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Sehr geehrte Damen und Herren,

hiermit erteile ich lhnen die Genehmigung zur Vornahme wissenschattlicher Versuche an 30
Milchkiihen im Rahmen des Versuchsvorhabens  Hitzestress-induzierte Reduktion der Darmin-
tegritat und Aktivierung der Immunregulation bei Milchkihen® (Kurzbezeichnung: ,LeakyCow")
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14.01.2020 (eingegangen am 23.01.2020), dargestellte Untersuchungsspektrum. Jede beab-
sichtigte Abweichung vom Antrag ist mir zuvor — Gber den Tierschutzbeauftragten — mitzutei-

len.
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Die Versuche finden unter der verantwortlichen Leitung von Herrn PD Dr. habil. Bjérn Kuhla
statt. In dieser Funktion wird er von Frau Dr. Franziska Koch vertreten. Jeder beabsichtigte
Wechsel des genannten Leiters oder der genannten Vertretung ist mir zuvor unverziiglich
schriftlich zu melden.

Die Versuchstiere werden in der Experimentieranlage Rind im Leibniz-Institut fir Nutztierhal-
tung, Wilhelm-Stahl-Allee 2, 18196 Dummerstorf gehalten. Die Durchfihrung der Tierversu-
che findet im Tiertechnikum des Leibniz-Institutes fir Nutztierbiologie, Wilhelm-Stahl-Allee 2,
18196 Dummerstorf statt.

Diese Genehmigung gilt ab Bekanntgabe bis zum 01.03.2023.

Eine unterschriebene tierarztliche Empfehlung gemal § 18 Absatz 1 Nr. 4 der Tier-
schutz-Versuchstierverordnung fir die Wiederverwendung der Versuchstiere (Nr.
1.1.5.5 des Antrags) ist umgehend nachzureichen.

Spatestens 4 Wochen nach Abschluss der Versuche ist mir die Beendigung des Vorhabens
mitzuteilen. Dabei ist ein Abschlussbericht {iber die Ergebnisse vorzulegen. Eine rickbli-
ckende Bewertung lhres Versuchsvorhabens ist nicht vorgesehen.

Die Genehmigung wird unter dem Vorbehalt des jederzeitigen entschadigungslosen Widerru-
fes enteilt.

Dieser Bescheid ist nicht geblhrenpflichtig.

Begriindung:
Mit 0. g. Schreiben haben Sie die Genehmigung lhres o. g. Versuchsvorhabens beantragt und

mit Schreiben vom 14.01.2020 konkretisiert. Es wurde von der Tierversuchskommission am
12.12.2019 zur Genehmigung empfohlen.

Meine Zustandigkeit fir die Entscheidung Gber lhren Versuchsantrag ergibt sich aus § 3 Nr.
des Gesetzes Uber Zustandigkeiten auf dem Gebiet des Tierschutzrechtes (TierSchZG M-V) i
der Fassung der Bekanntmachung vom 28. September 2000 (GVOBI. M-V 2000, 514).

3
n

lhr Vorhaben wird gemaB § 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes genehmigt. Die verfligten Ne-
benbestimmungen dienen der Sicherstellung der gesetzlichen Voraussetzungen der Tierver-
suchsgenehmigung. Der Genehmigungsbescheid wird gemaB § 33 Absatz 1 Nummer 4 der
Tierschutz-Versuchstierverordnung mit Nebenbestimmungen versehen.

Die ereilte Genehmigung umfasst antragsgemaB den Einsatz von maximal 30 Tieren. Damit
folge ich in meiner Entscheidung auch der Empfehlung der Tierversuchskommission, da ich die
beantragte Anzahl an Versuchstieren fir erforderlich und lhr Versuchsvorhaben insgesamt fir
ethisch veriretbar erachte.

Das im Antrag dargestellte Untersuchungsspektrum ist einzuhalten, da bei Abweichun-
gen ggf. der Versuchszweck gemaf § 8 Absatz 1 Nr. 1 in Verbindung mit § 7a Absatz 1
und 2 Nummer 1 bis 3 Tierschutzgesetz geféhrdet sein kann.

Anderungen unterliegen grundsaizlich der Genehmigungspflicht gemalB § 8 Absatz 1
Tierschutzgesetz in Verbindung mit § 34 der Tierschutz-Versuchstierverordnung. Sie be-
dirfen nur dann keiner Genehmigung, wenn der Zweck des Versuchsvorhabens beibe-
halten wird, den Versuchstieren keine starkeren Schmerzen, Leiden oder Schaden ent-
stehen, die Versuchstierzahl nicht wesentlich erhéht wird und mir die Anderung angezeigt
wurde.

Bitte beachten Sie bei genehmigungspflichtigen Anderungen, dass diese — ebenso wie
Neuantrdage von Versuchsvorhaben - von mir grundsatzlich der Tierversuchskommission
zugeleitet werden und von mir gemdB § 34 Absatz 3 der Tierschutz-
Versuchstierverordnung spétestens nach einer Bearbeitungsfrist von 40 Arbeitstagen be-
schieden werden missen. Fir die Genehmigung der Anderungen gelten § 8 Absatz 1
Satz 2 des Tierschutzgesetzes und die §§ 31 bis 33 der Tierschutz-
Versuchstierverordnung entsprechend.
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GemaB § 8 Absatz 1 Satz 2 Nummer 2 des Tierschutzgesetzes sind der fir das Ver-
suchsvorhaben verantwortliche Leiter und sein Stellvertreter zu benennen. Beide missen
iber die erforderliche fachliche Eignung verfigen und sind gemaB § 30 Absatz 1 und 2
der Tierschutz-Versuchstierverordnung fir die Einhaltung der einschlagigen tierschutz-
rechtlichen Regelungen sowie der Bestimmungen dieses Bescheides verantwortlich.

