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EFEITOS DA DIETA E DA EFICIENCIA ALIMENTAR DE TOUROS JOVENS
NELORE SOBRE A EXPRESSAO GENICA E ACUMULO INTRACELULAR DE
LIPIDEOS EM EMBRIOES PRE-IMPLANTACIONAIS PRODUZIDOS IN VITRO

RESUMO - Na bovinocultura de corte, a alimentacdo corresponde ao maior custo
associado a producao de carne. A avaliagdo do consumo alimentar residual (CAR)
tem sido uma ferramenta importante para direcionar a selecdo de bovinos de corte e
otimizar economicamente esta atividade. No entanto, alguns estudos mostram uma
diminuicdo da motilidade, do perimetro escrotal, uma menor taxa de prenhez e parto
em animais eficientes para CAR. Uma estratégia para solucionar tais problemas € a
suplementacdo acidos graxos poliinsaturados (AGPs) que ndo apenas aumentam a
densidade energética da dieta, mas também atuam na melhoria do desempenho
reprodutivo. No entanto, o ideal é que tais caracteristicas de selecdo para CAR e
efeito da suplementacdo com AGPs sejam passadas a prole, assim o objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito paterno da selecdo para consumo alimentar residual
(CAR) e da suplementacao dos touros com AGs para a PIVE, o acimulo de lipidio
embrionario e a expressdo de genes. Animais classificados em baixo CAR e alto
CAR foram utilizados no experimento. O delineamento experimental obedeceu a um
esquema fatorial 2 x 2 (CAR x Suplementacdo), a andlise estatistica foi realizada
pelo programa JPM (versdo 5.0.1, SAS Institute). ApGs a amostragem, 0s animais
foram separados aleatoriamente em dois grupos: com suplementacdo de AGs
protegido e com suplementagéo controle (sem AGs protegido). O experimento foi
composto por quatro tratamentos, o sémen dos touros foi congelado (4 tratamentos),
sendo 6 animais suplementados com AGs protegido (3 baixo CAR e 3 alto CAR) e 6
animais com suplementacdo controle, sem AGs (3 baixo CAR e 3 alto CAR). O
sémen foi utilizado para producdo in vitro de embrides; os blastocistos foram
reservados para andlise da quantificacdo de lipidios e os blastocistos expandidos
para analise da expressao génica. A quantificacdo de lipidios foi avaliada utilizando
o corante Sudan Black B 1% e as imagens foram analisadas pelo programa Image J
(National Institutes of Health, USA). A analise de expressado génica dos embrides foi
feita pela técnica de gPCR utilizando o sistema de micro-fluidica Biomark HD
(Fluidigm®, South San Francisco, CA, USA). Nao houve diferenca na producédo in
vitro de embrides oriundos de animais CAR- ou CAR+, nem entre os tratamentos
suplementados com AGs. Embrides de touros CAR+ apresentaram maior contetdo
lipidico quando comparado com o grupo CAR-. Os genes que apresentaram
diferenga associados a dieta foram o0 HMOX1, SREBF1 e o GPX4. Os referentes ao
perfil CAR que diferiram foram o PLAC8, PPARGC1A e o NFE2L2. Os relacionados
com a interagdo entre dieta e CAR que apresentaram diferenca foram o RPLPO,
ATF4, H3F3A, HSF1, HMGCS1, SLC2A5, NANOG, REST e o GPX4. Conclui-se que
a dieta e a selecao para CAR dos touros afetou a expressédo génica dos embrides
produzidos in vitro utilizando o sémen desses animais.

Palavras-chave: AGs, CAR, expressao génica, lipidio, sémen



EFFECTS OF DIET AND FEED EFFICIENCY OF YOUNG NELORE BULLS ON
GENE EXPRESSION AND INTRACELLULAR ACCUMULATION OF LIPIDS IN
PRE-IMPLANTATION EMBRYOS PRODUCED IN VITRO

ABSTRACT - In beef cattle, feed corresponds to the highest cost associated with
meat production. The evaluation of the selection for residual feed intake (RFI) has
been an important tool to direct the selection of beef cattle and economically optimize
this activity. However, some studies show a decrease in motility, scrotal perimeter, a
lower pregnancy and calving rate in efficient animals for RFI. One strategy to solve
such problems is polyunsaturated fatty acid (PUFA) supplementation that not only
increases the energy density of the diet, but also improves reproductive performance.
However, the ideal is that these characteristics of selection for RFI and effect of the
supplementation with PUFA are passed to offspring, so the aim of this work was to
evaluate the paternal effect of selection for residual feed intake and supplementation
of bulls with fatty acids for in vitro produced embryos (IVPE), accumulation of
embryonic lipid and gene expression. Animals classified under low RFI and high RFI
were used in the experiment. The experimental design was based on a 2 x 2 factorial
scheme (RFI x Supplementation), the statistical analysis was performed by the JPM
program (version 5.0.1, SAS Institute). The animals were randomly divided into two
groups: with protected fatty acids supplementation and with control supplementation
(without protected fatty acids). The experiment was composed of four treatments, the
semen of the bulls was frozen (4 treatments), 6 animals were supplemented with
protected fatty acids (3 low RFI and 3 high RFI) and 6 animals with control
supplementation, without protected fatty acids (3 low RFI and 3 high RFI). The
semen was used for IVPE; blastocysts were reserved for analysis of lipid
quantification and expanded blastocysts for analysis of gene expression. The
quantification of lipids was evaluated using the Sudan Black B 1% dye and the
images were analyzed by program Image J (National Institutes of Health, USA). The
gene expression analysis of the embryos was done by the gPCR technique using the
Biomark HD microfluidic system (Fluidigm®, South San Francisco, CA, USA). There
was no difference in the in vitro production of embryos from RFI- or RFI+ animals,
there was also no difference between treatments (supplementation). Embryos from
RFI+ bulls presented higher intracytoplasmic lipid content than embryos from RFI-
bulls. The genes that showed differences associated with the diet were HMOX1,
SREBF1 and GPX4. The RFI associated genes that differed were PLACS,
PPARGC1A and NFE2L2. Those related to the interaction between diet and RFI that
presented difference were RPLPO, ATF4, H3F3A, HSF1, HMGCS1, SLC2A5,
NANOG, REST and GPX4. In conclusion, the diet and the selection for RFI of the
bulls affected the gene expression of the embryos produced in vitro using the semen
of these animals.

Key words: FA, RFI, gene expression, lipid, semen
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1. INTRODUCAO

Na bovinocultura de corte, a alimentacdo corresponde ao maior custo
associado a producédo de carne (Alberta Agriculture and Rural Development, 2005).
Visando otimizar economicamente esta atividade, tem havido um esfor¢o no que diz
respeito ao melhoramento e a selecdo de animais que apresentem melhor eficiéncia
alimentar, em que ha diminuicdo da quantidade de alimento consumido para cada
quilo de carne produzida, sem comprometer o produto final (Lancaster et al., 2009;
Ferreira et al., 2015). Devido a isso, a avaliacdo do consumo alimentar residual
(CAR) tem sido uma ferramenta importante para direcionar a selecdo de bovinos de
corte. O CAR é calculado como a diferenca entre o consumo individual observado e
o0 consumo estimado, através de ajustes para peso médio metabodlico e do ganho
médio diario (Koch et al., 1963), que no entanto ndo acarreta em aumento do peso
adulto (Ferreira et al., 2015). Dessa forma, os animais séo classificados como mais
eficientes (consumo observado menor do que o predito para o ganho observado:
CAR negativo) ou menos menos eficientes (maior consumo: CAR positivo) (Almeida,
2005).

Todavia, estudos anteriores demonstraram um comprometimento de alguns
indicadores de fertilidade em animais com maior eficiéncia alimentar, tanto em
machos (diminuicdo da motilidade e viabilidade espermética e diminuicdo do
perimetro escrotal em tourinhos de corte com maior eficiéncia alimentar; Awda et al.,
2013;) quanto em fémeas (menores taxas de prenhez em novilhas de corte mais
eficientes; Basarab et al.,, 2011). Nesse sentido, faz-se necessario avaliar a
efetividade de possiveis intervencdes no manejo que sejam capazes de atenuar o
impacto negativo da selecdo de animais com maior eficiéncia alimentar sobre a
fertilidade. Uma estratégia de manejo que tem recebido especial atencao nos ultimos
anos € a suplementacdo nutricional com gordura para ruminantes, especialmente
fontes ricas em acidos graxos poliinsaturados (AGPs) que ndo apenas aumentam a
densidade energética da dieta (Santos et al., 2008), mas também atuam na melhoria
do desempenho reprodutivo (Costa e Fontes, 2010), seja em fémeas (Cerri et al.,
2009; Kojima et al., 1997; Lopes et al., 2009) ou em machos (Esmaeilil et al., 2014;

Khoshvaght et al., 2016). Os AGPs, que englobam os acidos graxos das familias



omega 3 (n3), 6mega 6 (N6) e dmega 9 (n9), ndo sao sintetizados de novo pelos
animais, de forma que precisam ser fornecidos na dieta e, por essa razdo, Sao
denominados como acidos graxos essenciais (Wathes et al., 2007). AGPs do tipo
n6é, como o acido linoleico, e do tipo n3, como o &acido alfa-linolénico, estdo
envolvidos em Vvarios processos bioldgicos, incluindo crescimento e reproducao
(Gurr et al.,, 2002). Deste modo, a suplementagdo nutricional com AGPs para
animais que apresentam comprometimento da fertilidade pode ser uma estratégia
interessante para melhorar o desempenho reprodutivo.

Apesar de toda a intervencao humana no sentido de melhorar a qualidade e
tornar mais lucrativa a producdo de carne bovina (como a sele¢cdo dos animais e
modificacdes da dieta), pouca atencdo tem sido dada a influéncia do estado
nutricional parental sobre os descendentes, embora experimentos com ratos,
camundongos e seres humanos tenham demonstrado que o perfil epigenético e a
saude dos descendentes séo influenciados pela nutricdo paterna no momento peri-
concepcao (Anderson et al., 2006; Ng et al., 2010; Wathes et al., 2007).
Experimentos com ratos mostraram que fatores ambientais, incluindo a dieta
parental, afetam a prole mesmo se a exposicado ocorrer antes do desenvolvimento
intrauterino (revisado por Soubry et al., 2014). Uma dieta parental rica em gordura
antes e durante o acasalamento resulta em descendentes com maior acumulo de
gordura e aumento do peso corporal, expressao alterada de lipase lipoprotéica e
leptina nos tecidos adiposos (Wu e Suzuki, 2006), e em menor metilacdo do DNA
em uma suposta regido reguladora do gene alfa 2 do receptor da interleucina 13,
associada a diminuicdo da tolerancia a glicose (Ng et al., 2010). No sentido oposto,
ja foi também demonstrado que a privacdo de alimento paterno em camundongos
machos, antes da concepcéo, leva a alteracdes no metabolismo de glicose da prole
(Anderson et al.,, 2006). Assim, a influéncia da nutrigdo paterna durante a
espermatogénese e seu impacto na saude da prole sdo importantes pontos
bioldgicos a serem investigados.

Diante da importancia da selecdo para CAR na pecuaria de corte, dos
beneficios da suplementacdo nutricional com acidos graxos sobre a reproducéo e
sabendo-se que os efeitos paternos sao passados a prole, esse estudo teve como

objetivo avaliar os efeitos paternos de CAR e da suplementagcao a longo prazo com
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dietas enriqguecidas com AGs para touros da raca Nelore, sobre o metabolismo
lipidico e expressdo génica dos descendentes, mais especificamente sobre o0s

embrides produzidos in vitro, na fase pré-implantacional.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consumo alimentar residual (CAR)

O CAR é uma caracteristica que apresenta herdabilidade moderada a alta
(Arthur et al., 2001a; Arthur et al., 2001b; Rolfe et al, 2011), o que torna possivel a
sua utilizagdo em programas de melhoramento genético de bovinos de corte, ja que
tem potencial para aumentar a eficiéncia da producdo de carne bovina (Herd e
Bishop, 2000). Isso foi anteriormente demonstrado por Arthur et al. (2001a), que
acasalaram fémeas de baixo CAR com touros de baixo CAR e fémeas de alto CAR
com touros de alto CAR e compararam o desempenho das progénies apos cinco
anos de selecéo. As progénies de pais com baixo CAR apresentaram ganho de peso
semelhante as progénies resultantes de alto CAR (1,44 e 1,40 kg/dia,
respectivamente) e semelhante peso final (384 e 381 kg, respectivamente). No
entanto, as progénies oriundas de pais com baixo CAR também apresentaram o
CAR mais baixo (-0,54 vs. +0,70 Kg/dia), consumiram menos alimento (9,4 vs.10,6
Kg MS) e apresentaram menor conversao alimentar (6,6 vs. 7,8) do que filhos de
alto CAR (Arthur et al., 2001a).

2.2 Suplementacdo com acidos graxos (AGSs)

A nutricdo adequada é fundamental para o sucesso da reproducédo (Funston,
2004). A suplementacdo de gordura na dieta de ruminantes € uma pratica comum
para aumentar a densidade de energia da dieta e, consequentemente, melhorar os
indices reprodutivos (Costa e Fontes, 2010).

No rumen, os lipidios sofrem transformacdes decorrentes da lipdlise e
biohidrogenacao, que alteram sua composicéo e o perfil de acidos graxos que chega
ao duodeno (Costa, 2007). Pesquisas relacionadas ao metabolismo de lipidios tém
como obijetivo principal manipular os eventos fisico-quimicos do ramen para que a
gordura possa fazer parte da alimentacdo de ruminantes sem interromper a
fermentacao ruminal e a digestdo, bem como regular a biohidrogenagcéo microbiana

de certos acidos graxos (Jenkins, 1993). Para que a gordura passe inerte pelo



riumen, sem sofrer biohidrogenacdo, pode-se utilizar sais ou sabdes de calcio, de
forma que haja a disponibilizacdo de acidos graxos insaturados no intestino delgado
(Sartori e Mollo, 2007; Costa, 2007).

Em estudos prévios, a suplementacdo de vacas Nelore em lactacdo com
acidos graxos poliinsaturados protegidos no rimen, desde o inicio da sincronizacao
do estro até 28 dias apds a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), fez com que
aumentasse a taxa de prenhez. Adicionalmente, foi também observado aumento da
taxa de gestacdo em vacas cruzadas B. indicus suplementadas com acidos graxos
poliinsaturados protegidos no ramen desde o fim do protocolo de sincronizagédo do
estro até 21 dias ap0Os a transferéncia de embrido (Lopes et al., 2009). Assim, 0s
estudos demonstraram que utilizacdo de acidos graxos poliinsaturados na
alimentacdo de fémeas melhora a fertilizacdo, o desenvolvimento embrionario (Cerri
et al., 2009), a taxa de ovulacéo e a qualidade embrionéria (Kojima et al., 1997).

Além dos beneficios observados em fémeas, os acidos graxos poliinsaturados
sao utilizados também para melhorar o desempenho reprodutivo masculino (Tran et
al., 2017). Esmaeili et al. (2014) observaram que animais suplementados com 6leo
de peixe tiveram maior concentracdo total de testosterona, melhor qualidade do
sémen fresco e maior capacidade de congelamento em comparagcdo animais
alimentados com 6éleo de palma e 6leo de girassol. Da mesma forma, Khoshvaght et
al. (2016) também aboservaram aumento do volume, da concentracdo, da motilidade
progressiva e da viabilidade do sémen fresco de animais suplementados por 5 a 7
semanas com acidos graxos poliinsaturados. Além disso, esses mesmos autores
observaram aumento na motilidade progressiva e na Vviabilidade dos
espermatozoides apds o processo de criopreservacdo durante as semanas 9 e 11

no grupo suplementado com 6leo de peixe em comparag¢ao com 0 grupo controle.

2.3 Efeito paterno transmitido a prole

A epigenética engloba mudangas nas marcas no genoma que Sao copiadas
de uma geracédo de células para a proxima, mas que nao envolvem mudancas na
sequéncia primaria de DNA. Estes mecanismos, incluindo metilacdo do DNA,

modificacdes de histonas e microRNAs ndo codificantes, sdo responsaveis por



regular a expressao génica durante a diferenciacdo celular e o desenvolvimento
embrionério como também ao longo da vida (Mckay e Mathers, 2011).

Uma implicacdo dos sistemas de heranca epigenética é que eles fornecem
um mecanismo potencial pelo qual os pais poderiam transferir informacdes para
seus filhos sobre o ambiente que vivenciaram. A informacdo epigenética pode ser
herdada através da linha germinativa dos mamiferos e representa um transportador
transgeracional plausivel de informacéo ambiental (Carone et al., 2010).

O ambiente em que vive um individuo ndo influencia apenas seu proprio
metabolismo, mas em alguns casos, 0 risco de doenca metabdlica pode ser
decorrente do ambiente vivido por seus pais. Cada vez mais € comprovado que a
nutricdo paterna influencia o metabolismo da prole em mamiferos (Rando e
Simmons, 2015). A dieta paterna pode influenciar o fenétipo da prole através da
informacdo nos espermatozoides, via alteragdo no nivel de pequenos RNAs,
incluindo fragmentos de tRNA, em todo o trato reprodutivo masculino e em
espermatozoides maduros. Os fragmentos de tRNA podem regular a expressao de
transcricdes conduzidas por retro elementos endégenos (Sharma et al., 2016).

Os espermatozoides passam por mudancas em sua carga de pequenos
RNAs que ocorre durante o processo de espermatogénese até a maturacdo no
epididimo. Assim, ocorre a transicdo de um estagio de espermatogénese testicular
dominado por piRNA para uma carga Util dominada por tRF de espermatozoides
epididiméarios. Esses pequenos RNAs sintetizados no epitélio do epididimo séo
traficados para espermatozoides em maturagdo por pequenas vesiculas
extracelulares, conhecidos coletivamente como epididimosomos. As populacdes de
células germinativas testiculares, incluindo espermatozéides testiculares
maduros, carregam niveis extremamente baixos de fragmentos de tRNA (tRFs), e
gue tRFs se tornam altamente abundantes somente depois que 0s espermatozoides
entraram no epididimo. Essa informag&o fornece um indicio para compreender o
processo de transferéncia de informacédo somato-germinal em mamiferos (Sharma et
al., 2018).

A carga de pequenos RNAs do espermatozoide de mamiferos sofre
remodelacdo dramatica durante o desenvolvimento. Varias ondas de microRNAs e

fragmentos de tRNA séo enviados para o espermatozoide durante a maturacao pos-



testicular no epididimo e sdo essenciais para o desenvolvimento normal do zigoto
pré-implantagdo (Shrama et al., 2018; Conine et al., 2018). Embrides gerados a
partir de espermatozoides retirados da cabeca do epididimo superexpressaram
significativamente multiplos fatores regulatérios ao longo do desenvolvimento
embrionério pré-implantacdo, causando implantagéo ineficiente e morte embrionaria.
No entanto, a microinjecdo de RNAs purificados especificos da cauda do epididimo
em embrifes gerados a partir de espermatozoides obtidos da cabeca do epididimo
restaurou as alteracdes moleculares pré-implantagcdo e suprimiu o fendtipo de
letalidade embrionaria pos-implantacdo. Esses achados revelam o papel dos
pequenos RNAs durante a maturagdo poés-testicular de espermatozoides de
mamiferos e sua importancia para o desenvolvimento embrionario normal no periodo
de pré-implantacéo (Conine et al., 2018).

