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RESUMO

Nos ultimos anos observou-se um aumento expressivo do uso da produgdo in vitro de embrides
(PIVE) em ragas leiteiras. E conhecido que diferencas no potencial de desenvolvimento
oocitario entre fémeas de ragas taurinas (Bos taurus) e zebuinas (Bos indicus) afetam
consideravelmente a eficiéncia e a viabilidade econdmica da PIVE e que o metabolismo lipidico
pode estar relacionado a variagdes individuais no potencial de desenvolvimento oocitario, o
presente estudo teve por objetivo avaliar o conteudo e o perfil lipidico, além da expressao de
genes envolvidos no metabolismo lipidico em odcitos de doadoras das racas Gir (Bos indicus),
Holandesa (Bos taurus) e mestigas 1/2 Holandés x 1/2 Gir (Bos taurus/indicus). Os complexos
cumulus-o6citos (COCs) foram recuperados por aspiragdo folicular e processados para separar
os odcitos das células do cumulus. Os odcitos foram entdo direcionados para as seguintes
analises: avaliagdo semi-quantitativa das gotas lipidicas citoplasmaticas através da coloragdo
por Sudan Black B, anélise do perfil lipidico através da espectrometria de massas utilizando o
monitoramento de reagdes multiplas (MRM) e analise da abundancia do RNAm de genes
envolvidos no metabolismo lipidico através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real. A concentragdo de triacilglicerdis, éster de colesterol, diacilglicerol,
fosfatidilinositol e ceramida nao variou entre as diferentes racas. Entretanto, a abundancia total
de fosfatidilcolina foi maior nos odcitos das doadoras Gir comparado com as Holandesas e
mesticas, e a abundancia de esfingomielina e fosfatidiletanolamina foi maior nos odcitos Gir
comparado com as Holandesas, enquanto as mesti¢as ndo diferiram das demais ragas. A analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) mostrou que houve estratificacao
entre as ragas considerando os lipidios de membrana, indicando que a raga teve efeito no perfil
dos lipidios de membrana nos odcitos e, a ANOVA determinou que 19 espécies lipidicas foram
diferentes entre as ragas. O nivel de RNAm da SPHK2, ACSL3 e CPT2 foi maior nos odcitos
imaturos das doadoras Gir e mestigas, enquanto a abundancia do RNAm da LRAT foi maior nos
o6citos imaturos dos animais Gir em relacdo as Holandesas, tendo os odcitos dos animais
mesticos uma abundancia intermediaria de LRAT. A expressao de ATX, CPTIB, ACADL e
CD36 foi maior nos odcitos imaturos de Gir comparado com as Holandesas. Em relacdo aos
oocitos maturados in vitro, a abundancia de ATX, CPTIB e CD36 foi maior nos oocitos das
vacas Gir e mesticas comparada com as Holandesas, enquanto a abundancia do RNAm da LRAT
e ACADL foi maior nos o6citos dos animais Gir em relagao as Holandesas, tendo os odcitos dos
animais mesti¢os uma abundancia intermediaria. Além disso, a expressdo de SPHKI e CPTIA
também foi maior nos animais Gir em rela¢do aos Holandeses. O perfil lipidico e transcricional
pdde ser mais claramente discriminado entre os odcitos das ragas puras, Gir e Holandesa. A
maior concentracao de lipidios de membrana nos odcitos Gir, associada a maior abundéancia de
genes que metabolizam esses lipidios, indicam haver condi¢des metabolicas que favoregam a
geragdo de mensageiros quimicos importantes para o desenvolvimento do odcito nos animais
Gir em relacdo aos Holandeses.

Palavras-chave: Gado de leite, Producdo in vitro de embrides, Qualidade oocitaria, Perfil
lipidico, Perfil transcricional.



ABSTRACT

The use of in vitro embryo production (IVP) for dairy breeds has increased significantly in
recent years. Differences in the number and developmental potential of oocytes between female
taurine (Bos taurus) and zebu (Bos indicus) breeds affect the efficiency and economic viability
of IVP. The aim of this study was evaluate the lipid profile and content, as well as the mRNA
abundance of genes involved in lipid metabolism, in oocytes recovered from the following dairy
breeds: Gir (Bos indicus), Holstein (Bos taurus), and their crossbreeds (1/2 Holstein x 1/2 Gir).
Cumulus-oocyte complexes (COCs) were recovered by follicular aspiration, and immature
COCs were processed to separate oocytes from cumulus cells, and then subjected to semi-
quantitative evaluation of oocyte cytoplasmic lipid droplets using Sudan Black B staining,
analysis of the lipid profile through mass spectrometry using multiple reaction monitoring, and
abundance analysis of the mRNA of genes involved in lipid metabolism through real-time
polymerase chain reaction. To analyze gene expression in oocytes matured in vitro, immature
COCs were subjected to in vitro maturation for 24 h. Cytoplasmic lipid content was found to
be similar in immature oocytes obtained from Gir, Holstein, and crossbred donors. The
concentrations of triacylglycerols, cholesteryl ester, diacylglycerol, phosphatidylinositol, and
ceramide did not vary between breeds. The total abundance of phosphatidylcholine was higher
in oocytes from Gir donors than in those from Holsteins and crossbreeds, and the abundance of
sphingomyelin and phosphatidylethanolamine was higher in Gir oocytes than in Holstein
oocytes, whereas that of crossbreeds did not differ from that of the other breeds. Partial least
squares discriminant analysis showed stratification between breeds in terms of membrane
lipids, indicating that breed had an effect on the profile of membrane lipids in oocytes, and 19
lipid species were determined to be different between breeds using analysis of variance. The
mRNA levels of SPHK2, ACSL3A4, and CPT2 were higher in immature oocytes from Gir and
crossbred donors, whereas the abundance of LRAT mRNA was higher in immature oocytes
from Gir donors than in Holstein oocytes, with oocytes from crossbred donors having an
intermediate LRAT mRNA abundance. The expression levels of ATX, CPT1B, ACADL, and
CD36 were higher in immature Gir oocytes than in Holstein oocytes. In relation to in vitro-
matured oocytes, the abundance of ATX, CPT1B, and CD36 was higher in oocytes from Gir and
crossbred cows than in those from Holstein cows, whereas the abundance of LRAT and ACADL
mRNA was higher in oocytes from Gir cows than in those from Holstein cows, with oocytes
from crossbred cows having an intermediate abundance. Furthermore, the expression of SPHK 1
and CPT1A4 was higher in Gir cows than in Holstein cows. Lipid and transcriptional profiles
showed clear differences between purebred, Gir, and Holstein oocytes. The higher
concentration of membrane lipids in Gir oocytes, associated with the greater abundance of
genes that metabolize these lipids, indicated that there are metabolic conditions that particularly
favor the generation of important chemical messengers for oocyte development in Gir cows, as
compared to that in Holstein cows.

Keywords: Dairy cattle, In-vitro embryo production, Oocyte quality, Lipid profile,
Transcriptional profile.
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1 INTRODUCAO

A pecudria leiteira ¢ de fundamental importancia para o setor agropecuario brasileiro,
com producao em 98% dos municipios brasileiros, empregando perto de 4 milhdes de pessoas
(EMBRAPA, 2022). De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA), o Brasil ocupou a sexta
posi¢cdao no ranking mundial de produgdo de leite em 2020. A importancia que a atividade
leiteira adquiriu no pais € inquestionavel, tanto no desempenho econdmico como na geracao de
empregos permanentes.

Embora parte do rebanho leiteiro brasileiro seja constituido de animais de ragas taurinas,
principalmente Holandesa e Jersey, uma grande propor¢do dos animais destinados a producao
leiteira € de origem zebuina ou seus cruzamentos. Animais que nas condi¢des de clima e manejo
das propriedades brasileiras, podem ser tdo ou mais produtivos que as racas taurinas. Dentro
deste universo, ocupam posi¢do de destaque os mesticos Holandés x Gir, os quais devido aos
efeitos favoraveis de heterose e complementariedade das ragas possuem aptidao leiteira e maior
adaptabilidade (MADALENA et al., 2012).

No entanto, um dos principais desafios para a maioria dos produtores de leite com gado
mestico ¢ a dificuldade em manter os rebanhos no grau de sangue desejado, quer seja pela
inseminacgao artificial ou pela monta natural (GOULART et al., 2009). Neste sentido, o uso de
biotécnicas como a produg¢ao in vitro de embrides (PIVE) € uma alternativa para a formacao e
manuten¢do de rebanhos que visam a utilizacdo de fémeas mesticas para a producgdo de leite.
De fato, nos ultimos anos observou-se um aumento expressivo do uso da PIVE em racas
leiteiras, incluindo Holandesas, Gir e mesticas 1/2 Holandés x 1/2 Gir (VIANA et al., 2012,
2017, 2018), o que pode ser atribuido, em grande parte, pela disponibilidade de sémen sexado
(RATH; JOHNSON, 2009; PONTES et al., 2010; VIANA et al., 2018) e pela demanda de
animais de produg¢do, como no caso dos rebanhos mesti¢os. Realmente, ha um esforco continuo
para o uso da PIVE em grande escala destinada a producao de bezerras mestigas Holandés x
Gir (VIANA et al., 2012; SARTORI et al., 2016).

Sabe-se que diferencas no numero de foliculos ovarianos disponiveis para a aspiracao e
na competéncia oocitaria de fémeas Bos taurus e Bos indicus tém um efeito significativo na
eficiéncia e viabilidade econdmica da PIVE. De fato, nas doadoras Gir (Bos indicus) um maior
nimero de odcitos sdo recuperados por aspiracdo e ha uma maior taxa de odcitos viaveis e
producdo de blastocistos, influenciando diretamente no niumero de prenhezes por aspiracao,

quando comparados com doadoras Holandesas (Bos taurus; CAMARGO et al., 2007; PONTES
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et al., 2010; SALES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2019). Sendo assim, novos estudos que
busquem elucidar os mecanismos moleculares que estdo envolvidos no melhor desempenho
reprodutivo de determinadas ragas doadoras sdo de grande importancia para a melhoria da
eficiéncia do processo de PIVE nestes animais.

Neste contexto, ¢ conhecido que a capacidade do odcito para sofrer a maturagdo
completa, a fecundagdo e formar um embrido vidvel ¢ influenciada pelo conteudo e
metabolismo dos lipidios (McEVOY et al., 2000; AARDEMA et al., 2011; DUNNING et al.,
2014a). Na ultima década uma atengdo especial tem sido dada ao estudo do metabolismo
lipidico nos complexos cumulus-o6citos (COCs), sendo sugerido que os lipidios podem
representar importantes biomarcadores para o desenvolvimento oocitdrio (MONTANI et al.,
2012; DEL COLLADO et al., 2017; CHEN et al., 2020). Os lipidios desempenham papeis
importantes como armazenamento de energia, componente estrutural das membranas
biologicas e precursores de moléculas de sinalizacdo que ajudam a coordenar eventos
fundamentais durante o desenvolvimento dos gametas (KIM et al., 2001; CETICA et al., 2002;
AMl et al., 2011). Nas células de mamiferos, os triacilglicerois (TAGs) e ésteres de colesterol
sdo armazenados como goticulas de lipidios no citoplasma e, funcionam como principal fonte
de energia (McKEEGAN; STURMEY, 2011), enquanto os fosfolipidios, como as
fosfatidilcolinas (PC) e esfingomielinas (SM), sdo as principais moléculas nas membranas
celulares, regulando sua fluidez e permeabilidade, além de participarem em inumeras vias de
sinalizagao celular (HANNUN et al., 2001; KAHN et al., 2021).

O conteudo de lipidios nos o6citos bovinos tende a aumentar progressivamente com o
crescimento do gameta, enquanto, durante a maturagdo o conteudo de TAGs diminui e a
atividade mitocondrial aumenta, sugerindo que o estoque de goticulas lipidicas citoplasmaticas
¢ utilizado como uma fonte de energia celular, proporcionando ATP para a sintese de proteinas
e outras moléculas, as quais sdo necessarias para a continua¢do da maturagdo e posterior
fecundagao (KIM et al., 2001; CETICA et al., 2002; TARAZONA et al., 2006; FAIR et al.,
2007). Além disso, os fosfolipidios e o colesterol sdo essenciais para a formagao das membranas
celulares e, portanto, um requisito fundamental durante as rapidas divisdes celulares apods a
fecundacdo (McEVOY et al., 2000, GONZALEZ-SERRANO et al., 2013). Portanto, mudancas
na composicao lipidica do odcito podem ter um impacto significativo em fungdes biologicas
que influenciam na competéncia oocitaria (KIM et al., 2001; CASTANEDA et al., 2013).

Sabendo-se das diferengas entre as ragas zebuinas e europeias quanto ao desempenho
reprodutivo e que a composi¢ao e o metabolismo lipidico podem estar relacionados a variagdes

no potencial de desenvolvimento dos odcitos, os objetivos do presente estudo foram avaliar o
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conteudo das goticulas lipidicas citoplasmaticas, o perfil lipidico por espectrometria de massas,
e a expressdo de genes relacionados ao metabolismo lipidico em odcitos obtidos de vacas das
ragas Gir (Bos indicus), Holandesa (Bos taurus) e mestica 1/2 Holandés x 1/2 Gir (1/2 Bos

indicus x 1/2 Bos taurus).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A IMPORTANCIA DA PIVE EM RACAS LEITEIRAS

A PIVE bovina ¢ uma biotecnologia utilizada em todo o mundo, sendo o Brasil um pais
pioneiro na sua utilizacdo em larga escala, tornando-se uma referéncia mundial na técnica
(VIANA et al., 2018). O aumento no nimero de laboratorios que oferecem essa biotécnica, a
torna cada vez mais acessivel aos pecuaristas. Seu principio se baseia na aspiragao folicular
guiada por ultrassonografia, seguida pela maturagado in vitro e fecundagdo in vitro dos odcitos
obtidos e posterior cultivo in vitro dos zigotos produzidos. Na sequéncia, os embrides siao
transferidos para as vacas receptoras apos seis ou sete dias de cultivo. Dentre as vantagens
reprodutivas da PIVE, destacam-se a redug@o no intervalo entre geracdes, obtida pela utilizagao
de animais bastante jovens, e o acelerado progresso genético, conseguido pela intensa
exploragdo de matrizes geneticamente superiores (GONCALVES et al., 2002).