Darlber hinaus sind die Versuchstiere nur in Raumlichkeiten, fir die eine entsprechende
Erlaubnis zur Haltung von Versuchstieren erteilt wurde, zu halten (§ 11 Absatz 1 Nr. 1
Tierschutzgesetz). Gemaf § 8 Absatz 1 Nr. 3 und 5 Tierschutzgeseiz ist fir diese Raum-
lichkeiten eine tierversuchsgerechte Mindestausstattung erforderlich.

Diese Genehmigung gilt antragsgemaB fir den o.g. Zeitraum. Die Notwendigkeit der Be-
fristung lhres Versuchsvorhabens ergibt sich aus § 33 Absatz 2 der Tierschutz-
Versuchstierverordnung. Danach ist die Genehmigung auf héchstens finf Jahre zu be-
fristen. Sie kann auf formlosen, mit Grinden versehenen Antrag héchstens zweimal um
jeweils ein Jahr verldngert werden, wenn die Gesamtdauer des Versuchsvorhabens ei-
nen Zeitraum von fiinf Jahre nicht Gberschreitet.

GemaB § 18 Absatz 1 Nr. 4 der Tierschutz-Versuchstierverordnung ist fir die Wiederver-
wendung von Versuchstieren eine tierdrztliche Empfehlung vorzulegen.

Wird ein Versuchsvorhaben genehmigt, so kann die Behdrde gemaR § 35 der Tierschutz-
Versuchstierverordnung festlegen, dass das Versuchsvorhaben nach seinem Abschluss
durch die zustédndige Behdrde zu bewerten ist und zu welchem Zeitpunkt diese Bewer-
tung vorgenommen wird. Eine Bewertung ist vorzusehen, wenn das Versuchsvorhaben
die Durchfiihrung von

» Tierversuchen, in denen Primaten verwendet werden,

» Tierversuchen, die nach Artikel 15 Absatz 1 in Verbindung mit Anhang VIII der

Richtlinie 2010/63/EU als ,schwer” einzustufen sind, oder

» Tierversuchen nach § 25 Absatz 2 der Tierschutz-Versuchstierverordnung

beinhaltet.

Der Widerrufsvorbehalt dient der Beachtung der Vorschriften des Tierschutzgesetzes. Es
soll erreicht werden, dass ein Widerruf dieser Genehmigung zul&ssig ist, wenn die Vo-
raussetzungen des § 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes nicht mehr gegeben sind und
dem Mangel nicht innerhalb einer von mir gesetzten Frist abgeholfen wird. Die Genehmi-
gung kann widerrufen werden, wenn ihre Beschrankungen oder Auflagen nicht eingehal-
ten werden oder Tierversuche entgegen einer tierschutzrechtlichen Norm durchgefihrt
werden.

Dieser Bescheid ist nicht gebiihrenpflichtig, da fir lhre Einrichtung die persénliche Gebihrenfrei-
heit gemaB § 8 Absatz 1 des Verwaltungskostengesetzes des Landes Mecklenburg-
Vorpommern in der Fassung der Bekanntmachung vom 04. Oktober 1991 (GVOBI. M-V, S. 306)
besteht. Eine Gebihrenpflicht besteht, wenn eine Einrichtung gemaRB § 8 Absatz 2 des Verwal-
tungskostengesetzes des Landes Mecklenburg-Vorpommern berechtigt ist, die Verwaltungsge-
buhren Dritten aufzuerlegen.

Hinweise:

1. Die nach § 9 Absatz 5 des Tierschutzgesetzes i. V. m. 7 Absatz 2 und § 29 der Tierschutz-
Versuchstierverordnung vorgeschriebenen Aufzeichnungen sind begleitend fiir jeden Einzel-
versuch zu fhren. Sie sind funf Jahre lang nach Abschluss des Versuchsvorhabens aufzu-
bewahren.

2. Auf die Einhaltung der arzneimittelrechtlichen Vorschriften wird hingewiesen.

1-060 19 Genehmigung.docx 3/4
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3. Auf die Meldepflicht flr Tierversuche nach der Versuchstiermeldeverordnung (nach dem
Muster der Anlagen zu dieser Verordnung fur jedes Kalenderjahr nachtréglich bis spatestens
31. Méarz des Folgejahres) erlaube ich mir hinzuweisen.

4. Ebenso weise ich Sie auf die Straf- und BuBgeldtatbestande der §§ 17 bis 20a des Tier-
schutzgesetzes bei Zuwiderhandlungen gegen dieses Gesetz hin.

Ich empfehle lhnen, dieses Genehmigungsschreiben allen an der Versuchsdurchfiihrung betei-
ligten Personen zur Kenntnis zu geben.

Rechtsbehelfsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekanntgabe Widerspruch beim
Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern,
ThierfelderstraBe 18, 18059 Rostock eingelegt werden.