Apesar de diversas pesquisas documentarem os efeitos paternos transmitidos
para a prole (Andeson et al., 2006; Carone et al., 2010; Ng et al., 2010; Soubry et al.,
2013), pouco se estuda sobre tal efeito em bovinos. Carone et al. (2010) observaram
gue a progénie de camundongos machos alimentados com dieta baixa em proteina
exibiu elevada expressao hepatica de muitos genes envolvidos no metabolismo de
lipidios e colesterol e atribuiram este fato a alteracdes epigenéticas. De forma
complementar, Soubry et al. (2013) observaram que a obesidade do pai esta
associada a hipometilacdo nas regifes diferencialmente metiladas (DMR) do gene
Imprinted Insulin-Like Growth Factor 2 (IGF2) na prole, o que fornece evidéncias de
que os efeitos transgeracionais da obesidade paterna podem influenciar o futuro
estado de saude da prole.

Adicionalmente, em um estudo com camundongos foi relatado que a privacéo
de alimento paterno antes do acasalamento resultou em uma diminuicdo consistente
de glicose sérica em seus descendentes, indicanda um efeito transgeracional
mediado pelo macho (Anderson et al., 2006). Ng et al. (2010) observaram que o
consumo crénico de uma dieta hiperlipidica paternal em ratos promoveu a disfuncao
das células do pancreas, aumento do peso corporal, adiposidade, intolerancia a
glicose e sensibilidade a insulina, além de alterar a expresséo de genes do pancreas

em seus descendentes.



2.4 Producdo in vitro de embrides (PIVE)

A producdo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécnica amplamente
utilizada. A PIVE envolve trés etapas, maturacdo (MIV), fecundacéao (FIV) e cultivo
(CIV) in vitro (Gongalves et al., 2008) que ocorrem no laboratorio utilizando-se meios
especificos, atmosfera, temperatura e umidade controlada (Miyauchi, 2011).

Além de suas vantagens, a PIVE pode, e é utilizada em varias linhas de
pesquisa como, por exemplo, € utilizada na analise da expressao génica, pois o
embrido produzido por essa técnica € utilizado para quantificacdo de determinados
genes expressos (Bertolini et al., 2002; Lonergan et al.,2003). Lonergan et al. (2003)
utilizaram a técnica de PIVE em seu experimento que avaliou a expressao génica de
embrides cultivados in vitro e in vivo nos estagios de zigoto a blastocisto e os
resultados demonstraram que a abundancia relativa dos transcritos varia ao longo
do periodo de pré-implantacao e é fortemente influenciado pelo ambiente do cultivo.

A PIVE também pode ser utilizada para a avaliacdo dos efeitos da
suplementacao de acidos graxos na alimentacédo de fémeas bovinas (Fouladi-Nashta
et al.,2007; Fouladi-Nashta et al., 2009). Fouladi-Nashta et al. (2007) avaliaram, por
meio da PIVE, os efeitos do nivel de acidos graxos inertes do ramen sobre o
desenvolvimento embrionério em vacas leiteiras em lactagdo e observaram maior
producdo de blastocistos e maior nimero de células totais (massa celular interna e
trofectoderma) em blastocistos do grupo alimentado com alto teor de gordura.
Entretanto, Fouladi-Nashta et al. (2009), ao comparar diferentes fontes de acidos
graxos na alimentacdo de vacas leiteiras em lactagdo, observaram que 0 grupo
alimentado com gordura inerte no ramen obteve maior proporcdo de embribes
clivados do que animais alimentados com soja ou linhagca, mas o rendimento de

blastocistos e a qualidade do embrido nao foram afetados.



2.5 Lipidios no Embrido

O sistema de producédo in vitro dos embribes ndo apresenta a mesma
eficiéncia quando comparado com in vivo, pois as condi¢fes do cultivo embrionario
tém um papel crucial na determinacdo da qualidade do blastocisto (Rizos et al.,
2002).

A maioria dos meios utilizados para o desenvolvimento in vitro de embrides
contém soro ou albumina de soro bovino (BSA) como fonte proteica. Varios autores
demonstraram os efeitos favoraveis desses produtos no desenvolvimento
embrionério (Mucci et al 2006; Carolan et al.,1995; Leivas et al., 2011), no entanto,
a suplementacdo de soro no meio de cultivo in vitro de embrifes esta associada ao
acumulo anormal de goticulas lipidicas em embrides, maior tempo de gestacao e
maior peso ao nascer (Abe et al., 1999; Thompson et al., 1995).

Além disso, sabe-se que o acumulo de lipidios no citoplasma de embribes
afeta negativamente a criotolerdncia dos mesmos, acarretando menor taxa de
sobrevivéncia apds a descongelacdo, como observado quando se utiliza soro fetal
bovino nos meios de cultivo embrionario (Abe et al., 2002; Mucci et al., 2006). Tal
efeito pode ser atribuido ao fato de que o acumulo lipidico em excesso nos embrides
pode causar alteracbes na fluidez e funcdo da membrana plasmatica, jA& que sua
composicdo determina as propriedades fisico-quimicas da membrana, incluindo
fluidez, permeabilidade e comportamento térmico (Mcevoy et al., 2000; Sturmey et
al., 2009; Kim et al.,, 2001) que podem afetar negativamente a sobrevivéncia
embrionéaria nos processos de criopreservacao (Mucci et al., 2006). Adicionalmente,
a importancia do alto acumulo de lipidios € que tais embrides sdo mais suscetiveis
ao dano oxidativo (Mcevoy et al., 2000).

A criopreservacao de embrides bovinos é uma importante técnica, pois auxilia
na logistica referente a transferéncia de grandes numeros de embrides frescos e
também para expandir a comercializacdo de embrides entre paises. Dessa forma,
inUmeras pesquisas sao desenvolvidas com o objetivo de reduzir a quantidade de
lipidio intracelular em embrides, como a técnica de delipidagdo mecéanica por
centrifugacédo (Ushijima et al., 1999), a micromanipulacdo (Diez et al., 2001) e

aplicacdo de laser na zona pelucida dos embrides (Pryor et al., 2011). Pode-se
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utilizar também a delipidacdo quimica com reguladores do metabolismo lipidico, que
€ menos agressiva e ndo provoca lesdo na zona pellcida; para tanto, sao utilizados
agentes lipoliticos, tais como o forskolin (Meneghel et al.,, 2017) ou agentes
inibidores da lipogénese, como o acido linoleico (Pereira et al., 2008) e L-carnitina
(Baldoceda et al., 2016).

Apesar da alta quantidade de lipidios afetar negativamente o processo de
criopreservacao, o lipidio € uma fonte importante de energia utilizada pelos odcitos e

embrides no periodo de pré-implantacéo (Sturmey et al., 2009).

2.6 Expresséo génica

2.6.1 Apoptose

Apoptose, ou morte celular programada, é um processo fundamental para a
manutencdo do desenvolvimento dos seres vivos, este processo de morte celular
possui um papel essencial na manutencdo da homeostase tecidual e é importante
em certas condicdes patoldgicas, sendo importante para eliminar células
defeituosas. Véarias moléculas estdo envolvidas no controle das vias de ativacao da
apoptose, dentre estas, as proteinas antiapoptéticas e pré-apoptoticas, além das
caspases (Grivicich et al, 2007; Anazetti e Melo, 2007).

As caspases sdo ativadas sequencialmente formando uma cascata que
comeca com a ativacdo das caspases indutoras (caspase 8, 9 e 10) que ativa a
caspase 1 e por sua vez ativa as caspases 3, 6 e 7 que séo as efetoras. Apos serem
ativadas, as caspases efetoras degradam, através de protedlise, as proteinas
celulares vitais, levando a morte celular. (Gastman et al., 1999; Chowdhury et al.,
2008; Thornberry e Lazebnik, 1998). As caspases por sua vez sdo ativadas por 2
vias, por meio dos receptores de morte (FAS e TNF) ou pela via mitocondrial (familia
BCL2) (Yuan, 1997; Wallach et al., 1999; Bagci et al. 2006).

A via apoptética mitocondrial € amplamente mediada através das proteinas da
familia Bcl-2, as quais podem promover sobrevida (BCL2, BCLXL, MCL1, Al) ou
apoptose (BAX, BAK, BAD, BCLXS, BIK, BID) (Johnson, 1998; Suen et al., 2008;
Wang et al., 1996; Yang e Korsmeye, 1996).
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InUmeras pesquisas utilizam a expressédo génica da familia Bcl-2 para avaliar
a apoptose de embrides produzidos in vitro e in vivo (Leidenfrost et al., 2011; Yang e
Rajamahendran, 2002; Lin et al., 2017).

Ao investigar a ocorréncia temporal da morte celular de embrides bovinos,
Leidenfrost et al. (2011) avaliaram os perfis de abundéncia de transcricdo para
genes relacionados a apoptose e observaram que houve pouca ou nenhuma
deteccao de transcricbes para CASP3 e CASP9. No entanto, encontraram diferenca
na transcricdo de BAX e CASP9 entre embrides produzidos in vivo e in vitro, em
que os niveis de transcricdo nos blastocistos produzidos in vivo foram maiores,
enquanto que os niveis de mRNA para CASP3 foram maiores nos produzidos in
vitro.

Yang e Rajamahendran (2002), observaram que a expressédo de Bcl-2 foi alta
em embribes de boa qualidade e baixa em embrides fragmentados. J& a expressao
de Bax foi encontrada em todas classificagcbes embrionarias. Isto implica que a
propor¢cdo de Bcl-2 para Bax pode ser usada para avaliar a tendéncia para a
sobrevivéncia ou apoptose de embrides. As interacdes entre a familia de proteinas
Bcl-2 podem desempenhar um papel critico no desenvolvimento do embrido pré-
implantacéo (Yang e Rajamahendran, 2002).

2.6.2 Diferenciacado e implantacdo embrionéria

A embriogénese € a habilidade de auto-organizacao; os destinos das células
sdo determinados pela interacdo de células que compdem o embrido. O zigoto sofre
clivagem e aumenta seu nimero de célula seguido pelo estabelecimento das duas
primeiras linhagens celulares: a massa celular interna e o trofectoderma , que
aparecem durante o estagio do blastocisto nas posicdes interna e externa do
embrido, respectivamente. O trofectoderma contribuira para a formacédo da placenta
enguanto as células da massa celular interna dao origem ao feto (Bou et al., 2016).

O processo de implantacdo envolve mudancas na expressdo de genes que
sdo coordenados com trofectoderma embrionario ao epitélio uterino, modificando o
ambiente uterino, causando silenciamento de receptores de progesterona e

estrogeno, supressdo de genes para reconhecimento imune, alteragbes na
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permeabilidade da membrana para melhorar o intercambio de fatores concepto-
materno, angiogénese e vasculogénese, aumento da vascularizagdo do endomeétrio,
ativacdo de genes para o transporte de nutrientes para o limen uterino e sinalizacao
aprimorada para o reconhecimento da prenhez. Sendo assim, a expressao
diferencial dos genes podem influenciar a receptividade uterina a implantacao (Bazer
et al., 2010).

A CDX2 desempenha um papel essencial na formacdo do trofectoderma
durante o desenvolvimento embrionario (Sritanaudomchai et al., 2009). E sua
expressdo é aumentada em embrides que se desenvolveu até o nascimento quando
comparado com embrides que sofreram absorcdo (El-Sayed et al.,, 2006). Na
avaliacdo da qualidade do embrido bovino, o PLAC8 é um biomarcador que € usado
para prever o resultado de prenhez (El-Sayed et al., 2006; Rekik et al., 2011), sendo
responsavel pelo desenvolvimento de placenta e a interacdo materna embrionéria
(Ghanem et al., 2011). Foi demonstrado que o PLACS8 esta altamente expresso em
células de embrides que foram capazes de se desenvolver em bezerros, tanto em
embrides produzidos in vitro (ElI-Sayed et al., 2006) como in vivo (Ghanem et al.,
2011).

O interferon tau (IFNt ) é sintetizado pelas células trofoblasticas do blastocisto
e é responsavel pelo reconhecimento da prenhez em ruminantes, o efeito anti-
luteolitico do IFNt permite bloquear ciclicidade ovariana, suprimindo a transcricdo do
receptor do estrégeno e de ocitocina estendendo a vida atil do corpo Iuteo,
mantendo a secrecao de progesterona necessaria para preparar o ambiente uterino
(Spencer e Bazer, 1996). Estudos relataram que IFNt pode ser detectado com o
estagio de 16 células em embrides fertilizados in vitro (dia 4), aumentando a
concentracdo no estagio morula (dia 5) e no blastocisto (dia 7), e permanecendo

continuamente expressado nos dias 9 a 24 (Farin et al., 1990; Yao et al., 2009).
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2.6.3 Desenvolvimento embrionério

Durante o desenvolvimento embrionario, varias transcricdes génicas sao
produzidas para que haja uma placentacdo bem sucedida, a expressdo de genes
especificos durante o desenvolvimento e pré-implantacdo, tem fundamental
importancia para o metabolismo em diferentes etapas, como as clivagens iniciais, a
ativacdo gendmica, que ocorre no estagio entre 8 e 16 células na espécie bovina, a
compactacdo da morula, a diferenciacdo celular e a formacéo do blastocisto. Assim,
alteracbes na expressédo génica podem afetar a viabilidade de embrides (Razza,
2017; Lonergan et al., 2003; Bertolini et al. 2002).

O gene GSKS3 regula uma diversidade de funcbes celulares através de
diferentes caminhos de sinalizacdo, incluindo a sintese de proteinas, proliferacédo
celular, diferenciacéo celular, apoptose e dindmica de microtibulos; em resposta a
insulina e aos fatores de crescimento GSK3 é fosforilado e inativado (Uzbekova et
al., 2009). Aparicio et al, (2010) demonstraram que os embrides bovinos expressam
isoformas GSK3A no estagio de duas células para o estagio de blastocisto e que a
fosforilacdo de GSK3A aumentou a medida que o desenvolvimento avancou,
sugerindo que a inibicdo da GSK3 e a via de sinalizagdo mediada por esta proteina
estdo associadas ao desenvolvimento embrionério normal.

O HMOX1 atua como um critico fator para promover a formacdo da
vasculatura e a homeostase imune através da inibicdo de reacdes excessivas em
varios tecidos no corpo (Chora et al.,, 2007; Watanabe et al., 2004). Fémeas
gestantes submetidas ao estresse exibiram niveis reduzidos de progesterona e
expressdo de HMOX1 e aumento da metilacdo em regides distintas do promotor
placentario HMOX1 (Solano et al., 2015).

O gene OTX2 faz parte de uma familia de genes de homeobox, que atuam
durante o desenvolvimento embrionario precoce para controlar a formacdo de muitas
estruturas corporais. O gene OTX2 desempenha um papel critico no
desenvolvimento dos olhos e estruturas relacionadas, como o0 nervos o6pticos.
Também esta envolvido no desenvolvimento do cérebro, incluindo a formacao da
glandula pituitaria na base do cérebro (Ou et al., 2008; Martinez-Morales et al.,
2001).
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O POUSF1, também denominado OCT4, é expresso somente em células
pluripotentes, esse gene foi detectado no embrioblasto, trofoblasto e cultivos de
embrioblasto, no entanto embrioblasto apresentou maiores niveis de expressao que
o trofoblasto, esses resultados sugerem que o POU5SF1 pode controlar o processo
de diferenciacéo do embrido. Este gene também foi detectado no concepto até o dia
21 de gestacdo de ovinos e sua expressao foi inversamente proporcional a do
interferon-tau (Zeineddine et al., 2014; Sanna et al., 2010; Kim et al., 2013; Wang et
al., 2013).

Para a protecdo contra o estresse oxidativo, o embrido possui diversos
sistemas antioxidantes, entre eles o antioxidante enzimético peroxiredoxinas
(PRDXs), o padréo de expressdo da PRDX1 é continuo durante o desenvolvimento
embrionario e sua expressdo é regulada em resposta a varios tipos de estresse.
(Leyens et al., 2004; Abbas et al., 2008).

Em relagdo a proteina ribossomal RPLPO, foi observado que os niveis de
expressdo de RPLPO permanece estavel durante a gestacao (Jeyasuria et al., 2009).
Foi observado também que a gestacdo que resultou em nascimento do bezerro a
sua expressao estava aumentada (Tesfaye et al.,, 2009). No mesmo experimento
Tesfaye et al. (2009), avaliaram através de bidpsias de blastocistos derivados de
embrides produzidos in vivo, que embrides que foram absorvidos foram enriquecidos
com transcritos que regulam a proteina de ligacédo ao calcio tanto a S100A10 como a
S100A14.

2.6.4 Estresse do reticulo endoplasmaético

O reticulo endoplasmatico é a organela responsavel pelo processo de
enovelamento da proteina, fenbmeno em que a proteina dobra-se sobre si mesma e
torna-se ativa. Também, responde pela sintese de lipidios e esteroides, e esta
envolvido no sistema de controle de alta qualidade que garante o correto processo
de enovelamento de proteinas, as quais serdo transportadas para o complexo de
Golgi. No entanto, estados fisiolégicos ou patofisiolégicos, que aumentam a
demanda do processo enovelamento de proteinas ou que estimulam a ruptura nas

reagOes proteicas, geram desequilibrio entre preparar o processo de enovelamento
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e a capacidade do reticulo endoplasméatico. Em consequéncia, causa o acumulo e
desordem no processo de enovelamento proteico no Iumen do reticulo
endoplasmatico que € chamado de estresse do reticulo endoplasmatico, tal estresse
aciona o processo de desativacdo proteica (Moreira, 2015; Csordas e Hajndéczky,
2009; Berridge, 2002). Quando a homeostase do reticulo endoplasmatico é
perturbada ou o mecanismo de controle sobrecarregado, o estresse prolongado
causa apoptose. O gene ATF4 é conhecido por regular a resposta ao estresse para
proteger a célula de varios fatores de estresse e indutor de apoptose. Assim, 0
estresse oxidativo induz a expressdo de ATF4 que pode estar envolvido no
mecanismo de protecdo de embrides no periodo de pré-implantacdo contra as
lesBes oxidativas (Na et al.,2006).

O gene DDIT3 (DNA damage-inducible transcript 3 protein), faz parte das vias
de apoptose mediada pelo estresse do reticulo endoplasmético, o aumento na
expressdo do gene € especifica para uma das vias sensiveis ao estresse e indica
que pode ser um marcador inicial de células comprometidas com a apoptose
(Fontanier-Razzagq et al., 1999; Silva, 2013).