No Brasil, a popularizagdo da PIVE bovina entre criadores e selecionadores genéticos
esteve associada inicialmente as ragas zebuinas de corte, com destaque para a raga Nelore.
Dentre os fatores que impulsionaram esta particularidade estdo a composi¢cdo de nossos
rebanhos majoritariamente formada por animais zebuinos ou seus cruzamentos € a eficiéncia
da técnica a qual € maior em racas zebuinas, devido a0 maior nimero de odcitos obtidos por
sessdo de aspiragdao somado as melhores taxas de embrides produzidos in vitro (DE ROOVER
et al., 2008; WATANABE et al, 2008). Contudo, nas ultimas décadas observou-se um
crescimento progressivo do emprego da PIVE em racas leiteiras (VIANA et al., 2012; 2017;
2018). No periodo de 2005 a 2010 o uso da PIVE no gado leiteiro aumentou 764% (VIANA et
al., 2012). Como consequéncia, o mercado nacional, caracterizado em 2007 pela predominéancia
de racas zebuinas e de corte, registrou em 2017 maior produgdo de embrides in vitro em racas
leiteiras (GONCALVES; VIANA, 2019). Atualmente, tanto nos EUA quanto no Brasil, a
maioria dos embrides PIV vem de ragas leiteiras (58,8% e 53,6%; respectivamente; VIANA,
2020). Um dos fatores que contribuiram para este crescimento foi a disponibilidade de sémen
sexado a partir do ano de 2005 (RATH; JOHNSON, 2009; PONTES ef al., 2010; VIANA et
al., 2018), uma vez que o maior percentual de machos nascidos com o uso de sémen
convencional era um dos fatores que inviabilizava o uso da técnica em animais leiteiros

(SIQUEIRA et al., 2012).
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O aumento da PIVE em racas leiteiras inclui principalmente as racas Holandesa (Bos
taurus) e Gir (Bos indicus), justificado sobretudo pela grande demanda de animais de reposi¢ao
em rebanhos mesti¢cos Holandés x Gir. Adicionalmente, os animais resultantes dos cruzamentos
de primeira geracao (1/2 Holandés x 1/2 Gir) t€ém sido amplamente utilizado como doadores de
odcitos para produzir outros cruzamentos, como 3/4 e 1/4 (VIANA et al., 2012; SARTORI et
al., 2016).

Tem sido relatado que particularidades reprodutivas entre fémeas de ragas europeias
(Bos taurus) e zebuinas (Bos indicus) afetam consideravelmente a eficiéncia e a viabilidade
econdmica da PIVE (SIQUEIRA et al., 2012). Dentre elas, destacam-se o nimero de foliculos
disponiveis para aspira¢do nos ovarios e a qualidade e o potencial de desenvolvimento dos
oocitos recuperados (LOPES et al., 2006; CAMARGO et al., 2007; DE ROOVER et al., 2008).
De fato, Pontes e colaboradores (2010) mostraram que o nimero de odcitos e de embrides
produzidos por aspiragdo foram superiores nas doadoras Gir quando comparado com as
doadoras Holandesas. Em adi¢do, Camargo et al, (2007) comparando as mesmas racas
doadoras, encontraram uma maior taxa de clivagem e produgdo de blastocistos, baseado no
nimero de odcitos recuperados, em doadoras Gir. Mais recentemente, Oliveira ef al., (2019)
relataram que a produgdo de embrides F1 obtidos de animais Gir e Holandés, em condigdes
tropicais, foi mais eficiente quando os oocitos foram obtidos de doadoras Gir em comparagao
com doadoras Holandesas, devido a um maior numero de odcitos recuperados, maior
porcentagem de odcitos vidveis, aumento na taxa de gestacdo tardia e menor perda gestacional
nas doadoras Gir. Estes resultados indicam que a origem do odcito afeta a capacidade de
sobrevivéncia dos embrides e fetos durante o desenvolvimento pos-implantacdo (OLIVEIRA
et al., 2019). Portanto, a literatura mostra que doadoras da raga Gir apresentam um niimero
superior de COCs recuperados apds aspiragdo folicular e melhor qualidade intrinseca dos
oocitos em relacdo as Holandesas. Entretanto, caracteristicas moleculares especificas dos
odcitos recuperados desses grupos genéticos ainda necessitam ser mais estudadas.

Dentre os fatores que justificam o menor desempenho reprodutivo de animais das ragas
Bos taurus, destaca-se a maior susceptibilidade destes animais ao estresse térmico. Em fémeas
europeias, a exposicao a temperaturas tropicais e subtropicais comprovadamente prejudica o
crescimento folicular, a secre¢do hormonal (WOLFENSON et al., 1995), reduz o potencial de
desenvolvimento do oocito e a taxa de fecundagdo, além de comprometer o desenvolvimento
embrionario (AL-KATANANI et al., 2002; SARTORI et al., 2002; SATRAPA et al,, 2011).
Em contraste, animais zebuinos sdo mais adaptados ao clima tropical, demonstrando maior

tolerdncia ao calor. Portanto, animais Bos indicus t€m mostrado melhor desempenho
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reprodutivo se comparados a animais Bos faurus quando em regides tropicais e subtropicais
(BO et al., 2003; CAMARGO et al., 2007). Durante o desenvolvimento folicular e oocitério, o
od6cito acumula componentes citoplasmaticos incluindo proteinas, fatores de transcrigdo, RNAs
e lipidios que irdo regular a maturacgao final do COC e o desenvolvimento embrionario inicial.
O estresse calorico pode ativar processos bioldgicos intracelulares que modificam esses
componentes de maneira distinta nos odcitos de animais Bos taurus e Bos indicus (PAULA-
LOPES et al., 2013). Neste sentido, tem sido mostrado que a regulagdo do contetido de lipidios
no odcito ¢ de grande importancia na aquisi¢cao da competéncia oocitaria e nas etapas iniciais

do desenvolvimento embriondrio (AARDEMA et al., 2011; VAN HOECKet al., 2011).

2.2 METABOLISMO DOS LIPIDIOS DE MEMBRANA E A COMPETENCIA
OOCITARIA

A competéncia oocitaria ¢ progressivamente adquirida durante os estagios da
foliculogénese através de varias alteragdes celulares e moleculares, incluindo o armazenamento
de RNAs maternos, proteinas e metabdlitos que proporcionam ao odcito a capacidade de passar
pela maturacdo, fecundacdo e se desenvolver até o estigio de blastocisto (DONNISON;
PFEFFER, 2004; SIRARD et al., 2006; FARIN et al., 2007).

Como ja mencionado, o conteudo e o metabolismo lipidico influenciam diretamente a
qualidade do oodcito e, portanto, sua competéncia para sofrer a maturacdo completa e o
desenvolvimento embriondrio. Mudancas na composi¢do lipidica do odcito podem ter um
impacto significativo em fungdes bioldgicas cruciais. Portanto, estudar o papel do metabolismo
lipidico nos COCs pode ampliar o conhecimento sobre a qualidade e a competéncia oocitaria
(KIM et al., 2001; CASTANEDA et al., 2013; CHEN et al., 2020).

As membranas celulares sdo compostas por trés grandes categorias de lipidios, os
glicerofosfolipidios, esfingolipidios e colesterol (Figura 1). Os glicerofosfolipidios sao
fosfolipidios que contem glicerol na sua estrutura e, podem ser divididos em quatro classes com
base no seu grupo de cabega hidrofilica: fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilserina (PS) e fosfatidilinositol (PI; Figura 1A). O principal esfingolipideo encontrado
na membrana plasmatica ¢ a esfingomielina (SM), que contém uma base esfingoide de cadeia
longa (a esfingosina), um acido graxo de cadeia longa e um grupo polar do tipo fosforilcolina,
sendo também classificada como um fosfolipidio (Figura 1B; VAN MEER et al., 2008). O
colesterol ¢ composto por uma estrutura esterdide de quatro anéis nao polares que permitem

que ele se encaixe profundamente na bicamada lipidica, além de uma cadeia lateral de
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hidrocarbonetos e um grupo hidroxila hidrofilico (Figura 1C; DUFOURC, 2008). E conhecido
que a composicao dos lipidios de membrana determina as propriedades fisico-quimicas das
membranas celulares, incluindo fluidez e permeabilidade (EDIDIN, 2003; VAN MEER et al,,
2008).

Figura 1 - Estrutura das principais classes de lipidios de membrana.
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Visto que os fosfolipidios e o colesterol desempenham um importante papel estrutural,
eles sdo essenciais para a formacao das novas membranas durante as rapidas divisdes celulares
apos a fecundacao (McEVOY et al,, 2000; McKEEGAN; STURMEY, 2011). Outra importante
func¢do dos lipidios de membrana ¢ permitir a ligagdo de proteinas de sinalizagdo a membrana
celular. Além disso, os fosfolipidios servem como precursores para a formagao de segundos
mensageiros lipidicos que medeiam inumeras respostas celulares capazes de influenciar o
desenvolvimento do odcito (McEVOY ef al., 2000; DUNNING et al., 2014a; MOSTAFA et
al., 2022).

Um recente estudo demonstrou que o6citos imaturos de melhor qualidade morfologica
possuem maior abundancia de PC e PI quando comparado com odcitos de pior qualidade
(CHEN et al., 2020). Os autores relacionaram a menor abundancia de PI em odcitos de pior

qualidade com uma deficiéncia na via de sinalizacdo da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). A
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PI3K ¢ a enzima responsavel por fosforilar o carbono 3 do anel do inositol gerando o
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), que serve como sitio de ancoragem para varias
proteinas de sinalizagdo intracelular, sendo uma via com fun¢do central na promogao do
crescimento e sobrevivéncia celular. De fato, em odcitos de camundongos a via PI3K esta
envolvida na regulagcdo do crescimento oocitario ¢ no desenvolvimento inicial dos foliculos
ovarianos (LIU et al., 20006).

Adicionalmente, Chen e colaboradores (2020) discutiram a importancia da maior
abundancia de PC em odcitos de melhor qualidade, considerando que a PC pode ser um
substrato para a enzima lecitina retinol aciltransferase (LRAT) que catalisa a transferéncia do
grupo acil da PC para o retinol, produzindo o éster de retinol (Figura 2). Uma deficiéncia nessa
via compromete a retencdo e armazenamento de vitamina A e a geracdo do acido retinoico,
compostos que impactam positivamente a maturagao do odcito, fecundagao e desenvolvimento

embrionario (NASIRI et al., 2011; BEST et al., 2015; CHEN et al., 2020).

Figura 2 - Representacdo esquematica do mecanismo de atividade enzimatica da lecitina retinol aciltransferase
(LRAT). PC, fosfatidilcolina; Lyso-PC, lisofosfatidilcolina.
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Além das PCs serem um substrato para a sintese de ésteres de retinol, juntamente com
outros fosfolipidios, elas sdo também uma importante fonte para a formagdo do acido
lisofosfatidico (LPA). O LPA ¢ uma molécula sinalizadora que participa de processos
biologicos como proliferagao celular, prevencdo de apoptose, diferenciacdo e morfogénese
(AOKI et al., 2004). A maioria dessas acdes do LPA ¢ mediada por pelo menos 6 tipos de
receptores acoplados a proteina G (LPAR1 a LPAR®6), sendo que os LPAR1 a LPAR4 j4 foram
detectados em od6citos bovinos (BORUSZEWSKA et al., 2014).

O LPA consiste em 3 dominios estruturais, sendo: um esqueleto de glicerol, uma unica
cadeia de acil graxo que esta ligada ao carbono 1 ou 2 do glicerol e um grupo fosfato ligado ao

carbono 3 do glicerol. Uma das principais vias para a formagcdo do LPA envolve a
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metabolizacao dos fosfolipidios de membrana pela fosfolipase A1 ou A2 (PLA1 ou PLA2) em
lisofosfolipidios, os quais sdo convertidos em LPA pela autotaxina (ATX; Figura 3; revisado

por AOKI et al., 2004).

Figura 3 - Producao do 4cido lisofosfatidico (LPA) a partir de fosfolipidios (PLs) de membrana. PLA1, fosfolipase
Al; PLA2, fosfolipase A2; ATX, autotaxina.
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O papel do LPA na maturagdo e competéncia oocitdria tem sido extensivamente
estudado. Boruszewska e colaboradores (2014) mostraram que o RNAm das enzimas
envolvidas na sintese de LPA (PLA2 e ATX) e dos receptores de LPA (LPARI a LPAR4) foram
detectados nos odcitos bovinos, demonstrando que os COCs sdo potenciais fonte e alvo da agao
do LPA. Estudos em roedores (HINOKIO et al., 2002; KOMATSU et al., 2006; JO et al., 2014),
bovinos (BORUSZEWSKA et al., 2015) e suinos (ZHANG et al., 2015) demonstraram que a
suplementagdao do meio de maturagdo in vitro com LPA aumentou a taxa de maturagao dos
odcitos e a formacgao de blastocistos, assim como impactou a expressdo genes marcadores de
qualidade embrionaria nos blastocistos. Adicionalmente, foi demonstrado que a exposi¢ao ao
LPA durante a maturagdo reduziu o nimero de nticleos apoptoticos em COCs bovinos, diminuiu

a expressdao de BAX e estimulou a expressdao de BCL2 e de outros genes marcadores da



26

qualidade oocitaria (FST, GDF9 e IGF2R). Tais achados indicam que o LPA aumenta a
viabilidade e competéncia do o6cito (BORUSZEWSKA et al., 2014; BORUSZEWSKA et al.,
2015).

Utilizando o modelo de diferentes tamanhos foliculares como critério para determinar a
competéncia oocitaria, Annes e colaboradores (2018) demonstraram uma maior expressao da
espécie lipidica SM(16:0) em odcitos obtidos de foliculos de 8,0 mm comparado com odcitos
recuperados de foliculos menores e, relacionaram esse achado com a melhor qualidade
oocitaria. A SM também ¢ um lipidio de membrana que tem sido apontado como uma potente
fonte de moléculas bioativas. Os produtos do metabolismo da SM, incluindo a ceramida,
esfingosina e esfingosina-1-fosfato (S1P) desempenham papeis essenciais no crescimento,
sobrevivéncia e morte celular. A S1P ¢ produzida por fosforilagdo da esfingosina, a qual ¢
mediada pela enzima esfingosina kinase 1 (SPHK1; Figura 4). Ao contrario da ceramida que
permanece associada & membrana, a S1P ¢é capaz de se difundir rapidamente entre as
membranas e pode funcionar como um mediador lipidico intracelular ou como um efetor

extracelular (HANNUN et al., 2001).

Figura 4 - Representacdo esquematica do metabolismo da esfingomielina (SM). SMase, esfingomielinase; S1P,
esfingosina-1-fosfato.
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Em roedores, a adicdo de S1P no meio de maturagdo in vitro preveniu a apoptose nos
COCs maturados (PEREZ et al., 2005) e afetou positivamente o desenvolvimento dos odcitos,
aumentando a taxa de blastocistos e reduzindo os eventos apoptoticos nos blastocistos (JEE et
al., 2011). Em bovinos, a S1P protegeu os odcitos contra o choque térmico durante a maturagao
in vitro, impedindo a redugdo da taxa de clivagem e do desenvolvimento até o estagio de
blastocisto, normalmente vistos em odcitos maturados sob condi¢des de choque térmico
(ROTH; HANSEN, 2004).

