CCOs viaveis 29,2105 + 3,5930 29,6315 + 3,5992 0,7514

recuperados/doadora?®

Taxa de CCOs recuperados viaveis (%)° 72,2659 +5.2779 70,4465 + 6,0910 0,6908

Taxa de Clivagem (%)* 65,8627 + 5,9443 68,7473 + 6,8064 0,5692

Taxa de converséo de CCOs em blastocistos 23,7181 + 4,4780 28,3952 + 4,6178 0,3082

no D7 (%)°

. . . 9,8636 + 1,6187 10,0869 + 1,5411 0,6682
Numero de blastocistos produzidos no - -

D7/doadora®

Fonte: Elaborado pela autora.
INUmero de CCOs recuperados por doadora com a aspiracéo folicular; 2Nimero de CCOs recuperados
viaveis (Graus |, Il e Ill) por doadora com a aspiracao folicular; 3(Nimero de CCOs viaveis / nimero de
CCOs totais recuperado s) x 100; 4(Nimero de CCOs clivados/ nimero de CCOs submetidos a
fertilizacdo in vitro) x 100; SNamero de blastocisto no D7 Graus | e Il / nimero de CCOs colocados na
fertilizacdo) x 100; ®NUmero de blastocistos produzidos no D7 por doadora aspirada.
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Experimento 2. Conforme ilustrado na Figura 6, 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) respectivamente; P = 0,5513].

Figura 6 - Taxa de prenhez (nimero de receptoras prenhas / nimero de receptoras que
receberam um embrido X 100) aos 23 dias apd6s a TETF em receptoras (n=147) que

receberam embrides produzidos in vitro

oriundos de doadoras suplementadas com

metionina (MPR; n= 85 embrides) ou ndo (CON; n= 62).
P =0,5513
60+
S
N—
S
]
< 40+
=~
g
=
-~
g
2 20+
g
N~
46,77% (29/62) 51,76%% (44/85)
0 T T
Grupo Controle Grupo MPR

Fonte: Elaborado pela autora.

Na Figura 7, estdo sumarizados os resultados referentes a comparacdo das

diferentes variaveis entre os dois tratamentos. N&o foi observada diferenca entre os

grupos para todas as variaveis estudadas

em ambos 0s experimentos.

Figura 7 - Sumarizacao dos resultados obtidos nos experimentos 1 e 2.

Experimento 1 Experimento 2

X Naéo altera

X Taxa de prenhez quando embrides

X N sdo transferidos a fresco as
Nimero de COCs totai: dos; =
cmecace S ofea moupermcos receptoras submetidas a TETF

X Taxa de COCs recuperados viaveis;

X Taxa de clivagem;

X Taxa de conversdo de COCs em blastocistos no
D7;

X Numero de

p i no D7

Fonte: Elaborado pela autora.
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Como visto nos resultados do Experimento 1, nao houve diferenga significativa
entre CON e MPR em relac&o a todas as variaveis avaliadas. Liu et al. (2021) avaliaram
o efeito da suplementacéo com de 3,7 gramas/cabeca/dia de MPR em vacas mesticas,
fornecida 30 dias antes e 90 dias ap0s o inicio da estacdo reprodutiva. Os autores
verificaram que a suplementacdo com MPR alterou significativamente os padrdes de
coexpressao génica na prole, e que algumas dessas mudancas foram mediadas por
alteracbes na metilacdo do DNA. No presente estudo, apesar de nao ter sido
encontrada diferencas significativas na producéo in vitro de embrides espera-se, com
as andlises que estdo sendo realizadas por RNAseq, que sejam observadas diferencas
notaveis no padrdo de metilacdo dos embrides quando compararmos o Grupo MPR
com o Grupo CON. 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, fertilizacao e
pré-implantacdo do odécito, assim como o desenvolvimento embrionario sdo periodos
particularmente sensiveis a mudancas na nutricio materna. Penagaricano et al. (2013)
observaram que embrides suplementados ou ndo com MPR néo diferiram na aparéncia
morfoldgica, e que embora os embrides de ambos os grupos tenham recebido a mesma
avaliacdo para estagio de desenvolvimento e qualidade do embrido (blastocisto
expandido com excelente qualidade), houveram diferencas transcriptbmicas
significativas. Na verdade, embrides morfologicamente semelhantes apresentaram

diferencas notaveis nos perfis de expressao génica.