Mit freundlichen GriBen
Im Auftrag

Dr. Sylvia Hille

Nachrichtlich:
- Tierschutzbeauftragte/r: Herr Dr. Olaf Bellmann
- Zustandiges Veterinar- und Lebensmitteliberwachungsamt: Landkreis Rostock
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do estresse térmico in vivo em vacas leiteiras sobre o
metabolismo lipidico dos complexos cumulus-od6cito (COCs) submetidos a MIV. 27 Vacas primiparas
da raca holandesa foram mantidas em camara climéatica com alimentacao ad libitum e temperatura
constante de 28°C e indice de temperatura-umidade (ITU) de 76 durante 7 dias (Estresse térmico -
HS) ou sob temperatura constante de 16°C, ITU = 60 e recebendo a mesma quantidade de alimento
gue as vacas submetidas a stress térmico (Pair-feeding - PF) ou alimentacéo ad libitum (Controle -
C), durante o mesmo periodo. Os Complexos cumulus oécitos (COCs) foram obtidos pela técnica
de slicing dos ovarios. As amostras foram preparadas para analise antes (TO) e depois (T24) da
MIV. Os COCs TO e T24 foram desnudados e as Células do cumulus (CC) e oécitos (Oo) foram
submetidos separadamente a analises do conteldo lipidico (CoLi) e da atividade mitocondrial (AM)
por fluorescéncia e microscopia confocal, perfil lipidico por LC-MS; e expresséo génica por RT-PCR
utilizando a plataforma Fluidigm. O software Metaboanalist 5.0 (heatmap e volcano plot) foi utilizado
para avaliar estatisticamente os resultados da LC-MS. Para a fluorescéncia e a expresséo genica,
os dados foram organizados em um modelo fatorial 2x3 e analisados por proc GLM (SAS
ondemand). Para todas as andlises, foi considerado P<0,05. Entre as vias metabdlicas avaliadas, o
maior nimero de alteragdes ocorreu nas CC. A expressdo de genes que participam do controle de
esteroides foi afetada nos animais HS, com reducdo de DHCR7, e aumento de CYP11Al. Esses
efeitos estéo provavelmente relacionado comva menor expanséo das CC observada. HS foi o Unico
grupo que mostrou um aumento significativo de CoLi apés a MIV, além de reduzir mecanismos que
colaboram com o controle da lipotoxidade, como a reducdo de ELOVLS5, e reducéo geral de TG (Oo
e CQ), principalmente os que sao constituidos por acidos graxos (AGs) estearico (18:0), oléico (18:1)
e linolénico (18:2), além da reducdo de HSPE1 e HSPD1 (CC). Alguns mecanismos de
sobrevivéncia foram acionados, como a maior expressdo de MAP2K2 (CC e 0o), FABP3 (CC),
SIRT1 (CC e Oo0) e MTCH2 (CC e 0o0). Por outro lado foram prejudicadas vias importantes para o
controle homeotérmico visto que, foram reduzidas as expressdes de HSPA4, HSPA5, HSPA9 (CC
e O0) e ATF4 (CC e 00). Eventos moleculares que participam da organizagéo da cromatina também
apontam uma competéncia reduzida dos o6citos HS, como a reducdo de H2A (CC e Oo) e aumento
de G6PD (CC e 00) e SETD2 (CC). Conclui-se que o metabolismo lipidico é afetado pelo estresse
térmico em vacas leiteiras, afetando a producédo de esteroides, 0 que impacta na expansao das
células do cumulus. Em resposta ao estresse térmico ocorre aumento de lipidios e atividade
mitocondrial apds a MIV, mas com o perfil lipidico prejudicado, com redugdo de AGs importantes
para o controle da lipotoxidade.

Palavras-chave: estresse oxidativo, atividade mitocondrial, beta-oxidacao, lipidoma, maturacdo
oocitéria



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of in vivo heat stress in dairy cows
on lipid metabolism of cumulus-oocyte complexes (COCs) undergoing IVM. 27
Primiparous Holstein cows were kept in a climate chamber with ad libitum feeding
and a constant temperature of 28°C and a temperature-humidity index (THI) of 76
for 7 days (Heat stress - HS) or under constant temperature of 16°C, THI = 60 and
receiving the same amount of food as cows submitted to heat stress (Pair-feeding -
PF) or ad libitum feeding (Control - C), during the same period. Oocyte cumulus
complexes (COCs) were obtained by ovarian slicing technique. Samples were
prepared for analysis before (TO) and after (T24) IVM. TO and T24 COCs were
denuded and cumulus cells (CC) and oocytes (Oo) were separately subjected to
analyses of lipid content (LiCo) and mitochondrial activity (MA) by fluorescence and
confocal microscopy, lipid profile by LC-MS; and gene expression by RT-PCR using
the Fluidigm platform. Metaboanalist 5.0 software (heatmap and volcano plot) was
used to statistically evaluate the LC-MS results. For fluorescence and gene
expression, data were organized in a 2x3 factorial model and analyzed by proc GLM
(SAS ondemand). For all analyses, P<0.05 was considered. Among the metabolic
pathways evaluated, the greatest number of alterations occurred in CC. The
expression of genes that participate in steroid control was affected in HS animals,
with reduced DHCR7, and increased CYP11A1l. These effects are probably related
to the decreased expansion of the CCs observed. HS was the only group that
showed a significant increase in LiCo after IVM, in addition to reduced mechanisms
that collaborate with the control of lipotoxicity, such as the reduction of ELOVLS5,
and overall reduction of TG (Oo and CC), mainly those consisting of stearic (18:0),
oleic (18:1), and linolenic (18:2) fatty acids (FAs), and reduction of HSPE1 and
HSPD1 (CC). Some survival mechanisms were triggered, such as increased
expression of MAP2K2 (CC and Oo), FABP3 (CC), SIRT1 (CC and Oo), and MTCH2
(CC and O0). On the other hand, important pathways for homeothermic control were
impaired, HSPA4, HSPA5, HSPA9 (CC and Oo) and ATF4 (CC and Oo)
expressions were reduced. Molecular events that participate in chromatin
organization also point to reduced HS oocyte competence, such as reduced H2A
(CC and 0Oo0) and increased G6PD (CC and Oo) and SETD2 (CC). It is concluded
that lipid metabolism is affected by heat stress in dairy cows, affecting steroid
production, which impacts cumulus cell expansion. The increase in lipids and
mitochondrial activity after IVM, but with impaired lipid profile, with reduction of FAs
important for lipotoxicity control.

Keywords: oxidative stress, mitochondrial activity, beta-oxidation, lipidom, oocyte
maturation
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mesma quantidade de comida ingerida pelos animais HS, por essa razdo eram
manejadas um dia depois dos outros grupos. Apos o periodo de confinamento, foi
coletado sangue (jugular) dos animais, e os mesmos foram abatidos em abatedouro
proprio do instituto FBN (Alemanha), para obtencdo dos ovérios. Estes foram
enviados para o laboratorio, onde foi feita a morfologia dos ovarios, aspiracao
folicular, por seringa e agulha, para obtencdo do liquido folicular dos foliculos
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Introducéo

Os ovarios sdo as glandulas sexuais femininas responsaveis por cumprir
dois processos primordiais, que garantem a proliferacdo das espécies: a
foliculogénese, que consiste na formacao, crescimento e maturagao folicular, com
inicio na constituicdo do foliculo primordial, terminando com a ovulagdo. E a
oogénese, que consiste na formacao e diferenciacdo das células germinativas
primordiais até a fecundac¢éo do odcito (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).

