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EFEITOS DA NUTRIGAO NO DESENVOLVIMENTO OVARIANO FETAL
DURANTE O INICIO DA GESTAGAO EM VACAS NELORE

RESUMO - Influéncias ambientais, como a nutricdo, durante a fase inicial da
gestacdo de fémeas bovinas podem ter impacto no desenvolvimento fetal e
consequentemente na vida adulta. O desenvolvimento dos ovarios dos fetos &
estabelecido durante o inicio da gestagdo. Testamos a hipotese de que a
restricdo e/ou excesso de nutrientes ingeridos por vacas durante os primeiros
60 dias da gestacao interfere no desenvolvimento corporal e transcriptoma
ovariano dos fetos. Vinte e uma vacas Nelore uniparas foram submetidas a
inseminacgao artificial com sémen sexado (fémea) de um unico touro e alocadas
individualmente em diferentes dietas. A dieta do grupo controle atendeu as
exigéncias de mantenga para a categoria animal (100%), e a dos grupos de
alta e baixa ingestdo a 180% e 60% dos requerimentos de mantenga,
respectivamente. Amostras de sangue venoso foram colhidas para
quantificacdo de progesterona, LH, insulina e leptina. Aos 60 dias de gestacéo
oito fetos foram removidos por colpotomia (acesso via vaginal), pesados, os
ovarios dissecados e pesados. Os ovarios (um de cada par) foram submetidos
ao RNA-Seq. Observou-se que o status nutricional materno durante os
primeiros 60 dias de gestacédo influenciou: o perfil hormonal de progesterona,
insulina e leptina, que foi menor nos animais do grupo de baixa ingestao; a
relacdo peso ovariano/peso corporal dos fetos do grupo de alta ingestao que foi
maior comparada aos demais; o padrao de expressao génica nos ovarios entre
os fetos dos grupos controle, alta e baixa ingestdo. Concluimos que mudangas
na nutricdo materna durante os primeiros 60 dias de gestagdo podem alterar o

desenvolvimento fetal e o perfil transcriptdmico dos ovarios fetais.

Palavras-chave: Nutricdo, ovarios, expressao génica, bovinos.
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EFFECTS OF NUTRITION ON FETAL OVARIAN DEVELOPMENT DURING
EARLY PREGNANCY IN NELLORE COWS

SUMMARY - Environmental influences such as nutritional restriction during
early gestation may impair fetal development and compromise functions in
adulthood. Ovarian development occurs during early gestation. We
hypothesized that restriction or excess of nutrients ingested by cows during the
first 60 days of pregnancy affects fetal body weight and ovarian development.
Fifty uniparous Nelore cows were subjected to Timed Artificial Insemination
with sexed semen (female) of a single bull and individually allocated on different
diets. The diet used for the control group met the maintenance requirements
and the groups with high and low either 180% or 60% of maintenance,
respectively. Venous blood samples were collected for plasma progesterone,
LH, insulin and leptin quantification. At 60 days of gestation, eight fetuses were
removed by colpotomy (accessed through the vagina), weighed, ovaries were
dissected and weighed. One fetal ovary (of each pair) was used for
transcriptional analysis by RNA-seq. It was observed that maternal nutritional
status during the first 60 days of gestation: 1) progesterone, insulin and leptin
levels which were lower in the group with low; 2) the relative ovarian weight /
body weight of fetuses in the high intake group was higher compared to the
others groups; 3) ovarian gene expression patterns differedbetween control,
high and low groups. Thus, we conclude that changing maternal nutrition during
the first 60 days of gestation affects the development and transcriptomic profile

of fetal ovaries.

Keywords: Nutrition, ovaries, gene expression, bovine.
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

Um adequado desenvolvimento ovariano durante a vida fetal é
fundamental para que se tenha fertilidade e longevidade reprodutiva na vida
adulta.

A quantidade total de foliculos presente no ovario € determinada em
ruminantes e primatas durante o periodo embrionario (TANAKA et al., 2001;
BETTERIDGE et al., 1989) ou imediatamente apds o nascimento em roedores
(HIRSHFIELD et al., 1991).

Apesar de alguns trabalhos levantarem hipoteses de que possam existir
mecanismos envolvidos na formagéo pds-natal de novas células germinativas e
foliculos na mulher (BUKOVSKY et al.,, 2004), e em camundongas adultas
(JOHNSON et al., 2004), ainda é aceito que em mamiferos a reserva de
oocitos seja estabelecida durante a vida fetal (VAN DER HURCK,
2005),ocorrendo por volta dos 60 dias de gestacdo o numero maximo de
odocitos e foliculos no ovario fetal (ERICKSON, 1966).

A reserva folicular capaz de se desenvolver até o estagio ovulatério é
finita (WEBB et al., 2004) e sofre intensa redugao durante a gestagéo e na vida
adulta (PEPLING et al., 2006; TANAKA et al., 2001; ERICKSON, 1966). Em
bovinos, os relatos do periodo de formagao e desenvolvimento folicular sao
conflitantes. Em fetos Bos taurus, Russe, (1983) observou o aparecimento de
foliculos primordiais, primarios e secundarios aos 90, 140 e 210 dias de idade
respectivamente, Tanaka et al. (2001) reportaram aos 74, 91 e 210 dias
respectivamente e Yang; Fortune (2008) encontraram a diferenciagao entre
foliculos no intervalo de 90 e 140 dias de idade. Ja em fetos Bos indicus,
Mbassa (1989) relatou que os foliculos primordiais eram formados a partir de
60 dias pés-coito, Diniz et al. (2005) relataram o surgimento de foliculos
primordiais, em crescimento (primarios e secundarios) e antrais aos 95, 140 e
180 dias de idade respectivamente, Monteiro et al. (2009) aos 90, 120 e 180
dias de idade e Castilho (2008) aos 75, 90 e 150 dias. Independente da
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divergéncia do momento do aparecimento das categorias foliculares, o pico de
células germinativas ocorre por volta dos 60 dias de gestacdo (ERICKSON,
1966).

O numero de foliculos pré-antrais por ovario varia entre as espécies,
sendo de aproximadamente 1.500 na camundonga (SHAW et al., 2000), 33.000
na ovelha (AMORIM et al., 2000), 35.000 na cabra (LUCCI et al., 1999) e,
aproximadamente 2.000.000 na mulher (ERICKSON, 1986).

Em bovinos, a diferenca na populagao folicular esta relacionada a
subespécie animal, sendo que as fémeas zebuinas possuem maior numero de
foliculos que fémeas taurinas (SENEDA et al., 2010). Porém, Silva et al. (2009)
realizaram um estudo comparativo estimando o numero de foliculos pré-antrais
em fémeas da raca Nelore e da raga Angus, e nao constataram diferenca (p >
0,05) entre a populagao folicular de B. indicus e taurus, tanto na fase fetal
quanto em novilhas.

Ireland et al. (2008; 2009) e Jimenez-Krassel et al. (2009) comprovaram
haver associagao positiva entre a contagem de foliculos antrais € o numero de
oocitos e foliculos morfologicamente saudaveis nos ovarios de vacas taurinas
em ciclos estrais sucessivos, sendo tal caracteristica repetivel por varias
geracgoes.

Vacas holandesas no pods-parto com alta contagem folicular tinham
chance trés vezes maior de emprenharem quando comparadas aquelas com
baixa contagem (MOSSA et al. 2012). No entanto, tal caracteristica € passivel
de alteragdes epigenéticas, como por exemplo, o tipo de nutricdo materna
durante a gestacao que pode alterar a proliferacao de oogbnias e o numero de
foliculos na vida poés-natal do concepto (EVANS et al.,, 2010; MOSSA et al.,
2009).

Existe uma importante associacdo entre a nutricdo e o sistema
reprodutivo de ruminantes (KEISLER; LUCY, 1996). Dentre os nutrientes que
compdem a dieta animal, a energia € o que mais afeta a reprodugao de fémeas
bovinas (SANTOS et al., 2006). Pesquisas recentes envolvendo nutricdo e

fertiidade de bovinos tem demonstrado a influéncia nutricional sobre eventos



16

moleculares e celulares que envolvem a producdo de gametas, o
desenvolvimento embrionario, o crescimento e a implantacdo do concepto
(SCARAMUZZI et al., 2011; BASTOS, 2008; WEBB et al., 2004).