Os 4&cidos graxos representam uma importante fonte de energia para
embrides no periodo pré-implantacdo. A oxidacdo de A&cidos graxos esta
correlacionada com o consumo de oxigénio embrionario que permanece
relativamente constante até o estagio de 8 células, mas aumenta subitamente até o
estagio de moérula. A degradacdo dos acidos graxos ocorre nas mitocondrias e é
catalisada por vérias carnitina acil transferases, incluindo duas carnitina palmitoyl
transferases, a CPT-1 e CPT-Il. Foi realizado um trabalho para determinar o nimero
relativo de transcricdes de genes Cptlb e Cpt2 que codificam as enzimas m-CPT-l e
CPT-Il, durante o desenvolvimento de pré-implantacdo. Foi relatado que as
transcricdbes de Cptlb sdo detectadas primeiro e no estagio de 2 células e
reaparecem no estagio de morula e blastocisto. As transcricdes de Cpt2 diminuem
apos a fertilizacdo para niveis indetectaveis e estdo presentes novamente mais tarde
no estagio de morula. Estes resultados demostraram que a transcricdo de Cptlb e
Cpt2 é desencadeada no estagio morula, concomitantemente com perfis crescentes
conhecidos de absorcdo de oxigénio e oxidacao de acidos graxos (Gentile et al.,
2004).
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2.6.5 Regulacédo epigenética

A epigenética compreende um conjunto de mecanismos que promovem a
regulacdo da expressdo génica a nivel transcricional por modificacbes quimicas no
DNA e na cromatina, como metilacdo, acetilacdo e fosforilagdo, que resultam na
consequente mudanca fenotipica do individuo sem, no entanto, ocorrer nenhuma
alteracdo na sequéncia do DNA (Costa e Pacheco, 2013).

A variante Histona H3.3 € codificada por dois genes distintos, H3F3A e
H3F3B, que estdo intimamente associados a genes ativamente transcritos. Apds a
fertilizacdo, H3.3 é incorporada a cromatina parental, e € necesséaria para a
formacdo de blastocistos e desenvolvimento embrionario precoce em bovino. A
abundéancia de RNAm de H3F3A é estavel, enquanto que o RNAmM de H3F3B é
relativamente dindmico durante o0 desenvolvimento embrionario precoce. A
quantidade de mRNA de H3F3B também é consideravelmente maior do que H3F3A
(Zhang et al., 2017).

As histona desacetilases (HDAC) 1 e 2 sdo enzimas altamente similares que
ajudam a regular a estrutura da cromatina. Embora a delecdo de tecido especifico
de HDAC1l e HDAC2 tenha demonstrado redundancia funcional, a delecéo de
HDAC1 causa letalidade embrionaria precoce, enquanto o HDAC2 néo. HDAC1,
controla a diferenciacdo de células tronco embrionarias no entanto, 0 mesmo nao
ocorre com HDAC2. (Dovey et al., 2010). Blastocistos bovinos produzidos in vitro
sob alta pressdo de oxigénio possuem abundancia elevada de ROS e esses
embrides submetidos ao estresse oxidativo também apresentaram expressao
alterada dos transcritos associados a epigenética H2AFZ, H3F3B, HDAC2 (Bomfim
et al., 2017).

2.6.6 Metabolismo da glicose

A glicose desempenha um papel fundamental durante a oogénese e
embriogénese, satisfazendo as demandas metabodlicas de odcitos e embrides,
fornecendo reservas de energia armazenadas sob a forma de glicogénio e apoiando

a biossintese de nucleotideos através da via do fosfato de pentose. A glicose
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também contribui para a producdo de aminoacidos, proteinas glicosiladas e
componentes extracelulares (Zheng et al., 2007).

AKR1B1 € uma enzima que ativa 0 metabolismo da glicose e apresenta
relacdo importante com a producdo de PGF2a. Esta presente na placenta e é
altamente expressa no endométrio durante a lutedlise, sugerindo que a expressao
deste gene pode estar relacionada com falhas na gestacao (Madore et al., 2003). Foi
demostrado através de bidpsias que os embrides com expressdo de AKR1B1,
resultaram em reabsorcéao fetal (El-Sayed et al., 2006). As bidpsias de embrides que
resultam em reabsor¢cdo e nenhuma prenhez foram enriquecidas com transcricoes
envolvendo metabolismo da glicose (PGK1 e AKR1B1). Ao avaliar o comportamento
de embrides produzidos in vivo e in vitro no dia 7 (D7) cultivados no sistema de
cultivo pés-ecloséo até o dia 14 (D14), verificou-se que 0s in vitro eram menores,

mas a expresséo do gene PGK-1 foi semelhante entre os grupos (Machado, 2012).

2.6.7 Resposta ao choque térmico

As proteinas do choque térmico (HSPs) sédo expressas em todas as células
em resposta a estressores ambientais e servem para protegé-las do aguecimento e
substancias toxicas, o que pode ocorrer durante o cultivo embrionario. O Fator de
choque térmico 1 (HSF1), enquanto reconhecido como o principal regulador da
resposta de transcricdo de choque térmico, também exerce funcdes importantes
durante o desenvolvimento embrionario de mamiferos e gametogénese (Le Masson
et al., 2011). As HSPs sdo componentes criticos de um mecanismo de defesa
complexo e altamente conservado, também desempenham papel fundamental tanto
durante a sintese, montagem, dobramento e degradacdo de proteinas, quanto na
preservacao da sobrevivéncia celular sob condigcbes ambientais adversas (Gupta et
al., 2007). Em condi¢Bes adversas, os niveis de HSPs sdo aumentados, auxiliando,
desta forma, a sintese e maturacdo de novas proteinas que irdo substituir aquelas
afetadas pelo estresse metabdlico (Bukau e Horwich, 1998).

Hensen et al. (2012) observaram que a privacao de aminoacidos no cultivo de
células resulta na inativacdo do HSF1. Nas células privadas de aminoéacidos, o

HSF1 ativo perde sua atividade de ligacdo e ocorre uma diminuicdo acentuada no
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nivel de transcricdo de genes alvo de HSF1 tais como HSPA1A (Hsp70), DNAJB1
(Hsp40) e HSP90AAL, além disso o mRNA HSPA1A, também foi desestabilizado.

Silva et al. (2013) observaram diminuicdo na porcentagem de o00citos
submetidos ao estresse que se tornaram blastocisto em animais da raca Jersey, mas
0 estresse térmico ndo teve o mesmo efeito nos embrides da raca Nelore, foi
observado também que a expressdo de HSF1 diminuiu (P <0,05) em ambas as
racas, com maior efeito em embrides da raca Nelore. Segundo descrito por Li et al.
(2011) e Bulman e Nelson (2005), apos a deteccéo do estresse, o HSF1 adquire um
alto nivel de atividade transcricional, que depois € gradualmente perdido ap6s a
remocao do estresse.

2.6.8 Metabolismo lipidico

Os lipideos sdo essenciais para qualquer célula, pois estes fornecem a
energia necessaria para o metabolismo celular, além de suprir as necessidades
energéticas requeridas durante os processos de desenvolvimento embrionéario
inicial, através da oxidacdo dos acidos graxos para producdo de ATP. Porém,
durante a B-oxidacdo dos lipideos séo liberadas espécies reativas de oxigénio
(ROS), que em alta concentragédo podem lesionar as mitocondrias, comprometendo
seu funcionamento (Sturmey et al., 2009; Duvnjak et al., 2007). A concentracdo de
triacilglicerois contidos nos embrides produzidos in vivo permanece estavel desde o
estagio de duas células até blastocisto, todavia, em embrides produzidos in vitro, as
reservas de triacilglicerois podem dobrar desde o estaddio de quatro células até
blastocisto (Fergusson e Leese, 1999).

Os acidos graxos representam uma importante fonte de energia para
embrides no periodo pré-implantacdo (Gentile et al., 2004). Na mitocondria, a
oxidacdo completa dos acidos graxos ocorre em trés etapas, sumarizadas na Figura
1: a primeira, chamada de B-oxidacdo, é a oxidacdo de acidos graxos a dois
fragmentos de carbono, na forma de acetil-CoA; a segunda etapa € a oxidacdo de
acetil-CoA a CO; no ciclo do &cido citrico; e a terceira € a transferéncia de elétrons
dos transportadores de elétrons reduzidos a cadeia respiratoria mitocondrial, em que

os elétrons derivados das oxidagcbes 1 e 2 passam ao O, por meio da cadeia
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respiratéria mitocondrial, fornecendo a energia para a sintese de ATP por

fosforilacdo oxidativa (Nelson e Cox, 2014).

2 deidacéo e

> {‘8 écretiI-CoAr |

Ciclodo
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Cadeia respiratoria
(transferéncia de
elétrons)

Figura 1. Etapas da oxidacao de acidos graxos (Neson e Cox, 2014).

Quando a dieta disponibiliza uma fonte imediata de carboidratos, a p-oxidacao
dos acidos graxos € desnecessaria, sendo assim desativada. Duas enzimas sao
essenciais no metabolismo dos acidos graxos: a acetil-CoA-carboxilase (ACC)
primeira enzima na sintese de acidos graxos e a carnitina-aciltrasferase-I, que limita
o transporte dos acidos graxos para dentro da matriz mitocondrial para a (3-oxidacao.

A ingestacao de uma dieta rica em carboidrato aumenta a glicose sanguinea e ativa
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a liberacdo de insulina, que ativa a proteina-fosfatase dependente de insulina que,
por sua vez, desfosforila a ACC, ativando-a. A ACC catalisa a formacéo de malonil-
CoA gue inibe a carnitina-aciltrasferase-l, impedindo assim a entrada acidos graxos
na matriz mitocondrial. Quando baixam os niveis de glicose sanguinea, a liberacao
de glucagon ativa a proteina-cinase dependente de cAMP (PKA) que fosforila e
inativa a ACC e, com a baixa concentragdo de malonil-CoA, os acidos graxos entram
na matriz mitocondrial e tornam-se o principal combustivel (Neson e Cox, 2014).

Estas etapas estdo sumarizadas na Figura 2.
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Figura 2. Regulacdo da sintese e degradacdo de acidos graxos (Neson e Cox,
2014).

Para controlar as quantidades de acidos graxos, as células sdo dotadas de
dois sistemas de acetil-coenzima A carboxilase (ACC). O ACC-alfa é a enzima
limitante da taxa na biogénese de acidos graxos de cadeia longa; e a ACC-beta
acredita-se que controle a oxidagdo do acido graxo mitocondrial. Essas duas
isoformas do ACC controlam a quantidade de acidos graxos nas células (Kim, 1997).
A FAS, que catalisa a sintese de palmitato a partir da condensacé&o de malonil-CoA
e acetil-CoA, também participa da homeostase de energia, convertendo o excesso

de carbono em &cidos graxos para armazenamento (Baron et al., 2004). A Malonil-
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CoA pode ser formada dentro da mitocondria, peroxissomos e citosol de células de
mamiferos. Além de ser um intermediario nas vias de biossintese de acidos graxos
de novo e alongamento de &cidos graxos, a malonil-CoA possui importante funcao
sinalizadora através de sua inibicdo da carnitina—palmitoil transferase 1 (CPT-1), que
€ responsavel pelo transporte de acidos graxos de cadeia longa para a mitocéndria
(Abu-Elheiga et al., 2000). Assim, CPT-1 exerce controle de fluxo sobre a beta-
oxidacdo mitocondrial e producao de energia (Saggerson, 2008).

O excesso de colesterol celular é armazenado na forma esterifica, como
ésteres de colesterol. A conversdo de colesterol em ésteres de colesterol é
catalisada pela enzima ACAT. Na maioria dos tipos de células, os ésteres de
colesterol estdo presentes apenas em baixos niveis, principalmente como goticulas
lipidicas citoplasmaticas. No plasma, os ésteres de colesterol fazem parte da carga
lipidica neutra presente os quilomicrons intestinais e nas lipoproteinas hepéticas de
densidade muito baixa (VLDL). Em tecidos esteroidogénicos, como adrenais,
funcionam como reservatorio de colesterol para a producédo de hormonios esteroides
(Chang et al., 2009).

Depois que os acidos graxos de cadeia longa entram nas ceélulas, as
sintetases acil-CoA de cadeia longa (ACSLs) as convertem em acil-CoAs. Os acil-
CoAs resultantes tém varios destinos metabodlicos dentro das células, incluindo
incorporacdo em triacilglicerol (TAG) e fosfolipidios de membrana, além de serem
usados como substratos para -oxidacdo (Mashek et al., 2006). O tecido adiposo &
um alvo do receptor ativado por proliferador de peroxissomo y (PPARYy), que
aumenta a expressao dos genes envolvidos na sintese de TAG (Martin et al., 1997).
No entanto, o ACSL1 no figado é um alvo do PPARa, o que aumenta a expressao
de genes envolvidos na B-oxidacdo (Schoonjans et al., 1996).

Nas células de mamiferos, as elongases (ELOVL) e as dessaturases (SCD)
desempenham papéis criticos na regulacdo do comprimento e do grau de
insaturacdo dos acidos graxos, portanto, regulam as funcbes e o0s destinos
metabdlicos (Guillou et al. 2010). Uma quantidade significativa de acidos graxos
sintetizados pelo complexo enzimatico citosolico acido graxo sintase (FAS) ou
absorvidos pela dieta sdo ainda mais alongados em acidos graxos de cadeia muito

longa (VLCFA) em um ciclo de reagdo de quatro etapas por enzimas ligadas a
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membrana predominantemente localizada no reticulo endoplasmatico. Os membros
da familia ELOVL codificam para enzimas (elongases). De forma generelizada, as
elongases de &cidos graxos podem ser divididas em dois grandes grupos: (a)
enzimas que se sugere estarem envolvidas no alongamento de enzimas VLCFA
saturadas e monoinsaturadas (ELOVL1, 3 e 6) e (b) elongases de &cidos graxos
polinsaturados (ELOVL2, 4 e 5) (Jakobsson et al., 2006).

Jakobson et al. (2006), fizeram um quadro esquematico sobre a regulacédo da
expressdo de ELOVL e descreveram que a expressao de Elovll e Elovl6 é
controlada de maneira lipogénica similar a sintase de acidos graxos (Fas) por fatores
como o receptor X do figado (LXR) e a proteina 1 de ligacdo ao elemento regulador
do esterol (SREBP-1). Em contraste, a expressdo de ElovI3 € induzida por fatores
gue estimulam a oxidacdo de acidos graxos, como norepinefrina (NE), enquanto é
inibido por LXR. Elovi2 e Elovl5 controlam o alongamento de acidos graxos
poliinsaturados, que por sua vez regulam a atividade PPARa. Sob certas condi¢des,
como fome, acidos graxos poliinsaturados especificos via PPARa promovem a
sintese de enzimas envolvidas na oxidacdo de &cidos graxos, enquanto inibem a
lipogénese via forma nuclear do SREBP-1 (hnSREBP-1). A estimulacdo do PPARa
também demonstrou promover a expressao de Elovll, Elovl3, Elovl5 e Elovl6, mas
ndo Elovl2, numa perspectiva de mais longo prazo. Glicocorticoides (GC) séo

necessarios apenas para expressao de ELOVL3 induzida (Figura 3).
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Figura 3. Figura esquematica sobre a regulacdo da expressao de ELOVL
(Jakobsson et al., 2006).

A &cido graxo sintase (FAS) catalisa a sintese de novo de acidos graxos. No
figado, a FAS é categorizada como uma proteina de limpeza, produzindo gordura
para armazenamento de energia quando os nutrientes estdo presentes em excesso
(Smith et al., 2003). Smith et al. (2003) esquematizaram o papel da FAS no
metabolismo hepéatico de triglicérides. A FAS controla o catabolismo dos acidos
graxos através da sintese de um ligante para o PPARa, que ativa os genes de

oxidacdo dos acidos graxos (Figura 4).
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Figura 4. O papel da FAS no metabolismo hepéatico de triglicérides. GPC, 1-
glicerofosfocolina; DAG, diacilglicerol; FAS, acido graxo sintase; FFA, acido graxo
livre; PPAR a, receptor ativado por proliferador de peroxissoma alfa; RXR, receptor
de retindide X; TAG, triacilglicerol (triglicerideo); VLDL, lipoproteina de densidade
muito baixa (Smith et al., 2003).

A familia PPAR de receptores nucleares sao fatores de transcricdo que
afetam muitos processos metabdlicos em resposta a uma variedade de ligantes
semelhantes aos acidos graxos (Nelson; Cox, 2014). Trés proteinas, codificadas por
genes distintos, ja foram identificadas: PPARa, PPARB e PPARy (Figura 5). Os
PPARs séo fatores de transcricdo ligantes dependentes que regulam a expresséao do
gene-alvo pela ligacdo a PPREs (elementos responsivos aos proliferadores de
peroxissoma) especificos, situados em sitios regulatérios de cada gene. O receptor
liga-se ao PPRE como um heterodimero, juntamente com um fator proteico
adicional, o receptor do acido 9-cis retindico (RXR). Sob atuacdo de agonistas, a
conformacdo do PPAR ¢ alterada e estabilizada, criando um sitio de ligacdo, com
posterior recrutamento de coativadores transcricionais, resultando em aumento na

transcricdo génica (Tavares et al., 2007).
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O PPARa age no musculo, tecido adiposo e figado para ativar um grupo de
genes essenciais para a oxidag¢do de acidos graxos, incluindo os transportadores de
acidos graxos carnitina-aciltransferases | e Il, acil-graxo-CoA-desidrogenases de
cadeias acila curta, média longa e muito longa, além de enzimas relacionadas. Essa
resposta € iniciada quando uma célula ou organismo aumenta a demanda por
energia do catabolismo de gordura. Nos hepatdcitos, ativa 0s genes necessarios
para a captacado e (B-oxidacdo dos acidos graxos e a formacéo de corpos cetdnicos
durante o jejum (Nelson e Cox, 2014).

O PPARy é um regulador da oxidacdo de gorduras, age detectando
alteracbes nas dietas lipidicas, atua no figado e no musculo estimulando a
transcricdo de genes que codificam proteinas envolvidas na [B-oxidacdo e nha
dissipacéo de energia através do desacoplamento das mitocdndrias (Nelson e Cox,
2014).

O PPARYy regula a expressao de numerosos genes nos adipdécitos, envolvidos
no metabolismo de lipideos, e também controla a expressdao da proteina
transportadora de acidos graxos 1 (FATP-1) e CD36, ambos envolvidos na captacéo

de lipideos pelos adipécitos (Sfeir et al., 1997).
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Figura 5. Integracdo metabolica pelos PPAR (Nelson e Cox, 2014).
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O gene PPARGCI1A codifica a proteina PGC-1a que esta envolvida na
biogénese mitocondrial (Austin e St-Pierre, 2012). Também estd envolvida na
ativacao transcricional de genes do metabolismo de glicose e lipidios (Puigserver et
al., 1998) e na B-oxidacdo de &cidos graxos (Estall et al., 2009), garantindo a
producdo de ATP.Quando ha falta de energia no organismo, ocorre um aumento na
expressdo de PGC-1, que, por sua vez, estimula a gliconeogénese e o metabolismo
oxidativo de &cidos graxos (Yoon et al., 2001). Ainda, a PGC-1a atua no controle de
espécies reativas de oxigénio, ativando mecanismos de controle de estresse
oxidativo (Austin e St-Pierre, 2012; Finkei, 2006).