Apesar das evidéncias acima, que demonstram a importancia dos lipidios de membrana
no desenvolvimento oocitario, pouco se sabe sobre possiveis variagdes na composicao lipidica
de odcitos de doadoras de diferentes genotipos. Curiosamente, foi demonstrado por Silva-
Santos e colaboradores (2014) que trés espécies de PC [PC(P-36:2)+Nal+, [PC(38:2)+H]+ e
[PC(38:5)+Na]+ foram mais abundantes em odcitos imaturos de fémeas Bos indicus (Nelore)
comparados com fémeas 1/2 indicus x 1/2 taurus (Nelore x Angus). As PCs constituem a
principal molécula fosfolipidica da membrana celular, sendo assim, estes resultados indicam a
existéncia de diferencgas estruturais nas membranas dos oocitos de fémeas Bos indicus em
comparagdo com as indicus/taurus. Os autores sugerem que a maior abundéincia das trés
espécies de PC em odcitos Bos indicus comparada com odécitos indicus/taurus pode estar
relacionada com diferentes taxas metabodlicas nestes oocitos, o que pode contribuir para a

competéncia oocitaria e para o desenvolvimento embrionario.

2.3 LIPIDIOS DE RESERVA ENERGETICA E A COMPETENCIA OOCITARIA

Em adig@o aos seus papéis estruturais e de sinalizagdo, os lipidios sdo importante fonte
de energia celular. Os acidos graxos livres sdo estocados como TAGs, os quais predominam o
contetido de lipidios no citoplasma dos oo6citos de mamiferos, formando as goticulas lipidicas,
que sdo circundadas por uma monocamada de fosfolipidios e proteinas associadas (Mc EVOY
et al,, 2000; STURMEY et al., 2009; AARDEMA et al., 2011; McKEEGAN; STURMEY,
2011). Os TAGs sao cruciais para os oocitos e embrides devido a sua fungdo como uma forma
de estoque de energia (STURMEY et al., 2009). Durante a maturagdo oocitaria ocorre um
aumento no metabolismo dos TAGs, na atividade da lipase e na -oxidagdo mitocondrial,
indicando que os odcitos podem usar os lipidios armazenados ao longo do seu crescimento
como uma fonte de energia, proporcionando adequada geracdo de ATP para a sintese de
proteinas e outras moléculas necessarias para a maturagcdo, fecundagdo e clivagens iniciais

(CETICA et al., 2002; KIM et al., 2001; TARAZONA et al., 2006). De fato, Paczkowski e
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colaboradores (2013) demonstraram que a f-oxidagdo mitocondrial de acidos graxos no odcito
¢ necessaria para a completa maturagdo meiotica antes da fecundagao.

A energia obtida dos acidos graxos livres ¢ produzida através da B-oxidagdao, um
mecanismo que requer, primeiramente, a ativagcdo dos acidos graxos através da adicao de um
grupo coenzima-A (CoA) resultando na formagdo de acil-CoA (Figura 5A). Nas células
animais, essa reacdo ¢ catalisada principalmente pela familia de enzimas acil-CoA sintetases de
cadeia longa (ACSL; TOMODA et al., 1991; SOUPENE; KUYPERS, 2008). Cinco genes da
familia ACSL foram identificados, sendo eles ACSL1 ¢ ACSL3 a ACSL6 (TOMODA et al.,
1991).

Posteriormente, as carnitina-palmitoil transferases 1 e 2 (CPT1 e CPT2) e seu cofator
carnitina sdo essenciais para o transporte dos acidos graxos ativados (acil-CoA) para a
mitocondria (Figura 5B) para sofrerem a 3-oxidag¢ao e, assim, produzirem ATP (BONNEFONT
et al., 2004). Interessantemente, foi demonstrado que a inibi¢ao da -oxidagao de acidos graxos,
utilizando um inibidor da atividade de CPT1 durante a maturacdo in vitro, compromete a
maturagdo meidtica de odcitos bovinos e suinos (PACZKOWSKI et al., 2013; BRISARD et
al., 2014). Em contraste, o estimulo da B-oxidacdo através da suplementagdo do meio de
maturagdo in vitro com carnitina melhorou a competéncia oocitaria e o desenvolvimento
embrionario em bovinos (SUTTON-McDOWALL et al., 2012).

No interior da mitocondria os 4cidos graxos ativados (acil-CoA) sdo B-oxidados em
quatro etapas, quebrando sua estrutura de dois em dois carbonos, até converté-los em acetil-
CoA (Figura 5C), o qual segue para o ciclo do 4cido tricarboxilico, necessario para a sintese de
ATP. Foi demonstrado que as enzimas acil-CoA desidrogenase de cadeia longa (ACADL) e
acetil-CoA aciltransferase 2 (ACAA2), as quais sdo necessarias, respectivamente, na primeira
e quarta etapas da f-oxidacdo dos acidos graxos, foram mais abundantes em COCs maturados
in vivo quando comparado com COCs maturados in vitro. Portanto, a maior abundancia de
RNAm que codifica essas enzimas foi associada com a melhor competéncia para o

desenvolvimento oocitario (YUAN et al., 2011; DUNNING et al., 2014b).
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Figura 5 - Ativacdo de 4cidos graxos de cadeia longa, entrada na mitocondria e metabolismo via oxidacao de
acidos graxos.
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Fonte: Adaptado de DUNNING et al., 2014b.

Legenda: (A) A entrada de acidos graxos de cadeia longa na mitocondria requer ativagdo por enzimas acil-CoA
sintetases (ACSL) que catalisam a transferéncia de um grupo coenzima-A (CoA) para os acidos graxos,
resultando na formagdo de acil-CoA. (B) Os acidos graxos ativados entram nas mitocondrias através da
acdo das enzimas carnitina-palmitoil transferases 1 e 2 (CPT1 e 2). (C) Entéo, o acil-CoA graxo entra
na espiral de oxidagao de acidos graxos que tem 4 etapas, as quais sao catalisadas pelas enzimas 1) acil-
CoA desidrogenase (ACAD), 2) enoil-CoA hidratase, 3) hidroxiacil-CoA desidrogenase e 4) acetil-CoA
aciltransferase (ACAA?2), formando acetil-CoA. (D) A acetil-CoA ¢ capaz de entrar no ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) que com a oxidacdo de acidos graxos permite o escoamento de elétrons formando
NADH e FADH2, os quais doam elétrons para a cadeia transportadora de elétrons (ETC) que necessaria
para a sintese de ATP (E).

Varios relatos na literatura indicam que os oocitos maturados in vivo sdo mais
competentes para o desenvolvimento quando comparado com os oocitos maturados in vitro
(VAN DE LEEMPUT et al., 1999; RIZOS et al., 2002; FARIN et al., 2007). Sendo assim, a
compara¢do desses dois grupos de odcitos se tornou um modelo para a avaliagdo dos
mecanismos relacionados a competéncia. Neste sentido, foi demonstrado que a B-oxidacao de
acidos graxos esta diminuida em COCs maturados in vitro comparada com aqueles que
maturam in vivo, diminuindo o nivel adequado de ATP necessario para a completa maturacao
oocitaria, fecundacao e desenvolvimento embrionario (DUNNING et al., 2014a; DUNNING et
al., 2014b). A deficiente B-oxidac¢ao de acidos graxos em COCs maturados in vitro € um dos
possiveis mecanismos responsaveis pelo acimulo de lipidios em odcitos maturados in vitro
comparado com odcitos maturados in vivo (DEL COLLADO et al., 2015; DEL COLLADO et
al., 2017). E importante mencionar que o acimulo excessivo de lipidios pode exercer efeitos
toxicos nas funcdes celulares (lipotoxicidade), principalmente em células de tecidos nao
adiposos com limitada capacidade de estoque de lipidios (LISTENBERGER et al., 2003; KIM

et al., 2014). Em especial, um alto nivel de 4cidos graxos saturados pode resultar em



30

lipotoxicidade por desencadear estresse no reticulo endoplasmatico, liberagdo mitocondrial de
citocromo C e ativagdo da apoptose (LISTENBERGER et al., 2001; MAEDLER et al., 2001;
COLL et al., 2008; HENRIQUE et al., 2010).

Além das enzimas diretamente relacionadas com a -oxidagdo, outras enzimas, também
envolvidas no metabolismo de 4cidos graxos (Figura 6), ja foram identificadas como
marcadores de qualidade oocitaria (SANCHES-LAZO et al., 2014; DEL COLLADO et al.,
2015; UZBEKOVA et al., 2015; DEL COLLADO et al., 2017; BERTEVELLO et al., 2018).
A acetil coenzima-A carboxilase (ACACA) estd envolvida na sintese de acidos graxos,
enquanto as proteinas de ligacao aos acidos graxos (FABP) estdo envolvidas no transporte de
acidos graxos intra e extracelularmente. O receptor de trombospondina (CD36), também
conhecido como acido graxo translocase (FAT), estd envolvido na entrada de acidos graxos na
célula. Por fim, a perilipina 2 (PLIN2) ¢ uma importante proteina que esta localizada na
periferia das goticulas lipidicas, estando envolvida na fungdo e manutengdo da sua estrutura

(Figura 6; McINTOSH et al., 2012;WAN et al., 2013; NAKAMURA et al., 2014).

Figura 6 - Representagdo esquematica da funcdo de enzimas importantes no metabolismo de acidos graxos.
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Fonte: UZBEKOVA et al., 2015.

Legenda: FA, acidos graxos; TAG, triacilglicerol; ACACA, acetil coenzima-A carboxilase; FABPS, proteina de
ligacdo aos acidos graxos 5; CD36, receptor de trombospondina; PLIN2, perilipina 2; CPTI1A,
carnitina-palmitoil transferase 1A.

O estudo do padrao de expressdo desses genes envolvidos no metabolismo lipidico e,
conhecidamente associados com a qualidade oocitaria, assim como a composic¢ao lipidica em
odcitos das ragas Gir, Holandesa e mesticas 1/2 Holandés x 1/2 Gir podem contribuir para a
elucidagdo dos mecanismos moleculares que estdo envolvidos no melhor desempenho

reprodutivo de determinadas ragas doadoras. Tais conhecimentos podem auxiliar na
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identificacdo de potenciais biomarcadores relacionados as diferencas na capacidade de
desenvolvimento oocitario de doadoras de gendtipos leiteiros Bos taurus, Bos indicus € Bos

taurus/indcus.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Investigar aspectos do lipidoma e da expressao génica nos oocitos, buscando potenciais
biomarcadores que possam estar relacionados as diferencas na capacidade de desenvolvimento

oocitario de doadoras de gendtipos leiteiros Bos taurus, Bos indicus € Bos taurus/indicus.

3.2 ESPECIFICOS

Sao objetivos especificos do presente trabalho:

a) avaliar o conteudo de goticulas lipidicas citoplasmaticas dos o6citos imaturos derivados
de vacas leiteiras das racas Gir, Holandesa e mestica (1/2 Holandés e 1/2 Gir);

b) avaliar o perfil lipidico por espectrometria de massas, em o6citos imaturos derivados de
vacas leiteiras das racas Gir, Holandesa e mesti¢a (1/2 Holandés e 1/2 Gir);

c¢) verificar a abundancia do RNAm de genes envolvidos no metabolismo lipidico em
obcitos imaturos ¢ maturados in vitro derivados de vacas leiteiras das ragas Gir,

Holandesa e mestica (1/2 Holandés e 1/2 Gir).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL E POPULACAO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Biologia Animal Integrativa
(LABAInt) do Departamento de Biologia Celular ¢ do Desenvolvimento da Universidade
Federal de Alfenas — UNIFAL, em parceria com o Laboratorio de Produ¢ao de Embrides da
Biotran Assessoria e Consultoria em Medicina Veterinaria LTDA em Alfenas e a Metabolite
Profiling Facility da Purdue University nos EUA.

As matrizes doadoras de oocitos das ragas Gir, Holandesa e mestiga (1/2 Holandés e 1/2
Gir) utilizadas neste estudo ficavam em propriedades localizadas na regido sul do estado de
Minas Gerais, Brasil, a qual tem o clima temperado humido, inverno seco e verao temperado
(ALVARES et al., 2013). As doadoras ndo foram submetidas a nenhum tipo de estimulo
hormonal antes das aspiragdes foliculares. Foram utilizadas vacas nao-lactantes, pluriparas das
racas Gir (n=15), Holandesa (n=20) e mesti¢a (1/2 Holandés x 1/2 Gir; n=16) com escore de
condicdo corporal variando de 3,5 - 4,5 (escala de 1 a 5; EDMONSON et al., 1989). Todas as
vacas estavam ciclando regularmente e livres de anormalidades clinicas e reprodutivas. Durante
o periodo experimental as vacas foram mantidas em pastagem (Brachiaria spp.), suplementadas
com silagem e concentrado proteico, com acesso livre a 4gua e sal mineral.

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Alfenas, Brasil (Protocolo 44/2016).

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Analise semiquantitativa das gotas lipidicas citoplasmaticas

Para a andlise semiquantitativa das goticulas lipidicas dos odcitos, foram recuperados 30
COCs imaturos das doadoras de cada grupo experimental: Gir (GIR), 1/2 Holandés x 1/2 Gir
(HOLxGIR) e Holandesa (HOL). Os COCs foram desnudados e os oo6citos fixados e
armazenados a 4°C para a quantificagdo do actmulo lipidico citoplasmatico, conforme

metodologia descrita no item 4.5.
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4.2.2 Analise do perfil lipidico por espectrometria de massas

Os COCs imaturos recuperados dos animais das racas Gir, Holandesa e mestiga (1/2
Holandés e 1/2 Gir) tiveram os odcitos separados das células do cumulus para a andlise do perfil
lipidico. Foram armazenados 6 pools de 5 oocitos das ragas Holandesa (HOL) e 1/2 Holandés
x 1/2 Gir (HOLxXGIR) e 9 pools de 5 oocitos da raga Gir (GIR). As amostras, foram
armazenadas em ultra freezer a -80°C para posterior extracdo da fragdo lipidica e analise do

perfil lipidico, conforme metodologia descrita no item 4.6.

4.2.3 Analise de transcritos relacionados ao metabolismo lipidico

Os COCs imaturos e maturados in vitro dos animais das racas Holandesa, Gir e mestica
(1/2 Holandés e 1/2 Gir) tiveram os odcitos separados das células do cumulus para as analises
de expressdo génica. Foram armazenados 4 pools de 25 odcitos para cada grupo experimental.
As amostras foram armazenadas com tampao de lise, especifico do kit de extracdo de RNA, em

ultra freezer a -80°C até a extragdo do RNA, conforme metodologia descrita no item 4.7.

4.3 ASPIRACAO FOLICULAR E RECUPERACAO DOS COCS

O procedimento de aspira¢do folicular (“ovum pick up” — OPU) foi conduzido como
descrito previamente por Bols et al., (1997). As aspiracdes foram realizadas com pelo menos
14 dias de intervalo entre as sessOes, at¢ que todos os COCs necessarios para todos os
experimentos fossem coletados. Resumidamente, apds anestesia epidural caudal (5 ml de
lidocaina 1%; Dorfin®, Hertape, Juatuba, MG, Brasil) a aspiragdo folicular foi realizada
utilizando-se aparelho de ultrassonografia e guia de aspiracdo com transdutor setorial
intravaginal de 7,5 Mhz (Mindray DP2200, Mindray Medical International Ltd, Shenzhen,
China). Foliculos com didmetro superior a 3mm foram identificados e puncionados utilizando-
se agulhas 18G e pressdo de vacuo de 30 mmHg. O fluido folicular foi recuperado em tubos
plasticos de 50 mL contendo 15 mL de meio Dullbeco tampao fosfato-salino modificado
(DPBS; Nutricell, Campinas, SP, Brasil), suplementado com 125 Ul/mL de heparina
(Liquemine®; Roche Lab., Sao Paulo, SP, Brasil) aquecido a 37°C.
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Ap6s a pungdo, os COCs foram separados em filtro com malha de 80um (Milipore, Sao
Paulo, SP, Brasil) e morfologicamente classificados em quatro categorias, de acordo com Viana
et al., (2010).