A ingestdao de nutrientes age em varios niveis do eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal e afeta fatores de crescimento de origem sistémica ou local
que controlam direta ou indiretamente a fungcado ovariana materna e a produgcao
embrionaria (DA SILVA et al.,, 2002; BORWICK et al., 1997). O déficit
energético pode estar relacionado a um desempenho reprodutivo insatisfatério
como o atraso na idade a puberdade (FUNSTON et al., 2008) e cio pos-parto
(MAQUIVAR, 2011) bem como redugdo nas taxas de concepgao e prenhez em
vacas de leite e corte (DINSK et al., 2003).

Estudos apontam que os primeiros 60 dias de gestacédo é o periodo de
maior sensibilidade ovariana as alteracdes nutricionais durante o periodo
gestacional, o periodo coincide com o pico de odcitos e foliculos no ovario fetal
(ERICKSON, 1966). Tanto o excesso quanto a restricdo alimentar podem
acarretar um desenvolvimento anormal de 6rgaos e tecidos (LONG et al.,
2012), modificacdo de fungdes fisioldgicas enddcrinas (como predisposicéo
para desordens metabdlicas na vida adulta) (FORD et al., 2009) e alteragéo na
modulagao da expressao génica (WALSH et al., 2012).

Bezerras taurinas, nascidas de maes com restricado nutricional no terco
inicial da gestacdo (60% dos requerimentos de mantenga), apresentavam
menor concentragdo plasmatica do horménio Anti-Mulleriano (AMH), bem como
menor contagem de foliculos antrais quando comparadas as bezerras nascidas
de maes nao restritas no mesmo periodo (MOSSA et al., 2009).

A reducdo da populagcdo e da densidade folicular foi observada em
bezerras de corte nascidas de méaes que sofreram restricao protéica no terco
inicial seguida de superalimentagao no terco médio da gestagao (SULLIVAN et
al., 2009).

Em ovinos, redugédo na taxa de ovulagao de borregas, filhas de ovelhas

restritas nutricionalmente (50% dos requerimentos de mantencga) foi relatada
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durante o inicio da gestacdo, quando comparadas com as borregas filhas de
ovelhas que receberam dieta controle no mesmo periodo (ERA et al., 2002).

Em roedores e humanos, alteragdes epigenéticas decorrentes de
mudangas no aporte nutricional durante o inicio da gestacdo também foram
observadas.Homens filhos de méaes que sofreram restricdo alimentar durante o
inicio da gestagdo, apresentavam maiores taxas de doengas metabdlicas e
cardiovasculares na vida adulta, em relacado aos filhos de maes que sofreram
restricdo nutricional no terco médio e final da gestacdoSCHULZ et al.
2010).Ratas nutricionalmente restritas, porém com altas concentragdes de
leptina circulante apresentaram alteragbes no desenvolvimento placentario e
consequentemente da nutricao fetal (SCHULZ et al., 2012).

Por outro lado, filhos de ratas submetidas a restricdo alimentar no tergo
inicial da gestagdo tinham menor percentual de gordura corpdérea quando
comparados aos filhos de mées restritas porém que receberam suplementacao
endégena de leptina PENNINGTON et al. 2012). A prole de ratas com dieta
restrita (50% mantenga) terco inicial gestacdo apresentaram baixa
concentragcédo de leptina (SCHLIT; SCHULZ, 2012), o mesmo encontrado em
ovelhas submetidas a restricdo alimentar (BISPHAN et al., 2003).

Alguns estudos evidenciaram que tanto alteragdes nutricionais quanto na
homeostase da fémea prenhe podem acarretar variacées no perfil hormonal e
na reserva ovariana da prole.

Léonhardt et al. (2003) comprovaram que a restricdo alimentar no tergo
final de gestagao de vacas diminuiu a concentragao sérica de leptina mas, nao
afetou os niveis séricos de LH, progesterona e estradiol de suas bezerras.
Ireland et al. (2010) evidenciaram a importéncia da sanidade dos animais
durante a gestagdao, ao demonstrarem que novilhas taurinas, filhas de vacas
que apresentaram quadros de mastite crénica (contagem de células somaticas
> 2000000) ao longo da gestagao, tinham menor concentragéo circulante de
horménio anti-mulleriano, produzido por células da granulosa dos foliculos

ovarianos. Jimenez-Krassel et al. (2009) revelaram haver uma associagéo
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entre numero de foliculos, fungdo Iutea deficiente e pequena proliferacao
endometrial no grupo de vacas com baixa contagem folicular.

Membro da familia TGF-B e produzido por células da granulosa (LA
MARCA; VOLPE, 2006), o horménio anti-mulleriano (AMH) tem sido utilizado
como um biomarcador confiavel que reflete a quantidade de foliculos e odécitos
em ovarios bovinos e humanos (BAARENDS et al., 1995; ELGYND et al., 2007;
RICO et al., 2009; JAYAPRAKASAN et al.,, 2010; MONNIAUX et al., 2010;
IRELAND et al., 2011). Sua mensuracéo reflete a populagao folicular no ovario
de bovinos (IRELAND et al., 2008) e esta apresenta repetibilidade no mesmo
animal em sucessivos ciclos (BURNS at al., 2005; IRELAND et al., 2007). A
quantificacdo do AMH foi proposta como um método diagndstico presuntivo da
capacidade individual de vacas taurinas produzirem embrides em resposta ao
tratamento superestimulatério baseado por meio de uma unica mensuracao do
nivel circulante do AMH, melhorando assim os resultados obtidos por essa
biotecnologia.

Bovinos adultos com baixa fertilidade apresentaram baixa concentracao
circulante do AMH proporcionalmente a uma menor reserva folicular (IRELAND
et al., 2008; RICO et al., 2009).

Correlagao positiva entre a contagem folicular e a concentragcado sérica
de AMH ja foram relatadas em humanos (WEENEN et al., 2004;
JAYAPRAKASAN et al., 2010). E em bovinos tal correlacao foi constatada tanto
por contagem folicular realizada histologicamente (IRELAND et al., 2008) como
por avaliacao ultrassonografica (RICO et al., 2009).

Outro fator relevante na formagao ovariana fetal além da herdabilidade
seria a possivel influéncia de alguns hormdnios esterdides fetais, como a
progesterona e o estradiol, durante o desenvolvimento ovariano de algumas
espécies como ovinos (JUENGEL et al., 2002), bovinos (BUENO, 2012;
NILSSON; SKINNER, 2009).

Sabe-se que ocorre uma diminuicdo na concentragao de tais esterdides
de acordo com o aumento da idade fetal (NILSSON; SKINNER, 2009; YANG;

FORTUNE, 2008), porém sem que ocorram mudangas nos niveis de
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progesterona materna (ECHTERNKAMP et al., 2006). J&4 Hogg et al. (2011)
observaram que esterdides maternos podem afetar positivamente a producéao
de estradiol no ovario fetal.

Bueno (2012) constatou um declinio nos niveis de RNAmM
CYP19A1(citocromoP450 aromatase) nos ovarios fetais bovinos com idade
gestacional de 60-90 dias, coincidindo com a redugdo na concentragdo de
estradiol e aumento do numero de foliculos primarios, previamente reportado
por Yang; Fortune (2008).

Fatores de crescimento fibroblasticos (FGFs) também s&o reconhecidos
na participagdo de inumeros processos fisiologicos, como no desenvolvimento
embrionario (PORTELA et al., 2010; BURATINI et al., 2007; BASILICO et al.,
1992). Dentre os membros dessa familia, o FGF-10 teve sua expressdo em
ovarios fetais bovinos associada ao aumento no numero de foliculos primarios
(CASTILHO, 2008). Gasperin et al. (2012) demonstraram que o mesmo FGF-

10 foi capaz de inibir a produgao de estradiol via supressdo da CYP19A1.
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HIPOTESE

Alteracao no aporte nutricional de vacas Nelore durante o inicio da gestacgao

influencia o desenvolvimento fetal e ovariano.

OBJETIVOS

Objetivo Geral:

e Avaliar o efeito da alta e baixa ingestdo alimentar de vacas Nelore,

durante os primeiros 60 dias de gestacdo, no desenvolvimento fetal.