A compreensao de como as diferentes condicbes ambientais interferem nos
mecanismos béasicos de aquisicdo de competéncia oocitaria, podem auxiliar na
busca de alternativas que otimizem a eficiéncia reprodutiva de animais sob
situacdes estressantes, como por exemplo o excesso de calor.

O estresse térmico influencia negativamente o bem-estar, o crescimento, a
reproducdo e saude dos animais (BROWN-BRANDL, 2018). As perdas
reprodutivas variam desde a dificuldade na deteccédo do estro (BARBOSA et al.,
2014), menor qualidade oocitaria (PAULA-LOPES et al.,, 2012) até perdas
embrionarias precoces (MACEDO et al., 2014).

As altas temperaturas influenciam diretamente no metabolismo dos animais,
pelo fato de acionar a termorregulacao, a qual entre outros fenbmenos, promove a
reducdo da ingestao de alimentos, perda peso e consequentemente alteracédo de
varios mecanismos fisioldgicos, entre eles a reproducdo, especialmente no que diz
respeito a qualidade oocitaria (BRADLEY; SWANN, 2019).

E fato que a dieta e a satde da mée refletem na qualidade dos o6citos, visto
gue os nutrientes provenientes da alimentacao passam para corrente sanguinea, e
uma parte € direcionada para o fluido folicular, os quais serdo responsaveis por
fornecer energia, em forma de ATP, e outros substratos necesséarios para a
maturacdo adequada do oocito. Qualquer desequilibrio nesse processo pode
danificar o metabolismo oocitario e posteriormente o metabolismo do embrido pré-
implantacdo. Estudos com mamiferos demonstram que dietas ricas em lipideos
mudaram os parametros bioquimicos do sangue, e por consequéncia a quantidade
de lipidios no fluido folicular, oocitos e embrides pré implantacdo (camundongos
(MA; YANG,; LIANG, 2012); ovinos (ZERON; SKLAN; ARAYV, 2002). Em bovinos ja
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foi documentado que no verdo os odcitos contém fosfolipidios com 80% de acidos
graxos saturados, e no inverno essa porcéao cai pela metade (ZERON et al., 2001).
N&o estdo bem definidos como os diferentes tipos de estresse, térmico ou
nutricional, afetam de fato as vias e mecanismos pelos quais os lipidios atravessam
da corrente sanguinea até os 0Qcitos.

O objetivo deste estudo é investigar os mecanismos biolégicos envolvidos
no metabolismo lipidico de o04citos em resposta ao estresse térmico e restricao

alimentar em vacas Holandesas.
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Capitulo 1. REVISAO DE LITERATURA

Foliculogénese
A foliculogénese se inicia na vida fetal das fémeas mamiferas. A primeira

etapa € a formacéo dos foliculos primordiais, e a ultima é a ovulacdo (VAN DEN
HURK; ZHAO, 2005). E no ambiente folicular que o odcito encontra todos 0s
substratos necessarios para 0 seu crescimento e maturagcdo, assim é possivel
afirmar que o foliculo é a unidade basica funcional do ovario, pois além da funcao
gametogénica, produz os horménios que regem o ciclo estral (VAN WEZEL;
RODGERS, 1996).

A foliculogénse compreende o periodo do crescimento do foliculo pré-antral
até a formacéo do foliculo pré-ovulatério (SILVA et al., 2003). Da populacao total
de foliculos ovarianos, cerca de 95% séo pré-antrais, e a maioria nao é utilizada na
vida reprodutiva das fémeas (ROSSETTO et al., 2009; TARU SHARMA; DUBEY;
MEUR, 2009).

O foliculo primordial consiste em um odcito quiescente e com citoplasma
homogéneo, circundado por uma camada de células da granulosa achatadas ou
cubdides (BRAW-TAL, 2002). O foliculo primordial passa por um processo de
ativacdo que o coloca em um pool de foliculos em crescimento, esse processo de
ativacao resulta na multiplicacédo das células foliculares, e na modificacdo de todas
para o formato cubdide, constituindo assim o foliculo primario. Nessa etapa o 04cito
cresce, processo notado principalmente pelo aumento do seu diametro (FAIR,
2003).

O desenvolvimento evolui até a formacdo do foliculo secundario, fase
caracterizada pelo odécito cercado por duas ou mais camadas de células cubdides,
e formacédo da zona pellcida, que consiste em uma grossa camada que envolve o
odcito, e também pela formacao da teca interna (KACINSKIS et al., 2005).

A transicao do foliculo secundario para o terciario, € marcada pela formacgéao
do antro, e diferenciacdo das células da teca interna e externa. A cavidade do antro
é repleta de fluido folicular que é composto por agua, lipideos, eletrélitos, proteinas
séricas e alta concentragdo de hormdnios esterdides secretados pelas células da
granulosa (BARNETT et al., 2006).
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O desenvolvimento final dos foliculos antrais passa por trés fases, chamadas
de recrutamento, selecdo e dominancia. O recrutamento comeca quando alguns
foliculos aumentam as concentracdes do hormonio foliculo estimulante (FSH), e
aumento do antro e fluido folicular, neste momento os foliculos medem cerca de 1-
3 mm. Apenas um foliculo é escolhido para exercer dominancia sobre os demais,
reduzindo o crescimento destes, e evitando o recrutamento de novos (FAIR, 2003).
Se houver a presenca de um corpo lateo durante o periodo de dominancia, o foliculo
dominante entrara em atresia, devido aos altos niveis de progesterona circulante,
mas se ocorrer a lutedlise haverd menos progesterona, o que permite um aumento
do horménio luteinizante (LH), que levara ao crescimento final do foliculo resultando
em ovulacéo, que é a liberacédo do odcito maduro para a tuba uterina (GINTHER et
al., 2003).