* Grau 1: COC compacto, com mais de trés camadas de células do cumulus € um o6cito
com citoplasma homogéneo.

* Vidveis: COC com uma a trés camadas de células do cumulus e um odcito com
citoplasma homogéneo ou ligeiramente heterogéneo, adequado para a producao in vitro de
embrides.

* Degenerado: Oocitos desnudos ou parcialmente desnudos e/ou vacuolizagdo do
citoplasma e consequentemente, nao adequado para a producao in vitro de embrides.

* Expandido: COC com expansao das células do cumulus.

Somente os COCs classificados como Grau 1 e Viaveis foram utilizados nas analises deste
estudo.

Para as andlises de quantificagcdo das goticulas lipidicas, do perfil lipidico e de expressao
génica nos odcitos imaturos, os oocitos foram armazenados logo apds o processo de aspiracao.
Para as andlises de expressdo génica em odcitos maturados, os COCs recuperados foram

maturados in vitro por 24 horas.

4.4 MATURACAO IN VITRO

Os COCs recuperados na OPU foram transferidos em grupos de 25 para gotas de 150uL
de meio de maturagdo constituido de TCM 199 com bicabornato e sais de Earle’s suplementado
com 1 ug/mL de FSH (pFSH, Folltropin-V® Bioniche, ON, CA), 22 ug/mL de piruvato de
sodio, 75 ug/mL de amicacina e 4 mg/mL de albumina sérica bovina. As gotas foram cobertas
com Oleo mineral e incubadas a 38,5°C em atmosfera umidificada e 5% de CO2 durante 24

horas.

4.5 ANALISE SEMIQUANTITATIVA DAS GOTICULAS LIPIDICAS
CITOPLASMATICAS NOS OOCITOS

Os od6citos imaturos obtidos de doadoras Gir, Holandesa e 1/2 Holandés e 1/2 Gir (n =30
odcitos por grupo) foram corados com o corante lipofilico Sudan Black B, conforme descrito

por Sudano et al., 2012. Para tanto, os odcitos foram desnudos e fixados em solucdo de
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formaldeido 4% por 2h em temperatura ambiente. Posteriormente, foram transferidos para gotas
de etanol 50% por 2 min e, em seguida corados em solu¢do de 1% de Sudan Black B (Sigma)
diluido em etanol 70% por 2 min. Os odcitos foram entdo lavados em etanol 50% e finalmente
colocados em laminas contendo glicerol e cobertas com laminulas. A anélise foi realizada em
microscopio optico com aumento de 200x. Para estimar a quantidade relativa do contetudo
lipidico foram capturadas imagens de cada odcito e analisadas pelo software Image J 1.4. As
imagens coloridas dos oocitos foram convertidas em escala de cinza. Os oocitos foram
delimitados para obtencdo da area e da média da intensidade de cinza e, entdo foi calculada a

média da intensidade de cinza por 4rea (intensidade de cinza/pum?).

4.6 CARACTERIZACAO DO PERFIL LIPIDICO NOS OOCITOS POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Em preparagdo para a analise de espectrometria de massas, a fragao lipidica das amostras
de odcitos imaturos das diferentes ragas foi extraida no LABAInt da UNIFAL-MG e enviada
para a Metabolite Profiling Facility da Purdue University nos EUA, onde as andlises foram

executadas.

4.6.1 Extracao de lipidios

Ap0s a aspiragdo dos COCs, foram armazenados 6-9 pools de 5 odcitos imaturos para
cada grupo experimental e destinados para estabelecimento do perfil lipidico. A fracdo lipidica
dos pools de oocitos foi extraida de acordo com o protocolo de Bligh & Dyer (BLIG; DYER,
1959) adaptado para pequeno volume de acordo com de Lima et al., (2018).

Em um microtubo contendo 5 odcitos foram adicionados 40 puL de 4dgua ultrapura e a
mistura foi agitada no vortex para promover a lise celular. Em seguida, 90 pL de metanol e 50
puL de cloroféormio foram adicionados e misturados por pipetagem durante 15 segundos,
formando uma solugao de uma fase. Neste momento, as amostras foram incubadas durante 15
minutos em temperatura ambiente. Em seguida, adicionaram-se mais 50 pL de 4gua ultrapura
e 50 uL de cloroférmio e as amostras foram misturadas por pipetagem e novamente incubadas
durante 5 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram entdo centrifugadas a 800xg
durante 60 segundos para otimizar a separagao das fases polar e apolar (solugdo bifasica). A

fase superior da solucdo ¢ a polar e a fase inferior € a apolar (organica), onde estdo os lipidios.
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Entdo, 80 puL da fase apolar foram transferidos para um novo microtubo. A fase apolar foi seca
em um evaporador do tipo speedvac, as amostras foram embaladas a vacuo e enviadas a
temperatura ambiente para Metabolite Profiling Facility da Purdue University nos EUA, onde

o extrato lipidico seco foi armazenado a -80°C até o momento da analise.

4.6.2 Espectrometria de massas utilizando o perfil de monitoramento de reac¢oes

maultiplas

O perfil lipidico foi investigado utilizando a técnica de de monitoramento de reacgdes
multiplas (MRM-profiling), segundo o protocolo descrito anteriormente por de Lima et al,
(2018) e Suarez-Trujilo et al, (2021). O MRM ¢ uma funcdo altamente sensivel de um
espectrometro de massas do tipo triploquadrupolo, onde o primeiro quadrupolo (Q1) isola um
ion precursor de massa (m/z) conhecida. Este ion € entdo fragmentado no segundo quadrupolo,
e o terceiro quadrupolo (Q3) ¢ configurado para estabilizar o ion produto e permitir sua
passagem para o detector. A combinag¢do do ion precursor e do ion produto é chamada de
transicdo, que ¢ calibrada especificamente para cada composto de interesse. Este processo €
feito em milissegundos e gera uma resposta bastante linear, com baixo ruido e alta sensibilidade.

Este experimento foi realizado em duas etapas, uma fase de descoberta (triagem
exploratdria) e uma fase de triagem especifica. Na primeira etapa, um total de 1.174 transi¢des
de MRMs (isdmeros constitucionais listados no banco de dados LipidMAPS para 6 subclasses
lipidicas [PC, SM, PE, PI, PS, fosfatidilglicerol], além de ésteres de colesterol, ceramida,
diacilglicerol e TAG) foram utilizadas para a triagem exploratoria de uma amostra
representativa composta por um pool de extratos lipidicos das trés racas. Para preparar essa
lista, os isomeros constitucionais foram combinados de maneira que apenas a classe lipidica, o
numero total de atomos de carbono nos acidos graxos esterificados e o nimero de insaturagdes
presentes na molécula foram listados, por exemplo, PC(34:1). Os TAGs foram monitorados
usando o fon precursor e o ion produto relacionado a presenga de residuos de acidos graxos
especificos (C16:0, Cl16:1, C18:0, C18:1, C18:2 e C20:4) e a sua identidade foi atribuida pelo
numero de carbonos totais nos acidos graxos esterificados e o nimero total de insaturagdes,
seguido pelo residuo de 4cido graxo especifico, por exemplo, TAG(54:4) FA18:2. As 1.174
transicdes foram organizadas em 10 métodos, cada um envolvendo 2 minutos de aquisi¢do de
dados, e cada um dos 10 métodos examinando um maximo de 200 transi¢oes.

Para compor a amostra representativa, uma quantidade de extrato lipidico equivalente a

5 odcitos foi utilizada para cada um dos 10 métodos criados. Esta amostra foi diluida em
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acetonitrila +metanol + 300mM de acetato de amonia a 3: 6,65: 0,35 (v/v/v) e injetada em fluxo
(8 uL) no espectrometro de massas configurado para adquirir dados no modo MRM.

Na segunda etapa foram selecionadas apenas as transi¢des que resultaram em intensidade
de ions maior do que uma amostra utilizada como “branco” (solvente puro). Dessa forma, a
lista de transigdes foi reduzida para 272 MRMs de interesse (Apéndice A). Esta lista final de
transicdes de MRMs referentes a lipidios foi utilizada para interrogar pelo menos 6 repeti¢des
de cada raca.

As amostras de extrato lipidico de cada raga foram diluidas no solvente de injecdo de
fluxo (acetonitrila +metanol + 300 mM de acetato de amonia 3: 6,65: 0,35 [v/v/v]). O padrao
interno, EquiSPLASH™ LIPIDOMIX® Quantitative Mass Spec Internal Standard (1:300,
Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL, EUA), foi adicionado em cada amostra na
concentracdo de 1 ng. Todas as amostras (8 pL) foram entregues a fonte de ionizacdo de um
espectrometro de massa Agilent 6410 QQQ (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA)
utilizando um amostrador automatico (G1377A). Entre as inje¢des de amostra, metanol puro
foi injetado para remover quaisquer lipidios remanescentes antes da proxima inje¢do de
amostra. Além disso, apds cada 10 injecdes de amostra, uma amostra de controle de qualidade
contendo apenas os padroes lipidicos (EquiSPLASH™ LIPIDOMIX® Quantitative Mass Spec
Internal Standard) a 1 ng foi injetada para monitorar o desempenho do instrumento.

Os resultados extraidos do espectrometro de massas foram processados usando um script
construido especialmente para obter a intensidade absoluta de cada ion das transi¢des
monitoradas. Os lipidios foram considerados presentes quando a intensidade de ions foi 1,3
vezes maior do que a intensidade de ions de uma amostra utilizada como branco (solvente puro),
sendo assim, 179 MRMs relacionados a lipidios foram considerados presentes nos odcitos, 0s
quais incluiram 69 PCs, 22 SMs, 12 PEs, 5 PIs, 6 ceramidas, 6 diacilglicerois, 55 TAGs ¢ 4
ésteres de colesterol. A concentracdo relativa de cada espécie lipidica monitorada foi calculada
utilizando a razdo entre a intensidade de ions da espécie lipidica e a intensidade de ions do
padrao interno da mesma classe. Todas as espécies lipidicas detectadas na mesma classe foram

somadas para obter a concentragado total de cada classe.

4.7 PERFIL DE TRANSCRITOS RELACIONADOS AO METABOLISMO LIPIDICO NOS
OOCITOS

Os odcitos oriundos de COCs imaturos e maturados in vitro foram mecanicamente

separados das células do cumulus por sucessivas pipetagens em gotas de tampao fosfato-salino
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(PBS). Os oocitos desnudos foram recuperados, lavados trés vezes em PBS e, entdo
armazenados em tampao de lise a -80°C até a extracdo do RNA.

O RNA total foi extraido de pools de 25 oocitos (n= 4 pools para cada raga) utilizando o
RNeasy® Micro Kit (Qiagen, Mississauga, Canada) de acordo com as instru¢des do fabricante
e eluido em 20 pL de agua livre de RNAse. O RNA total (10uL/reag¢do) foi incubado com
DNase I (1 IU/mg; Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) para eliminagdo de possivel contaminagao
com DNA gendmico. Apds esse procedimento, as amostras foram submetidas a reagdo de
transcricao reversa usando random primers e High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit®
(Applied Biosystem, Foster City, USA) de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante.
Os reagentes foram incubados a 25°C por 10 min, 37°C por 120 min, e finalmente a 85°C por
5 min para inativac¢do da enzina.

A abundancia de transcritos dos genes alvo (LRAT, ATX, PLA2, LPAR2, SPHK 1, ACSL3,
ACSL6, CPTIA, CPTIB, CPT2, ACADL, ACAA2, ACACA, FABPS5, PLIN2, CD36) nos 00citos
das diferentes racas doadoras foi investigada por ensaio de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real utilizando o sistema Power Sybr®Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) no ABI 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystem). Os oligonucleotideos
iniciadores utilizados foram delineados a partir de sequéncias disponiveis no banco de dados
GenBank e encontram-se listados na Tabela 1. As reagdes foram realizadas com um volume
final de 25 pL e as condigdes para a amplificagdo dos genes foram: 95°C por 10 min (1 ciclo),
desnaturagdo a 95°C por 10 seg, seguido pelo anelamento e extensdo a 60°C por 1 min (40
ciclos). Os dados de fluorescéncia foram coletados ao final de cada extensao. As reagdes foram
otimizadas a fim de propiciar maxima eficiéncia de amplifica¢do para cada gene. Cada amostra
foi analisada em duplicata e a eficiéncia e especificidade dos oligonucleotideos iniciadores
foram avaliadas pelas curvas de amplificag¢do e dissociagdo, respectivamente.

Para selecionar o controle enddgeno mais estavel, os perfis de amplificacdo da
peptidilprolil isomerase A (PPIA), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e histona
H2AFZ (H2AFZ) foram comparados usando o aplicativo geNorm (Microsoft Excel;
medgen.ugent.be/genorm; VANDESOMPELE et al., 2002). O controle endogeno mais estavel
nos odcitos foi a PPIA.

Os valores de expressao relativa de cada gene alvo foram normalizados pela expressao
do controle endogeno e calculados utilizando o método AACt com correcao da eficiéncia e
utilizando uma amostra controle como calibradora (Pfaffl, 2001). Os valores médios de
eficiéncia para cada gene foram calculados através do perfil de amplificagdo de cada amostra

utilizando-se o programa LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003).
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Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificagdo pela PCR em tempo real.