Objetivos especificos:

Avaliar o efeito de alta e baixa ingestdo alimentar materna durante o inicio

gestacional sobre:

¢ O desenvolvimento fetal — peso e comprimento;
¢ O desenvolvimento ovariano fetal — peso e perfil transcriptémico.
e A variagdo nas concentragbes séricas dos hormdnios maternos —

progesterona, LH, leptina e insulina;
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CAPITULO Il - MUDANGAS NUTRICIONAIS MATERNA NO INiCIO DA
GESTAGAO ALTERAM O DESENVOLVIMENTO FETAL E OVARIANO EM
NELORE

RESUMO - Influéncias ambientais, como a nutricdo, durante a fase inicial
da gestacao de fémeas bovinas podem ter impacto no desenvolvimento fetal e
consequentemente na vida adulta. O desenvolvimento dos ovarios dos fetos é
estabelecido durante o inicio da gestacéo. Testamos a hipotese de que a restricdo
e/ou excesso de nutrientes ingeridos por vacas durante o inicio da gestagéo
interfere no desenvolvimento fetal e ovariano. Vinte e uma vacas Nelore uniparas
foram submetidas a inseminacgao artificial com sémen sexado (fémea) de um
unico touro e alocadas individualmente em diferentes dietas oferecidas desde a
inseminacao até os 60 dias de gestagédo. A dieta do grupo controle atendeu as
exigéncias de mantencga para a categoria animal (100%; NRC, 2006), e a dos
grupos de alta e baixa ingestao a 180% e 60% dos requerimentos de mantenca,
respectivamente. Amostras de sangue venoso foram colhidas ao longo do
tratamento para quantificagdo dos horménios progesterona, LH, insulina e leptina
por radioimunoensaio. Aos 60 dias de gestacao oito fetos foram removidos por
colpotomia (acesso via vaginal), pesados, os ovarios dissecados e pesados. O
efeito dos tratamentos na concentracao plasmatica hormonal materna, no peso do
feto e peso dos ovarios foi comparado por ANOVA (SAS 9.3 — PROC GLM).
Observou-se que o status nutricional materno durante os primeiros 60 dias de
gestacdo nao influenciou na concentragdo de LH entre os animais dos grupos
controle, alta e baixa ingestdo ao longo dos 60 dias de tratamento (p>0,05).
Observou-se aumento gradativo ao longo dos dias de gestacdo nas
concentragcdes de progesterona, insulina e leptina das vacas dos grupos de alta
ingestao e controle. Nao houve diferenca entre os grupos alta ingestao e controle
ao longo do tempo para progesterona sérica (p<0,05), houve aumento na
concentragéo de insulina a partir do 21° até o 60° dia (p<0,05) e diferenga para

leptina sérica do 49° ao 60° dia (p<0,05) no grupo de alta ingestdo. A
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concentragdo de progesterona das vacas do grupo de baixa ingestdo também
aumentou durante os 60 dias de gestacdo, porém com médias inferiores (p<0,05)
que os animais dos demais grupos. Ja as concentragdes media de insulina e
leptina reduziram ao longo do tratamento e diferiu das vacas do grupo controle e
alta ingestado (p<0,05). A subnutricdo materna durante os 60 dias iniciais da
gestacdo comprometeu o crescimento fetal. Os fetos do grupo de baixa ingestao
foram menores (p=0,0004), mais leves (p=0,0015) e com ovarios mais leves
(p=0,0325) quando comparados aos grupos de alta ingestao e controle. Assim,
podemos concluir que mudangas na nutricdo materna durante os primeiros 60

dias de gestagédo podem alterar o desenvolvimento inicial dos ovarios fetais.

Palavras-chave: bovinos, fetos, ingestdo alimentar, ovarios

Introducgao

Alteragcbes nutricionais e endoécrinas durante o desenvolvimento fetal
podem comprometer a formacgdo ovariana e influenciar negativamente o
desempenho reprodutivo da cria quando adulta (MOSSA et al., 2013; EVANS et
al., 2012; IRELAND et al., 2009; MURDOCH et al., 2003; RAE et al., 2002).

Estudos em ovinos (LEA et al., 2006; RAE et al., 2001) e bovinos (EVANS
et al., 2012; MURDOCH et al., 2003; GARVERICK et al., 1985) tem demonstrado
que a prole de animais submetidos a restricdo nutricional durante a gestagao,
manifestavam alteragbes reprodutivas, incluindo baixas taxas de ovulagdo e
concepgao e deficiente sobrevivéncia embrionaria. A causa das oscilagcbes em
caracteristicas reprodutivas ainda nao esta clara, e vem sido associada a
provaveis perturbacdes sofridas durante o desenvolvimento das células
germinativas afetando a meiose das mesmas.

Em taurinos, ovarios de bezerras nascidas de gestagao que passaram por

desafio nutricional apresentavam baixa contagem de foliculos antrais e baixa
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concentragdo de AMH (MOSSA et al., 2013), comprometendo assim, a
longevidade da vida reprodutiva em animais adultos. Resultados similares foram
reportados em ratas (BERNAL et al., 2010). Alteragbes nutricionais maternas no
periodo periconceptal acarretaram modificagdes ja no inicio do desenvolvimento
embrionario (PENAGARICANO et al., 2013; FLEMING et al., 2012).

A formacao da reserva folicular ovariana de bovinos e outros mamiferos é
determinada no inicio da gestacdo. Acredita-se que os animais nascem com um
numero finito e ndo renovavel de odcitos (PENAGARICANO et al., 2013;
PEPLING et al., 2006), e em fetos bovinos o numero de foliculos pré-antrais vai
reduzindo do inicio da gestacdo até o nascimento (TANAKA et al.,, 2001). O
numero de foliculos varia entre individuos (BURNS et al., 2005) e trata-se de
caracteristica herdavel (IRELAND et al., 2009; JIMENEZ-KRASSEL et al., 2009;
IRELAND et al., 2008). Logo, o comprometimento do desenvolvimento ovariano
podera comprometer o desempenho reprodutivo da cria e ser transmitidas para
geragdes subsequentes.

A subnutricdo materna durante a gestagao foi identificada por ser a causa
de nascimento de cordeiros com baixo peso corporal (WALLACE et al., 1999),
baixo peso ovariano (Da SILVA et al., 2002; RAE et al., 2001; BORWICK et al.,
1997), atraso da puberdade e menores taxas de ovulagdo na ovelha adulta (Da
SILVA et al., 2002; RAE et al., 2002).

No presente estudo testamos a hipotese de que o peso ovariano, corporal
e tamanho fetal seriam afetados pela restricdo ou superalimentacdo de vacas
Nelore (Bos indicus) nos primeiros 60 dias de gestagdo, periodo de
desenvolvimento que coincide com o pico do nimero de odécitos nos ovarios fetais
(PEPLING, 2006; ERICKSON, 1966).

Material e métodos

O procedimento com os animais foi aprovado pela Comissdao de
Experimentacdo para Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria FMVA — UNESP.
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Cinquenta vacas uniparas Nelore (Bos indicus) (Peso corporal= 488124 kg,
Escore de condigdo corporal= 3+0.1; 48 meses de idade) foram submetidas a
IATF com sémen (de um unico touro) sexado para fémea, alocadas em baias
individuais e alimentadas diariamente com uma de trés dietas; o grupo controle
(C; n=17) foi alimentado com os requerimentos de mantencga (100 %; CNCPS
V.6), grupo alta (A; n=17; 180%) e grupo baixa (B; n=16; 60%) ingestdo do
respectivo percentil necessarios para mantenga. Os tratamentos corresponderam
a 1,37% (C), 0,82% (B) e 2,47% (A) de ingestdo de matéria-seca por peso vivo.
Os tratamentos foram iniciados no dia da inseminacéo artificial e terminaram apos
completos 60 dias de gestagdo. As vacas foram igualmente distribuidas nos
grupos de acordo com a contagem de foliculos antrais (CFA: numero de foliculos
antrais =2 3 mm). Os animais passaram por acompanhamento utltrassonografico
transretal prévio ao inicio do experimento por um periodo minimo de seis meses
para que fosse estabelecida a contagem folicular antral, a qual foi posteriormente
confirmada pela quantificagcdo do horménio anti-mulleriano (AMH) sérico (Bovine
AMH ELISA, AnshLabs, AL-114) (IRELAND et al., 2008). A partir dessa avaliagao,
os animais foram classificados em trés categorias — alta, média e baixa contagem
folicular e uniformemente distribuidos nas trés dietas.