Geralmente a composicdo da dieta e a condicdo corporal do animal
influenciam no conteddo lipidico do fluido folicular e das células ovarianas, incluindo
0s odcitos. Por exemplo, ovelhas alimentadas com uma dieta suplementada com
Oleo de peixe por 13 semanas produziram odcitos com melhor morfologia e melhor
integridade de membrana, além de promover altera¢des significativas no perfil de
acidos graxos das células do cumulus e no fluido folicular aumentando a proporcéo
de acidos graxos insaturados de cadeia longa nos fosfolipidios do plasma e das
células cumulus em 7,4 e 12,7%, respectivamente ( P < 0,05). (ZERON; SKLAN;
ARAYV, 2002). Curiosamente, também ha mudancas sazonais na composicéo de
acidos graxos dos foliculos ovarianos bovinos. Foi observado que niveis de acidos
graxos saturados aumentam no fluido folicular no inverno em comparacao com o
verdo (ZERON et al., 2001). Assim é evidente que as mudancas nutricionais e
térmicas alteram significativamente o comportamento biofisico dos odécitos, mas
nao esta claro quais sdo 0s mecanismos e vias acionadas para que tais mudancas

ocofrram.

Oogénese
A oogénese é o processo pelo qual ocorre a diferenciagdo das células

germinativas primordiais, até a formacéo do odcito fecundado. Esse processo tem

inicio na vida fetal da fémea e a conclusdo ocorre apos a puberdade, porém
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somente alguns odcitos completam o processo, a grande maioria sofre atresia
(FAIR, 2003).

Esse processo pode ser dividido em sete passos: 1) geracdo de células
germinativas primitivas (CGPs); 2) migracdo das CGPs para as gbnadas; 3)
colonizagéo das gbnadas pelas CGPs; 4) Diferenciacdo das CGPs em oogonias; 5)
Proliferacéo das oogonias; 6) inicio da meiose; 7) Parada da meiose no estagio de
diploteno da préfase |, ou vesicula germinativa (VG) (VAN DEN HURK; ZHAO,
2005). Permanecem em VG até pouco antes da ovulacdo, quando, por acao
hormonal, sdo estimulados a retomar a meiose.

A retomada da meiose é desencadeada pelo pico pré-ovulatério de LH. Os
principais eventos desta retomada sdo a quebra da VG e o progresso da meiose
até a metafase Il, resultando na expulsdo do primeiro corpusculo polar, quando
entdo ocorre a segunda interrupcao da meiose. O 04cito permanece assim até ser
fecundado pelo espermatozéide, quando entdo a segunda divisdo meiotica é
finalizada, e o segundo corpusculo polar é expulso (LONERGAN et al., 1994).

O odcito é responsavel por armazenar energia suficiente para que o futuro
embrido consiga se desenvolver, e ter autonomia para produzir suas préprias
reservas (DUMOLLARD; DUCHEN; CARROLL, 2007). Assim, os mecanismos de
desenvolvimento embrionario estdo ligados a alteracbes no metabolismo
energético. Os odcitos dos foliculos primordiais (parados em préfase 1) ja possuem
pequenas goticulas de lipideos (LDs) que estao ligadas ao reticulo endoplasmatico
e as mitocondrias, formando as chamadas “unidades metabdlicas”. Conforme o
antro folicular aumenta essas unidades metabdlicas se multiplicam até o momento
da maturacdo, além disso as LDs sédo consideradas centros de metabolismo e
homeostase celular. Sdo diversas moléculas e lipideos, de variadas classes, que
além de serem cruciais na producdo de ATP, também sdo precursores de

horménios e mensageiros secundarios (WARZYCH et al., 2017).

Importancia da atividade mitocondrial no desenvolvimento de odécitos
As mitocondrias séo verdadeiras usinas para as funcdes celulares, e apoiam

a transcricdo e traducdo durante a maturacédo e fertilizacdo dos odcitos, além do

desenvolvimento embrionario inicial. Dessa forma, a qualidade das mitocondrias
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determina a qualidade do odcito e do futuro embrido (VAN DER REEST et al.,
2021).

As mitocondrias sdo herancas exclusivas das maes, assim a populacdo
mitocondrial presente no oocito dara origem a todas as futuras mitocondrias da
prole (JANSEN; DE BOER, 1998), enquanto as mitocOndrias paternas sao
degradadas ap6s a entrada do espermatozéide no oécito (DUMOLLARD;
DUCHEN; CARROLL, 2007). Acredita-se que o motivo desta degradacéo, seja para
proteger o embrido de anomalias deletérias, produto de exposicdo a altos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que ocorrem durante a espermatogénese
(TILLY; SINCLAIR, 2013).

O numero de mitocondrias aumenta significativamente de menos de 10, em
células germinativas pré-migratorias para 200 em oogbnias (BABAYEV; SELI,
2015), 6 mil em odcitos primarios e mais de 100 mil, durante a maturagéo
citoplasmatica (TRIMARCHI et al., 2000), mas ndo ha sintese de novas
mitocdndrias entre metafase Il e blastocistos (BABAYEV; SELI, 2015).

ApoOs a ovulacao os odécitos de mamiferos dependem predominantemente do
ATP de suas ~100.000 mitocondrias para sobreviver até que, o embrido na fase de
morula compacta, comece a glicélise, antes da implantacdo do blastocisto no utero
(DUMOLLARD; DUCHEN; CARROLL, 2007).

As mitocdndrias sdo responsaveis por varias sinalizacbes metabdlicas,
epigenéticas e REDOX (reducdo radical do estresse oxidativo). Tais processos sdo
essenciais para as funcdes celulares (DUMOLLARD et al., 2009). Novos estudos
apontam que, disfuncdes nas mitocondrias séo o principal fator do envelhecimento
do odcito (VAN DER REEST et al., 2021).