Gene Sequéncia fngEZI;};;) (Clla(l))) Referéncia
ACACA F:5-CTCCAACTTCCTTCACTCCTTAG-3’ 102 NM 174224.2
R: 5'-ACATACTTCACTCCCTCGTAGA-3'
pLIN2 F:5-TAGACCAGTACCTCCCTCTTAC-3’ 86 NM 173980.2
R: 5’-ACTCGGCTTCTGAACCATATC-3’ -
CD36 F 5- GCATCAGCAAGGCATTATAACC-3’ 116 BC103112.1
R 5’- GAGCTGTAGAACGTGGAAGATAG-3’
PPIA F 5- GCCATGGAGCGCTTTGG-3’ 65 NM 178320.2
R 5’-CCACAGTCAGCAATGGTGATCT-3’
CPTIA F:5-TCCACGCCGTGAAGTATAAC-3' 100 NM _001304989.1
R: 5'-GGAATGTAAGGTGATGGGAAGA-3'
CPTIB F:5-CTGCTGAGAAGCACCAGAATA-3’ 93 NM _001034349.2
R: 5°-GGTACTTGGAGACCACGTAAAG-3’
CPT2 F:5-CCGTTCAGGACAACTGGATAG-3’ 98 NM_001045889.2
R: 5’-CATGTCTTCTAAGGCCTTCTCC-3’
ACADL F:5-CATCCATGACCAGTAGACATCTG-3’ 99 XM _027566474.1
R: 5’-CCTCCCTTTCCAGGTTGTATTT-3’
ACAA2 F:5-CAGGGCTGAGTCTTAAGGATATG-3’ 119 NM 001035342.2
R: 5’-CCCTCCATTCACATTGGTCTTA-3’
FABP5 F:5-GGGAGAGAAGTTTGAAGAGACC-3’ 103 NM 1743153
R: 5’-CCTTTCCATCCCATTCCTGAT-3’
ACSL3 F:5-CCACAGACTTTAGCAGATCAGTCTT-3’ 108 XM _027514648.1
R: 5’-CGATCCATGATTTCCGGGAC-3’
ACSL6  F: 5-GATGTCGAGGAACTGAACTACTG-3’ 105 NM_001038042.2
R: 5’-CTTTGTCCTCTCTGGGTCTTTC-3’
LRAT F:5-GAATGACAACACCACAGAATGAAG-3’ 104 NM_177503.2
R: 5’-GTGGTTGGAATAGGCCATAGAA-3’
ATX  F:5-ACCCCCTGATTGTCGATGTG-3’ 120 NM 001080293.1
R: 5°-TCTCCGCATCTGTCCTTGGT-3’
PLA2 F:5-CTGCGTGCCACAAAAGTGAC-3’ 92 NM 001075864.1
R: 5’-TCGGGGGTTGAAGAGATGAA-3’
LPAR2 F:5-TTCTATGTGAGGCGGCGAGT-3’ 161 NM 001192235.1
R: 5’-AGACCATCCAGGAGCAGCAC-3’
SPHK1 F:5-GATGGGAAGGGTGTGTTTACT-3’ 92 XM 027518615.1

=

: 5’-CTGACCATCCAGAAGTAGTTGG-3’

Fonte: do autor.

Nota: F = forward primer; R = reverse primer; pb = pares de base.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

A fim de testar os efeitos das diferentes racas doadoras sobre o conteido das goticulas
lipidicas e a abundancia de RNAm dos genes alvo nos odcitos, foi utilizada a seguinte sequéncia
de andlise:

1. Teste de normalidade dos dados e de homogeneidade de variancias entre grupos
com transformagao para logaritmos se necessario para realizagcdo de analise paramétrica.

2. Os efeitos dos diferentes grupos foram testados por ANOVA ou anélise nao
paramétrica (Kruskall-Wallis) caso a distribuicdo dos dados ndo tenha sido normal ou as
variancias dos grupos ndo tenham sido homogéneas.

3. Pos-testes (Tukey ou Dunn) foram utilizados para a comparacdo das médias
quando foram indicadas diferencas por ANOVA ou Kruskall-Wallis, respectivamente.

As analises do perfil lipidico obtido por espectrometria de massas foram realizadas
utilizando modelos estatisticos univariado e multivariado. Para estatistica multivariada, a
analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) foi realizada usando a
plataforma MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca) para mostrar a relacdo entre a
variancia nos dados ¢ as diferengas entre as ragas. Com base nos resultados de carregamento do
PLS-DA, as variaveis (ou seja, espécies lipidicas) mais importantes, que explicaram a maior
variancia dos dados (Importincia Variavel na Projecdo; VIP), foram selecionadas e submetidas
a ANOVA unidirecional seguida pelo pos-teste de Tukey utilizando o programa JMP (SAS
Institute, version 7.0).

Os dados estdo apresentados como média + S.E.M. e P < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 CONTEUDO DE GOTICULAS LIPIDICAS CITOPLASMATICAS DO OOCITO

A andlise com o corante lipofilico Sudan Black B mostrou que os oocitos imaturos
recuperados das doadoras Gir, Holandesa e mesti¢ca (1/2 Holandés x 1/2 Gir) apresentaram
conteudo de goticulas lipidicas citoplasmatica semelhante (9,40 + 0,54; 10,05 + 0,65; 9,49 +

0,59 intensidade de cinza por area, respectivamente; P > 0,05; Figura 7).

Figura 7 - Analise semiquantitativa do conteudo lipidico citoplasmatico de odcitos imaturos obtidos de doadoras
Gir (GIR), 1/2 Holandés x 1/2 Gir (HOLxGIR) e Holandesa (HOL) expressa em intensidade de cinza
por area (média £ S.E.M.).

10 -

Conteudo lipidico citoplasmatico
(intensidade de cinza x 1019)

GIR HOLXGIR HOL
Racas

Fonte: do autor.

Nota: Estdo apresentadas imagens representativas dos odcitos corados com Sudan Black B de cada grupo. N =30
odcitos por grupo.

5.2 PERFIL LIPIDICO NOS OOCITOS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A andlise da concentragdo relativa de lipidios por classe mostrou que os triacilglicerdis
(TAG) foram os lipidios mais abundantes nos oocitos, seguido pela fosfatidilcolina (PC), éster
de colesterol, esfingomielina (SM), fosfatidiletanolamina (PE), diacilglicerol, fosfatidilinositol
(PI) e ceramida. A concentragdo de PC foi maior nos odcitos das doadoras Gir comparado com

as Holandesas e mesticas, e a abundancia de PE ¢ SM também foi maior nos odcitos Gir
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comparado com as Holandesas, enquanto as mesticas ndo diferiram das demais ragas. Nao
houve diferenca na concentragcdo relativa de TAG, éster de colesterol, diacilglicerol, PI e

ceramida nos odcitos das diferentes racas (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentragao relativa de cada classe lipidica monitorada nos odcitos imaturos obtidos de doadoras Gir
(GIR), 1/2 Holandés x 1/2 Gir (HOLxGIR) e Holandesa (HOL).

Classe Lipidica GIR HOLxGIR HOL (n=6) P
(n=9) (n=6)

Fosfatidilcolina, ng/odcito 8,81+0,45% 6,87+0,208 6,54+0,408  0,001**
Fosfatidiletanolamina, ng/odcito 1,01+0,08* 0,83+0,0348 0,71+0,078 0,02*
Fosfatidilinositol, ng/odcito 0,87+0,02 0,86+0,03 0,81+0,05 0,52
Esfingomielina, ng/o6cito 1,98+0,124 1,63+0,0648 1,50+0,09%  0,009**
Ceramida, ng/o6cito 0,25+0,05 0,36+0,12 0,29+0,07 0,92
Diacilglicerol, ng/o6cito 0,98+0,06 1,27+0,15 1,31+0,24 0,13
Ester de Colesterol, ng/o6c¢ito 2,08+0,18 4,10+1,39 2,45+0,39 0,64
Triacilglicerol, ng/o6cito 12,42+0,70 16,78+2,64 14,78+2,78 0,29

Fonte: do autor.
Nota: Os dados estdo apresentados como valores médios = S.E.M.

A e B indicam diferencgas entre as ragas no pos-teste Tukey (P<0.05).

A analise da proporcao dos lipidios de membrana (PC, PE, PI e SM) revelou que 15
espécies lipidicas constituiram ~50% do total dos lipidios de membrana nos odcitos (Tabela 3).
A espécie lipidica mais abundante foi a PC(34:1), que variou de 18% em odctios de doadoras
Gir, 12% em mesti¢as e 13% em Holandesas (Tabela 3).

Para rastrear os agrupamentos das amostras de odcitos das diferentes ragas, o grafico de
pontuacdo da analise de PLS-DA foi gerado usando todas as variaveis lipidicas. Em relagdo aos
lipidios de membrana, a analise de PLS-DA mostrou que houve estratificacdo entre as racas,
com pouca sobreposi¢do entre os grupos, indicando que a raga teve efeito no perfil dos lipidios
de membrana nos oocitos imaturos (Figura 8). Com base nos resultados de carregamento da
andlise de PLS-DA, 32 potenciais espécies lipidicas, que explicaram a maior variancia dos
dados foram identificadas com base em valores VIP >1 (Figura 9) e submetidas 8 ANOVA
seguida pelo pos-teste de Tukey. Destas, 19 foram diferentes entre os grupos, sendo

consideradas espécies lipidicas importantes para a discriminagdo entre as ragas (Tabela 4).
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Tabela 3 - Proporcado dos 15 lipidios de membrana mais abundantes, um em relag@o ao outro, nos odcitos imaturos
obtidos de doadoras Gir (GIR), 1/2 Holandés x 1/2 Gir (HOLxGIR) e Holandesa (HOL).

Lipidio GIR (%) HOLXGIR (%) HOL (%)
PC(34:1) 0,185 0,124 0,135
PC(32:1) 0,049 0,037 0,038
SM(d18:1/16:0) 0,041 0,036 0,038
SM(d18:0/20:0) 0,034 0,024 0,025
PC(34:2) 0,034 0,047 0,044
PC(30:1) 0,032 0,028 0,029
PC(36:2) 0,023 0,025 0,022
PC(36:4) 0,022 0,035 0,034
PC(34:0) 0,021 0,017 0,016
PC(36:3) 0,020 0,023 0,018
PE(36:2) 0,020 0,016 0,014
PC(34:4) 0,020 0,023 0,025
PC(30:0) 0,018 0,018 0,016
Lyso PC(20:3) 0,015 0,018 0,021
PI(38:3) 0,015 0,015 0,015

Fonte: do autor.

Nota: Nomenclatura lipidica: classe lipidica PC = fosfatidilcolina, Lyso PC = lisofosfatidilcolina, PE =
fosfatidiletanolAMIna, PI = fosfatidilinositol, SM = esfingomielina. Dentro dos parénteses estdo o nimero
de carbonos totais seguido pelo nimero de insaturagdes nos grupos acil graxo (por exemplo, PC(34:4) indica
34 carbonos e 4 insaturagdes em ambos 0s grupos acil graxo.
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Figura 8 - Graficos bidimensional (A) e tridimensional (B) da andlise discriminante por minimos quadrados
parciais (PLS-DA) para os perfis lipidicos incluindo, fosfatidilcolina (PC), esfingomielina (SM),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) e ceramida dos odcitos imaturos das racas Gir (GIR),
1/2 Holandés x 1/2 Gir (HOLxGIR) ¢ Holandesa (HOL; pools de cinco odcitos por réplica; n=6 — 9

por raga).
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Fonte: do autor.

Nota: Os graficos de PLS-DA foram elaborados com base na concentragdo individual das espécies lipidicas
detectadas nas amostras. As tonalidades de cores nos graficos da analise de PLS-DA representam as regides
de confianca de 95% para cada grupo.
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Figura 9 - Espécies lipidicas que apresentaram scores de importancia variavel (VIP) > 1 identificadas pela analise
de PLS-DA nos odcitos imaturos de doadoras das ragas Gir (GIR), 1/2 Holandés x 1/2 Gir (HOLxGIR)
e Holandesa (HOL).
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Fonte: do autor.

Nota: Nomenclatura lipidica: classe lipidica PC = fosfatidilcolina, PCo = fosfatidilcolina com ligagao éter, PE =
fosfatidiletanolamina, SM = esfingomielina. Dentro dos parénteses estdo o niimero de carbonos totais
seguido pelo numero de insaturagdes nos grupos acil graxo (por exemplo, PC(34:6) indica 34 carbonos e 6
insaturagdes em ambos os grupos acil graxo.

Dentre as 19 espécies lipidicas com diferenca entre as ragas, 4 PCs [PC(36:2), PC(38:2),
PC(38:5) e PC(40:4)], 5 SMs [SM(d18:1/18:0), SM(d18:0/24:0), SM(d18:1/24:1),
SM(d16:1/24:0) e SM(d16:1/24:1)] e 2 PEs [PE(34:2) e PE(36:1)] foram mais abundantes nos
odcitos das doadoras Gir comparado com as Holandesas, enquanto as mestigas nao diferiram

das demais ragas. Além disso, 5 PCs [PC(32:2), PC(34:0), PC(34:1), PC(36:0) e PC(36:8)], 2
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SMs [SM(d18:0/16:0) e SM(d18:0/22:0)] e 1 PE [PE(36:2)] foram mais abundantes nos o6citos

obtidos das vacas Gir em relagdo as Holandesas e mesticas (Tabela 4).

Tabela 4 - Espécies lipidicas diferencialmente expressas entre o6citos imaturos obtidos de doadoras Gir (GIR), 1/2
Holandés x 1/2 Gir (HOLxGIR) e Holandesa (HOL).

Conteudo em ng/odcito
Espécie Lipidica GIR HOLXGIR P
(1=9) (n=6) HOL (n=6)

PC(32:2) 0,171 £ 0,0094 0,122 + 0,0088 0,115+0,007®  0,0003
PC(34:0) 0,481 +0,038* 0,318 £0,016® 0,287 +£0,024%  0.0006
PC(34:1) 4,329 +0,3234 2,379 + 0,105 2,427 +0,1598  <0,0001
PC(36:0) 0,101 £ 0,0074 0,059 + 0,006 0,060 = 0,007%  0,0003
PC(36:2) 0,543 £ 0,0434 0,481 +0,01848 0,300+ 0,0318 0,03
PC(36:8) 0,143 +£0,008* 0,110+ 0,007 0,111+0,0108 0,01
PC(38:2) 0,130 + 0,006* 0,110+ 0,00848 0,093 +£ 0,009 0,008
PC(38:5) 0,275+ 0,0174 0,234+ 0,01348 0,178 £0,014% 0,001
PC(40:4) 0,067 £ 0,0054 0,053 + 0,0054B 0,040 + 0,0058 0,03
SM(d16:1/24:0) 0,164 + 0,009 0,135+ 0,01048 0,125+ 0,007 0,01
SM(d16:1/24:1) 0,113 £ 0,008 0,104 £ 0,00548 0,085+ 0,0088 0,05
SM(d18:0/16:0) 0,125 +0,0054 0,096 + 0,003 0,089 £ 0,006  <0.0001
SM(d18:0/22:0) 0,072 £ 0,0054 0,050 + 0,004 0,045+ 0,004% 0,002
SM(d18:0/24:0) 0,036 + 0,0024 0,027 £ 0,0024B 0,026 +0,004% 0,01
SM(d18:1/18:0) 0,150 +0,0074 0,130+ 0,0078 0,100+ 0,007%  0,0005
SM(d18:1/24:1) 0,113 £ 0,006* 0,096 + 0,007 0,082+ 0,009 0,01
PE(34:2) 0,192 +£0,0214 0,134 + 0,00548 0,122+ 0,014% 0,007
PE(36:1) 0,176 £0,0124 0,140 £ 0,009 0,116 £0,014% 0,007
PE(36:2) 0,471 +0,0534 0,312+ 0,0178 0,247 £ 0,0258  0,0008

Fonte: do autor.

Nota: Os dados estao apresentados como valores médios = S.E.M. A e B indicam diferengas entre as ragas no pos-
teste Tukey (P<0.05). Nomenclatura lipidica: classe lipidica PC = fosfatidilcolina, SM = esfingomielina,
PE = fosfatidiletanolamina. Dentro dos parénteses estdo o nimero de carbonos totais seguido pelo nimero
de insaturagdes nos grupos acil graxo (por exemplo, PC(36:2) indica 36 carbonos e 2 insaturagdes em ambos

0s grupos acil graxo.