A dieta das vacas durante os 60 dias de experimento era composta a base
de 48,2% de bagaco de cana, 16,53% de milho moido, 29,42% de polpa citrica,
3,23% de farelo de soja, 1,24% de uréia, 0,58% de sal mineral, 0,36% de cloreto
de potassio e 0,44% de calcario calcitico, totalizando 72% de matéria-seca na
dieta total. O peso e o escore de condigcdo corporal dos animais foram

mensurados semanalmente para ajuste individual das dietas.

Quantificacdo hormonal

Durante os 60 dias de tratamento foram colhidas amostras sanguineas dos
animais. O procedimento era realizado duas vezes por semana, entre 6 e 8 horas
manha, antes da oferta unica e diaria da dieta total. Apds a colheita das amostras
sanguineas em tubos contendo EDTA (10%), o plasma era separado por

centrifugagéo refrigerada e armazenado a -20°C. As concentragbes de
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progesterona, insulina e leptina foram mensuradas utilizando kits de
radioimunoensaio:. PROGESTERONE IMMUNOTECH, Beckman Coulter -
IM1188, Human Insulin Specific, Millipore - HI-14K, Multi-Species Leptin, Millipore
- XL-85K respectivamente, com adaptacbées na metodologia e validagao para
espécie bovina. Os coeficientes de variagdo inter-ensaio (alto e baixo); intra-
ensaio (alto e baixo) e o limite de deteccdo foram: progesterona CV=16,54% e
0,41%; 15,56% e 9,7% e 0,0064ng/mL, insulina CV=7,87% e 1,16%; 8,03% e 7,01
e 0,964 pU/mL, leptina CV=3,24% e 0,45%; 3,13% e 4,06 e 0,1826 ng/dL. A
quantificacdo do horménio luteinizante (LH) foi realizada por radioimunoensaio de
acordo com descrigdo prévia de Bolt; Rollins, (1983) e Bolt et al., (1990), a
sensibilidade foi 0,038 ng/mL, os coeficientes de variagao (alto e baixo) intra e
inter-ensaio foram: CV=7,52% e 6,79%; 17,31% e 9,7%.

Remocéo fetal

Um total 21 vacas, das 50 inseminadas, mantiveram a gestacao por 30 dias
e dessas 21, 11 mantiveram a gestacao até o 60° dia e foram entdo, submetidas a
colpotomia para remocao fetal. Para a colpotomia os animais foram contidos em
estacdo e apds anestesia epidural realizou-se uma incisdo dorsal a cérvix no
férnix vaginal, entre 11 e 2 h, com auxilio do Bisturi Q® para ter acesso ao corno
gestante. Outra incisdo (x4cm) foi realizada no corno uterino gestante com lamina
de bisturi (n® 24) protegida pela mao enluvada, a ponto de permitir a remogéo do
feto poés-ruptura do corddo umbilical. As incisbes, por serem pequenas,
cicatrizaram por segunda intencdo. Em virtude das dificuldades da técnica, foi
possivel a remocao de somente oito fetos (sendo alta ingestdo n=3, baixa
ingestao n=3 e controle n=2). Os fetos foram transferidos para uma placa de Petri
estéril, transportados até o laboratério e imediatamente pesados, mensurados
(crown-rump) e os ovarios removidos, pesados, armazenados individualmente,
embebidos em RNA later Tissue Collection® (AM7020/Ambion) e estocados a -
80°C.

Analise estatistica




35

A distribuicdo normal dos dados de todas as variaveis dependentes foi
avaliada pelo procedimento UNIVARIATE do SAS (verséo 9.3; SAS Institute). O
peso corporal e as concentragbes plasmaticas de progesterona, LH, insulina e
leptina maternos e o peso corporal, o tamanho e a média do peso dos dois
ovarios fetais foram analisadas por ANOVA (SAS 9.3 - Proc GLM) seguida pelo
teste de Tukey. A significancia foi estabelecida com p<0,05 e os resultados foram

apresentados como médiatEPM.

Resultados

Durante os primeiros 30 dias de tratamento, as vacas do grupo de alta
ingestdo ganharam 26 kg (de 450,3+13.1 kg para 476+14) e 0.5 ponto no ECC
(de 3,0 para 3,5). Enquanto as vacas do grupo de baixa ingestdo perderam 21 kg
(433+6,1 para 412+4,6) e 0.25 ponto no ECC (de 3,0 para 2,75) (Figura 1).
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Figura 1. Efeitos da variacdo nutricional do momento da inseminacgéao artificial
até o 60° dia de gestacdo em vacas Nelore no peso corporal médio e
escore de condicdo corporal. Valores médiostEPM a cada 7 dias por
grupo. De 0 a 28 dias, n=21; e de 28 a 60 dias, n=11. Letras minusculas
diferentes indicam diferengas (* p<0,05) entre grupos no periodo.
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Avaliando-se os animais que mantiveram a gestacédo até a remocéo fetal,
ou seja, aos 60 dias observou-se que as vacas do grupo A ganharam 58 kg (de
476114 kg para 534110 kg) e 0,75 pontos no ECC (de 3,5 para 4,25). Enquanto
as vacas do grupo B perderam 25 kg (de 412+4,6kg para 387+3kg) e 0,5 ponto no
ECC (de 2,7+0,1 para 2,2+0,1) (Figura 1 A, B, C, D, E).

A concentragdo de LH n&o diferiu entre os animais dos grupos controle,
alta e baixa ingestao ao longo dos 60 dias de tratamento (p>0,05). Observou-se
aumento gradativo ao longo dos dias de gestagcdo nas concentragbes de
progesterona, insulina e leptina das vacas dos grupos de alta ingestao e controle.
N&o houve diferenga entre os grupos nos periodos avaliados (intervalo de quatro
dias) para progesterona (p<0,05), a concentragcao de insulina aumentou a partir do
212 até o 60° dia (p<0,05) e leptina sérica aumentou do 49° ao 60° dia (p<0,05)
nos animais do grupo de alta ingestdo. A concentragdo de progesterona das
vacas do grupo de baixa ingestdo também aumentou durante os 60 dias de
gestacdo, porém com médias inferiores (p<0,05) que os animais dos demais
grupos. Ja as concentracbes meédia de insulina e leptina reduziram ao longo do
tratamento e diferiu das vacas do grupo controle e alta ingestao (p<0,05). (Figura
2A,B,C,D,E,F, G, H).
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Figura 2. Efeitos da variagao nutricional do momento da inseminagao artificial até
0 60° dia de gestagdo em vacas Nelore nas concentragdes plasmaticas de
LH (A; B) progesterona (C; D), insulina (E; F) e leptina (G; H). Valores
médiostEPM a cada 4 dias por grupo. De 0 a 28 dias, n=21; e de 28 a 60
dias, n=11. Letras minusculas diferentes indicam diferengas (* p<0,05)
entre grupos no periodo.



38

A subnutricdo materna durante os 60 dias iniciais da gestagao
comprometeu o crescimento fetal. Os fetos do grupo de baixa ingestdo foram
menores (p=0,0004), mais leves (p=0,0015) e com ovarios mais leves

(p=0,0325) quando comparados aos grupos de alta ingestao e controle (Tabela

1).