As mitocondrias produzem moléculas precursoras, que atuam como blocos
para construir proteinas, lipidios, DNA e RNA, além de manter a homeostase de
transportadores de elétrons (NADH e o FADH2) e de gerenciar o metabolismo de
residuos (SPINELLI; HAIGIS, 2018).

As células consomem combustiveis como acucares, aminoacidos e acidos
graxos para gerar energia na forma de ATP e GTP (WALSH; TU; TANG, 2018). A
glicose é metabolizada via glicélise no citosol, gerando o piruvato, que é

transportado para a mitocondria para sofrer fosforilagcdo oxidativa no ciclo do acido
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tricarboxilico (TCA), e, por meio de oxidacles iterativas, os elétrons sé&o
armazenados nos equivalentes redutores NADH e FADH 2. Esses transportadores
depositam elétrons na cadeia de transporte de elétrons (ETC), na membrana
mitocondrial interna (IMM), e utilizam esse fluxo para impulsionar prétons para o
espaco intermembranar, 0 que gera o gradiente eletroquimico que impulsiona a
producdo de ATP. Algumas fontes alternativas de carbono ao piruvato séo o acetato
glutamina, BCAA e acidos graxos (SPINELLI; HAIGIS, 2018). Na figura 1 esta
ilustrado como as mitocéndrias transformam o substrato em energia para as

células, abrangendo as fontes classicas e as hdo convencionais.
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Figura 1 As mitocondrias integram o metabolismo de combustivel para gerar energia na forma de
ATP. As mitocdndrias oxidam o piruvato (derivado da glicose ou lactato), acidos graxos e
aminoacidos para aproveitar os elétrons nos transportadores NADH e FADH:.NADH e
FADH 2 transportam esses elétrons para a cadeia de transporte de elétrons, na qual um gradiente
eletroquimico é formado para facilitar a producao de ATP por meio da fosforilagdo oxidativa. VDAC,
canal ani6énico dependente de voltagem; IDH2, isocitrato desidrogenase 2; OGDH, a-cetoglutarato
desidrogenase; SDH, succinato desidrogenase; BCAT2, aminotransferase 2 de cadeia
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ramificada; ACS, acil CoA sintetase. Elétrons e equivalentes redutores sdo mostrados em amarelo.
(SPINELLI; HAIGIS, 2018).

Metabolismo Lipidico nos od6citos
Os &cidos graxos séo estocados como goticulas lipidicas, que séo liberadas

no citoplasma como acidos graxos livres e absorvidos nas mitocéndrias para o
metabolismo celular. Faltam informacfes sobre até que ponto os acidos graxos
permanecem livres no citoplasma ou sédo absorvidos pelas mitocondrias para o
metabolismo. Quantificar o consumo de oxigénio ou o teor de acylcoA permitiria a
avaliacdo da real absorcdo de acidos graxos pelas mitocondrias, mas essa
mensuracao é muito dificil de ser feita. O que se sabe € que um grande numero
das moléculas lipidicas é ativamente esterificado a uma molécula de glicerol
catalisada pela enzima diacilglicerol aciltransferase (DGAT) e armazenado como
triacilglicerdis (TAG) neutros (BRADLEY; SWANN, 2019). Em odcitos conhecendo
o conteudo de TAG e a fracao fosfolipidica (PL) do conteudo total de acidos graxos
dos odcitos, € possivel estimar a porcentagem de &cidos graxos livres do
citoplasma do oécito (MCEVOY et al.,, 2000), mas dependendo das condi¢des
ambientais essas por¢cdes podem sofrer variacoes.

O processo pelo qual as mitocondrias utilizam os lipidios, entre outros
substratos, € a oxidacdo. Alguns complexos de proteinas durante a oxidacdo
ocasionam 0 vazamento de elétrons e volta da matriz mitocondrial, como
conseqguéncia reduzindo o oxigénio molecular, produzindo o que é conhecido como
radical superoxido (O2-), uma molécula altamente reativa que é prontamente
convertida em peroxido de hidrogénio (H202) e outras espécies reativas de
oxigénio (ROS). A produgédo prolongada de ROS em excesso causa estresse
oxidativo, que € um precursor das vias celulares apoptoticas e, portanto, a producao
de ROS deve ser mantida em um minimo possivel (QUINLAN et al., 2013).

Técnicas que caracterizem o perfil lipidico e a analise da expressao de genes
ligados as funcgdes mitocondriais podem ajudar na compreensao dessas

caracteristicas nos odcitos.
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Estudo de lipidios em odcitos por espectrometria de massa
O estudo de caracteristicas metabdlicas em odcitos foi por tempos um

grande desafio, pela disponibilidade limitada de material para amostra (CHEN et
al., 2020). Estudos utilizando a cromatografia em camada delgada (TLC), e a
cromatografia gasosa (GC) encontraram um total de 24 4cidos graxos em odcitos
de bovinos e suinos. Porém, para a realizacao dessas técnicas havia a necessidade
de reunir mais 1000 odcitos por amostra experimental, o que dificultava a realizacao
dos estudos (MCEVOY et al., 2000).

A espectrometria de massa (MS) proporciona uma deteccao mais sensivel e
seletiva em comparacdo a TLC e a GC. Essa técnica ainda permite obter
informacdes mais estruturais. Dessorcéo/ionizacdo a laser assistida por matriz MS
(MALDI-MS), tem sido muito utilizada para analisar oécitos de mamiferos, aplicada
para detectar esfingomielinas (SM), fosfatidilcolinas (PC) e triacilglicerdis (TAG) em
odcitos Unicos e embrides, também permite a andlise de odcitos individuais,
evitando o agrupamento de dezenas a centenas de gametas para uma Unica
medicdo. Esses fatos tornam a técnica mais Gtil para analisar o6citos e embrides
de mamiferos (APPARICIO et al.,, 2012; FERREIRA et al.,, 2012). Entre as
restricdes dessa técnica esta o fato de que nao é possivel colocar padrdes internos
nessas abordagens, limitando a analise qualitativa ou semiquantitativa.