Na analise do perfil lipidico dos TAG, diacilglicerol e ésteres de colesterol ndo houve

alteracdo entre as ragas. No grafico da andlise de PLS-DA, observou-se sobreposi¢do de

amostras sem individualizagao de grupos entre as diferentes racas (Figura 10).
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Figura 10 - Grafico bidimensional da analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) para os
perfis lipidicos incluindo, triacilglicerol (TAG), diacilglicerol e éster de colesterol de odcitos imaturos.
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Fonte: do autor.

Nota: Ragas Gir (GIR), 1/2 Holandés x 1/2 Gir (HOL) e Holandesa (HOL; pools de cinco odcitos por réplica; n=6
— 9 por raga). Os graficos de PLS-DA foram elaborados com base na concentracdo individual das espécies
lipidicas detectadas nas amostras. As tonalidades de cores nos graficos da analise de PLS-DA representam
as regides de confianga de 95% para cada grupo.

5.3 PERFIL DE TRANSCRITOS RELACIONADOS AO METABOLISMO LIPIDICO NOS
COCS

Para obter mais informagdes sobre o metabolismo lipidico, utilizamos os dados obtidos
através da analise do perfil lipidico dos oocitos das diferentes racas para direcionar os estudos
de expressdo génica por PCR em tempo real. Sendo assim, a escolha dos alvos para a andlise
por PCR foi baseada nas diferencgas de perfil lipidico obtidos por espectrometria de massas.
Foram selecionados 5 genes, LRAT, ATX, PLA2, LPAR2 e SPHKI1, os quais codificam
enzimas importantes para a metabolizacdo dos fosfolipidios de membrana e geragcdo de
metabolitos bioativos, e 11 genes (ACSL3, ACSL6, CPT1A, CPT1B, CPT2, ACADL, ACAA2,
ACACA, FABPS, CD36 e PLIN2) diretamente relacionadas com a -oxidagdo ou envolvidos

no metabolismo de 4cidos graxos.
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Os resultados mostraram que o nivel de RNAm da SPHK1, ACSL3 e CPT2 foi maior
nos oocitos imaturos das doadoras Gir e mesti¢as comparado com as Holandesas (Figuras 11 e
12), enquanto a abundancia do RNAm da LRAT foi maior nos oo6citos imaturos dos animais Gir
em relacao as Holandesas, tendo os o6citos dos animais mestigos uma abundancia intermediaria
de LRAT (Figura 11). A expressdao de ATX, CPTIB, ACADL e CD36 foi maior nos o0citos
imaturos de Gir comparado com as Holandesas, enquanto as mesticas nao diferiram das demais
ragas (Figuras 11 e 12). Nao houve diferenca no perfil de expressao dos genes PLA2, LPAR2,
ACSL6, CPTIA, ACAA2, ACACA, FABPS5 e PLIN2 nos odcitos imaturos das racgas estudadas
(Figuras 11 e 12).

Figura 11 - Abundancia de RNAm da LRAT, ATX, PLA2, LPAR2 e SPHK1 em o6citos imaturos de doadoras
Gir (GIR), 1/2 Holandés x 1/2 Gir (HOLxGIR) e Holandesa (HOL).
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Fonte: do autor.

Nota: A abundancia de RNAm foi mensurada através da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real. Os dados
estdo apresentados como valores médios (£S.E.M.) em relacdo a amostra calibradora e, foram calculados
usando o método AACt e normalizados pelo gene constitutivo peptidilprolil isomerase A (PPIA). As barras
com diferentes letras indicam valores significativamente diferentes (P<0,05).
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Figura 12 - Abundancia de RNAm da ACSL3, ACSL6, CPT1A, CPT1B, CPT2, ACADL, ACAA2, ACACA,
FABPS5, CD36 ¢ PLIN2 em odcitos imaturos de doadoras Gir (GIR), 1/2 Holandés x 1/2 Gir
(HOLxGIR) e Holandesa (HOL).
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Fonte: do autor.

Nota: A abundancia de RNAm foi mensurada através da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real. Os dados
estdo apresentados como valores médios (£S.E.M.) em relacdo a amostra calibradora e, foram calculados
usando o método AACt e normalizados pelo gene constitutivo peptidilprolil isomerase A (PPIA). As barras
com diferentes letras indicam valores significativamente diferentes (P<0,05). Os dados foram obtidos a
partir de quatro réplicas para cada grupo experimental.

Em relagdo aos oodcitos maturados in vitro, a abundancia de ATX, CPTIB e CD36 foi
maior nos oocitos das vacas Gir e mesticas comparada com as Holandesas (Figuras 13 e 14),
enquanto a abundancia do RNAm da LRAT e ACADL foi maior nos odcitos dos animais Gir em
relagdo as Holandesas, tendo os odcitos dos animais mesti¢os uma abundancia intermediaria
(Figuras 13 e 14). Além disso, a expressdo de SPHK1 e CPT1A também foi maior nos animais
Gir em relagdo aos Holandeses, enquanto as mesti¢as nao diferiram das demais ragas (Figuras

13 e 14). Por fim, os oocitos maturados in vitro das doadoras Holandesas e mestigas tiveram
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um maior nivel de RNAm que codifica a PLIN2 em relag@o aos oocitos das vacas Gir (Figura

14).

Figura 13 - Abundancia de RNAm da LRAT, ATX, PLA2, LPAR2 e SPHKI1 em o6citos maturados in vitro de
doadoras Gir (GIR), 1/2 Holandés x 1/2 Gir (HOLxXxGIR) e Holandesa (HOL).
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Nota: A abundancia de RNAm foi mensurada através da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real. Os dados
estdo apresentados como valores médios (£S.E.M.) em relagdo a amostra calibradora e, foram calculados
usando o método AACt e normalizados pelo gene constitutivo peptidilprolil isomerase A (PPIA). As barras
com diferentes letras indicam valores significativamente diferentes (P<0,05). Os dados foram obtidos a

partir de quatro réplicas para cada grupo experimental.
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Figura 14 - Abundancia de RNAm da ACSL3, ACSL6, CPT1A, CPT1B, CPT2, ACADL, ACAA2, ACACA,
FABPS, CD36 e PLIN2 em odcitos maturados in vitro de doadoras Gir (GIR), 1/2 Holandés x 1/2 Gir
(HOLxGIR) e Holandesa (HOL).
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Nota: A abundancia de RNAm foi mensurada através da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real. Os dados
estdo apresentados como valores médios (£S.E.M.) em relagdo a amostra calibradora e, foram calculados
usando o método AACt e normalizados pelo gene constitutivo peptidilprolil isomerase A (PPIA). As barras
com diferentes letras indicam valores significativamente diferentes (P<0,05). Os dados foram obtidos a
partir de quatro réplicas para cada grupo experimental.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho fornecemos uma analise lipidica de odcitos recuperados por OPU
das ragas leiteiras Gir (Bos indicus), Holandesa (Bos taurus) e mestica (1/2 Holandés x 1/2 Gir).
As informagdes bioquimicas presentes nos espectros de massa e o uso de uma analise
multivariada, em conjunto com dados de expressdo génica permitiram uma analise abrangente
do metabolismo lipidico nos odcitos. Os perfis lipidico e transcricional dos oocitos puderam ser
melhor discriminados entre as ragas puras. Os oocitos da raca Gir, em comparagao com 0s
Holandeses, tiveram uma maior concentragdo de fosfolipidios de membrana. Tais odcitos
apresentaram também maior abundancia de transcritos que codificam enzimas importantes para
a metabolizacdo dos fosfolipidios e geracdo de moléculas bioativas conhecidamente
relacionadas com a competéncia oocitaria. Adicionalmente, os resultados de expressdo génica
também sugerem que os oocitos das doadoras Gir tenham um mecanismo molecular que facilite
a entrada de 4cidos graxos na célula e a B-oxidagao de acidos graxos.

A analise lipidica através da espectrometria de massas, usando o perfil de MRM com a
adicdo de padrdes internos, possibilitou a quantificagdo relativa das espécies lipidicas
monitoradas nos oocitos imaturos. Nao houve diferenca na concentragdo relativa de TAG,
¢ésteres de colesterol, diacilglicerol, PI e ceramida nos oocitos. Entretanto, a concentracao de
PC foi maior nos odcitos das doadoras Gir comparado com as Holandesas e mesticas, € a
abundancia de SM e PE foi maior nos odcitos Gir comparado com as Holandesas, enquanto as
mestigas ndo diferiram das demais ragas (Tabela 2). Além disso, considerando os lipidios de
membrana, a andlise de PLS-DA mostrou que houve estratificagdo entre as ragas, indicando
que a raca teve efeito no perfil dos lipidios de membrana dos odcitos imaturos (Figura 8) e, a
ANOVA determinou que 19 espécies lipidicas foram diferentes entre as racas (Tabela 4).

O conteudo e o metabolismo lipidico influenciam a qualidade do odcito e, portanto,
mudangas na composic¢ao lipidica do odcito podem ter um impacto significativo em fungdes
biologicas cruciais para a aquisi¢do da competéncia para sofrer a maturagdo completa e o
desenvolvimento embrionario (CASTANEDA et al., 2013; DUNNING et al., 2014a; KAHN et
al., 2021). Os fosfolipidios PCs e SMs sdo as principais moléculas nas membranas celulares,
regulando sua fluidez e permeabilidade (HANNUN et al., 2001; KAHN et al., 2021). Visto que
elas estdo concentradas no folheto externo da membrana plasmatica e fornecem uma barreira
para o ambiente extracelular, por muito tempo assumiu-se que a PC e SM desempenhavam
apenas fungdes estruturais. Porém, nos ultimos 20 anos a literatura tem mostrado que o

metabolismo de tais fosfolipidios de membrana e seus metabodlitos gerados, tais como
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diacilglicero6is, acidos graxos insaturados, acido lisofosfatidico (LPA), ceramida, esfingosina e
esfingosina-1-fosfato (S1P) sdo reconhecidos como mensageiros que desempenham papéis
essenciais no crescimento, sobrevivéncia e morte celular (KOLESNICK, 2002; revisado por
KAHN et al., 2021). O papel desses derivados lipidicos na maturagao e na competéncia para o
desenvolvimento oocitario tem sido estudado em vérias espécies de mamiferos (revisado por
KAHN et al., 2021).

O presente trabalho mostrou que a espécie lipidica predominante nos oocitos foi a
PC(34:1) (Tabela 3). Este resultado ¢ consistente com outros estudos nos quais a PC(34:1) foi
observada entre os ions lipidicos mais abundantes em o6citos de mamiferos, tais como bovinos,
ovelhas, caes e gatos (FERREIRA et al., 2010; APPARICIO et al., 2012; CHEN et al., 2020).
Além disso, como mencionado, a concentracdo de PC total foi maior nos oocitos imaturos
obtidos das doadoras Gir (Tabela 2). O maior nivel de PC em odcitos ja foi previamente
associado com a qualidade oocitaria (CHEN et al., 2020).

Chen e colaboradores (2020) demonstraram que o6citos imaturos de melhor qualidade
morfoldgica apresentaram maior abundancia de PC quando comparado com odcitos de pior
qualidade. Os autores discutem a importancia deste resultado, considerando que a PC pode ser
um substrato para a enzima lecitina retinol aciltransferase (LRAT) que catalisa a transferéncia
de uma cadeia de acido graxo da PC para o retinol, produzindo o éster de retinol. Sendo assim,
a LRAT desempenha um papel fundamental na retengdo e no armazenamento de vitamina A e
controla a geracdo do acido retindico, um potente regulador da expressao de varios genes via
receptores nucleares (GOLCZAK; PALCZEWSKI, 2010). E conhecido que a adi¢do de acido
retindico durante a maturagdo in vitro de odcitos bovinos e de roedores foi capaz de aumentar
a taxa de maturagdo e a qualidade oocitaria, impactando positivamente no desenvolvimento
embrionario (DUQUE et al., 2002; HIDALGO et al., 2003; IKEDA et al., 2005; NASIRI et al.,
2011).

Curiosamente, em associagdo com a maior concentragao de PC nos oocitos imaturos das
doadoras Gir, houve também uma maior expressao do RNAm que codifica a enzima LRAT nos
odcitos imaturos e maturados in vitro dos animais Gir e mesticos em comparagdo com 0s
Holandeses (Figuras 11 e 13). Tais resultados sugerem que a via de retengdo e armazenamento
de vitamina A esteja sendo favorecida nos odcitos dos animais Gir e mestigos. Provavelmente,
em maior propor¢ao nos oocitos dos animais Gir, nos quais além do maior nivel de RNAm da
enzima LRAT, houve também maior concentracido de seu substrato, PC.

Os fosfolipidios de membrana, incluindo PC e PE, também sdo importantes substratos

para a formagdo do LPA (AOKI et al, 2004). O LPA ¢ uma molécula sinalizadora que
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desempenha um papel na promocao da maturacdo meidtica, reduz a apoptose em COCs e
melhora a competéncia para o desenvolvimento embrionario em odcitos de roedores, bovinos
e suinos (JO et al., 2014; BORUSZEWSKA et al., 2015; ZHANG et al., 2015). Os fosfolipidios
de membrana sao metabolizados pelas enzimas fosfolipase A2 (LPA2) e autotaxina (ATX) para
a producdo de LPA. Boruszewska e colaboradores (2014) mostraram que o RNAm das enzimas
envolvidas na sintese de LPA (PLA2 e ATX) e dos receptores de LPA (LPARI a LPAR4) foi
detectado nos odcitos bovinos, demonstrando que os odcitos sdo potenciais fonte e alvo da acao
do LPA.

Apesar de ndo ter sido encontrada diferenca na abundancia do RNAm da LPA2 e do
LPAR?2 nos odcitos das diferentes racas, demonstramos que o nivel de RNAm da 47X foi maior
nos odcitos imaturos e maturados in vitro da raga Gir em relacdo aos da raca Holandesa (Figuras
11 e 13). Este ¢ um resultado relevante, considerando que houve também uma maior
concentragdo dos substratos PC e PE nos odcitos imaturos da raca Gir comparado com a
Holandesa (Tabela 2). Em conjunto, tais resultados nos permitem inferir que uma maior
quantidade de fosfolipidios de membrana possa estar sendo metabolizada para a geracdo de
LPA nos odcitos das doadoras Gir.

E interessante mencionar ainda que a espécie molecular mais eficiente de LPA possui
uma cadeia de acil graxo saturada 16:0 (palmitoil) ou insaturada 18:1 (oleoil) ligada a cadeia
principal de glicerol (SANTOS et al., 2006). Nossos resultados mostraram que a espécie
lipidica predominante nos odcitos, a PC(34:1), a qual ¢ formada pelas cadeias de acil graxo
16:0 e 18:1, foi 1,8 vezes maior nos o6citos Gir comparado com os oocitos Holandeses (4,3 +
0,3 versus 2,4 + 0,1 ng/odcito, respectivamente; P<0,0001; Tabela 4). Além disso, as trés
espécies de PE que tiveram maior concentracdo nos oocitos Gir em relagdo aos odcitos
Holandeses, PE(34:2), PE(36:1) e PE(36:2) (Tabela 4) também contém cadeias de acil graxo
18:1. Sendo assim, os odcitos Gir possuem uma maior concentragao de substratos PC e PE para
a produgdo de espécies de LPA altamente eficientes.