Tabela 1. Efeito da nutricdo em vacas Nelore durante os primeiros 60 dias de
gestacao no desenvolvimento fetal

Fet Controle Baixa ingestao Alta ingestao
etos

(100% M, n=2) (60% M, n=3) (180% M, n=3)
Peso (g) 18,877+ 0,297" 12,431+ 0,337° 21,728+ 0,527°
Peso ovariano (g) 0,013+ 0,0002%° 0,008+ 0,0002° 0,023+ 0,0024°
Peso O/Peso F** (%) 0,07 0,06 0,11
Tamanho (cm) 7,450,05° 6,067+0,145" 8,8+ 0,116°

Valores médiosterro padrdo da média
*média da soma dos pesos ovarianos
** relagéo: (peso ovariano médio/peso fetal) x 100
2%y alores nas linhas com diferentes letras sobrescritas diferem significativamente (p<0,05)

Discussao

Intencionalmente o periodo de alteragdo da dieta coincidiu com a fase
critica do desenvolvimento ovariano fetal (JUNGEL et al., 2002), e
notavelmente a variagdo nutricional causou mudangas em algumas
caracteristicas do desenvolvimento ovariano e fetal de vacas Nelore. A
restricdo alimentar materna durante os primeiros 60 dias de gestagao interferiu
negativamente no desenvolvimento fetal do presente estudo. Resultados
semelhantes foram encontrados em taurinos, em que a subnutrigdo materna
(60% dos requerimentos de mantenga para categoria animal) durante o tergo

inicial reduziu em 60% a reserva folicular ovariana na vida adulta da prole
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(MOSSA et al., 2013). O impacto negativo da restricao nutricional na fase inicial
da gestagcdo no desenvolvimento ovariano da prole ndo foi revertido pela
subsequente superalimentacéo no ter¢co médio da gestagdo como demonstrado
por Sullivan et al., (2009).

No entanto, tanto Mossa et al., (2013) quanto Sullivan et al., (2009)
avaliaram o impacto da variagao nutricional no inicio da gestacéo nos ovarios
da prole apds o nascimento, quando a populagao folicular ja passou pela
diferenciacdo e atresia durante a fase gestacional, que acontecem no
desenvolvimento ovariano em mamiferos (PEPLING et al., 2006). Nosso
estudo, porém apresenta o diferencial por avaliar a influéncia que a alta ou
baixa ingestdo alimentar materna acarretou tanto no desenvolvimento ovariano
fetal como um todo (peso e comprimento fetal), quanto no desenvolvimento
ovariano aos 60 dias de gestagao de vacas Nelore. Este periodo € considerado
critico para o desenvolvimento dos ovarios (JUNGEL et al., 2002), uma vez que
as células germinativas estdo em plena meiose e precisam escapar de
processos degenerativos para permanecerem nos ovarios.

A influéncia da nutricdo materna no desenvolvimento ovariano fetal foi
observada em outras espécies. Em ovinos, Rae et al. (2002) observaram que a
reducdo do peso ovariano de fetos de ovelhas submetidas a restricao
nutricional estava associada ao menor numero de células germinativas quando
comparados aos ovarios fetais oriundos de ovelhas superalimentadas no

mesmo periodo de gestagdo. O delineamento deste estudo se assemelha ao
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nosso por avaliar o ovario na fase de pico da reserva ovariana (PEPLING,
2006; ERICKSON, 1966), bem como seus resultados.

O perfil hormonal materno do momento da inseminagao artificial até os
60 dias de gestacdo foi influenciado pela dieta. As concentracbes séricas
média de progesterona e insulina foram menores (p<0,05) do sétimo ao
sexageésimo dia de gestacdo nos animais sob baixa ingestdo alimentar. Sabe-
se que a insulina, dentre outras fungdes, age no corpo luteo gestacional (CL)
aumentando as concentracoes periféricas de progesterona (LUCY et al., 1993).
Selvaraju e colaboradores, (2003) observaram aumento da concentragao de
progesterona apds ovulagdo em cabras pré-tratadas com insulina e Mao e
colaboradores, (2001) observaram que células luteinicas de suinos tratadas
com insulina, quando cultivadas in vitro, produzem mais progesterona que as
células do grupo controle. Tais resultados puderam ser evidenciados em nosso
estudo, em que a elevagao da concentracao de progesterona foi acompanhada
do aumento da concentragao de insulina nas vacas do grupo de alta ingestao.
Importante considerar que, nesse periodo, a concentracdo de LH nao variou
entre os grupos. No entanto, os mecanismos pelos quais a insulina atua
aumentando a concentracdo plasmatica de progesterona pds-ovulacdo em
bovinos n&o estdo claros. Em ruminantes, ha evidéncias mostrando que a
insulina exerce influéncia benéfica no desenvolvimento embrionario (SPICER;
ECHTERNKAMP, 1995). Vacas com elevada concentragcdo plasmatica de
insulina apresentaram blastocistos com maior taxa de clivagem e numero total

de células embrionarias, antes mesmo da diferenciagéo do sistema reprodutivo
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(AUGUSTIN et al., 2003). Coincidentemente, nas vacas do grupo de alta
ingestdo com maior concentragdo de insulina ao longo dos 60 dias de
gestacdo, os fetos eram maiores e mais pesados, quando comparados aos
fetos de vacas do grupo de baixa ingestdo que apresentaram menor
concentracio de insulina.

A progesterona é responsavel pela manutengado da gestagcédo, e nas
vacas € produzida pelo corpo luteo até os 210-230 dias de gestacédo e, apos
esse periodo, quem assume a producdo de progesterona € a placenta
(THIBAULT, LEVASSEUR, 2001).

Nos ruminantes, a transformacéo do corpo luteo ciclico em corpo luteo
gestacional é assegurada por intervengdo do embrido, que bloqueia a agao
luteolitica do utero inibindo a secregéo de prostaglandina F2a e mantém a agao
luteotréfica do LH necessaria ao seu desenvolvimento (THIBAULT,
LEVASSEUR, 2001). O LH é um dos principais horménios enddcrinos
envolvidos na formacdo do CL (MILVAE et al, 1996), e a producédo de
progesterona pelo corpo luteo parece estar altamente correlacionada com o
numero de receptores de LH (JONES et al.,, 1992; GARVERICK et al. 1985).
Em nosso estudo nao foi observada diferenca na concentragao de LH ao longo
dos 60 dias de gestacdo em bovinos consumindo diferentes dietas. Desse
modo, podemos afirmar que a producao de progesterona pelo CL nao sofreu
interferéncia do LH. Provavelmente a atividade ovariana foi influenciada por

fatores metabdlicos como, por exemplo, insulina.
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Vacas do grupo de baixa ingestao apresentaram concentracéo de leptina
sérica menor que as vacas dos grupos de alta ingestao e controle.

A menor concentragao de leptina sérica observada nas vacas do grupo
de baixa ingestao durante os 60 dias, pode ser atribuida a provavel diminuigao
da reserva de tecido adiposo, pois os animais estavam submetidos a dieta de
restricdo e perderam mais de 1.5 no escore de condigdo corporal nesse
periodo. E/ou pode estar relacionada ao comprometimento do desenvolvimento
placentario que, como o tecido adiposo, também produz leptina (ZHU et al.,
2006; VONNAHME et al.,, 2004). Uma limitagdo do modelo adotado para
remogao cirurgica do feto (colpotomia) neste estudo foi a impossibilidade de se
coletar a placenta para comparagao entre os grupos.

Nossos resultados identificaram potencial impacto na pecuaria brasileira,
pois constatamos que, com a manipulagcdo da dieta materna durante um curto
periodo da gestacdo € possivel produzir fetos com maior peso corporal,
comprimento e peso ovariano.

Ademais, o entendimento de fatores que influenciam a formacédo da
reserva folicular ovariana pode favorecer a otimizacdo das biotécnicas
reprodutivas com o objetivo de aumentar a disponibilidade de odcitos e
prolongar a vida reprodutiva do animal aumentando assim a produg¢ao de carne
e leite. Além de contribuir para pesquisas sobre casos de baixa fertilidade
feminina na espécie humana, uma vez que a cronologia de desenvolvimento

ovariano fetal em ruminantes é muito semelhante a de humanos.
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Conclusao

Nossos resultados nos permitem inferir que o desenvolvimento fetal e
ovariano inicial foi influenciado pela nutricdo materna durante os primeiros 60 dias
de gestacdo. Estudos de possiveis fatores especificos que podem influenciar a
interacao entre a nutrigdo materna e na possivel alteragdo na expressao de genes
que coordenam o desenvolvimento ovariano fetal estdo em andamento e poderao
gerar mais informacgdes sobre o prejuizo que a dieta materna de vacas Nelore

acarreta para o ovario fetal.
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Capitulo Il - MUDANGAS NUTRICIONAIS NO INiCIO DA GESTAGAO
ALTERAM O PERFIL TRANSCRIPTOMICO OVARIANO FETAL EM NELORE