As proteinas de ligacdo de elemento responsivo de esterol (SREBPS) sdo
fatores de transcricdo codificados pelos genes SREBF1 e SREBF2. Essas proteinas
funcionam como os eixos centrais no metabolismo lipidico (Bommer e Macdougald,
2011). O gene SREBF1 pertence a familia SREBP, que atua na homeostase
energética, glicolise, lipogénese e adipogénese (Eberle et al., 2004). Este gene
expressa a proteina SREBP-1c, que age em genes relacionados a sintese de 4cidos
graxos (Shimano et al.,, 1997). O fator de transcricdo SREBP-1c, um membro da
familia SREBP, ativa a sintese da piruvato-cinase, hexocinase 1V, lipase lipoproteica,
acetil-CoA-carboxilase e do complexo da &cido graxo-sintase que converte a acetil-
CoA, produzida a partir do piruvato, em acidos graxos para 0 armazenamento nos
adipdcitos. A SREBP-1c também reprime a expressdo de varias enzimas
gliconeogénicas como a glicose-6-fosfatase, PEP-carboxicinase e FBPase-1 (Nelson
e Cox, 2014).

As SREBP estdo inseridas no reticulo endoplasmatico (RE) quando recém
sintetizadas. S&o mantidas no RE e complexadas a proteina SCAP, que por sua vez
esta ancorada a membrana do RE pela proteina Insig quando os niveis de colesterol
e oxiesterol estdo altos. Quando os nives de colesterol declinam, o complexo SCAP-
SREBP ¢é escoltado para o aparelho de Golgi, onde duas proteases liberam o
dominio regulatorio de SREBP; esse dominio entra no ndcleo e ativa a transcri¢cao
dos seus genes-alvo e outras proteinas necessarias para a sintese de colesterol

(Nelson e Cox, 2014). Estas etapas estdo sumarizadas na Figura 6.
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Figura 6. Regulacdo da sintese de colesterol pela SREBP (Nelson e Cox, 2014).

O receptor hepatixo X (RHX) é um fator de transcricdo ativado por ligantes de
oxiesterois, que integra o metabolismo dos &cidos graxos e da glicose. Quando
ligado a um oxiesterol, os RHX formam heterodimeros com um segundo tipo de
receptor nuclear, os receptores X retinoides (RXR). Esse dimero (RHX-RXR) ativa a
transcricdo de genes (ACC, FAS, CYP7ALl, ABCA, ABCG1, GLUT4, SREBP). Os
reguladores transcricionais RHX e SREBP trabalham juntos para manter a

homeostasia do colesterol (Nelson e Cox, 2014), como representado na Figura 7.
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Figura 7. Atuacdo do dimero RXR-RHX sob a expressdo de genes do metabolismo
lipidico e da glicose (Nelson e Cox, 2014).

O gene HMGCS1 codifica uma enzima que esta envolvida no metabolismo de
colesterol. A utilizacdo de soro fetal bovino no meio de cultura durante a produgéo in
vitro esta relacionada ao acumulo de lipideos, compostos por triglicerideos e éster
de colesterol, e com uma menor capacidade de criopreservacao (Abe et al., 1999;
Seidel jr, 2006). Um estudo verificou que os genes HMGCS1 e LDLR apresentaram
menor expressdo em blastocistos bovinos quando o meio de cultura continha soro
fetal bovino, levando a um acumulo de colesterol nos blastocistos (Cagnone e
Sirard, 2014). Acredita-se que a presenca de colesterol no meio altere a expressao
génica do embrido, tolerando concentracdes de colesterol semelhantes as
encontradas no meio de cultura, o que leva ao acumulo destes lipideos nos
embrides (Sata et al., 1999).
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2.6.9 Metabolismo de carboidratos

O gene SLC2A5 faz parte da via de transporte de glicose e expressa a
proteina GLUT5 que esta relacionada exclusivamente com o transporte de frutose
(Ostrowska et al., 2015; Burant et al., 1992). A glicose apresenta grande importancia
na oogénese e maturacdo do odcito (Herrick et al., 2006; Zheng et al., 2001).
Também é necessaria para embrides em cultura como substrato para vias
regulatorias e biossintéticas (Leese et al.,, 1993; Martin e Leese, 1995; Martin e
Leese, 1999). A proteina GLUT5 é expressa em bovinos no intestino delgado, rim,
musculos, cérebro e tecido adiposo (Davidson et al., 1992). Ela também é
encontrada no sémen de muitas espécies conferindo a habilidade de utilizar a
frutose como fonte de energia ou como ativadora do processo de fertilizacédo
(Douard e Ferraris, 2008). A regulacdo da expressao de GLUTS é feita pela frutose,
apresentando aumento de expressao na presenca deste acUcar (David et al.,1995).
Weijden et al. (2017) relatou que SLC2A5, um gene do metabolismo de frutose é
mais expresso em embrides produzidos in vivo do que in vitro. No entanto, ao
comparar o desenvolvimento de blastocistos produzidos pela fertilizagdo in vitro ou
ativacdo partenogenética, Gomez et al. (2009) ndo observaram diferenca para a
expresséo de SLC2A5 nos blastocistos.

2.6.10 Estresse oxidativo

Em condicdes fisiologicas, as espécies reativas de oxigénio (ROS) e os
antioxidantes encontram-se em uma situacao de equilibrio. Quando este equilibrio é
guebrado e uma quantidade excessiva de ROS é liberada e ocorre o estresse
oxidativo. Amin et al. (2014), examinaram a capacidade dos embribes para ativar a
resposta ao estresse oxidativo mediado pelo nuclear factor, erythroid 2 like 2 (NRF2)
sob um ambiente de estresse oxidativo. Os embrides oriundos da PIVE de 2, 4, 8, 16
células e blastocistos foram cultivados em baixa tensdo de oxigénio (5%) ou alta
tensdo de oxigénio (20%). A expressao de NRF2, KEAPL1 (inibidor de NRF2), foram
analisados entre os grupos embrionarios. Os niveis de expressdo de NRF2 foram

maiores em estagios de 8 células, 16 células e de blastocistos sob alta tensdo de
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oxigénio, enquanto que a expressao de KEAP1 foi regulada para baixo nas mesmas
condi¢cdes. Assim, a sobrevivéncia e a competéncia do desenvolvimento de
embrides cultivados sob estresse oxidativo estédo associados a atividade da via de
resposta ao estresse oxidativo madiada por NRF2 durante o desenvolvimento
embrionario no periodo de pré-implantacao bovino.

Os fatores de transcricio FOXO sao reguladores importantes da
sobrevivéncia celular em resposta a uma variedade de estimulos de estresse, entre
0S quais 0 estresse oxidativo, o dano do DNA e a privacdo de nutrientes. Em
resposta a hipoxia, os niveis de transcricdo FOXO3a se acumulam de forma
dependente de HIF1, resultando em atividade FOXO3a aprimorada. A transcricdo de
CITED2, um cofator de transcricdo que funciona como um feedback negativo para
controlar a atividade HIF1, é induzida por FOXO3a durante a hipdxia. Nos
fibroblastos, bem como nas células de cancer de mama, FOXO3a inibe a apoptose
induzida por HIF1, estimulando a transcricdo de CITED2 assim, ao ajustar a
atividade HIF1, FOXO3a desempenha um papel importante na resposta de
sobrevivéncia de células normais e cancerosas em resposta ao estresse hipdxico
(Bakker et al., 2007).

2.6.11 Predicdo da qualidade embrionaria

Para uma fémea se tornar gestante através da técnica de producéo in vitro é
necessario que o embrido seja de boa qualidade (Wdowiak et al., 2016). Pregl et al.
(2013) mostraram uma correlacdo negativa entre a intensificacdo da fragmentacao
do DNA dos espermatozoides com a gestacdo e com a qualidade dos embribes na
FIV convencional.

Apos a fertilizacdo, os fatores maternos hereditarios dos odcitos inicialmente
suportam e direcionam o desenvolvimento precoce do genoma embrionario
qguiescente na transcricdo. Esses fatores maternos também sdo responsaveis pela
reprogramacdo dos genomas das células sométicas ao estado embrionario apos a
transferéncia nuclear das células somaticas. O NANOG é um fator de transcricéo
critico para a formacado e manutencdo da linhagem pluripotente da massa celular

interna e das células tronco embrionarias. Nos blastocistos, a expressdo de NANOG
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€ restrita a massa celular interna e ausente no trofectoderma (Tachibana et al.,
2009). As flutuacbes da transcricdo na expressdao de NANOG € um elemento
essencial do estado pluripotente, a funcdo de SOX2, OCT4 e NANOG é atuar como
uma rede que promove e mantém o sinal transcricional para interferir nos sinais de
diferenciacao (Kalmar et al., 2009).

A manutencdo da pluripoténcia e a especificagdo das linhagens celulares
durante o desenvolvimento embrionario sdo controladas por redes reguladoras de
transcricdo, que coordenam conjuntos especificos de genes através da ativacao e
da repressdo. O repressor transcricional REST desempenha papel regulador
importante, mas distinto, nas células-tronco embrionarias e neurais. O perfil de
recrutamento REST tem componentes duplos: um ndcleo independente do
desenvolvimento que é comum nas células-tronco embrionérias, neurais e células
diferenciadas; e um grande conjunto de genes alvo nas células tronco embrionérias
especificos. Nas células tronco embrionarias, a rede reguladora REST esta
altamente integrada aos fatores de pluripoténcia OCT4-SOX2-NANOG. (Johnson et
al., 2008). Ambos os genes NANOG e REST sao considerados marcadores de
pluripoténcia sendo considerados marcadores de qualidade do embrido (Rodriguez-
Alvarez e Velasquez, 2015; Khan et al., 2012; Kagalwala et al., 2008; Ding et al.,
2008; Kong et al., 2016).

2.6.12 Resposta ao estresse

Visto que a producao in vitro esta relacionada a maiores indices de estresse
oxidativo no embrido, o aumento da expressdo de genes que auxiliam no combate a
este estado contribui para a qualidade do mesmo. Um estudo realizado por Amin et
al. (2014) relatou que embribes sob estresse oxidativo com maior expressdo do
gene NFE2L2 apresentaram maior taxa de sobrevivéncia.

Um dos principais fatores prejudiciais para a técnica de criopreservacado de
embribes é o dano causado pelo estresse oxidativo. Mehaisen et al. (2015)
avaliaram o efeito da adicdo de melatonina no meio de cultivo fresco e no meio de
vitrificac&o na producéo de blastocistos em coelhos. A melatonina é conhecida como

um antioxidante para neutralizar o estresse oxidativo. A adicdo de melatonina
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aumentou a producdo de blastocisto tanto em meio fresco como em meio de
vitrificacdo em comparagdo com o0 grupo controle. A atividade das enzimas
antioxidantes  glutationa-s-transferase e superoxido dismutase aumentou
significativamente pelo tratamento de melatonina em embrides frescos ou
vitrificados, enquanto que os niveis dos substratos oxidativos peroxidacao lipidica e
oxido nitrico diminuiram. Além disso, a melatonina estimulou consideravelmente a
expressao genes relacionados a resposta ao estresse oxidativo (GJA1, NFE2L2 e
SOD1) em embrides comparados ao controle.

A proteina GPX4 é uma selenoproteina expressa em diversos tecidos que
apresenta expressao elevada nas mitocondrias das células germinativas masculinas
de camundongos (Kryukov et al., 2003; Maiorino et al., 1998). A GPX4 é essencial
para a embriogénese, funcdo do tecido adulto e espermatogénese, sua funcéo é
prevenir a oxidacao de fosfolipidos. A forma citosélica de GPX4 foi identificada como
um regulador de uma nova forma de morte celular ndo apoptética, enquanto que a
isoforma mitocondrial de GPX4 (mGPX4) mostrou ser crucial para a fertilidade
masculina (Ingold et al., 2015). Estudos mostram que a baixa expressao do gene
GPX4 resulta em infertilidade em camundongos relacionada a anormalidades
estruturais no espermatozoide e também a infertilidade em humanos (Imai et al.,
2001; Imai et al., 2009; Schneider et al., 2009).
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3. HIPOTESES

A utilizacdo de sémen de touros da raca Nelore suplementados com AGs
protegidos para finalidades de producao in vitro de embrides resulta em maiores
taxas de producao de embrides.

Embrides produzidos a partir do sémen de touros suplementados com AGs
protegidos apresentam maior expressdo de genes relacionados a qualidade
embrionaria e ao metabolismo de lipidios.

Embrides produzidos a partir do sémen de touros de maior eficiéncia
alimentar (baixo CAR) apresentam maior acumulo de lipidio intracelular e maior

expressao de genes relacionados ao metabolismo de lipidios.

4. OBJETIVOS

Avaliar a produgéo in vitro de embrides com a utilizagdo do sémen de touros
da raca Nelore, classificados para CAR e suplementados com AGs protegidos.

Avaliar o acumulo de lipidios intracelulares e a expressdao de genes
relacionados a qualidade e ao metabolismo em embribes produzidos a partir do
sémen de touros da raca Nelore, classificados para CAR e suplementados ou néo

com AGs protegidos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local e animais

O experimento de campo foi realizado no Centro Avangado de Pesquisa em
Bovinos de Corte de Sertdozinho/SP, que pertence ao Instituto de
Zootecnia/APTA/SAA. Os procedimentos de cuidado e manuseio dos animais estao
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus Jaboticabal (Protocolo n°
004635/18).

Os touros utilizados no experimento (Bos taurus indicus, da raca Nelore)
foram selecionados pelo Instituto de Zootecnia (1Z), com base em maiores pesos aos
378 dias de idade e de acordo com o CAR, que foram obtidos ao final da prova de
desempenho em confinamento, em um esquema denominado de selecéo direcional.
Para tanto, os animais foram desmamados aos 7 meses de idade e permaneceram
em confinamento até o 378° dia de idade. Durante esse periodo, os animais foram
alimentados em baias coletivas com cochos eletrbnicos para registro do consumo
alimentar (GrowSafe® Systems Ltd., Airdrie, Alberta, Canada) durante 21 dias para
adaptacao e, na sequéncia, por mais 100 dias para registros do consumo alimentar
individual e célculo do CAR, seguido de mais 47 dias para obtencdo do peso aos
378 dias. Os animais foram pesados, sem jejum, a cada 28 dias. O CAR foi
calculado como o termo de erro da equacédo, conforme modelo proposto por Koch et
al. (1963).

Ao final do teste de desempenho, os touros foram classificados em baixo CAR
[< média - 0,5 DP (desvio padréo)], médio CAR (£ 0,5 DP) e alto CAR (> média + 0,5
DP). Os 12 machos utilizados neste experimento foram selecionados dentro das
classes extremas de CAR, sendo 6 animais baixo CAR (CAR-) e 6 alto CAR (CAR+),
0S (quais apresentaram valores médios de -0,86 = 0,08 e 0,73 = 0,08

respectivamente.



35

5.2. Delineamento experimental

Apés a selecdo dos animais de acordo com o CAR, os mesmos foram
aleatoriamente subdivididos em dois grupos experimentais, de acordo com o
suplemento nutricional que receberam: (1) animais alimentados com 1,25
kg/animal/dia de suplemento controle (grupo Controle: recebeu dieta base); e (2)
animais suplementados com 1 kg/animal/dia de uma dieta enriquecida com acidos
graxos protegidos [grupo Megalac: dieta base enriquecida com 200 g de Megalac-
E® (Quimica Geral do Nordeste, Rio de Janeiro, Brazil), que consiste principalmente
de gordura bypass derivada de 6leo de soja rico em &cido linoleico]. Desta forma, o
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2 x 2 (2
categorias de CAR x 2 suplementacfes dietéticas), sendo composto por quatro
tratamentos: CAR+ suplementado com dieta Controle (n=3); CAR+ suplementado
com Megalac (n=3); CAR- suplementado com dieta Controle (n=3); CAR-
suplementado com Megalac (n=3). O esquema ilustrativo dos grupos experimentais
pode ser visualizado na Figura 8.

A idade média e o peso médio dos touros no inicio do experimento foram,
respectivamente, 14,3 + 0,13 meses e 348,67 + 5,43 kg. A média do peso inicial e
final dos animais CAR+ foi de 380,95 Kg e 508,08 Kg, respectivamente; a média do
peso inicial e final dos animais CAR- foi de 398,08 Kg e 534,29, respectivamente. As
avaliacdes de ECC foram pontuadas em escala de 0 a 9 para animais extremamente
magros e gordos, respectivamente (Wagner et al., 1988), sendo que a média do
ECC foi de 6,15 para animais CAR+ e 6,19 para animais CAR-.

Os animais foram mantidos em pastagem de Brachiaria brizantha cv
Marandu, com lotacdo continua e taxa de lotacdo fixa, distribuidos em duas
pastagens de 6 hectares (ha), cada uma com taxa de lotacéo inicial de 1,7 unidade
animal (AU) / ha (2,0 animais/ha). Os piquetes foram equipados com calha coletiva
coberta (comprimento 180 cm x largura 60 cm) para fornecer o suplemento pela
manhd&. Os animais tinham livre acesso a agua potavel e a suplementacdo mineral

(Racaphos 80 FE STZ, Brasil Quimica Industria e Com. Ltda, Batatais, Brazil).
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Figura 8. Esquema Iilustrativo do delineamento experimental: animais
suplementadados ou ndo com dieta enriquecida com acidos graxos (Megalac) e
classificados de acordo com o consumo alimentar residual (CAR) nas categorias
CAR+ e CAR-.

Os concentrados experimentais foram formulados para atender as exigéncias
de machos em crescimento e serem isoproteicos e isoenergéticos, de modo que 0s
animais do grupo controle receberam 0,25 kg a mais de suplemento por dia do que
0s animais tratados com Megalac. Os suplementos foram fornecidos na mesma
quantidade ao longo do ano. A composi¢cdo dos suplementos das dietas esta
apresentada na Tabela 1.

Os animais foram suplementados com as dietas experimentais por um
periodo de 10 meses (dos 14,3 + 0,13 aos 24,6 + 0,13 meses de idade). Ao final do
experimento de campo, o sémen dos animais foi colhido e congelado para ser

posteriormente utilizado para os procedimentos de producao in vitro dos embrides.
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Tabela 1. Percentual dos ingredientes e composicdo quimica dos suplementos
fornecidos para os animais, de acordo com os tratamentos

Ingredientes (%)

Suplementos*

Megalac Controle
Farelo de milho 43 78
Farelo de soja 34 19
Mineral* 3 3
Megalac-E? 20 0
Composicéo Quimica®
MS (%) 87,76 85,37
MM (%MS) 4,95 1,97
PB (%MS) 21,90 18,32
EE (%MS) 19,81 4,49
FDN (%MS) 10,72 12,45
FDA (%MS) 4,44 4,75
Lignina (%0MS) 0,68 0,78
FDNi (%MS) 14,50 6,86
NDT (%MS) 99,08 77,83

* Foram fornecidos 250 g a mais de suplemento/animal/dia ao grupo Controle com objetivo de fornecer dietas
isoprotéicas para ambos os tratamentos (NRC, 2000; nivel 2). * Composicao/kg: Fésforo (min), 8%; Célcio (min e
méx), 15% a 17%; Sdadio (min), 14,5%; Enxofre (min), 1,2%; Cobalto (min), 0,0021%; Cobre (min), 0,016%,; lodo
(min), 0,0018%; Manganés (minz), 0,014%; Selénio (min), 0,00027%; Zinco (min), 0,045%; Niquel (min),
0,00011%; Fldor (min), 0,008%, - Composi¢cdo Megalac (Nivel de garantia) = Extrato Etéreo, min 850 g/kg;
Célcio, min 75 g/kg - max 125 g/kg; Umidade, max 50 g/kg; Matéria Mineral, max 200 g/kg; Energia Metabdlica
(Baseada no NRC, 2001), min 6300 kcal/kg; Acido Linoleico (n6), min 350 g/kg; Acido Linolénico (n3), min 20
o/kg. ¥ MS = Matéria seca; MM = matéria mineral; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; FDN = fibra insoluvel
em detergente neutro; FDA = fibra insollvel em detergente acido; Lignina; FDNi = fibra insolivel em detergente
neutro indigestivel; NDT = nutrientes digestiveis totais, estimado de acordo com Detmann, Valadares Filho e
Paulino (2010).