De acordo com Penagaricano et al. (2013), a nutricdo materna no periodo peri-
concepcional, com metionina ou lisina, promove alteragdes no transcriptoma do
embrido apos avaliacdo do RNA-seq. Neste estudo, de um total de 10.662 avaliados,
observou-se 276 genes expressos diferencialmente, destes varios estavam
relacionados ao desenvolvimento embrionério e a resposta imune. O experimento
consistia no tratamento de vacas Holandesas com niveis diferentes de metionina,
sendo um grupo suplementado com 2,4% de MPR e o segundo grupo com 1,9% de
metionina esta ndo protegida no ramen. As fémeas foram submetidas a um protocolo
de superovulagéo, para que produzissem embrides in vivo, para posterior transferéncia
em fémeas receptoras. Apds protocolo de superovulacdo, as fémeas passaram por
duas inseminagcdes. Os embrides obtidos eram de qualidade excelente e boa. A

suplementacdo da doadora com metionina a 2,4% de MPR promoveu alteracbes no
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transcriptoma de alguns genes, onde observou-se um aumento da metilagdo do DNA
de forma a determinar na prole, melhorias no sistema imunol6gico até a vida adulta da

referida prole.

Importante ressaltar que de acordo com Bonilla et al. (2010), em um estudo
adicionando diferentes niveis de metionina no meio de cultivo de embrido, onde foi
realizado dois experimentos sendo um utilizando niveis de 0, 35, 50, 100, 200 ou 400
mol/l de metionina no meio e o segundo utilizando 0, 7, 14, 21, 28 ou 35 mol/l de
metionina no meio de cultivo. Os mesmos autores observaram que em ambos 0s
experimentos a porcentagem de odécitos que se desenvolveram até blastocisto foi
menor no grupo controle. A producao de blastocisto foi maior para as concentracfes
de 35 e 400 mol/l de metionina no experimento 1 e também para embrides cultivados
com 7 e 35 mol/l de metionina no experimento 2. No entanto, a propor¢ao de
blastocistos expandidos ou eclodidos foi reduzida em concentragdes mais baixas de
metionina no segundo experimento (7 e 14 mol/l de metionina). Os autores concluiram
gue a necessidade de metionina pré-implantacéo esta entre 14 e 21 mol/l e que essas
concentragbes sdo menores ou semelhantes as encontradas no trato reprodutivo,
dessa forma sugerindo que a deficiéncia de metionina ndo seria uma causa comum de
mortalidade embriondria. Ja no presente estudo, apenas as doadoras foram
suplementadas com a metionina, isto é, obtivemos modificacbes apenas a nivel de
oocito. Diferentemente do trabalho de Bonilla et al. (2010), onde os embrides foram
cultivados com meio enriquecido de metionina, no trabalho em questdo os embrides
ndo foram submetidos a nenhum tipo de tratamento. Sabe-se que a metionina promove

a metilacdo no embriéo.

Do mesmo modo, no Experimento 2, ndo houve diferenca significativa na taxa
de prenhez das receptoras que receberam embrides produzidos de doadoras de
od6citos suplementadas ou ndo com metionina. Em um estudo realizado por Diaza et al.
(2022, dados ainda nédo publicados), 114 vacas multiparas Angus e Brangus (Brahman
x Angus) foram divididas em dois grupos para receberem 1 kg de racédo/animal/dia com
a adicdo 15 gramas de MPR/animal/dia, durante 14 dias, durante o periodo de 7 dias
antes da IATF e 7 dias apos a IATF. Os autores observaram uma taxa de prenhez de
55% nas vacas suplementadas com MPR e 50% nas ndo suplementadas, no
diagnéstico realizado 30 dias ap6s a IATF. Em nosso estudo, a taxa de prenhez nao

foi incrementada em embrides produzidos a partir de odcitos provenientes de doadoras
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suplementadas com MPR. Importante ressaltar novamente que em nosso estudo
apenas as doadoras foram suplementadas, enquanto os embrides e as receptoras nao
passaram por nenhum tipo de tratamento, diferentemente do trabalho de Diaza et al.
(2022), onde a suplementacéo foi fornecida para a fémea que ndo so6 fornece o oocito

como também mantém a prenhez.

7 CONCLUSAO

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

aumenta eficiéncia na produgéo in vitro de embrides e a taxa de prenhez apo6s TETF.
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