Resumo - Influéncias ambientais, como a nutricdo, durante a fase inicial
da gestacao de fémeas bovinas podem ter impacto no desenvolvimento fetal e
consequentemente na vida adulta. O desenvolvimento dos ovarios dos fetos &
estabelecido durante o inicio da gestacdo. Testamos a hipdétese de que a
restricdo e/ou excesso de nutrientes ingeridos por vacas durante o terco inicial
da gestacéo interfere no transcriptoma ovariano fetal. Cinquenta vacas Nelore
uniparas (Peso Corporal = 488 + 24 kg; Escore de Condi¢do Corporal = 3.1 £
0,1) foram submetidas a inseminacédo artificial com sémen sexado (fémea) de
um unico touro e alocadas individualmente em diferentes dietas. A dieta do
grupo controle atendeu as exigéncias de mantenca para a categoria animal
(100%), e a dos grupos de alta e baixa ingestdo a 180% e 60% dos
requerimentos de mantenca respectivamente. O peso vivo e 0 escore de
condicao corporal foram avaliados semanalmente a fim de ajustar a dieta de
acordo com % de peso individual de cada animal. Aos 60 dias de gestagao oito
fetos foram removidos por colpotomia (acesso via vaginal), pesados, os ovarios
dissecados e pesados. Os ovarios (um de cada par) foram submetidos a
técnica de RNA-Seq. Observou-se que o status nutricional materno durante os
primeiros 60 dias de gestacdo acarretou diferengas no padrao de expressao
génica entre os grupos controle, alta ou baixa ingestdo. Um total de 79 genes
mostraram expressao diferencial entre os tratamentos (FDR 0,05), sendo que
alguns eram relacionados ao desenvolvimento embrionario e ovariano. Assim,
podemos concluir que mudangas na nutricdo materna durante os primeiros 60
dias de gestacado podem alterar o perfil transcriptdmico dos ovarios fetais. Este
periodo de exposigao é critico para o desenvolvimento ovariano fetal, uma vez
que células germinativas estdo em plena meiose e precisam escapar de

processos degenerativos para permanecerem nos ovarios. Logo, o
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desenvolvimento prejudicado no inicio da meiose poderia reduzir o numero de

oocitos no ovario da fémea.

Palavras-chave: Bovinos, expressao génica, nutrigdo, ovarios

Introducgao

Estudos em humanos e animais tém demonstrado que a nutricao
materna durante diferentes estagios da gestacédo podem induzir a mudangas
fisiologicas e epigenéticas permanentes no desenvolvimento e metabolismo da
prole na fase adulta (BURDGE et al., 2010; LAN et al., 2013; GAO et al., 2014).

Estudos em ovinos (LEA et al.,, 2006; RAE et al., 2001) e bovinos
(MOSSA et al, 2013; EVANS et al.,, 2012; MARTIN et al,, 2007) tem
demonstrado que a prole de animais submetidos a restricido nutricional durante
a gestacdo, manifestavam alteragdes reprodutivas, incluindo baixas taxas de
ovulagdo e concepcao e deficiente sobrevivéncia embrionaria. A causa das
oscilacbes em caracteristicas reprodutivas ainda nao esta clara, e tem sido
associada a provaveis perturbacdes sofridas durante o desenvolvimento das
células germinativas afetando a meiose das mesmas. Murdoch et al. (2003)
reportaram elevada expressao do fator anti-apoptético, BCL-2, proximo ao
momento da morte de células germinativas. Em taurinos, ovarios de bezerras
nascidas de gestagcdo que passaram por desafio nutricional apresentavam
baixa contagem de foliculos antrais e baixa concentracdo de AMH (MOSSA et
al., 2013), comprometendo assim, a longevidade da vida reprodutiva em
animais adultos. Resultados similares foram reportados em ratas BERNAL et
al., 2010). Alteragdes nutricionais maternas no periodo periconceptal
acarretaram modificagbes ja no inicio do desenvolvimento embrionario
(PENAGARICANO et al., 2013; FLEMING et al., 2012), tais como mudangas no

padrao de metilagao.
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A formagao da reserva folicular ovariana de bovinos e outros mamiferos
€ determinada no inicio da gestag&o. Acredita-se que os animais nascem com
um numero finito e ndo renovavel de odcitos (PENAGARICANO et al., 2013;
PEPLING, 2006). Em fetos bovinos o numero de foliculos pré-antrais vai
reduzindo do inicio da gestacdo até o nascimento (TANAKA et al., 2001). O
numero de foliculos varia entre individuos [16] e trata-se de caracteristica
herdavel (IRELAND et al., 2009; JIMENEZ-KRASSEL et al., 2009; IRELAND et
al.,, 2008). Logo, um comprometimento do desenvolvimento ovariano pode
comprometer o desempenho reprodutivo da cria e ser transmitidas para
geragbes subsequentes.

O entendimento de fatores que influenciam a formagcdo da reserva
folicular ovariana pode favorecer a otimizagdo das biotécnicas reprodutivas
com o objetivo de aumentar a disponibilidade de odcitos e prolongar a vida
reprodutiva do animal aumentando a producdo de carne e leite. Além de
contribuir para pesquisas sobre casos de baixa fertilidade feminina na espécie
humana, uma vez que a cronologia de desenvolvimento ovariano fetal em
ruminantes € muito semelhante a de humanos (MIHM; EVANS, 2008).

Sendo assim, hipotetisamos que a restrigdo ou o excesso de ingestao de
nutrientes por vacas Nelore durante os primeiros 60 dias de gestacao alteraria

0 padrao de expressao génica dos ovarios fetais da prole.

Material e métodos

O procedimento envolvendo animais foi aprovado pela Comissao de
Experimentacédo para Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria FMVA — UNESP.

Cinquenta vacas uniparas Nelore (Bos indicus) (Peso corporal= 488124
kg, Escore de condigao corporal= 31£0.1; 48 meses de idade) foram submetidas
a IATF com sémen (de um unico touro) sexado para fémea, alocadas em baias

individuais e alimentadas diariamente com uma de trés dietas; o grupo controle
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(Controle, n=17) foi alimentado com os requerimentos de mantenga (100 %),
grupo alta ingestao (ALTA, n=17; 180%) e grupo baixa ingestdo (BAIXA, n=16;
60%) ingestdo do respectivo percentil necessarios para mantenca. Os
tratamentos corresponderam a 1,37%, 0,82% e 2,47% de ingestdo de matéria-
seca por peso vivo para o grupo controle, baixa ingestdo e alta ingestao,
respectivamente. Os tratamentos foram iniciados no dia da inseminacao
artificial e terminaram apés completos 60 dias de gestacdo. As vacas foram
igualmente distribuidas nos grupos de acordo com a contagem de foliculos
antrais (CFA: numero de foliculos antrais = 3 mm). Os animais passaram por
acompanhamento utltrassonografico transretal prévio ao inicio do experimento
por um periodo minimo de seis meses para que fosse estabelecida a contagem
folicular antral, a qual foi posteriormente confirmada pela quantificacdo do
horménio anti-mulleriano (AMH) sérico (Bovine AMH ELISA, AnshLabs, AL-
114) (IRELAND et al., 2008).

A dieta das vacas durante os 60 dias de experimento era composta de
48,2% de bagaco de cana, 16,53% de milho moido, 29,42% de polpa citrica,
3,23% de farelo de soja, 1,24% de uréia, 0,58% de sal mineral, 0,36% de
cloreto de potassio e 0,44% de calcario calcitico, totalizando 72% de matéria-
seca na dieta total. O peso e o escore de condi¢cao corporal dos animais foram

mensurados semanalmente para ajuste individual das dietas.