Nos oo6citos imaturos das doadoras mesticas a concentracdo de PE, assim como a
expressao do RNAm da 47X ndo diferiu das racas Gir e Holandesa, entretanto, nos odcitos
maturados in vitro houve maior nivel de RNAm da 47X tanto nas doadoras Gir como nas
mesticas, em relagdo as Holandesas (Figura 13). Tal achado indica que, durante a maturagao,
os fosfolipidios de membrana possam estar sendo metabolizados com maior eficiéncia para a
geracdo de LPA, ndo somente nos animais Gir, mas também nas doadoras mestigas.

Outra importante fungdo do LPA estd relacionada a sua capacidade de regular a

expressao e atividade das enzimas ACSL3 e ACADL, as quais estdo envolvidas na ativagdo e
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B-oxidacdo de acidos graxos e, sdo positivamente associadas com a competéncia oocitaria
(YUAN et al., 2011; DUNNING et al., 2014b; KAHN et al., 2021). No presente trabalho
encontramos um maior nivel de RNAm da ACSL3 nos odcitos imaturos (Figura 11) e ACADL
nos oocitos imaturos e maturados in vitro obtidos dos animais Gir em comparagdo com 0s
Holandeses (Figuras 11 e 13). A expressao aumentada dessas enzimas nos o6citos das doadoras
Gir ¢ mais um indicio de que a via de geragdo de LPA a partir de fosfolipidios de membrana
possa estar sendo positivamente regulada nos oocitos da raga Gir.

E conhecido que a utilizagdo de acidos graxos livres seja para a biossintese de lipidios
complexos (como os fosfolipidios e TAGs) ou para a -oxidagao mitocondrial requer a ativacao
do acido graxo, o qual ¢ conjugado com a CoA, formando acil-CoA (SOUPENE; KUYPERS,
2008; WEEDON-FEKJAER et al, 2010). Nas células animais, essa reacdo ¢ catalisada
principalmente pela familia das enzimas ACSL (TOMODA et al., 1991). A literatura mostra
que a enzima ACSL3 ¢ especificamente necessaria para a ativagao de acidos graxos que serao
utilizados para a formagdo de fosfolipidios do tipo PC (YAO; YE, 2008). Portanto, o nivel
elevado do RNAm que codifica a enzima ACSL3 nos odcitos das doadoras Gir pode ser um dos
fatores que interferem na maior concentragao de PC nesses odcitos.

Entre as classes lipidicas que diferiram entre as ragas, ¢ interessante notar também que
a maior concentracdo da SM nos odcitos imaturos das doadoras Gir em comparagdo com as
Holandesas (Tabela 2) pode ser um indicativo de odcitos de maior qualidade. Annes e
colaboradores (2018) mostraram haver uma maior expressao da espécie lipidica SM(16:0) em
odcitos imaturos derivados de foliculos > 8 mm, os quais apresentam melhor qualidade e
potencial para o desenvolvimento embriondrio quando comparado com odcitos oriundos de
foliculos menores. Em adigdo a literatura relata que a regulagdo positiva da SM esté associada
a supressao da apoptose (HANNUN; OBEID, 2002; JUNG et al., 2014).

Virios relatos sugerem que a SM apresenta alta afinidade com o colesterol (PATRA et
al.,, 1999; KOLESNICK et al., 2000; SIMONS; IKONEN, 2000; KOLESNICK, 2002). O
colesterol interage com o grupo principal da esfingosina através de ligacdes de hidrogénio,
fornecendo um elemento extra de estabilidade para dominios de membrana enriquecidos com
SM e colesterol, também chamados de jangadas lipidicas. Acredita-se que esses microdominios
de membrana funcionem como plataformas de sinalizagdo que regulam a localizagdo e as
interagdes das proteinas (KOLESNICK et al., 2000). Porém, a SM nao influencia a sinaliza¢ao
apenas como um componente das jangadas lipidicas, ela ¢ também um precursor de ceramida,
esfingosina e S1P, metabdlitos que desempenham papeis essenciais no crescimento,

sobrevivéncia e morte celular (HANNUN et al., 2001).
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No presente trabalho, mostramos que os odcitos imaturos das doadoras Gir e mesticas
tiveram um maior nivel de RNAm da SPHKI. A enzima SPHK1 ¢ necessaria para a produgao
de S1P, um dos metabdlitos da SM (KOLESNICK, 2002). A literatura mostra que a S1P atua
prevenindo a apoptose durante a maturacao in vitro de COCs de camundongos, além de afetar
positivamente o desenvolvimento dos odcitos, aumentando a taxa de produgdo de blastocistos
(PEREZ et al., 2005; JEE et al., 2011). Um estudo em bovinos demonstrou que o bloqueio da
producao endogena de SI1P durante a maturagdo reduziu a taxa de clivagem e o
desenvolvimento dos blastocistos (ROTH; HANSEN, 2004). Além disso, Roth e Hansen (2004)
mostraram que odcitos maturados com a adi¢ao de S1P sob condi¢des de choque térmico (41°C)
ndo tiveram redu¢do da taxa de clivagem e do desenvolvimento embrionario, normalmente
vistos quando a maturagao ¢ realizada em condi¢des de estresse térmico. Portanto, os autores
demonstraram que a S1P desempenha um importante papel na prote¢do dos oocitos durante o
estresse térmico.

E amplamente conhecido que odcitos de animais Bos faurus sdo mais sensiveis ao
estresse térmico do que odcitos de animais Bos indicus, indicando que ha um efeito genético
sobre o estresse térmico (PAULA-LOPES et al, 2013). Considerando o papel da S1P na
protecdo durante o estresse térmico, podemos supor que a maior concentragao do precursor da
S1P, a SM, associada com o maior nivel de RNAm que codifica a enzima SPHK nos odcitos
das doadoras Gir (Figuras 11 e 13), possam ser um dos mecanismos que promovam
termoprotecdo, permitindo que os odcitos desses animais sofram menos efeitos do estresse
térmico quando comparado com as fémeas Holandesas.

Apesar dos oocitos das doadoras mesticas ndo terem apresentado uma maior
concentracdo de SM, comparado com as doadoras Holandesas, eles tiveram um maior nivel de
RNAm que codifica a enzima SPHK! (Figura 11), sugerindo que os odcitos dos animais 1/2
Holandés x 1/2 Gir também apresentem um mecanismo termoprotetor mais eficiente que os
odcitos das doadoras Holandesas.

Conforme apontado pelo grafico da analise de PLS-DA, o perfil de TAG, diacilglicerol
e éster de colesterol foi semelhante nos odcitos das doadoras de diferentes genotipos (Figura
10), assim como a concentracdo dessas classes lipidicas ndo diferiu entre as racgas (Tabela 2).
Considerando que os TAG e ésteres de colesterol sdo os principais lipidios armazenados nas
goticulas lipidicas, tais resultados sdo consistentes com a andlise do contetido das gotas lipidicas
citoplasmaticas, a qual foi semelhante nos odcitos imaturos das doadoras Gir, mesti¢a e

Holandesa (Figura 7).
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Até onde sabemos este ¢ o primeiro trabalho a investigar o contetido das goticulas
lipidicas em odcitos imaturos de doadoras dos genotipos Bos indicus, Bos taurus e Bos
taurus/indicus. Em od6citos maturados in vitro, Ordonez-Leon e colaboradores (2014)
mostraram haver uma maior quantidade de goticulas lipidicas em Bos taurus quando comparado
com Bos indicus, enquanto os oocitos obtidos de animais mesticos (Bos indicus x Bos taurus)
apresentaram um conteudo intermedidrio de goticulas lipidicas. O mesmo trabalho, relacionou
esse aumento do conteudo lipidico durante a maturagdo com uma menor producao in vitro de
embrides em Bos taurus. Os autores sugerem que esse acumulo de lipidios nos odcitos dos
animais Bos taurus durante a maturagao in vitro possa ocorrer em virtude do odctio ser capaz
de absorver lipidios do ambiente de cultura, ou ainda, ocorrer como resultado de uma
diminui¢do na capacidade de metabolizar os lipidios através da f-oxidagdo (ORDONEZ-LEON
etal., 2014).

Embora ndo tenha sido observada diferenca no perfil e concentracdo dos principais
lipidios de reserva energética nos odcitos imaturos dos diferentes genotipos, o padrao
transcricional de enzimas importantes para o metabolismo de lipidios e geracdo de energia foi
impactado pela raga.

Os relatos da literatura mostram que durante a maturagdo oocitaria o conteudo de TAG
diminui e a atividade de 3-oxidag@o mitocondrial aumenta, sugerindo que o estoque de goticulas
lipidicas citoplasmatica ¢ utilizado como uma fonte de energia celular (KIM et al., 2001;
CETICA et al,, 2002; TARAZONA et al., 2006; FAIR et al., 2007). De fato, a redugdo na -
oxidacdo de acidos graxos, utilizando um inibidor da atividade de CPT1 durante a maturagdo
in vitro, compromete a maturagao meiotica do oocito e a produgdo embrionaria (FERGUSON;
LEESE, 2006; PACZKOWSKI et al., 2013; BRISARD et al., 2014). A CPT1 e CPT2 sdo
proteinas essenciais para o transporte dos acidos graxos para a mitocondria para sofrerem a f3-
oxidagdo e, assim, aumentar a disponibilidade de ATP na célula (YUAN et al., 2013).
Interessantemente, encontramos menor abundancia do RNAm da CPTI1A4, CPTIB ¢ CPT2 nos
odcitos imaturos e/ou maturados in vitro obtidos das doadoras Holandesas quando comparado
com as doadoras Gir (Figuras 12 e 14), indicando que nas doadoras Holandesas o transporte de
acidos graxos para a mitocondria possa ser comprometido.

Em adicao o nivel de RNAm que codifica as enzimas ACSL3 e ACADL foi menor nos
odcitos das doadoras Holandesas em relagdo as doadoras Gir (Figuras 12 e 14). De acordo com
a funcdo dessas enzimas, tais resultados sugerem que a ativagdo de 4cidos graxos livres antes
de seu transporte para a mitocondria e a primeira etapa da B-oxida¢do dentro da mitocondria

também sejam comprometidas nos odcitos das vacas Holandesas.



59

Curiosamente, os oocitos maturados in vitro das doadoras Holandesas tiveram um maior
nivel de RNAm que codifica a proteina perilipina 2 (PLIN2) em relacdo aos odcitos das vacas
Gir (Figura 14). A PLIN2 ¢ uma proteina localizada na superficie das goticulas lipidicas
citoplasmaticas e esta envolvida no processo de formagao e acimulo dessas goticulas (SASTRE
et al., 2014). Yang e colaboradores (2012) mostraram que odcitos de roedores maturados in
vitro em condi¢des que induziram o aumento no contetido de goticulas lipidicas apresentaram
maior nivel de RNAm para PLIN2 e redugdo na taxa de maturagao oocitaria.

Portanto, a menor abundancia de RNAm da CPTIA, CTPIB, CPT2, ACSL3 e ACADL
nos odcitos das doadoras Holandesas, indica que tais o6citos possam apresentar uma capacidade
reduzida de metabolizar os lipidios através da B-oxidacdo mitocondrial. Tais resultados, em
conjunto com um maior nivel de transcritos da PLIN2 nos odcitos maturados in vitro das
doadoras Holandesas, corroboram o relato da literatura que mostra um acimulo no contetido
lipidico durante a maturagao in vitro nos odcitos de vacas Bos taurus e explica, pelo menos em
parte, a menor producdo de embrides geralmente encontrada nesses animais (ORDONEZ-
LEON et al., 2014).

Por fim, a abundancia de RNAm da CD36 foi maior nos odcitos imaturos ¢ maturados
in vitro dos animais Gir, quando comparado com as doadoras Holandesas (Figuras 12 ¢ 14). A
proteina CD36 esta envolvida com a entrada de acidos graxos de cadeia longa na célula e, ao
aumentar a sua expressdo, a entrada de acidos graxos no oocito pode ser facilitada
(UZBEKOVA et al., 2015). Portanto, os resultados do presente estudo sugerem que os oocitos
das doadoras Gir tenham um mecanismo molecular que facilite a entrada de 4cidos graxos na
célula e a subsequente B-oxidacdo de acidos graxos para geragao de energia na forma de ATP.

Nao foi possivel distinguir um padrdao de expressdo especifico para os odcitos das
doadoras 1/2 Holandés x 1/2 Gir em relagado as racas puras, sendo que alguns genes que foram
diferencialmente expressos entre os odcitos das ragas Gir e Holandesa, ndo diferiram nos
oocitos mesticos. Entretanto, o nivel de transcritos da ACSL3 e CPT2 nos oocitos imaturos
(Figura 12) e, CPTIB, ACADL e CD36 nos oocitos maturados in vitro (Figura 14) obtidos dos
animais mesti¢cos foi maior comparado com os odcitos Holandeses. Estes resultados indicam
que os animais mesticos também possuam um aparato molecular que favoreca a entrada e -

oxidagdo de &cidos graxos no odcito.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que o perfil lipidico e a expressao de genes relacionados
ao metabolismo de lipidios puderam ser mais claramente discriminados entre os odcitos das
ragas puras, Gir e Holandesa.

A maior concentragdao dos fosfolipidios de membrana, PC, PE e SM, nos od6citos dos
animais Gir indicam a existéncia de diferengas estruturais nas membranas dos odcitos de fémeas
Bos indicus versus Bos taurus. Além disso, a maior expressao de genes que metabolizam os
lipidios de membrana nos odcitos Gir aponta para diferentes condicdes metabolicas que
favorecem a geracdo de mensageiros quimicos importantes para o desenvolvimento oocitario
nos animais Gir em relacdo aos Holandeses (Figura 15). Por fim, os resultados de expressao
génica também sugerem que os odcitos das doadoras Gir tenham um mecanismo molecular que
facilite a entrada de acidos graxos na célula e a B-oxidagdo de acidos graxos, o que pode
contribuir para a melhor competéncia oocitaria e subsequente o desenvolvimento embrionario
normalmente relatados para as doadoras Gir em relagdo as Holandesas (Figura 15). A Figura
15 ilustra de forma esquematica as principais conclusdes deste trabalho.

Nos odcitos das doadoras mesticas, apesar de ndo haver uma maior concentragcao dos
fosfolipidios de membrana em relagcdo as doadoras Holandesas, alguns genes relacionados a
metabolizacdo dos lipidios de membrana e a B-oxidacdo de acidos graxos foram mais
abundantes, podendo contribuir para a melhor qualidade oocitaria quando comparada com os
odcitos de doadoras Holandesas.