Para superar essas limitacdes, foi proposto o uso de cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a MS de alta resolucéo (LC-MS), permitindo separacao
cromatografica e quantificacdo absoluta, bem como a identificagdo auténtica com a
composicdo de acidos graxos. Usualmente a técnica € utilizada para investigar a
lipiddbmica no leite de vaca, colostro e soro (FARKE et al., 2011), e recentemente
esta sendo utilizada para investigacéo de perfis lipidicos de odécitos, possibilitando
a separacdo de diferentes espécies moleculares e a identificacdo detalhada de
seus acidos graxos, além de ajudar na classificacdo efetiva de odcitos normais e
degenerados. Explorar as diferencas entre as classes lipidicas pode servir para
estabelecer biomarcadores lipidicos de qualidade oécitaria. (CHEN et al., 2020).

A seguir na figura 2, uma ilustragéo sobre o funcionamento da LC-MS

19



Samples:
Multiple component

Mixtures
/ ' ‘ l .

Solvents: mobile phase

LU

(LC-MS
Interface+
Ion source

High performance liquid HPLC Chromatogram +
Chromatography (HPLC) device ~ Column Mass spectrum analysis

Figura 2 A cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas €, atualmente, a técnica que
possibilita a analises de diversas substancias com ampla caracterizagdo de polaridade e massa
molecular. Na cromatografia é feita a separacao dos componentes de uma mistura entre duas fases:
uma fixa e de grande area superficial denominada fase estacionaria, e um fluido que interage com
a fase fixa, chamado fase moével. As partes principais de um cromatdgrafo sdo bomba, o injetor, a
coluna e o detector

Estudo da expressao de genes através da técnica de Fluidigm

A PCR quantitativa em tempo real foca em genes especificos ou conjuntos
de genes e € uma técnica bastante sensivel. Além disso a técnica permite ser
utilizada junto com a tecnologia microfluidica (C1) para analisar a expressao de até
96 genes em 96 amostras usando a plataforma microfluidica Biomark desenvolvida
pela Fluidigm (KOLODZIEJCZYK; LONNBERG, 2018).

O Fluidigm C1 realiza transcricao reversa e amplificacdo de cDNA por PCR
em chip. Uma grande vantagem é que todas essas rea¢cfes ocorrem em volumes
de nanolitros, reduzindo os custos dos reagentes. E importante ressaltar que esta
plataforma permite a inspecdo microscopica de cada célula na captura, o que
permite a identificacdo de posi¢cdes onde varias células ou detritos sdo capturados.
Esse método de captura € muito mais suave do que a microtitulacdo usando
separacao de células ativadas por fluorescéncia (FACS) e, portanto, € adequado
para tipos de células delicadas, como gametas, células embrionarias, neurénios,
megacariocitos, entre outros (KOLODZIEJCZYK; LONNBERG, 2018). Em
blastocistos, a analise atraves do fluidigm indicou a expresséo de alguns genes
previamente relatados como ndo sendo expressos, possivelmente por estarem em

niveis de expressdo tao baixa, que fossem imperceptiveis por outras técnicas
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(NEGRON-PEREZ; ZHANG; HANSEN, 2017), fato que reforca a precisdo da
técnica, mesmo com genes expressos em niveis baixos em populagcdes de células
especificas.

Em resumo a ferramenta Fluidigm C1 permite: descobrir perfis genéticos de
populacbes celulares especificas; desvendar com profundidade o contetdo
genético populacional, com menor viés e baixa taxa de erro; realizacdo de estudos
de triagem e validacdo subsequentes a diversas aplicacdes; reducao significativa

dos reagentes com seu protocolo simplificado e otimizado.
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Resumo
O objetivo deste estudo foi avaliar os mecanismos biologicos envolvidos no

metabolismo lipidico de odcitos imaturos em resposta ao estresse térmico e
restricdo alimentar em vacas Holandesa. Para o estudo foram utilizadas 27 vacas
leiteiras da raga Holandesa. Os animais permaneceram confinados em camaras
climaticas por sete dias, divididos em grupos da seguinte maneira: Controle (K) -
com alimentacéo ad libitum e temperatura ambiente de 15°C (ITU = 60); Estresse
térmico (HS) - com alimentacdo ad libitum e temperatura ambiente de 28°C (ITU =
76); Pair-feeding (PF) - receberam a mesma quantidade de alimento ingerida pelo
grupo HS e temperatura ambiente de 15°C (ITU = 60). ApGs esse periodo foram
abatidos para recuperacdo dos COCs (complexo cumulus odcitos). Além dos COCs
foram utilizadas amostras de soro sanguineo (SS) e fluido folicular (FF) para
realizacdo das seguintes analises: dosagem de TG e NEFAS (no SS), E2 e P4 (SS
e FF), avaliacdo do perfil lipidico (SS, FF, células do cumulus e oécitos), contetdo

lipidico e atividade mitocondrial, e a expressdo de genes (células do cumulus e
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o06citos). O estresse térmico ndo alterou a morfologia ovariana e a recuperagao total
de odcitos, mas alterou a taxa de viabilidade oocitaria. Também reduziu tanto a
quantidade de NEFAS no soro sanguineo quanto, a quantidade de lipideos no fluido
folicular, células do cumulus e odécitos. Também ocasionou a menor expressao de
genes relacionados com o controle de formacdo de gotas lipidicas, e estresse
oxidativo, aliada com a regulacdo negativa de moléculas importantes para a
formacéo de gotas lipidicas (TG), e constituicio de membrana (PC), aléem de uma
menor atividade mitocondrial, porém apresentou uma correlacdo positiva entre a
atividade mitocondrial e conteudo lipidico. Concluimos que as vias de resposta ao
estresse térmico e nutricional sdo claramente diferentes. Foi demonstrado que o
conteudo lipidico e as alteragcdes do perfil lipidico estdo positivamente
correlacionados com a Vviabilidade oocitaria, fato respaldado pela menor
concentracéo de estradiol no liquido folicular e soro sanguineo, menor quantidade
de TGs e PCs, menor quantidade de AG insaturados, menor atividade mitocondrial,
maior expressdo de genes relacionados a modificacdes epigenéticas ligadas a
heterocromatina e menor expressao dos genes relacionados a esteroidogénese, a

funcdo mitocondrial, estresse oxidativo em amostras de animais HS.