Obtencdo dos ovarios fetais e extracdo de RNA

Um total 21 vacas, das 50 inseminadas, mantiveram a gestacéao por 30
dias e dessas 21, 11 mantiveram a gestacdao até o 60° dia e foram entéao,
submetidas a colpotomia para remocao fetal. Para a colpotomia os animais
foram contidos em estacdo e apds anestesia epidural realizou-se uma incisao
dorsal a cérvix no fornix vaginal, entre 11 e 2 h, com auxilio do Bisturi Q® para
ter acesso ao corno gestante. Outra incisdo (x4cm) foi realizada no corno
uterino gestante com lamina de bisturi (n® 24) protegida pela m&o enluvada, a
ponto de permitir a remogcao do feto pds-ruptura do corddo umbilical. As

incisdes, por serem pequenas, cicatrizaram por segunda intencdo. Em virtude
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das dificuldades da técnica, foi possivel a remogcdo de somente oito fetos
(sendo alta ingestdo n=3, baixa ingestdo n=3 e controle n=2). Os fetos foram
transferidos para uma placa de Petri estéril, transportados até o laboratério e
imediatamente pesados, mensurados (crown-rump) e os ovarios removidos,
pesados, armazenados individualmente, embebidos em RNA later Tissue
Collection® (AM7020/Ambion) e estocados a -80°C.

Foi realizada a extragao do RNA total de um dos ovarios de cada feto
utilizando-se o kit RNeasy Plus Mini Kit 50® (#74134) Qiagen, de acordo com

as recomendacoes do fabricante.

RNA-Seq

Para realizacdo do RNA-Seq, utilizamos o protocolo TruSeq RNA
Sample Prep Guide, como descrito pelo fabricante Illlumina (SULTAN et al.,
2012). Apés a extragcdo do RNA total, as amostras dos ovarios fetais foram
purificadas em tampao para atingirem de 0,1 a 4 yg de RNA total. As
bibliotecas foram purificadas e amplificadas (200pb £30 pb) por meio de PCR
com primers especificos para os adaptadores e sua qualidade foi determinada
no Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies) com o auxilio de um chip
DNA 1000. O sequenciamento do RNAm foi realizado pelo aparelho o HiScan
500 (lllumina, Inc., San Diego, CA, EUA), de acordo com as instrugbes do

fabricante, utilizando o protocolo de pair-end reads.

Andlise estatistica

Pré-processamento e montagem

Os dados obtidos pelo HiScan 500 foram analisados em quatro etapas

principais. Na etapa de obtencdo dos dados brutos foi utilizado o software

CASAVA 1.8.2 para transformacado dos dados brutos em reads no formato fastq

acompanhados dos scores de qualidade phred. A filtragem das reads de baixa

qualidade, sequéncias de adaptadores e vetores foi realizada pelo programa

Seqyclean, utilizando como cutoff qualidade inferior a 24QScore. Apoés filtragem,

reads com comprimento inferior a 65pb foram removidas.
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Mapeamento

O mapeamento das amostras foi feito contra o genoma de Bos taurus
(UMD3.1, versdao masked). Para o mapeamento foi utilizado o programa Tophat
v.2.0.8 (TRAPNEL et al., 2009) / Bowtie2 v2.1.0 (LANGMEAD et al., 2012). Em
seguida a qualidade do mapeamento foi checada para cada amostra utilizando o
pacote Samtools v.0.1.18 (ferramenta flagstat, (LI et al., 2009). Utilizando o mesmo
programa, o mapeamento foi organizado (ferrament sort) e o arquivo foi usado
para a etapa de obtengdo de isoformas utilizando o pacote Cufflinks 2.1.1
(TRAPNELL et al., 2010).

Andalise da expressao diferencial dos genes

Os arquivos dos transcritos obtidos para cada amostra foram entao
comparados utilizando-se a ferramenta Cuffmerge do pacote Cufflinks, onde os
transcritos e isoformas com frequéncia superior a 0.05 foram agrupados e apos
obtencado das contagens, os grupos foram analisados usando o script do programa
DESeq2, pacote do R/Bioconductor (GETLEMAN et al., 2004). Os dados foram
normalizados e em seguida foi realizado o teste binomial negativo de expressao e
os transcritos cujas amostras tinham as contagens normalizadas médias inferiores
ao valor 5 foram removidos. Sobre o teste foi aplicada a correcdo de FDR-
Benjamini-Hochberg (1995) para multiplos testes a fim de evitar os erros tipo |, ou

seja, falso positivos.

Validacdo dos genes diferencialmente expressos

Trés genes diferencialmente expressos foram escolhidos para validacao
dos resultados do RNA-Seq: kinase insert domain receptor (KDR), Elongation
factor 1-alpha 1 (EEF1A1), Anti-Mullerian hormone receptor (AMHR). O gene
constitutivo glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) foi utilizado
como controle interno das reagdes. Amostras de RNA total, as mesmas
utilizadas para o RNA-Seq, foram submetidas a transcri¢cao reversa utilizando a
M-MLV Reverse Transcriptase (AM#2044 - Ambion by Life Technologies, EUA),
seguindo as instrugdes do fabricante e o kit Power SYBR® (Qiagen) utilizado

para estimar a expressao. As amostras foram corridas em ftriplicata no MxPro
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gPCR Stratagene® real time (Agilent Technologies). Os valores de expresséo
relativa dos genes foram calculadas a partir dos valores quantificagédo relativa
do gene alvo em fungao do valor do gene constitutivo fornecidos pelo software
do MxPro QPCR Stratagene®.

Resultados

RNA-Seq

O RNA-Seq gerou um total de 104.385.408, 116.105.636 e 70.930.958
de reads para os ovarios fetais dos grupos de alta ingestdo (ALTA), baixa
ingestdo (BAIXA) e controle, respectivamente. Do total de reads sequenciadas
mais de 80% foram mapeadas com o genoma de referéncia (Bos taurus

UMD3.1) para os trés grupos experimentais (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo das sequéncias de reads mapeadas e alinhadas com o
genoma bovino de referéncia (Bos taurus UMD3.1)

% reads Pares de reads
Grupos Total de reads Reads mapeados % alinhados
mapeados mapeados (%)
Alta 104.385.408 88.389.125 84,68 77,34 98,89
Baixa 116.105.636 96.767.263 83,34 78,60 97,77
Controle 70.930.958 58.685.645 82,74 77,14 96,96

Identificacdo dos genes diferencialmente expressos

Quando realizada a analise do total de genes sequenciados foi possivel
identificar 57, 20 e 2 genes diferencialmente expressos entre os ovarios dos
grupos ALTA versus Controle, BAIXA versus Controle e ALTA versus BAIXA,
respectivamente (FDR < 0,05), sendo 8 genes comuns entre as comparagdes

Controle X Alta e Controle X Baixa Ingestéo (Figura 1 e 2).
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Figura 1. Clusterizacdo dos transcritos de cada amostra pertencente ao grupo
Controle, ALTA e BAIXA.
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Figura 2. Diagrama dos genes diferencialmente expressos entre os ovarios
fetais dos grupos Controle, ALTA e BAIXA (FDR<0,05).

Dos 57 genes diferencialmente expressos entre o Controle e ALTA, 24
genes tiveram expressdo elevada no grupo ALTA e 33 genes elevada
expressao no grupo Controle. Na comparagédo Controle versus BAIXA, dos 20
genes diferencialmente expressos, 13 genes tiveram elevada expressao no
grupo BAIXA e 7 genes com elevada expressdo no Controle. Quando
comparados ALTA versus BAIXA somente dois genes foram diferencialmente
expressos, sendo um altamente expresso no grupo ALTA e o outro no grupo
BAIXA. Quando analisado separadamente os oito genes expressos de forma
comum entre as comparacdes Controle X Alta e Controle X Baixa foi possivel
observar que a alteragdo na dieta materna alterou de maneira semelhante o

padréo de expresséo génica no ovario fetal (Figura 3).
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Figura 3. Padrdao de expressao dos 8 genes comuns diferencialmente
expressos entre as comparacdes Controle versus ALTA e Controle
versus BAIXA.

Andlise dos termos GO (Gene ontology)

Para identificagcado dos processos biolégicos e fungbes moleculares da
rede de genes diferencialmente expressos entre os grupos tratados e controle
foi realizado a analise de enriquecimento do conjunto de genes mapeados em
cada grupo.

A partir dos genes diferencialmente expressos que apresentavam FDR <
0,05 foram identificados 39 termos GO significativamente enriquecidos (Figura

4 A; B).
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Muitas das categorias funcionais encontradas sao diretamente
relacionadas ao desenvolvimento fetal e gonadal, ex. tube development
(GO:0035295). Além de varios termos GO diretamente relacionados ao
desenvolvimento ovariano: female gonad development (GO:0008585),
ovulation cycle process (G0:0022602), ovulation cycle (GO0:0042698),
development of primary female sexual characteristics (GO:0046545), female

sex differentiation (GO:0046660).
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Figura 4a: Analise de enriquecimento a partir dos genes diferencialmente
expressos nos ovarios fetais dos grupos Controle e BAIXA.
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Figura 4b: Anadlise de enriquecimento a partir dos genes diferencialmente
expressos nos ovarios fetais dos grupos Controle e ALTA.