38

5.3. Avaliagéo e criopreservacao do sémen

O sémen dos animais foi colhido com auxilio de eletroejaculador Autojac
(Neovet, Uberaba, Brasil) a intervalos regulares de 28 dias durante o periodo de
suplementacdo nutricional (dados ndo demonstrados). O objetivo das colheitas
seriadas foi avaliar as caracteristicas fisicas do ejaculado (motilidade, concentracéo,
vigor e porcentagem de defeitos), de acordo com as recomendacdes do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal (Cbra, 2013). Na ultima colheita (aos 24,6 + 0,13
meses de idade), o sémen de todos os animais foi considerado apto para a
criopreservacdo (Cbra, 2013), apresentando motilidade total = 60%, vigor = 3,
defeitos maiores < 10%, defeitos totais < 30% e concentracdo = 350 x 10°
espermatozoides/mL.

Para criopreservacdo, as amostras de sémen foram diluidas para uma
concentracdo final de 50 x 10° espermatozdides/mL em BotuBov (BotuPharma,
Botucatu, SP) contendo 7% de glicerol como crioprotetor e entdo foram envazadas
em palhetas de 0,5 mL a temperatura ambiente. Os procedimentos para refrigeracéo
e congelamento foram realizados conforme descrito por Campanholi et al. (2017).
Todas as palhetas dos grupos experimentais foram submetidas concomitantemente

a criopreservacao.
5.4. Producgdo in vitro de embrides

Os reagentes utilizados nos experimentos foram adquiridos da empresa
Sigma (Chemical Co. St Louis, MO, USA). Caso contrario, encontram-se
especificados no texto.

Ovérios de vacas abatidas em abatedouro foram transportados para o
laboratério a uma temperatura entre 30-35 °C. Os complexos cumulus-oécito (COCs)
foram aspirados de foliculos antrais (3 a 8 mm de didametro), e os odcitos com pelo
menos quatro camadas de células do cumulus e com citoplasma homogéneo foram
selecionados para os experimentos. Os COCs selecionados foram lavados e
cultivados em pocos contendo 400 pL (30 odcitos por poco) de meio MIV, que
consistiu de TCM-199 (Gibco BRL Invitrogen, Grand Island, NY, USA) suplementado
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com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB; Gibco BRL Invitrogen), 0,2 mM de piruvato,
25 mM de bicarbonato de sodio, 50 pg/mL de amicacina, 0,5 pg/mL de FSH
(Folltropin-V, Bionique Animal Health, Ontario, Canada) e 100 Ul/mL de hCG
(Vetecor, Hertape Calier), sem 06leo mineral. Os complexos cumulus-odcitos foram
cultivados por 22 horas a 38,5° C, sob atmosfera de 5% de CO, em ar, com maxima
umidade.

Apés a maturacdo, os oocitos foram divididos em 12 gotas e submetidos a
fecundagcdo in vitro com o sémen individual de cada um dos 12 touros do
experimento (sendo 3 touros de cada tratamento, conforme especificado acima). As
palhetas de sémen dos 12 touros foram simultaneamente descongeladas a 37° C por
30 segundos e os conteudos foram centrifugados separadamente em gradiente de
densidade descontinua de Percoll (GE Healthcare, Bio-Science, Uppsala, Sweden)
por 7 minutos a 23009 e, a seguir, em meio TALP (Parrish et al., 1988) por 5 minutos
a 690g. Os COCs e os espermatozéides (400 x 10° espermatozoides por poco de
400 pL) de cada touro foram coincubados por 18 horas a 38,5 °C em atmosfera de
5% de CO, em ar, com umidade maxima. O dia da fertilizacéo foi definido como o
dia 0 (DO).

Os provaveis zigotos foram cultivados em grupos de no maximo 30 estruturas
por poco de 400 uL de meio SOF (Vajta et al., 1999) suplementado com 0,5% BSA e
2,5% SFB, sem 6leo mineral, a 38,5 °C, atmosfera de 5% de CO, em ar e maxima
umidade. As taxas de clivagem foram avaliadas em microscopio estereoscopico as
72 horas ap0s a inseminacao (h.p.i.) e as taxas de desenvolvimento embrionario até
a fase de blastocisto foram avaliadas as 168 h.p.i. (D7).

Os blastocistos e blastocistos iniciais obtidos no D7, oriundos de cada grupo
de 3 touros pertencentes a um mesmo grupo experimental, foram agrupados e
analisados quanto ao conteudo lipidico. Ja os blastocistos expandidos foram lavados
com PBS livre de célcio e magnésio e submetidos ao procedimento de
congelamento rapido (“snap freezing”), sendo entdo armazenados em freezer -80°C

até o momento das analises quanto ao acumulo de transcritos.
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5.5. Quantificacao lipidica dos embrides

Para avaliacdo do acumulo lipidico intracitoplasmético, os blastocistos obtidos
no D7 foram lavados duas vezes em PBS e foram fixados em solucdo de
paraformoldeido (4%) a temperatura ambiente, por 2 horas. Posteriormente foram
lavados em PBS e imersos em solucdo de etanol 50% em agua destilada, durante 2
minutos. Em seguida, foram corados com Sudan Black B 1% diluido em etanol 70%,
por 2 minutos. Logo apds, foram imersos 3 vezes, por 5 minutos cada, em solucao
de etanol 50% e, em seguida, em agua destilada acrescida de 1% PVP. Os
embribes foram entdo montados em laminas com glicerol e foram analisados e
fotografados em microscépio com contraste diferencial de interferéncia de fase
(Eclipse NI-U, Nikon, Toquio, Japdo). As imagens convertidas em escala de cinza
foram analisadas pelo programa Image J versao 1.50b (National Institutes of Health,
USA) para determinacdo da area e da intensidade média de pixels pela area

delimitada de cada embrido.

5.6. Extrac&do do RNA e transcrigéo reversa

Para analise da expressao génica, foram utilizados 3 pools de 9 blastocistos
expandidos (cada pool continha 3 embrides de cada um dos 3 touros pertencentes a
um mesmo grupo experimental). O RNA total foi extraido com auxilio do kit RNeasy
Micro Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), de acordo com as recomendacbes do
fabricante, incluindo o tratamento com DNase. A eluicao foi feita com 20 uL de agua
ultrapura tratada com dietil pirocarboanato (DEPC). A concentracéo total de RNA foi
avaliada através do NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) e a
integridade do RNA foi analisada usando o sistema 2100-Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) com o kit 6000 Pico Kit (Agilent Technologies).

A transcricdo reversa (RT) do mRNA foi realizada utilizando-se o kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific), de acordo com

as recomendacdes do fabricante.
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5.7. Expresséo génica

A analise de expressdo génica dos embrides foi feita através do sistema de
micro-fluidica Biomark HD (Fluidigm®, South San Francisco, CA, USA). Para
avaliacdo da expressédo dos genes selecionados (Quadro 1), foi utilizado o ensaio
Applied Biosystems™ TagMan® Assays, especifico para Bos taurus, incluindo os
genes controles enddgenos (B2M, GAPDH, HPRT1, PPIA e SDHA). Cada amostra
foi submetida a um processo de pré-amplificacdo utilizando-se TagMan PreAmp
Master Mix (Applied Biosystems, #4391128). Os produtos pré-amplificados foram
diluidos 7 vezes e foram enté@o analisados por reverse transcription-quantitative PCR
(RT-gPCR) usando TagMan Universal PCR Master Mix (2X, Applied Biosystems) e
TagMan assays (20X, Applied Biosystems) em 96.96 Dynamic Array Integrated
Fluidic Circuits no sistema Biomark HD System (Fluidigm). O protocolo utilizado foi o
TagMan GE 96x96 Standard, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Para verificar a estabilidade da abundancia de transcricdo dos controles enddgenos
utilizados neste estudo, os genes referéncia foram avaliados através da analise de
variancia (ANOVA) e do algoritimo GeNorm (Vandesompele et al., 2002). O gene
mais estavel foi considerado aquele que teve valor de M < 1.5. O cycle threshold (Ct)
de cada gene de interesse foi normalizado pela média geométrica dos controles
enddgenos (B2M, GAPDH, HPRT1, PPIA e SDHA) para gerar os valores de delta Ct
(ACt) que foram utilizados nas analises estatisticas. Posteriormente, o valor de ACt
das amostras tratadas foi normalizado pela amostra do grupo controle (que foi o
grupo Controle CAR+) para calcular o delta-delta Ct (AACt). O fold change foi
calculado como 2"-AACt relativo as amostras do grupo controle e os respectivos

valores  resultantes  foram utilizados  nas representacdes  gréficas.
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Quadro 1. Genes selecionados para avaliagdo de expressao génica por RT-gPCR em embrides bovinos

Simbolo Identidade* Nome Funcéo
BAX 280730 BCL-2 associated protein X Apoptose
BCL-2 281020 B-cell lymphoma protein 2 Apoptose
BID 510373 BH3 Interacting Domain Death Agonist Apoptose
CASP3 408016 Caspase 3 Apoptose
CASP9 100140945 Caspase 9 Apoptose
CDX2 618679 Caudal Type Homeobox 2 Diferenciacao e implantacéo
317698 Interferon-tau-2
IFNT2/IFNT3/IFNT 100313956 Interferon-tau-3 Diferenciac&o e implantacso
100313957 Interferon-tau
PLACS 509228 Placenta Specific 8 Diferenciacao e implantacéo
GSK3A 536561 Glycogen Synthase Kinase 3 Alpha Desenvolvimento embrionario
HMOX1 513221 Heme Oxygenase 1 Desenvolvimento embrionario
OTX2 538953 Orthodenticle Homeobox 2 Desenvolvimento embrionério
PA2G4 540272 Proliferation-Associated 2G4 Desenvolvimento embrionério
POUSF1 282316 POU Class 5 Homeobox 1 Desenvolvimento embrionério



43

PRDX1 281997 Peroxiredoxin 1 Desenvolvimento embrionario
RPLPO 286868 Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit PO Desenvolvimento embrionério
S100A10 282466 S100 Calcium Binding Protein A10 Desenvolvimento embrionério
S100A14 618250 S100 Calcium Binding Protein A14 Desenvolvimento embrionério
ATF4 509107 Activating Transcription Factor 4 Estresse do reticulo endoplasmatico
CPT1B 509459 Carnitine Palmitoyltransferase 1B Estresse do reticulo endoplasmatico
CPT2 504502 Carnitine Palmitoyltransferase 2 Estresse do reticulo endoplasmatico
DDIT3 777788 DNA Damage Inducible Transcript 3 Estresse do reticulo endoplasmatico
H2AFZ 287016 H2A Histone Family Member Z Regulagéo epigenética
H3F3A 326601 H3 Histone Family Member 3A Regulagéo epigenética
H3F3B 617051 H3 Histone Family Member 3B Regulagéo epigenética
HDAC2 407223 Histone Deacetylase 2 Regulagéo epigenética
AKR1B1 317748 Aldo-Keto Reductase Family 1 Member B Metabolismo da glicose
PGK1 507476 Phosphoglycerate Kinase 1 Metabolismo da glicose
HSF1 506235 Heat Shock Transcription Factor 1 Resposta ao choque térmico
HSP90AAL 281832 Heat Shock Protein 90 Alpha Family Class A Member 1 Resposta ao choque térmico
HSPA1A 282254 Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 1A Resposta ao choque térmico
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HSPAS 415113 Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 5 Resposta ao choque térmico
HSPD1 511913 Heat Shock Protein Family D (Hsp60) Member 1 Resposta ao choque térmico
ACACA 281590 Acetyl-CoA Carboxylase Alpha Metabolismo de lipidio
ACAT1 511082 Acetyl-CoA Acetyltransferase 1 Metabolismo de lipidio
ACSL1 537161 Acyl-CoA Synthetase Long Chain Family Member 1 Metabolismo de lipidio
ACSL3 100138312 Acyl-CoA Synthetase Long Chain Family Member 3 Metabolismo de lipidio
AGPAT1 282137 1-Acylglycerol-3-Phosphate O-Acyltransferase 1 Metabolismo de lipidio
AGPAT9 519739 1-Acylglycerol-3-Phosphate O-Acyltransferase 9 Metabolismo de lipidio
CD36 281052 CD36 Molecule Metabolismo de lipidio
DGAT1 282609 Diacylglycerol O-Acyltransferase 1 Metabolismo de lipidio
ELOVL1 540348 ELOVL Fatty Acid Elongase 1 Metabolismo de lipidio
ELOVL2 615756 ELOVL Fatty Acid Elongase 2 Metabolismo de lipidio
ELOVL3 539782 ELOVL Fatty Acid Elongase 3 Metabolismo de lipidio
ELOVL4 532015 ELOVL Fatty Acid Elongase 4 Metabolismo de lipidio
ELOVL5 617293 ELOVL Fatty Acid Elongase 5 Metabolismo de lipidio
ELOVL6 533333 ELOVL Fatty Acid Elongase 6 Metabolismo de lipidio
FADS2 521822 Fatty Acid Desaturase 2 Metabolismo de lipidio
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FASN 281152 Fatty Acid Synthase Metabolismo de lipidio
FDX1 281157 Ferredoxin 1 Metabolismo de lipidio
GPAM 497202 Glycerol-3-Phosphate Acyltransferase, Mitochondrial Metabolismo de lipidio
LIPE 286879 Lipase E, Hormone Sensitive Type Metabolismo de lipidio
LPL 280843 Lipoprotein Lipase Metabolismo de lipidio
PLIN2 280981 Perilipin 2 Metabolismo de lipidio
PLIN3 767984 Perilipin 3 Metabolismo de lipidio
PNPLA2 508493 Patatin Like Phospholipase Domain Containing 2 Metabolismo de lipidio
PPARA 281992 Peroxisome Proliferator Activated Receptor Alpha Metabolismo de lipidio
PPARG 281993 Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma Metabolismo de lipidio
PPARGCI1A 338446 PPARG Coactivator 1 Alpha Metabolismo de lipidio
SCD 280924 Stearoyl-CoA Desaturase Metabolismo de lipidio
SREBF1 539361 Sterol Regulatory Element Binding Transcription Factor 1 Metabolismo de lipidio
SREBF2 507102 Sterol Regulatory Element Binding Transcription Factor 2 Metabolismo de lipidio
AQP3 780866 Aquaporin 3 (Gill Blood Group) Metabolismo
G6PD 281179 Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Metabolismo
HMGCS1 407767 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Synthase 1 Metabolismo
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LUM 280847 Lumican Metabolismo
SLC2A1 282356 Solute Carrier Family 2 Member 1 Metabolismo
SLC2A3 282358 Solute Carrier Family 2 Member 3 Metabolismo
SLC2A4 282359 Solute Carrier Family 2 Member 4 Metabolismo
SLC2A5 282868 Solute Carrier Family 2 Member 5 Metabolismo
FOXO3 535530 Forkhead Box O3 Estresse oxidativo
KEAP1 532791 Kelch Like ECH Associated Protein 1 Estresse oxidativo
TFAM 510059 Transcription Factor A, Mitochondrial Estresse oxidativo
ATPEL 515606 ATP Synthase, H+ Transporting, Mitochondrial Fo Complex Predicao da qualidade embriondria
Subunit G
CLIC3 505436 Chloride Intracellular Channel 3 Predi¢do da qualidade embrionaria
IGF1R 281848 Insulin Like Growth Factor 1 Receptor Predi¢do da qualidade embrionaria
IGFBP2 282260 Insulin Like Growth Factor Binding Protein 2 Predi¢do da qualidade embrionaria
KRT8 281269 Keratin 8 Predicéo da qualidade embrionaria
MTIF3 509987 Mitochondrial Translational Initiation Factor 3 Predicédo da qualidade embrionaria
NANOG 538951 Nanog Homeobox Predicédo da qualidade embrionaria
NDUFA1l 327673 NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit Al Predicéo da qualidade embrionaria
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PRDX3 281998 Peroxiredoxin 3 Predi¢do da qualidade embrionaria
REST 507148 RE1 Silencing Transcription Factor Predicdo da qualidade embrionaria
GPX1 281209 Glutathione Peroxidase 1 Resposta ao estresse
GPX4 286809 Glutathione Peroxidase 4 Resposta ao estresse
HIF1A 281814 Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha Subunit Resposta ao estresse

NFE2L2 497024 Nuclear Factor, Erythroid 2 Like 2 Resposta ao estresse
SOD1 281495 Superoxide Dismutase 1 Resposta ao estresse
SOD2 281496 Superoxide Dismutase 2 Resposta ao estresse

NCBI - National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.nlm.nih.gov/
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5.8. Anédlise estatistica

Os dados foram analisados considerando um arranjo fatorial que inclui o
efeito de CAR (CAR- ou CAR+), o suplemento alimentar (Controle ou Megalac) e
interacdes. Quando um efeito significativo foi encontrado, as comparagdes multiplas
das médias foram determinadas pelo teste de Tukey. Na auséncia de interacdes
significativas, apenas os efeitos principais estdo apresentados graficamente.

O experimento foi repetido 6 vezes, em replicatas independentes. Em cada
replicata, um poc¢o contendo no maximo 30 odcitos foi considerado a unidade
experimental para as variaveis do desenvolvimento embrionario. As taxas de
desenvolvimento embrionario foram analisadas pela fracdo de odcitos cultivados
atingindo os estagios determinados de desenvolvimento, reportadas em termos de
porcentagem. As porcentagens foram transformadas em arco seno. Para a analise
de concentracdo intracelular de lipidios, a unidade experimental foi cada embrido
individual. As médias estdo apresentadas na forma de quadrados minimos + erro
padrdo da média (EPM).

Os resultados de expressao génica estdo apresentados nos graficos como
fold change relativo ao grupo controle (grupo Controle CAR+), todavia, as
comparacdes estatisticas foram realizadas utilizando-se os valores de ACt relativo
aos genes enddégenos (Anexo 1). Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados ndo paramétricos foram transformados em
log e submetidos ao teste de Kruskall-Wallis, seguido do teste de Dunn’s para
comparacao das médias.