Os dados gerados pelo presente estudo prospectam potenciais biomarcadores, os quais
podem auxiliar futuras pesquisas que visam a identificacdo de alteragdes necessarias para a
melhoria da eficiéncia do processo de PIVE em animais de diferentes grupamentos genéticos

leiteiros.
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Figura 15 - Representacdo esquematica dos principais resultados e conclusdes fornecidas pelo presente trabalho.
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Nota: A maior concentragdo fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolAMIna (PE) e esfingomielina (SM) nos odcitos
dos animais Gir, associada com a maior expressdao de genes que metabolizam os lipidios de membrana,
como: LRAT, ATX e SPHK, indicam haver condi¢cdes metabodlicas que favoregam a geragdo de mensageiros
quimicos importantes para o desenvolvimento oocitario nos animais Gir em relagdo aos Holandeses. O
maior nivel de RNAm codificado pelos genes CD36, ACSL3, CPTIB, CTP2 e ACADL nos odcitos Gir
sugerem que tais oocitos tenham um mecanismo molecular que facilite a entrada de acidos graxos (FA) na
célula e a B-oxidagdo de acidos graxos para a produgdo de energia. ACADL, Acil-CoA desidrogenase de
cadeia longa; ACSL3, Acil-CoA sintetases de cadeia longa 3; ATX, Autotaxina; CD36, Receptor de
trombospondina; CPT1B, Carnitina Palmitoil Transferase 1B; CPT2, Carnitina Palmitoil Transferase 2;
LPA, 4cido lisofosfatidico, LRAT, Lecitina retinol aciltransferase; SIP, esfingosina-1-fosfato;
SPHK1,Esfingosina kinase 1.
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APENDICE A — LISTA DE iONS PRECURSORES E IONS PRODUTOS

Nome do composto

Ion Precursor

Ion Produto

PC(30:0) 706,5 184,1
PC(30:1) 704,5 184,1
PC(30:2) 702,5 184,1
PC(32:0) 734,6 184,1
PC(32:1) 732,6 184,1
PC(32:2) 730,5 184,1
PC(32:3) 728.5 184,1
PC(34:0) 762,6 184,1
PC(34:1) 760,6 184,1
PC(34:2) 758.6 184,1
PC(34:3) 756,6 184,1
PC(34:4) 7545 184,1
PC(34:5) 7525 184,1
PC(34:6) 750,5 184,1
PC(36:0) 790,6 184,1
PC(36:1) 788.6 184,1
PC(36:2) 786,6 184,1
PC(36:3) 784.6 184,1
PC(36:4) 782,6 184,1
PC(36:5) 780,6 184,1
PC(36:6) 7785 184,1
PC(36:7), PCo(36:0) 7765 184,1
PC(36:8) 7745 184,1
PC(38:1) 816,6 184,1
PC(38:2) 814,6 184,1
PC(38:3) 812,6 184,1
PC(38:4) 810,6 184,1
PC(38:5) 808,6 184,1
PC(38:6) 806,6 184,1
PC(38:7), PCo(38:0) 804,6 184,1
PC(38:8), PCo(38:1) 802,5 184,1
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PC(38:9), PCo(38:2) 800,5 184,1
PC(40:0), PCp(42:6) 846,7 184,1
PC(40:10), PCo(40:3) 826,5 184,1
PC(40:3) 840,6 184,1
PC(40:4) 838,6 184,1
PC(40:5) 836,6 184,1
PC(40:6) 834,6 184,1
PC(40:7), PCo(40:0) 832,6 184,1
PC(40:8), PCo(40:1) 830,6 184,1
PC(42:6) 862,6 184,1
PC(52:4) 1006,8 184,1
PCo(32:0) 720,6 184,1
PCo(32:1) 718,6 184,1
PCo(32:2) 716,6 184,1
PCo(32:3) 714,5 184,1
PCo(34:0) 748,6 184,1
PCo(34:1) 746,6 184,1
PCo(34:2) 744,6 184,1
PCo(34:3) 742,6 184,1
PCo(34:4) 740,6 184,1
PCo(36:2) 772,6 184,1
PCo(36:3) 770,6 184,1
PCo(36:4) 768,6 184,1
PCo(36:5) 766,6 184,1
PCo(38:3) 798,6 184,1
PCo(38:4) 796,6 184,1
PCo(38:5) 794,6 184,1
PCo(38:6) 792,6 184,1
PCo(40:4) 824,6 184,1
PCo(40:5) 822,6 184,1
PCo(40:6) 820,6 184,1
PCp(36:5) 764,6 184,1
PCp(40:6), PC(38:0) 818,6 184,1
Lyso PC(14:0) 468.3 184,1
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Lyso PC(16:0) 496.3 184,1
Lyso PC(16:1) 494.3 184,1
Lyso PC(17:1) 508.3 184,1
Lyso PC(18:0) 524.3 184,1
Lyso PC(18:1) 522.3 184,1
Lyso PC(18:2) 520.3 184,1
Lyso PC(20:3) 546.3 184,1
Lyso PC(20:4) 5443 184,1
Lyso PC(22:5) 570.3 184,1
Lyso PC(22:6) 568.3 184,1
Lyso PC(6:0) 356.1 184,1
SM(d16:1/18:1) 701,6 184,1
SM(d16:1/22:1) 7576 184,1
SM(d16:1/24:0) 787,7 184,1
SM(d16:1/24:1) 785.6 184,1
SM(d18:0/14:0) 677.6 184,1
SM(d18:0/16:0) 705,6 184,1
SM(d18:0/18:0) 733,6 184,1
SM(d18:0/20:0) 761,6 184,1
SM(d18:0/22:0) 789,7 184,1
SM(d18:0/24:0) 817,7 184,1
SM(d18:1/12:0) 647,5 184,1
SM(d18:1/14:0) 675,5 184,1
SM(d18:1/16:0) 703,6 184,1
SM(d18:1/18:0) 731,6 184,1
SM(d18:1/18:1)9Z)) 729,6 184,1
SM(d18:1/20:0) 759.6 184,1
SM(d18:1/24:0) 815,7 184,1
SM(d18:1/24:1)15Z)) 813,7 184,1
SM(d18:1/26:1)17Z)) 841,7 184,1
SM(d18:2/14:0) 673, 184,1
SM(d18:2/20:1) 755.6 184,1
SM(d18:2/22:1) 783,6 184,1
SM(d18:2/24:1) 811,7 184,1
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PE(34:2) 716,5 575,5
PE(36:1) 746,5 605,5
PE(36:2) 744.5 603,5
PE(36:3) 7425 601,5
PE(36:4) 740,5 599,5
PE(38:3) 7705 629,5
PE(38:4) 768.5 6275
PE(38:5) 766,5 625,5
PEo(34:1) 704,5 563,5
PE0(34:2) 702,5 561,5
PE0(36:2) 730,5 589,5
PE0(38:5) 7525 611,5
PE0(38:6) 750,5 609,5
PG(32:0) 740,5 551,5
PG(32:1) 738,5 549.5
PG(34:0) 768.5 579,5
PG(34:1) 766,5 577,5
PG(34:2) 764,5 5755
PG(36:1) 794,5 605,5
PG(36:2) 7925 603,5
PG(36:3) 790,5 601,5
PG(36:8), PGo(36:1) 780,4 591,4
PI(34:0) 856,5 579,5
PI(34:1) 854,5 577,5
PI(34:2) 852,5 575,5
PI(36:1) 882,5 605,5
PI(36:2) 880,5 603,5
PI(36:3) 878.5 601,5
PI(36:4) 876,5 599,5
PI(38:2) 908,5 631,5
PI(38:3) 906,5 629,5
PI(38:4) 904,5 6275
PI(38:5) 902,5 6255
PI(40:4) 932,5 655,5
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PI(40:5) 930,5 653,5
Plo(20:5) 632,3 3553
Plo(38:3), PIp(38:2) 892,6 615,6
Plo(38:4), PIp(38:3) 890,5 613,5
PS(14:0) 470,2 285,2
PS(14:1) 468,2 283,2
PS(18:0) 526,3 341,3
PS(28:0) 680,4 4954
PS(28:2) 676,4 491,44
PS(32:1) 734.,4 5494
PS(32:2) 732.,4 547,4
PS(32:3) 730,4 545,4
PS(34:4) 756,4 571,4
PS(36:7) 778,4 593,4
PS(36:8) 776,4 591,4
PS(42:6) 864,5 679,5
PSo(18:0) 512,2 3272
PSo(34:3) 746,5 561,5
PSp(30:1) 690,4 505,4
PSp(40:6), PS(38:0) 820,5 635,5
Cer(d18:0/24:0) 652,7 266,4
Cer(d18:0/26:0) 680,7 266,4
Cer(d18:1/16:0) 538,5 264,3
Cer(d18:1/24:0) 650,6 264,3
Cer(d18:1/24:1) 648,6 264,3
Cer(d18:1/26:0) 678,7 264,3
Cer(t18:0/16:0(20H)) 572,5 2824
Cer(t18:0/18:0(20H)) 600,6 282,4
Cer(t18:0/22:0(20H)) 656,6 282.4
Cer(t18:0/26:0(20H)) 712,7 2824
CerP(d18:0/16:0) 620,5 266,4
16:0 Cholesteryl ester 6425 369,1
18:0 Cholesteryl ester 670,6 369,1
18:1 Cholesteryl ester 668,6 369,1
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22:0 Cholesteryl ester 726,6 369,1
22:1 Cholesteryl ester 724.6 369,1
DG 16:0_16:0 586,5 313.,5
DG 16:0 _16:1 584,5 311,5
DG 16:0 _16:2 582,5 309,5
DG 16:0 _18:0 614,5 341,5
DG 16:0 18:1 612,5 339,5
DG 16:0 _18:2 610,5 337,5
DG 18:0 _16:0 614,5 313,5
DG 18:0 _18:0 642,6 341,6
DG 18:1 _16:0 612,5 313,5
DG 18:1_16:1 610,5 311,5
DG 18:1 _18:0 640,6 341,6
TAG(48:0) FA 16:0 824,8 551,8
TAG(48:0) FA 18:0 824,8 523,8
TAG(48:1) FA 16:0 822,8 549,8
TAG(48:1) FA 16:1 822,8 551,8
TAG(48:1) FA 18:1 822,8 523,8
TAG(48:2) FA 16:0 820,8 547,8
TAG(48:2) FA 18:1 820,8 521,8
TAG(48:2) FA 18:2; TG 18:2 30:0 820,8 523,8
TAG(48:3) FA 16:0 818,8 545,8
TAG(50:0) FA 16:0 852,8 579,8
TAG(50:1) FA 18:0 852,8 551,8
TAG(50:1) FA 18:1 852,8 553,8
TAG(50:2) FA 16:0 850,8 577,8
TAG(50:2) FA 16:1 850,8 579,8
TAG(50:2) FA 18:0 850,8 549,8
TAG(50:2) FA 18:1 850,8 551,8
TAG(50:2) FA 18:2 850,8 553,8
TAG(50:3) FA 16:0 848,8 575,8
TAG(50:3) FA 16:1 848,8 577,8
TAG(50:3) FA 18:0 848,8 547,8
TAG(50:3) FA 18:1 848,8 549,8
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TAG(50:3) FA 18:2 848,8 551,8
TAG(50:4) FA 16:0 846,83 573,8
TAG(50:4) FA 18:2 846,8 549,8
TAG(52:0)_FA 16:0 880,8 607,8
TAG(52:0) FA 18:0 880,8 579,8
TAG(52:1)_FA 16:0 878,8 605,8
TAG(52:1) FA 18:0 878,8 5778
TAG(52:1)_FA 18:1 878,8 579,8
TAG(52:2) FA 16:0 876,8 603,8
TAG(52:2) FA 16:1 876,8 605,8
TAG(52:2) FA 18:0 876,8 5758
TAG(52:2) FA 18:1 876,8 577,8
TAG(52:2) FA 182 876,8 579,8
TAG(52:3) FA 16:0 874,8 601,8
TAG(52:3) FA 16:1 874,8 603,8
TAG(52:3) FA 18:1 874,8 575,8
TAG(52:3) FA 18:2 874,8 577,8
TAG(52:4) FA 16:0 872,8 599,8
TAG(52:4) FA 16:1 872.8 601,8
TAG(52:4) FA 18:1 872,8 573,8
TAG(52:4) FA 18:2 872.8 575.8
TAG(52:4) FA 20:4 872,8 551,8
TAG(52:5) FA 20:4 870,8 549,7
TAG(54:0) FA 16:0 908,9 6359
TAG(54:0) FA 18:0 908,9 607.8
TAG(54:1) FA 16:0 906,8 633,8
TAG(54:1) FA 18:0 906,8 605,8
TAG(54:1) FA 18:1 906,8 607,8
TAG(54:2) FA 16:0 904,8 631,8
TAG(54:2) FA 18:0 904,8 603,8
TAG(54:2) FA 18:1 904,8 605,8
TAG(54:3) FA 16:0 902,8 629,8
TAG(54:3) FA 18:0 902,8 601,8
TAG(54:3) FA 18:1 902,8 603,8
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TAG(54:4) FA 16:0 900,8 627,8
TAG(54:4) FA 18:1 900,8 601,8
TAG(54:4) FA 18:2 900,8 603,8
TAG(54:4) FA 20:4 900,8 579,8
TAG(54:5)_FA 16:0 898,8 625,8
TAG(54:5) FA 20:4 898,8 577,8
TAG(54:6) FA 20:4 896,83 575,8
TAG(54:8) FA 16:0 892,7 619,7
TAG(54:8)_FA 18:0 892,7 591,6
TAG(54:8) FA 18:1 892,7 593,7
TAG(56:0)_FA 16:0 936,9 663,9
TAG(56:1)_FA 16:0 934,9 661,9
TAG(56:3)_FA 16:0 930,8 657,8
TAG(56:3) FA 18:0 930,8 629,8
TAG(56:4) FA 16:0 928,8 655,8
TAG(56:4) FA 18:1 928,8 629,8
TAG(56:5) FA 16:0 926,8 653,8
TAG(56:5) FA 18:1 926,8 627,7
TAG(56:6) FA 16:0 924,8 651,8
TAG(56:6) FA 18:1 924.8 625,8
TAG(56:6) FA 20:4 924,8 603,8
TAG(56:7)_FA 16:0 922,8 649,8
TAG(58:0) FA 18:0 964,9 663,9
TAG(58:1)_FA 16:0 962,9 689,9
TAG(58:1)_FA 18:0 962,9 661,9
TAG(58:2) FA 16:0 960,9 687,9
TAG(58:2) FA 18:1 960,9 661,9
TAG(58:3)_FA 16:0 958,9 685,9
TAG(58:5) FA 18:1 954,8 655,8
TAG(58:6) FA 16:0 952,8 679,8
TAG(58:6) FA 18:1 952,8 653,8
TAG(58:8)_FA 16:0 948.8 675,8
TAG(58:8) FA 18:1 948.8 649,8
TAG(60:1)_FA 16:0 990,9 717,9
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TAG(60:6) FA 16:0 980,9 707,9
TAG(60:7) FA 16:0 978.,9 705,9
TAG(60:8) FA 16:0 976,9 703,9
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