Para validagao dos genes identificados pelo sequenciamento, trés genes

foram selecionados e suas expressdes foram avaliadas usando o qRT-PCR. A

figura 5 demonstra a expressao relativa dos trés genes dentre os trés grupos

experimentais. Tais genes mostraram padrao de expressdo semelhante entre

os dois métodos (PCR e RNA-Seq).




61

o o 'Y )
o o ) @
1 1 1 1

Expressédo relativa
o

(3]

1

o
o
L

T
KDR EEF1A1 AMHR

Genes

Il Controle [ Baixaingestao [ Alta ingestdo

Figura 5. gqRT-PCR confirmatério da expressao diferencial de trés genes
identificados pelo RNA-Seq. *p<0,05

Discussao

Ja é bem estabelecido que alteragdes nutricionais durante o periodo
periconceptal podem modificar o desenvolvimento fetal durante a gestacéao e,
por sua vez afetar a saude e o metabolismo fisiolégico do animal na fase adulta
(FLEMING et al., 2012; BARKER, 2007; McMILLEN; ROBINSON, 2005). De
particular interesse para esta pesquisa, estudo prévio mostrou que a restricao
nutricional no tergo inicial da gestagdo de vacas taurinas foi capaz de
influenciar a formacdo da reserva folicular ovariana da prole além de
comprometer o desenvolvimento de outros 6rgaos (MOSSA et al., 2013).
Nosso estudo foi especificamente delineado para determinar se vacas Nelore
superalimentadas ou subalimentadas durante os primeiros 60 dias de gestagéo
teriam fetos com a expressao génica alterada nos ovarios quando comparados

a um grupo controle. Notavelmente, a alteracdo da dieta materna causou
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mudangas no transcriptoma dos ovarios fetais. Nossos achados suportam a
hipétese de que a formagao ovariana fetal inicial ocorre durante uma janela
particularmente sensivel a mudangas da nutricao materna, embora a demanda
de nutrientes do feto nesse periodo seja minima considerando o meio interno
materno como um todo.

A diferencga no transcriptoma ovariano dos grupos tratados e controle foi
acompanhada de alteracdo do peso (corporal e ovariano) e tamanho fetal
(dados néao publicados). Alteragcdes no perfil de expressdo génica em virtude de
modificagdes na dieta materna durante o periodo periconceptal ja foram
demonstradas em blastocistos taurinos (PENAGARICANO et al., 2013;
SINCLAIR et al., 2007).

Em nosso estudo, 79 do total de genes analisados expressaram-se de
forma diferencial entre os tratamentos (FDR<0,05). Interessantemente, os oito
genes expressos de maneira incomum entre as comparagdes controle X alta
ingestao e controle X baixa ingestao (Figura 2) mostraram o mesmo padrao de
expressao (Figura 3), ou seja, independente da modificacdo da dieta sofrida
pela vaca durante os primeiros 60 dias de gestacdo, o padrao da alteragao,
super expressos ou pouco expressos (up regulated ou down regulated) no
ovario fetal foram similares. Isso fica ainda mais evidenciado quando
comparados os clusters do grupo controle com os grupos tratados (Figura 1).
Essa modificacdo do transcriptoma em fungdo da nutricdo durante o
desenvolvimento é objeto de estudo de grupos de pesquisa (CHMURZYNSKA,

2010; BURDGE et al., 2007; WU et al., 2004).
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Intencionalmente o periodo de alteracédo da dieta coincidiu com o
periodo critico do desenvolvimento ovariano fetal (JUNGEL et al., 2002), para
demonstrar que alteragbes nutricionais maternas podem modificar o padrao de
expressao génico gonadal do feto, e vir a comprometer a atividade dos ovarios
na vida adulta do animal.

De especial interesse, nd6s observamos que muitos dos genes
diferencialmente expressos nado apresentam relatos na literatura, até o
momento, de participacdo no desenvolvimento ovariano bovino, o que nos
instiga a investigar, em estudos futuros, os efeitos da delegcao de alguns desses
genes no desenvolvimento ovariano fetal. Um exemplo é o gene eEF1A1, cuja
expressao foi identificada em células germinativas e estagios iniciais de
desenvolvimento embrionario de sapos (ABDALLAH et al., 1991; DESCHAMPS
et al.,, 1991; DJE et al., 1990), ja em mamiferos, como ratos, sua expressao foi
relatada em musculos, cérebro e coracao (KHALYFA et al., 2001; LEE et al.,
1999).

Além disso, varias categorias funcionais diretamente relacionadas ao
desenvolvimento gonadal foram significativamente enriquecidas com os genes
diferencialmente expressos, tais como female gonad development
(GO:0008585), ovulation cycle process (G0:0022602), ovulation cycle
(G0O:0042698), development of primary female sexual -characteristics
(G0O:0046545), female sex differentiation (GO:0046660).

Compreender como o mecanismo molecular, que regula o

desenvolvimento ovariano fetal, pode ser afetado pela alteracdo da dieta
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materna durante a gestagao acarretara impacto na bovinocultura, uma vez que
a pecuaria brasileira tem uma demanda crescente de animais com alto mérito
genético, impulsionando assim o wuso de biotecnologias avangadas,
notadamente aquelas associadas a reprodugdo animal, tais como a
superovulagao (SOV) e transferéncia de embrido (TE) e FIV que dependem
dentre outros fatores de uma elevada reserva ovariana. Atualmente, o Brasil é
um dos paises que mais gera produtos utilizando essas biotecnologias.
Segundo levantamento da IETS (2012), o pais produziu aproximadamente
270.000 embrides in vitro, cerca de 80% da producdo mundial.

A técnica de sequenciamento de nova geragcao, RNA-Seq, apresenta a
habilidade para mensurar uma maior gama de genes expressos € identificar
splicing alternativos e transcritos ainda ndo anotados no genoma bovino. O
sequenciamento tem sido utilizado para obtencédo de sequéncia de dados para
analise transcricional em diversas espécies (BALAKRISHNAN et al., 2012;
DRIVER et al.,, 2012; SULTAN et al.,, 2008). Entdo, nds utilizamos esta
tecnologia para investigarmos se o padrdao de expressao génica de ovarios
fetais bovinos poderia ser alterado pela manipulacdo da dieta materna. Até o
presente momento, foi a primeira aplicagcdo do RNA-Seq para investigagao de
diferengas transcriptdmicas em ovarios fetais bovinos causadas por influéncias
nutricionais sofridas por vacas Nelore (Bos indicus) durante os primeiros 60
dias de gestacao, periodo critico para o desenvolvimento ovariano dos fetos.

Estudos prévios indicam alteragdo nutricional de vacas taurinas durante

o terco inicial da gestagao acarretaram reducao de até 60% da reserva folicular
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ovariana da prole na vida adulta (MOSSA et al., 2013; SULIVAN et al., 2009).
Nossos resultados podem ajudar a elucidar tal fato, uma vez que encontramos
diferengas a nivel molecular, com padrao de expressao génica diferente entre
0s grupos cujas maes foram submetidas a dietas de alta (180% dos
requerimentos de mantenca) ou baixa ingestédo (60% dos requerimentos de

mantenga) comparadas ao grupo controle (100% mantencga).

Concluséo

Conclui-se que houve influéncia no padrdo de expressado génica
ovariano fetal decorrente da alteragao nutricional materna durante os primeiros
60 dias de gestacgao. A identificacdo de genes diferencialmente expressos que
nao apresentam papel conhecido no desenvolvimento gonadal poderdo ser
utilizados na tentativa de elucidar mecanismos causadores de alteragdes na

reserva ovariana.
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Capitulo IV — Implicagoes

A variagao do aporte nutricional de vacas Nelore nos primeiros 60 dias
de gestacédo influenciou o desenvolvimento fetal, alterando parametros como

peso e comprimento corporal, peso e perfil transcriptdmico do ovariano.