As andlises foram realizadas pelo programa JMP (versdo 5.0.1, SAS
Institute). Diferencas com probabilidades (P) menores que 0,05 foram consideradas

significativas.
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6. RESULTADOS

6.1 Producdo in vitro de embrides

Foi investigado o efeito da selecdo com base na eficiéncia alimentar (CAR) e
da suplementacdo nutricional com &cidos graxos poliinsaturados por tempo
prolongado em touros jovens da raca Nelore sobre a fecundidade in vitro do sémen,
avaliando-se o desenvolvimento embrionario inicial até a fase de blastocisto. Os
resultados da ANOVA néo identificaram interacdo entre CAR e suplementacdo para
as taxas de clivagem (P=0,3855) e blastocistos (P=0,6284), de maneira que 0s
resultados sao apresentados separadamente, como variaveis independentes
(Figuras 9 e 10).

N&do houve efeito de CAR sobre as taxas de clivagem (P=0,7058) e de
desenvolvimento de embriées produzidos in vitro (P=0,3335) a partir do sémen dos
animais com diferentes eficiéncias alimentares. Os resultados podem ser
visualizados na Figura 9.

Os efeitos da suplementacdo alimentar sdo apresentados na Figura 10. Nao
houve efeito da dieta sobre as taxas de clivagem (P=0,7412) e de desenvolvimento
de embrides produzidos in vitro (P=0,7692) a partir do sémen dos animais dos

diferentes tratamentos.
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Figura 9. Clivagem e desenvolvimento in vitro de embrides produzidos com sémen

de touros jovens Nelore classificados para consumo alimentar residual (CAR).
Numero de odcitos cultivados: CAR+ (n=1108) e CAR- (n=1101). Os dados estdo apresentadas na
forma de média dos quadrados minimos + EPM. N&o foram observadas diferencas entre os
tratamentos (P>0,05; teste de Tukey).
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Figura 10. Clivagem e desenvolvimento in vitro de embrides produzidos com sémen
de touros jovens Nelore suplementados ou ndo com fonte de acidos graxos

poliinsaturados (Megalac). Namero de odcitos cultivados: Controle (n=1117) e Megalac
(n=1092). Os dados estdo apresentadas na forma de média dos quadrados minimos + EPM. N&o
foram observadas diferencas entre os tratamentos (P>0,05; teste de Tukey).
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6.2 Conteudo lipidico intracitoplasmatico em embrides produzidos in vitro

Foi avaliado o conteudo lipidico (quantificado em intensidade de pixels pela
area do embrido) de embrides bovinos produzidos in vitro, a partir de sémen de
touros jovens da raca Nelore selecionados com base no CAR e suplementados ou
nao com dieta rica em acidos graxos poliinsaturados por tempo prolongado (Figura
10). N&@o houve interacdo dieta x CAR sobre o conteudo lipidico intracelular
(P=0,4030), de maneira que os resultados sao apresentados separadamente, como
variaveis independentes (Figuras 11 e 12). Embrides produzidos com sémen de
animais de menor eficiéncia alimentar (CAR+) exibiram maior (P=0,0325) acumulo
de lipideo em comparacdo com embrides produzidos com sémen de animais
eficientes (CAR-). Todavia, ndo houve efeito da dieta (P=0,7005) sobre o acumulo
de lipideo de embribes produzidos in vitro a partir do sémen dos animais dos

diferentes tratamentos.
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Figura 11. Conteudo lipidico intracelular de embrides bovinos produzidos in vitro
com sémen de touros jovens Nelore classificados para consumo alimentar residual

(CAR). Numero de embribes avaliados: CAR+ (n=58) e CAR- (n=49). Os dados estfo apresentadas
na forma de média dos quadrados minimos + EPM. Valores com diferentes letras sobrescritas diferem
significativamente (P<0,05, teste de Tukey).
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Figura 12. Conteudo lipidico intracelular de embribes bovinos produzidos in vitro
com sémen de touros jovens Nelore suplementados ou ndo com fonte de &cidos

graxos poliinsaturados (Megalac). Namero de embrides avaliados: Controle (n=54) e Megalac
CAR+ (n=53). Os dados estdo apresentadas na forma de média dos quadrados minimos + EPM. Nao
foram observadas diferencas entre os tratamentos (P>0,05; teste de Tukey).

6.3 Expresséo génica

Efeito de CAR

Nao houve interacdo dieta x CAR sobre o acumulo de transcritos dos genes
PLAC8 (P=0,0,3977), PPARGC1A (P=0,3948) e NFE2L2 (P=0,7310), de maneira
gue os resultados sdo apresentados separadamente, como variaveis independentes
(Figuras 13 a 15). Os resultados referentes a andlise destes genes estdo
apresentados no Anexo 1, sendo apresentados graficamente apenas os resultados

que identificaram diferencas estatisticas do efeito de CAR.
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O acumulo relativo de transcritos do gene PLACS, relacionado a diferenciacao
e implantacdo, foi afetado pela eficiéncia alimentar paterna (P=0,0028), sendo
observada menor expressdao em embrides derivados do sémen de animais menos

eficientes (CAR+) do que de animais CAR- (Figura 13 e Anexo 1).

1,5 -

Fold change

CAR+ CAR-

Figura 13. Efeitos paternos sobre a expressdo do gene PLAC8 em embrides
produzidos in vitro a partir de sémen de touros jovens Nelore classificados para

consumo alimentar residual (CAR). Os dados estio apresentados como fold change relativo
ao grupo Controle CAR+ e foram calculados a partir da média de ACt. Valores com diferentes letras
sobrescritas diferem significativamente (P<0,05).
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Observou-se que o genes relacionado ao metabolismo de lipidios PPARGC1A
foi diferencialmente expresso nos embrides, como resultado de efeitos do tratamento
paterno (Figura 14 e Anexo 1). O acumulo relativo de transcritos de PPARGC1A foi
afetado pelo CAR (P=0,0262), sendo mais expresso em embrides produzidos com
sémen de animais com menor eficiéncia alimentar (CAR+) em comparagdo com 0s

de animais CAR-.

1,6 - a
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Figura 14. Efeitos paternos sobre a expressdo do gene PPARGC1A em embrides
produzidos in vitro a partir de sémen de touros jovens Nelore classificados para

consumo alimentar residual (CAR). Os dados estio apresentados como fold change relativo
ao grupo Controle CAR+ e foram calculados a partir da média de ACt. Valores com diferentes letras
sobrescritas diferem significativamente (P<0,05).
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Os tratamentos paternos realizados neste estudo também afetaram o
acumulo relativo de transcritos de genes relacionados com a resposta ao estresse
nos embrides (Figura 15 e Anexo 1). Com relacdo ao gene NFE2L2, foi observado
efeito de CAR (P=0,0464), com menor expressao em embrides provenientes de

animais CAR+ do que de animais CAR-.
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Figura 15. Efeitos paternos sobre a expressdo do gene NFE2L2 em embrides
produzidos in vitro a partir de sémen de touros jovens Nelore classificados para

consumo alimentar residual (CAR). Os dados estio apresentados como fold change relativo
ao grupo Controle CAR+ e foram calculados a partir da média de ACt. Valores com diferentes letras
sobrescritas diferem significativamente (P<0,05).

Efeito da dieta

N&o houve interacédo dieta x CAR sobre o acumulo de transcritos dos genes
HMOX1 (P=0,3007) e SREBF1 (P=0,6153), de maneira que 0s resultados sao
apresentados separadamente, como variaveis independentes (Figuras 16 e 17). Os

resultados referentes a analise destes genes estdo apresentados no Anexo 1, sendo
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apresentados graficamente apenas os resultados que identificaram diferencas
estatisticas do efeito da suplementacao nutricional.

O gene HMOX1 foi afetado pela dieta (P=0,0107), sendo menos expresso em
embrides derivados de animais alimentados com dieta controle do que de animais

suplementados com Megalac (Figura 16 e Anexo 1).

3,5 - b

1,5 -

0,5

Control Megalac

Figura 16. Efeitos paternos sobre a expressdo do gene HMOX1l de embrides
produzidos in vitro a partir de sémen de touros jovens Nelore suplementados a longo

prazo com fonte de acidos graxos poliinsaturados (Megalac). Os dados estio
apresentados como fold change relativo ao grupo Controle CAR+ e foram calculados a partir da
média de ACt. Valores com diferentes letras sobrescritas diferem significativamente (P<0,05).
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Observou-se que o gene relacionado ao metabolismo de lipidios SREBF1 foi
diferencialmente expresso nos embrides, como resultado de efeitos do tratamento
paterno (Figura 17 e Anexo 1). O acumulo relativo de transcritos de gene SREBF1,
foi afetado pela dieta (P=0,0299), com maior acumulo relativo de transcritos em
embrides produzidos com sémen de animais alimentados com Megalac do que de

animais que receberam a dieta controle.

0,4 -

0,2 -

Control Megalac

Figura 17. Efeitos paternos sobre a expressdao do gene SREBF1 em embrides
produzidos in vitro a partir de sémen de touros jovens Nelore suplementados a longo

prazo com fonte de acidos graxos poliinsaturados (Megalac). Os dados estio
apresentados como fold change relativo ao grupo Controle CAR+ e foram calculados a partir da
média de ACt. Valores com diferentes letras sobrescritas diferem significativamente (P<0,05).
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Efeitos de interacdo CAR x dieta

Os genes SLC2AS5 (Figura 18 e Anexo 1), relacionado ao metabolismo, foram
afetados pela interacdo CAR x dieta (P=0,0363 e P=0,0449, respectivamente). O
padrao de expressao desses genes foi menor em embrides provenientes de animais
CAR- alimentados com dieta controle em comparacdo com o observado em
embrides derivados do sémen de animais CAR- suplementados com Megalac, ou
seja, a expressao destes genes em embrides provenientes de animais CAR- variou

em funcao da alimentacgéo paterna.
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Figura 18. Efeitos paternos sobre a expressdo de genes relacionados ao
metabolismo em embrides produzidos in vitro a partir de sémen de touros jovens
Nelore classificados para consumo alimentar residual (CAR) e suplementados a

longo prazo com fonte de acidos graxos poliinsaturados (Megalac). Os dados estio
apresentados como fold change relativo ao grupo Controle CAR+ e foram calculados a partir da
média de ACt. Valores de P<0,05, indicados na caixa de texto da figura, indicam efeito significativo de
CAR, dieta ou interacao.

Alguns genes relacionados ao desenvolvimento embrionario também foram
afetados pelo tratamento paterno (Figura 19 e Anexo 1). O gene RPLPO foi afetado
pela interacdo CAR x dieta (P=0,0325), seguindo o mesmo padrédo do gene acima
descrito, em que a expressao em embrides provenientes de animais CAR- variou em

funcdo da alimentacéo paterna.
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Figura 19. Efeitos paternos sobre a expressdo do gene RPLPO em embrides
produzidos in vitro a partir de sémen de touros jovens Nelore classificados para
consumo alimentar residual (CAR) e suplementados a longo prazo com fonte de

acidos graxos poliinsaturados (Megalac). Os dados estdo apresentados como fold change
relativo ao grupo Controle CAR+ e foram calculados a partir da média de ACt. Valores de P<0,05,
indicados na caixa de texto da figura, indicam efeito significativo de CAR, dieta ou interagéo.

O mesmo padrao de efeito de interacdo CAR x dieta foi observado no
acumulo relativo de transcritos do gene REST (P=0,0168), associado a predicdo da
qualidade embrionéaria (Figura 20 e Anexo 1). J& para o gene NANOG (interacdo
CAR x dieta: P=0,0192), a expressao em embrides provenientes de animais CAR+
alimentados com dieta controle foi maior do que os de animais CAR+ alimentados
com Megalac, também demonstrando haver variacdo na expressao desse gene no

embrido em funcdo da alimentacao paterna.
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Figura 20. Efeitos paternos sobre a expressdo de genes associados a predicdo da
qualidade de embribes produzidos in vitro a partir de sémen de touros jovens
Neloreclassificados para consumo alimentar residual (CAR) e suplementados a

longo prazo com fonte de &cidos graxos poliinsaturados (Megalac). Os dados estio
apresentados como fold change relativo ao grupo Controle CAR+ e foram calculados a partir da
meédia de ACt. Valores de P<0,05, indicados na caixa de texto da figura, indicam efeito significativo de
CAR, dieta ou interacao.

O padrdo de resposta de interacdo CAR x dieta descrito para 0s genes
H3F3A, associado a regulacdo epigenética (P=0,0392; Figura 21 e Anexo 1), ATF4,
relacionado ao estresse do reticulo endoplasmético (P=0,0156; Figura 22 e Anexo 1)
e HSF1, associado a resposta ao choque térmico (P=0,0086; Figura 23 e Anexo 1)
foi semelhante: o acumulo relativo de transcritos desses genes foi maior em
embrides provenientes de animais CAR+ do que de animais CAR- alimentados com
dieta controle, mas nao diferiu em embrides derivados do sémen de animais CAR+ e

CAR- suplementados com Megalac.
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Figura 21. Efeitos paternos sobre a expressdo do gene H3F3A em embrides
produzidos in vitro a partir de sémen de touros jovens Nelore classificados para
consumo alimentar residual (CAR) e suplementados a longo prazo com fonte de

acidos graxos poliinsaturados (Megalac). Os dados estdo apresentados como fold change
relativo ao grupo Controle CAR+ e foram calculados a partir da média de ACt. Valores de P<0,05,
indicados na caixa de texto da figura, indicam efeito significativo de CAR, dieta ou interagéao.
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Figura 22. Efeitos paternos sobre a expressdao do gene ATF4 em embrides
produzidos in vitro a partir de sémen de touros jovens Nelore classificados para
consumo alimentar residual (CAR) e suplementados a longo prazo com fonte de

acidos graxos poliinsaturados (Megalac). Os dados estdo apresentados como fold change
relativo ao grupo Controle CAR+ e foram calculados a partir da média de ACt. Valores de P<0,05,
indicados na caixa de texto da figura, indicam efeito significativo de CAR, dieta ou interagéo.
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Figura 23. Efeitos paternos sobre a expressdo do gene HSF1 em embrides
produzidos in vitro a partir de sémen de touros jovens Nelore classificados para
consumo alimentar residual (CAR) e suplementados a longo prazo com fonte de

acidos graxos poliinsaturados (Megalac). Os dados estdo apresentados como fold change
relativo ao grupo Controle CAR+ e foram calculados a partir da média de ACt. Valores de P<0,05,
indicados na caixa de texto da figura, indicam efeito significativo de CAR, dieta ou interagéao.

Os tratamentos paternos realizados neste estudo também afetaram o
acumulo relativo de transcritos de genes relacionados com a resposta ao estresse
nos embrides (Figura 24 e Anexo 1). Observou-se efeito de dieta (P=0,0148; maior
expressao para animais suplementados com Megalac) e da interacdo CAR x dieta
(P=0,0064) para o0 gene GPX4, sendo que a expressao em embrides derivados de
animais CAR- em animais alimentados com dieta controle foi menor do que o

observado nos demais grupos experimentais.
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Figura 24. Efeitos paternos sobre a expressdo do gene GPX4 em embrides
produzidos in vitro a partir de sémen de touros jovens Nelore classificados para
consumo alimentar residual (CAR) e suplementados a longo prazo com fonte de

acidos graxos poliinsaturados (Megalac). Os dados estdo apresentados como fold change
relativo ao grupo Controle CAR+ e foram calculados a partir da média de ACt. Valores de P<0,05,
indicados na caixa de texto da figura, indicam efeito significativo de CAR, dieta ou interagéao.

7. DISCUSSAO

7.1. Desenvolvimento e qualidade embrionaria

No presente estudo, foram investigados os efeitos da selecdo com base na
eficiéncia alimentar (CAR) e da suplementacdo nutricional com AGPs por tempo
prolongado em touros jovens da raca Nelore sobre a fecundidade in vitro do sémen,
avaliando-se a capacidade de fecundagéo e o desenvolvimento embrionéario na fase
pré-implantacdo. Nao houve efeito dos tratamentos sobre as taxas de clivagem e
desenvolvimento embrionario até a fase de blastocisto. Resultados semelhantes
foram observados em um experimento anterior (Rossi, 2017), em que o autor
atribuiu a auséncia de efeitos na fecundidade in vitro do sémen de touros Nelore
como resultado de uma suplementacéo nutricional insuficiente de AGPs (os autores

forneceram 200 g Megalac/animal/dia, tal como no presente estudo). O efeito da
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quantidade de AGPs fornecidos pela dieta foi também descrito para fémeas
(Fouladi-Nashta et al., 2007), tendo sido observadas maiores taxas de clivagem e
producdo de blastocisto em vacas leiteiras em lactacdo suplementadas com alto
nivel de AGPs (800 g/dia) quando comparado com baixo nivel (200 g/dia). Desta
forma, esses estudos sugerem que a quantidade de suplemento oferecido, e
possivelmente também o sexo (se macho ou fémea) e estado fisioldgico do animal,
devem influenciar os efeitos dos AGPs sobre os parametros reprodutivos desejados.
Os embrides obtidos no presente estudo foram avaliados quanto ao acumulo lipidico
intracitoplasmatico. O teor lipidico de embrides produzidos in vitro tem sido
considerado um importante parametro de qualidade, uma vez que o acumulo
excessivo de gorduras afeta negativamente a criotolerancia dos mesmos, causando
menor taxa de sobrevivéncia apds a descongelacdo (Abe et al., 2002; Mucci et al.,
2006). Os resultados demonstraram que a dieta paterna com AGPs néo afetou o
conteudo lipidico dos embrides, no entanto, embrides produzidos a partir de sémen
de touros CAR+ exibiram maior acumulo lipidico do que aqueles provenientes de
touros CAR-. Animais CAR+ sdo menos eficientes, ou seja o consumo observado
para esses animais é maior do que o predito (Almeida, 2005). Essa diferenca
metabolica resulta em acumulo de maior concentracdo de gordura corporal e menor
concentracdo de proteina no corpo desses animais, quando comparados a animais
CAR- (Richardson et al., 2001). Estudos anteriores demonstraram que a
caracteristica genética de CAR é transmitida a prole (Anderson et al., 2006; Ng et
al., 2010; Carone et al., 2010; Soubry et al., 2013), sendo que a correlacdo entre a
composicdo quimica corporal e a variacdo genética observada para o CAR
apresenta herdabilidade moderada a alta (Arthur et al., 2001a; Arthur et al., 2001b;
Rolfe et al., 2011). Embora esses estudos tenham avaliado os descendentes de
animais classificados de acordo com o CAR, ndo existem outros relatos na literatura,
de acordo com nosso conhecimento, que tenham investigado a influéncia paterna,
na espécie bovina, sobre o metabolismo dos embrides ainda no estagio preé-
implantacéo, antes da exposi¢cdo desses ao ambiente uterino. Varios outros fatores
levam & alteracbes metabdlicas de embries produzidos in vitro, sendo bem
conhecidos os efeitos do proprio sistema de cultivo (por exemplo, uso de soro fetal

bovino no meio de cultivo), as alteracées na fungdo mitocondrial e a qualidade do
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oocito (Gardner et al., 2000; Kim et al., 2001). Porém, nossos resultados
demonstram, pela primeira vez, que além dos fatores supra mencionados, a
eficiéncia alimentar paterna leva a alteracdées no metabolismo lipidico embrionario,
indicando que as influéncias do estado nutricional e metabdlico paterno também
exercem importante impacto no metabolismo embrionario em sistemas de producéo

in vitro.

7.2. Expressao génica

Efeito de CAR

Uma vez que foi observado efeito paterno sobre uma caracteristica de
qualidade embrionaria (quantidade de lipideos intracitoplasmaticos), foi realizado um
experimento para avaliar a relacdo entre essa caracteristica e o acimulo diferencial
de transcritos nos embrides produzidos in vitro a partir do sémen dos touros dos
diferentes tratamentos. O objetivo desse estudo foi relacionar o teor lipidico com
possiveis alteracfes metabdlicas em resposta a expressao diferencial de transcritos
relacionados ao metabolismo e a qualidade do embrido. A analise dos genes
relacionados ao metabolismo lipidico revelou haver efeito de CAR sobre a expressao
do gene PPARGCI1A. Esse resultado é semelhante ao relatado em suinos, em que
foi observada maior expresséo desse gene no musculo de animais CAR+ (Jing et al.,
2015). O gene PPARGCI1A codifica a proteina PGC-1a (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha protein), a qual regula a ativagao
transcricional de genes envolvidos no metabolismo da glicose e lipidios (Puigserver
et al.,, 1998), resultando no aumento da expressao de genes importantes para a
gliconeogénese, oxidacdo de acidos graxos, transporte lipidico e fosforilacdo
oxidativa (Estall et al., 2009). Apesar de exercer um efeito estimulador sobre a -
oxidacdo, outros estudos demonstraram que o PPARG, juntamente com CEBPA, é
um marcador expresso durante a diferenciacdo de pré-adipocitos em adipoécitos
completamente maduros (Li et al., 2012; Cowherd et al., 1999). Com a expressao
desses genes, goticulas lipidicas comecam a aparecer no citoplasma e

gradualmente coalescem em goticulas maiores (Mcneel et al., 2000). Essas fun¢bes
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explicam, provavelmente, porque polimorfismos neste gene estdo associados a
maior quantidade de gordura no leite (Soria et al., 2009; Weikard et al., 2005).

Os acidos graxos representam uma importante fonte de energia para
embribes no periodo pré-implantacdo (Gentile et al., 2004). A B-oxidacdo de acidos
graxos permanece relativamente constante em embrides até o estagio de 8 células,
quando entdo aumenta subitamente até o estagio de morula (Houghton et al., 1996).
Todavia, quando os embrides atingem o estagio de morula e blastocisto, a glicélise
torna-se a principal via metabdlica para a producéo de energia (Harvey et al., 2002).
Desta forma, a manutencdo de niveis apropriados de PGC-1 parece ser essencial
para a regulacdo do metabolismo embrionario, uma vez que essa proteina estimula
a gliconeogénese (Yoon et al., 2001) e a p-oxidacao de acidos graxos (Estall et al.,
2009). Aléem de provisionar substratos para a oxidagdo mitocondrial, a PGC-1a é
também o principal regulador da biogénese de mitocéndrias (Austin e St-Pierre,
2012). Portanto, o gene PPARGC1A, também denominado de PGC-1, esta
intimamente relacionado a funcdo mitocondrial, regulando tanto seu niamero quanto
sua atividade metabolica.

E relatado que a via de sinalizacdo PPARa/PGC-1 pode ser ativada por
supernutricdo crbnica e obesidade, resultando na regulacdo positiva de genes
relacionados a B-oxidacdo de &cidos graxos (Abel et al., 2008). Nossos resultados
corroboram esse estudo, uma vez que os embrides derivados de pais CAR+
exibiram maiores teores intracelulares de lipideos e maior expressdo do gene
PPARGC1A. Assim, com base nas informacfes supra-citadas da literatura, nossos
resultados sugerem que o aumento da expressdo do gene PPARGCI1A possa ser
uma resposta ou consequencia do maior acumulo de lipideos nos embrides CAR+, 0
gue provavelmente possa ter estimulado o aumento no niumero de copias e/ou a
funcdo mitocondrial. De fato, foi relatado anteriormente que a superexpressao de
PGC-1 aumenta o numero de mitocondrias, 0 que consequentemente promove
aumento no gasto de energia (Lehman et al, 2000). Essas organelas produzem a
maior parte da energia celular através da fosforilacdo oxidativa (OXPHOS), mas
também desperdicam energia e geram calor por meio de reacfes de
desacoplamento (Kagawa e Ohta, 1990). Particularmente em animais CAR+, as

reacOes de desacoplamento, a OXPHOS e a sintese de ATP séo exacerbadas (Jing
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et al., 2015). Esses achados explicam o alto gasto energético dispendido para a
manutengao corporal de animais CAR+, como anteriormente descrito por Herd e
Bishop (2000). Desta forma, os achados do presente estudo sugerem que a menor
eficiéncia dos animais CAR+ possa ser devida ao aumento da atividade mitocondrial
através da ativacdo metabolica sinalizada por PPARGCI1A, provavelmente com a
finalidade de estimular a oxidagdo dos &cidos graxos para suprir as necessidades
energéticas aumentadas desses animais.

E bem sabido que o metabolismo aerobico, mais especificamente a
fosforilacdo oxidativa nas mitocondrias, pode ser acompanhado por um aumento nas
espécies reativas de oxigénio (ROS), também conhecidas como radicais livres
(Feugang et al., 2003). O excesso desses radicais € responsavel, em grande parte,
por prejudicar o desenvolvimento de embrides produzidos in vitro (Nedambale et al.,
2006), jA que induzem uma cascata de reacdes em cadeia que eventualmente
podem levar a danos celulares, incluindo peroxidacdo lipidica, oxidacdo de
aminoéacidos e acidos nucleicos, e apoptose (Kitagawa et al., 2004). O metabolismo
oxidativo elevado associado ao aumento da atividade da PGC-7a pode ser
acompanhado por um aumento nas ROS. No entanto, evidéncias sugerem que a
PGC-1a seja também uma poderosa ativadora de enzimas desintoxicantes de ROS
(Austin e St-Pierre, 2012). Portanto, essa acdo da PGC-7a minimizaria os efeitos
negativos das ROS sobre a fisiologia celular.

Visando avaliar o impacto do acumulo lipidico e possivel aumento nas ROS
sobre o embrido, foram investigados, no presente estudo, o acumulo de transcritos
de genes relacionados ao estresse e resposta ao estresse celular, Os resultados
demonstraram efeito de CAR (menor expressdo em embrides CAR+) sobre a
expressdo do gene NFE2L2, que é um ativador de transcricdo que se liga a
elementos de resposta antioxidante e coordena a ativacdo de genes em resposta ao
estresse oxidativo (Amin et al., 2014). Este achado pode ser um indicativo de que o
aumento da atividade da PGC-7a em resposta a elevada expressdo do gene
PPARGC1A nos embrides CAR+ tenha, de fato, sido efetiva em ativar as defesas
antioxidantes celulares. Assim, esses embrides estariam sob menor condicdo de

estresse oxidativo, apesar da atividade metabdlica exacerbada.
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Devido as acdes benéficas sobre a resposta mediada por estresse oxidativo,
0 aumento na expressdao de NFE2L2 pode ser um indicador de qualidade e
sobrevivéncia embrionaria. De fato, ja foi anteriormente relatada (Amin et al., 2014)
maior expressao desse gene e menores niveis de ROS em blastocistos precoces
(competentes) em comparacdo com blastocistos tardios (ndo-competitivos). Assim,
nossos resultados sugerem que a menor expressao do gene NFE2L2 em embribes
CAR+ possa ser um indicativo de pior qualidade e sobrevivéncia, comparado aos
embrides CAR-. Estes resultados sdo concordantes com um estudo prévio realizado
em bovinos da raca Nelore, em que foi observada maior expressdo de NFE2L2 no
figado de bezerros CAR- (Tizioto et al., 2015).

Genes relacionados a qualidade embrionaria foram avaliados no presente
estudo e foi observado efeito de CAR (maior expressdo em CAR-) sobre o acamulo
de transcritos do gene PLACS, relacionado a diferenciacdo e implantacdo. Esse
gene € um biomarcador de qualidade e sugere-se que o0 aumento na sua expressao
possa ser utilizado para prever o sucesso de prenhez (Rekik et al., 2011), sendo
responsavel pelo desenvolvimento de placenta e a interagdo materna embrionaria
(Ghanem et al., 2011). Foi demonstrado que o PLACS8 esta altamente expresso em
células de embrides capazes de se desenvolver a termo, tanto em embrides
produzidos in vitro (El-Sayed et al., 2006) como in vivo (Ghanem et al., 2011).

Em conjunto, os resultados do presente estudo demonstraram que embrides
derivados de touros de baixa eficiéncia alimentar (CAR+) apresentam maior
conteudo lipidico intracitoplasmatico e maior expressdo de gene (PPARGC1A)
supostamente relacionado ao aumento da oxidacdo lipidica e da atividade
metabdlica mitocondrial. Paralelamente, ou como consequéncia, esses embrides
exibiram menor expressdo de genes relacionados com a qualidade e sobrevivéncia
(NFE2L2 e PLACS). Portanto, sugere-se que a menor viabilidade de embrides CAR+
seja uma consequéncia da elevada carga metabdlica, necessaria para a
manutencao das atividades fisiologicas desses animais. Os mecanismos que levam

a essa consequéncia ainda necessitam ser investigados.
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Efeito da dieta

A suplementagdao nutricional de ruminantes com gordura aumenta a
densidade de energia da dieta, com reflexos positivos na melhoria do desempenho
produtivo e reprodutivo. Todavia, estudos realizados em mamiferos demonstraram
que a nutricdo parental no momento peri-concepc¢ao influencia varios aspectos
metabdlicos e funcionais dos descendentes, incluindo o perfil epigenético, a
expressdo de enzimas e horménios relacionados ao metabolismo de glicose e
lipideos, e a deposicao de gordura corporal (Wu e Suzuki, 2006; Ng et al., 2010). No
presente estudo, a suplementagédo paterna com dieta rica em AGPs alterou a
expressdo génica dos embrides pré-implantagdo, sendo observadas alteracdes na
abundancia de transcritos de 2 genes relacionados ao metabolismo (SREBF1 e
HMOX1).

O fator de transcricdo SREBF1 (sterol-regulatory element binding protein)
atua na homeostase energética, influenciando a glicolise, lipogénese e adipogénese
(Eberle et al., 2004). Esse fator de transcricdo regula a atividade de varios genes
relacionados a sintese de &cidos graxos e colesterol (Shimano et al.,, 1997),
incluindo o transporte de &cidos graxos, sintese de triacilglicerol e oxidacdo de
acidos graxos (Jump et al., 2005). Os AGPs tem um papel importante no controle da
lipogénese, pois podem suprimir a expressao de genes lipogénicos a partir de pelo
menos trés receptores nucleares (PPAR, LXR e HNF-4a), e de fatores de
transcricdo, como o SREBP (Al Darwich et al., 2010). No entanto, os resultados do
presente estudo foram opostos ao efeito esperado, ja que a expressdo de SREBF1
foi maior em embrides produzidos com sémen obtido de touros suplementados com
dietas ricas em AGPs. Uma hipétese que pode explicar esse achado consiste na
prépria composicdo de AGPs do Megalac, utilizado como suplemento. De acordo
com as informacdes fornecidas pelo fabricante, o perfil de acidos graxos dessa fonte
de gordura é de 0,9% de &cido laurico 12:0, 13,9% acido palmitico 16:0, 4,0% &cido
estearico 18:0, 3,2% acido elaidico 18:1 n9 trans, 17,9% acido oleico 18:1 n9 cis,
49,1% acido linoleico 18:2 n6 cis, 4,4% acido linolénico 18:3 n3, 0,8% acido
araquidico 20:0, 0,6% acido cis-11-eicosendico 20:1, 1,8% de acido heneicosandico
21:0 e 0,7% de acido beénico 22:0. Ja foi demonstrado que suplementos que

contenham quantidades maiores de acidos graxos de cadeia muito longa [por
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exemplo, acido eicosapentaenoico (EPA) 20:5 n3 e acido docosahexaenoico (DHA)
22:6 n3] tém um maior efeito inibitorio sobre a expressdo de SREBF1 do que AGPs
de cadeia mais curta (Deckelbaum et al., 2006). No entanto, a maior proporcao de
acidos graxos encontrados no Megalac é constituida de cadeias menos longas,
contendo 18 ou menos cadeias de carbono, o que pode explicar a auséncia de efeito
sobre a inibicao desse fator de transcricdo associado a lipogénese.

Os mecanismos envolvidos no controle dessas alteracfes na expressao de
genes chave do metabolismo ainda necessitam ser investigados, porém, esses
resultados séo interessantes por demonstrarem a influéncia do estado nutricional e
da dieta paterna sobre a qualidade de embribes produzidos in vitro na espécie
bovina, algo que vem sendo negligenciado até o presente momento.

A andlise de genes relacionados ao desenvolvimento embrionario revelou
efeito da dieta sobre a expressdo do gene HMOX1, sendo observada maior
expressdo nos embrides descendentes de touros alimentados com Megalac. Um
estudo realizado com camundongos demonstrou que dietas ricas em acidos graxos,
especialmente acido linolénico, acido docosahexaenoico e &cido linoleico,
aumentaram a expressdao do gene HMOX1 no tecido cardiaco (Georgiadi et al.,
2012). Portanto, o resultado observado no presente estudo pode ser atribuido a
constituicdo da dieta experimental, uma vez que o Megalac apresenta alta propor¢cao
acido linoleico em sua composicao (49,1%, de acordo com o fabricante). O aumento
na expressado desse gene é uma resposta ao estresse oxidativo, porém também é
regulado por proteinas de vias de metabolismo lipidico (Kronke et al., 2007; Lin et
al.,, 2010). Ainda, a correlacdo entre a expressdo de HMOX1l e a formacéo
placentaria mostra sua importancia para o desenvolvimento embrionario e
placentacdo normal (Watanabe et al., 2004). A HMOX1 oxida a molécula heme para
produzir monoxido de carbono (CO), ferro (Fe) e biliverdina IXa. O ferro, em sua
maior parte, é reutilizado na formacédo de hemoglobina e também para o crescimento
celular (Durante, 2003; Conrad e Umbreit, 2000); o CO pode atuar suprimindo a
apoptose das células endoteliais (Brouard et al., 2000); e a biliverdina IXa é reduzida
a bilirrubina IXa, que atua como um anti-oxidante (Stocker et al., 1987a; Stocker et
al.,, 1987b), mas também pode desempenhar um papel no desenvolvimento

embrionario (Fulchuk et al., 2002). Dessa forma, o aumento na expressao desse



71

gene nos embrides do grupo Megalac indica um efeito benéfico da dieta parental
com fontes de acidos graxos sobre os descendentes.

Efeito da interacdo CAR x dieta

Dos 93 genes investigados no presente estudo, foi observado efeito de
interagdo CAR x dieta em 2 genes relacionados ao metabolismo (HMGCS1 e
SLC2A5), 1 gene relacionado ao desenvolvimento embrionario (RPLPO), 2 genes
relacionados a qualidade embrionaria (NANOG e REST), 1 gene relacionado a
regulacdo epigenética (H3F3A), 1 gene relacionado ao estresse do reticulo
endoplasmatico (ATF4), 1 gene relacionado a resposta ao choque térmico (HSF1) e
1 gene relacionado a resposta ao estresse (GPX4). Em todos esses genes, o efeito
de interacdo observado obedeceu o mesmo padrdo, em que a expressao foi menor
em embribes descendentes de animais de alta eficiéncia alimentar (CAR-)
comparados aos descendentes de animais CAR+, quando ambos foram alimentados
com dieta controle. Porém, quando os animais foram suplementados com Megalac,
a expresséo foi maior em embrides CAR- comparados aos CAR+.

Os genes relacionados ao metabolismo que foram alterados pela interacao
CAR x dieta estdo envolvidos no metabolismo de gorduras e de carboidratos. O
gene HMGCS1 codifica uma enzima que estd envolvida no metabolismo de
colesterol. Ja foi demonstrado que a menor expressao desse gene em blastocistos
bovinos levou a um acumulo de colesterol e essa resposta foi modulada pela
presenca de soro fetal bovino no meio de cultura, que contém alta concentracao de
gorduras (Cagnone; Sirard, 2014). Ja o gene SLC2A5 faz parte da via de transporte
de glicose e expressa a proteina GLUT5, que esté relacionada exclusivamente com
o transporte de frutose (Ostrowska et al., 2015). A GLUT5 € expressa em Varios
tecidos corporais (Davidson et al., 1992) e também € encontrada no sémen de
muitas espécies, conferindo a habilidade de utilizar a frutose como fonte de energia
ou como ativadora do processo de fertilizacdo (Douard e Ferraris, 2008). No sémen
bovino, a frutose é a principal fonte de energia (Anderson, 1946), assim, a maior
expressdo de GLUTS5 indica maior concentragdo de frutose e, consequentemente,

uma vantagem energética.
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No que se refere aos embrides de animais alimentados com dieta controle no
presente estudo, a maior expressao dos genes metabolicos HMGCS1 e SLC2A5 em
embrides derivados de animais menos eficientes (CAR+) era esperada, uma vez que
esses animais demandam um alto gasto energético para a manutencdo corporal,
conforme descrito por Herd e Bishop (2000) e discutido no topico anterior. Todavia,
embrides derivados de animais que receberam suplementacdo com Megalac
exibiram um padrdo inverso ao do grupo controle, ou seja, a expressdo desses
genes foi maior para CAR-. De acordo com nosso conhecimento até o presente
momento, ndo ha relatos na literatura que tenham demonstrado intensificacdo no
metabolismo em resposta a suplementagdo nutricional de animais de maior
eficiéncia alimentar, todavia, os resutados desse estudo sugerem que o aumento do
fornecimento de nutrientes (Megalac) a esses animais pode ter promovido uma
aceleracdo metabdlica nos mesmos, a qual foi transmitida aos descendentes. Assim,
sugere-se que a suplementacdo nutricional € mais efetiva aos animais que tenham
habilidade de responder de forma apropriada, ou seja, animais que tenham maior
eficiéncia alimentar. Essa resposta ao estimulo nutricional pode ter gerado marcas
epigenéticas nos espermatozoides desses touros, que foram transmitidas aos
descendentes.

De fato, 0 mesmo padrédo de resposta a interacdo CAR x dieta foi observado
na expressdo do gene H3F3A relacionado a regulacdo epigenética, o que demonstra
a influéncia do estado nutricional e metabdlico paternos sobre o perfil epigenético
dos descendentes em bovinos. Esse gene expressa uma isoforma de histona H3
(H3.3) que é predominante em células que nao estejam em divisdo celular (Tagami
et al., 2004). A H3.3 esta presente em genes ativos, encontrada em sitios de
deslocamento nucleossémico e € considerada uma marca epigenética de cromatina
ativa (Chow et al., 2005; Daury et al., 2006). Estudos com embrides bovinos
concluiram que a expressdo de H3.3 é necessaria para o0 desenvolvimento
embrionario normal e sua auséncia leva a producdo de embrides deficientes (Zhang
et al., 2017).

Outros genes relacionados ao desenvolvimento e qualidade embrionaria
também foram afetados pela interacdo CAR x dieta. O gene RPLPO codifica uma

proteina que é constituinte estrutural de ribossomos. A baixa expressao deste gene
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esta relacionada a perda de embrides bovinos (Ghanem et al., 2011), enquanto que
a expressao da proteina ribossomal RPLPO esta aumentada em gestacdes que
resultaram em nascimento do bezerro (Tesfaye et. al, 2009). Os genes NANOG e
REST s&o marcadores de pluripoténcia, sendo considerados marcadores de
qualidade do embrido (Kong et al., 2016). A menor expressdo desses genes em
embrides derivados de animais mais eficientes do grupo controle, em comparacao
aos menos eficientes que receberam a mesma dieta, pode ser resultante do
comprometimento de parametros reprodutivos, anteriormente relatado para animais
eficientes para CAR (Awda et al., 2013; Basarab et al, 2011). Assim, o
desenvolvimento e a qualidade desses embrifes estariam também comprometidos.
Todavia, a suplementacdo nutricional apropriada aos animais de maior eficiéncia
nutricional (grupo Megalac) conseguiu melhorar os parametros reprodutivos desses
animais, evidenciado no presente estudo pelo aumento na expressao de genes
relacionados a qualidade e desenvolvimento dos embrides descendentes desses
animais.

Esse possivel comprometimento na reproducdo em animais de maior
eficiéncia alimentar e respectiva melhoria da mesma em resposta a dieta pode ser
também devido a intensificacdo da resposta ao estresse, evidenciado no presente
estudo pela expresséao diferencial de genes relacionados ao estresse. O gene HSF1
codifica uma proteina de ligacdo ao DNA responsavel por ativar rapidamente a
transcricdo de genes da via de choque térmico, em resposta a estimulos ambientais
(Akerfelt et al.,, 2010). HSF-1 é expresso em grandes quantidades no nucleo de
embrides, mesmo na auséncia de estresse, até o estagio de blastocisto (Christians
et al., 1997). Embora camundongos que ndo expressem HSF1 sobrevivam até a
idade adulta, apresentam diversos defeitos incluindo ma-formacédo da placenta,
aumento de mortalidade pré-natal, problemas no sistema imune, retardo de
crescimento e infertilidade feminina (Akerfelt et al., 2010; Takii et al., 2010). Assim, a
expressdo de HSF-1 apresenta grande importancia para o desenvolvimento pré- e
pos-embrionario.

A proteina GPX4 é uma selenoproteina expressa em diversos tecidos que
apresenta expressao elevada nas mitocondrias das células germinativas masculinas

de camundongos (Kryukov et al., 2003; Maiorino et al., 1998). Estudos mostram que
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a baixa expressdo do gene GPX4 resulta em infertilidade em camundongos
relacionada a anormalidades estruturais no espermatozoide e também a infertilidade
em humanos (Imai et al., 2001; Imai et al., 2009; Schneider et al., 2009). Assim, os
resultados do presente estudo sugerem que embrides descendentes de animais de
maior eficiéncia nutricional possuem pior qualidade e habilidade de
desenvolvimento, todavia, o aumento na expressdo de genes relacionados a
qualidade e desenvolvimento desses embrides em resposta a melhoria da dieta
paterna indicam um efeito benéfico da dieta parental sobre os descendentes e
estimulam o desenvolvimento de mais estudos para determinar as vias envolvidas
nessas rotas transgeracionais de sinalizagdo embrionaria.

Outro gene relacionado ao estresse e que também apresentou 0 mesmo
padrdo de resposta a interacdo CAR x dieta foi o ATF4, um ativador transcricional de
genes da via de UPR (Unfolded Protein Response), ativada quando ocorre um
acumulo de proteinas dobradas incorretamente devido ao estresse do reticulo
endoplasmatico (Fusakio et al., 2016). A alta atividade de sintese que ocorre em
embrides resulta em um estado constante de estresse do reticulo endoplasmatico
(Abraham et al., 2012; Michalak e Gye, 2015), especialmente em condi¢bes de
cultivo in vitro (Michalak e Gye, 2015). Assim, a capacidade de ativar respostas que
reestabelecam a homeostase é importante para o sucesso da producdo de embrides
in vitro. O gene ATF4 contribui tanto para a sobrevivéncia celular, ativando a
expressao de diversos genes relacionados a recuperacdo da homeostase celular e
adaptacao as condi¢des de estresse, quanto para a morte celular quando o estresse
é prolongado (Schonthal, 2012; Zhang et al., 2010). Assim, 0 aumento da expressao
de ATF4 em embribes pode ser benéfico ao atenuar os efeitos do estado de
estresse do reticulo endoplasmatico e contribuir para a producdo de embribes
viaveis. Os resultados do presente trabalho sugerem que a menor expressao de
ATF4 possa ser devido ao menor estresse do reticulo endoplasmatico dos embrides
descendentes de touros mais eficientes e alimentados com dieta controle, quando
comparados aos descendentes de animais menos eficientes alimentados com a
mesma dieta. Provavelmente, esse suposto menor estresse seja devido a menor
atividade metabdlica desses embrides, como discutido acima. Porém, essa resposta

se inverteu quando os touros foram suplementados com Megalac, sugerindo que o
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aumento da oferta de nutrientes aos animais que tem maior eficiéncia alimentar
pode estimular o seu metabolismo, uma vez que esses animais possuem melhores
condicbes metabdlicas para aproveitamento de nutrientes. Esse possivel efeito
estimulador sobre o metabolismo e atividade biossintética foi supostamente capaz

de ser transmitido aos descendentes, como observado pelos presentes resultados.

8. CONCLUSAO

A dieta ou a selecdo genética de touros Nelore com base na eficiéncia do
consumo alimentar ndo influenciaram a capacidade de fecundagéo in vitro do sémen
desses animais, tampouco afetaram o desenvolvimento pré-implantacional dos
embrides obtidos. Todavia, os embrides descendentes de animais com menor
eficiéncia alimentar exibiram maior acumulo de lipideos intracitoplasméaticos. O
aumento da expressao do gene PPARGCI1A, observado nesses embrifes, sugere
gue esta alteracdo no metabolismo lipidico esteja relacionada a funcdo mitocondrial,
sendo necessario avaliar se essas possiveis alteragcbes sdo decorrentes da
modificacdo da biogénese ou da atividade metabdlica mitocondrial em animais
geneticamente distintos. Esses resultados pioneiros na espécie bovina sugerem que
efeitos ambientais durante a espermatogénese promovem alteracdes nos
espermatozoides que sdo transmitidas ao embrido na fase pré-implantacional e o
impacto na qualidade de embribes produzidos in vitro € um importante tema a ser

investigado.
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ANEXOS

Anexo 1. Expressdo génica relativa (dCt) em blastocistos bovinos (D7) produzidos in vitro a partir da fertilizacdo de od6citos com
sémen de touros Nelore suplementados com dieta enriquecida em &cidos graxos e classificados de acordo com o0 consumo
alimentar

Tratamento P-valor
Gene Controle Controle Megalac CAR- Megalac Dieta CAR Dieta*CAR
CAR- CAR+ CAR+
Apoptosis
BAX -0,089+0,263 0,438+0,322 0,027+0,322 -0,014+0,322 0,6099 0,4677 0,3989
BCL-2 6,309+0,969 9,773+1,187 8,572+1,187 8,114+1,187 0,8014 0,2434 0,1451
BID 4,186+0,314 4,175+0,384 3,857+0,384 4,508+0,384 0,9987  0,3978 0,9903
CASP3 6,724+0,324 6,275+0,265 6,406+0,459 6,645+0,459 0,3730  0,7647 0,5121
CASP9 3,290+0,249 3,474+0,203 3,115+0,353 3,213+0,353 0,5156  0,6676 0,8951
Differentiation and implantation
CDX2 1,281+0,175 1,082+0,143 0,702+0,248 0,617+0,248 0,0882  0,5457 0,8035
IFNT2/IFNT3/IFNT  4,787+0,305 3,897+0,374 3,695+0,374 3,684+0,374 0,1281  0,2645 0,2742
PLACS 6,819+0,613 8,212+0,613 7,046+0,613 10,743+1,062 0,0619  0,0028 0,3977
Embryo development
GSK3A 1,193+0,189 1,184+0,189 0,820+0,189 0,903+0,189 0,1222  0,8485 0,8129
HMOX1 6,063+0,303 5,491+0,303 4,593+0,303 4,7404+0,371 0,0107 0,5311 0,3007
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OTX2 1,855+0,306 1,521+0,306 1,604+0,531 2,071+0,306 0,7048  0,8654 0,3274
PA2G4 -0,280+0,193 0,080+0,193 -0,160+0,193 0,441+0,335 0,3494  0,0888 0,6289
POU5F1 -1,563+0,146 -1,800+0,103 -2,279+0,103 -1,830+0,146 0,0994  0,4939 0,1146
PRDX1 -1,544+0,088 -1,405+0,062 -1,631+0,062 -1,326+0,088 0,9631  0,1009 0,3881
RPLPO -2,599+0,170 A -3,063+0,170AB -3,257+0,170 B -2,839+0,170AB 0,2382  0,8977 0,0325
S100A10 1,117+0,212 1,342+0,212 0,949+0,212 1,304+0,212 0,6391  0,2082 0,7673
S100A14 -1,938+0,162 -1,853+0,162 -2,1590,162 -1,774+0,162 0,6731  0,1862 0,3843
Endoplasmic reticulum stress
ATF4 2,223+0,310 A 1,060+0,310 B 0,818+0,310 B 1,281+0,310 AB 0,0910 0,1046 0,0156
CPT1B 9,253+0,993 9,417+0,811 9,113+1,405 8,708+1,405 0,7436  0,9253 0,8255
CPT2 2,886+0,332 3,009+0,271 2,473+0,469 3,084+0,469 0,6981  0,4220 0,5812
DDIT3 4,052+0,231 3,867+0,327 3,882+0,327 4,44510,231 0,5458 0,5724 0,3177
Epigenetic regulation
H2AFZ -0,009+0,109 -0,092+0,109 -0,199+0,109 0,046+0,134 0,8316  0,5058 0,1998
H3F3A 3,337+£0,302 A 1,877+0,302 B 1,839+0,302 B  2,001+0,370 AB 0,0695  0,0829 0,0392
H3F3B 2,394+0,111 2,527+0,111 2,389+0,111 2,583+0,137 0,8381  0,2118 0,8056
HDAC?2 2,597+0,166 2,708+0,166 2,706+0,166 2,704+0,204 0,7737  0,7669 0,7590
Glucose metabolism
AKR1B1 3,816+0,457 5,418%0,457 5,135+0,457 5,324+0,457 0,2822 0,3170 0,3902
PGK1 1,569+0,203 1,664+0,203 1,537+0,203 1,861+0,352 0,7509  0,4325 0,6623
Heat shock response
HSF1 1,335+0,184 0,469+0,184 0,320+0,184 0,869+0,226 0,1613  0,4453 0,0086




HSP90AAL -2,210+0,118 -2,042+0,118 -2,081+0,118 -2,022+0,145 0,5730  0,3999 0,6784
HSPA1A 6,555+0,684 4,619+0,684 3,227+0,684 4,570+0,838 0,0531  0,6951 0,0586
HSPA5 -0,542+0,238 -0,544+0,238 -0,480+0,238 -0,506+0,292 0,8490 0,9573 0,9621
HSPD1 -0,086+0,145 0,167+0,145 0,147+0,145 0,332+0,177 0,2358  0,1965 0,8328
Lipid metabolism
ACACA 1,786+ 0,218 1,989+ 0,218 1,652+ 0,218 1,630+ 1,630 0,2920 0,6912 0,6214
ACAT1 2,475+ 0,275 3,634+ 0,275 3,211+ 0,275 3,170+ 0,275 0,6340 0,0768 0,0608
ACSL1 4,447+ 0,170 4,332+ 0,170 4,306+ 0,170 4,082+ 0,170 0,2474  0,7402 0,8024
ACSL3 -0,899+ 0,253 -0,818+0,253 -1,424+0,253 -1,286+0,253 0,0858 0,6775 0,9139
AGPAT1 3,128+0,415 3,773+0,415 3,576+0,415 3,784+0,415 0,4877  0,5379 0,7251
AGPAT9 -1,341+0,345 -1,784+0,345 -1,923+0,345 -2,154+0,345 0,2060  0,3590 0,7667
CD36 7,111+0,507 8,767+0,414 7,739+0,718 8,426+0,718 0,8272  0,1481 0,4815
DGAT1 2,984+0,500 2,319+0,707 2,431+0,707 2,590+0,500 0,8397  0,7195 0,5709
ELOVL1 3,529+0,517 3,070+0,732 2,988+0,732 2,843+0,517 0,6065 0,6811 0,8276
ELOVL2 9,215+0,400 10,589+0,566 9,482+0,566 8,284+0,400 0,1733  0,8742 0,1199
ELOV3 9,139+0,375 10,030+0,530 9,594+0,530 9,681+0,375 0,9186  0,3984 0,4741
ELOVL4 5,066+0,031 5,148+0,044 5,709+0,044 5,176+0,031 0,9289 0,4811 0,8657
ELOVL5 1,671+0,149 1,338+0,211 1,617+0,211 1,444+0,149 0,9004 0,3015 0,7056
ELOVL6 0,135+0,134 0,121+0,190 0,078+0,190 0,002+0,134 0,6475  0,8092 0,8677
FADS2 1,896+0,274 1,329+0,274 1,283+0,274 1,326+0,274 0,2950 0,3679 0,2985
FASN -0,312+0,246 -0,907+0,246 -1,020+0,246 -1,255+0,246 0,0648 0,1304 0,4858




98

FDX1 5,009+0,403 6,062+0,403 5,883+0,403 6,364+0,403 0,1833  0,0941 0,4986
GPAM ............. 4,920+0,395 5,245+0,395 5,533+0,395 4,953+0,395 0,6961  0,7553 0,2858
LIPE 8,207+0,674 10,203+0,826 8,676+0,826 7,674+0,826 0,2496  0,5578 0,1168
LPL 7,478+0,987 7,984+1,210 7,642+1,210 7,261+1,210 0,8189  0,9591 0,7175
PLIN2 1,206+0,307 1,467+0,307 1,285+0,307 1,312+0,533 0,9231  0,7166 0,7672
PLIN3 -0,646+0,177 -0,847+0,177 -1,062+0,177 -0,890+0,307 0,3316  0,9480 0,4232
PNPLA2 2,871+0,163 2,774+0,163 2,536+0,163 3,014+0,282 0,8178  0,3775 0,2006
PPARA 11,754+0,355 8,193+0,251 8,021+0,251 11,111+0,355 0,6334  0,7149 0,9011
PPARG 7,794+0,452 8,232+0,319 9,011+0,319 6,834+0,452 0,8385  0,1566 0,0792
PPARGC1A 9,481+0,236 8,021+0,167 8,773+0,167 7,753+0,236 0,1402  0,0262 0,3948
SCD 1,826+0,237 2,179+0,237 1,718+0,237 1,647+0,237 0,2147  0,5686 0,3985
SREBF1 2,488+0,170 2,429+0,138 1,966+0,138 2,072+0,170 0,0299 0,8844 0,6153
SREBF2 1,654+0,185 1,149+0,151 1,008+0,151 1,254+0,185 0,1610 0,4733 0,0685
Metabolism
AQP3 -1,842+0,215 -1,864+0,215 -2,015+0,215 -2,070+0,215 0,4050 0,8646 0,9425
G6PD 1,697+0,200 1,548+0,200 1,198+0,200 1,144+0,200 0,0549  0,6265 0,8188
HMGCS1 1,321+0,122 A 0,905+0,122 AB 0,710+0,122 B  0,970+0,149 AB 0,0727  0,5648 0,0349
LUM 2,354+0,785 3,154+0,961 5,508+0,961 3,642+0,961 0,1049  0,5879 0,2074
SLC2A1 -1,270+0,180 -1,319+0,180 -1,498+0,180 -1,382+0,180 0,4434  0,8577 0,6603
SLC2A3 -0,148+0,294 0,102+0,294 -0,256+0,294 -0,215+0,294 0,4903  0,6329 0,7323
SLC2A4 6,364+0,477 6,326+0,477 5,863+0,477 6,269+0,477 0,5754  0,7102 0,6536
SLC2A5 -1,052+0,333 A -1,914+0,333 AB  -2,201+0,333 B -1,389+0,333AB 0,3758  0,9415 0,0363
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Oxidative stress

FOXO03 5,681+0,312 5,359+0,312 4,959+0,312 5,559+0,312 0,4274  0,6682 0,1779
KEAP1 2,211+0,160 2,508+0,196 2,165+0,196 2,385+0,196 0,5951  0,5323 0,8977
TFAM 3,427+0,437 3,854+0,357 3,589+0,357 3,523+0,437 0,8393  0,6665 0,5595
Predict embryo quality
ATP5L -1,482+0,121 -1,318+0,121 -1,530+0,121 -1,606+0,121 0,2027  0,7277 0,3523
CLIC3 4,619+0,818 6,202+0,667 5,339+1,156 4,597+1,156 0,6806  0,6951 0,3183
IGF1R 2,397+0,320 2,827+0,392 2,626+0,392 3,006+0,392 0,5336  0,3873 0,7501
IGFBP2 -2,101+0,235 -2,488+0,288 -2,662+0,288 -2,163+0,288 0,6871  0,8470 0,1705
KRT8 -4,11540,242 -4,236+0,297 -4,277+0,297 -4,267+0,297 0,7485  0,8540 0,8280
MTIF3 5,934+0,186 5,576+0,228 4,938+0,228 5,626+0,228 0,0827  0,4854 0,0622
NANOG 6,153+0,331 A 4,628+0,331 B 4,952+0,573 AB  6,004+0,331 A 0,8362  0,5813 0,0192
NDUFA1 2,711+0,373 3,023+0,373 3,200+0,647 2,500+0,373 0,9718  0,6865 0,3109
PRDX3 3,013+0,278 3,168+0,196 3,281+0,196 3,294+0,278 0,5001  0,7609 0,7982
REST 1,869+0,160 A 1,218+0,160 AB 1,066+0,160 B 1,380+0,160 AB 0,0800 0,3230 0,0168
Stress response
GPX1 -0,775+0,175 -0,818+0,175 -0,885+0,175 -1,162+0,175 0,2320 0,3891 0,5227
GPX4 2,930+0,263 A 2,154+0,263 B 1,877+0,263 B 2,523+0,263 B 0,0148  0,0643 0,0064
HIF1A 5,512+0,395 5,194+0,395 5,748+0,395 5,379+0,395 0,6303 0,4391 0,9529
NFE2L2 3,905+0,227 4,503+0,227 3,729+0,394 4,528+0,227 0,7977  0,0464 0,7310
SOD1 1,346+0,310 1,674+0,253 1,609+0,253 2,134+0,310 0,2493  0,1836 0,7396
SOD2 3,520+0,805 3,603+0,657 4,921+0,657 3,531+0,805 0,4010 0,4081 0,3547