Keywords: acidos graxos, oogénese, extresse oxidativo, atividade mitocondrial em
o6citos

1. Introducao
O estresse térmico altera ndo somente as vias de controle da

termorregulacdo, mas também afeta inUmeros mecanismos que podem reduzir 0s
indices reprodutivos em bovinos. Animais em estresse térmico reduzem a sua
producdo metabdlica de calor e aumentam a capacidade de perda de calor através
da pele para o ambiente, regulando assim a temperatura corporal (MCMANUS et
al., 2020).

Paralelamente, o estresse térmico reduz a ingestdo de alimentos e como
consequéncia o ganho de peso, a producao de leite e eficiéncia reprodutiva também

sdo reduzidos. Essas reducdes sdo ainda mais drasticas quando se trata de
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animais de alta producao, pois a correlacdo entre o efeito genético aditivo para
producdo com a termotolerancia € negativa (FINOCCHIARO et al., 2005).

Os efeitos do estresse sobre o desempenho reprodutivo estdo intimamente
ligados a qualidade do odcito, uma vez que é nos odcitos que é produzida, pelas
mitocondrias, a maior parte de ATP que o futuro embrido vai utilizar para o seu
desenvolvimento. O crescimento da populacdo de mitocondrias, que sao
consideradas “casa de for¢ga” € descontinuo, e ocorre muito rapidamente durante o
crescimento oocitario, seguido de uma pausa da replicacdo mitocondrial durante as
fases de clivagem até a fase de géstrula, quando a replicacdo € retomada
(DUMOLLARD; DUCHEN; CARROLL, 2007). No entanto, os mecanismos que
controlam o metabolismo energético em odcitos bovinos ainda ndo estao totalmente
claros.

Estudar a funcdo energética pode ajudar a entender o processo das vias
metabolicas para controlar a qualidade dos odcitos e/ou foliculos através do
metabolismo lipidico. Acredita-se que as diferencas no perfil lipidico dos odcitos, ou
seja, entre as classes lipidicas que o compde, podem serconsiderados
biomarcadores da qualidade oocitaria (CHEN et al., 2020). Considerando que ha
indicios de que a reserva de lipidios esta relacionada a resposta ao estresse
térmico (MAYA-SORIANO; TABERNER; LOPEZ-BEJAR, 2013), o estudo do
metabolismo lipidico de odcitos bovinos de vacas leiteiras sob estresse térmico é
um excelente modelo para esclarecer como a reserva lipidica esta relacionada aos
processos que levam a reducdo da competéncia oocitaria sob condicbes de
estresse (CHEN et al., 2020).

A atividade mitocondrial, tanto nos odcitos como nas células do cumulus,
pode ser usada como referéncia para avaliar a qualidade do odcito, pois alteracées
na fisiologia das mitocondrias durante a maturacdo podem levar a producdo
excessiva de ROS, e ap0s alguns mecanismos sequentes desencadear a apoptose
(NABENISHI et al., 2012).

Em bovinos a disfungdo mitocondrial e 0 estresse oxidativo estdo sendo
associados a exposicdo a elevados niveisde acidos graxos livres (MAREI et al.,
2017). Porém, ainda ha controvérsias a esse respeito, visto que estudosque

utilizaram substancias delipidantes durante a maturacao in vitro de oécitos bovinos,
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apresentaram resultados diferentes em relacdo a qualidade e criotolerancia de
oocitos/embrides, bem como da taxa de prenhez dos mesmos (GHANEM et al.,
2014; HELD-HOELKER et al., 2017; TAKAHASHI et al., 2013; ZOLINI et al., 2019).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os mecanismos biol6gicos
envolvidos no metabolismo lipidico de odécitos imaturos em resposta ao estresse

térmico e restricao alimentar em vacas Holandesa.

2. Material e métodos

Para o estudo foram utilizadas 27 vacas leiteiras da raga Holandesa na 12
lactacéo (173 £ 49 dias com leite). Os grupos foram divididos da seguinte maneira:
Controle (C) - com alimentacédo ad libitum e temperatura ambiente de 16°C em
camara climatica (ITU = 60); Estresse térmico (HS) - com alimentacao ad libitum e
temperatura ambiente de 28°C em camara climética (ITU = 76); Pair-feeding (PF) -
receberam a mesma quantidade de alimento ingerida pelo grupo HS no dia anterior
e temperatura ambiente de 16°C em camara climéatica (ITU = 60). Todos os
procedimentos foram aprovados pelo comité de ética animal do governo estadual
em Mecklenburg-West, Alemanha, (LALLF MV/TSD/7221.3-1.1-60/19).

Inicialmente, os animais passaram por um periodo de adaptacao de 6 dias a
15°C. Posteriormente, as camaras climaticas foram ajustadas de acordo com a
condicdo climética definida para cada grupo experimental por um periodo de 7 dias
(Figura 1; Figura 2). Os animais do grupo PF passaram por todos os procedimentos
experimentais (com excec¢ao do periodo de adaptacdo) um dia apOs 0s outros, pois
receberam a quantidade de alimento (kg/peso vivo) ingerida pelo animal submetido

ao estresse térmico.
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27 vacas holandesas na primeira lactagao (10050 dias de lactagéo)

- Em 2 cmaras climaticas ( temperatura permanente 15°C ou 28° C)

Conteldo Lipidico

Sli
=00 / Atividade Mitocondrial

Fase de adaptagio
Para obteng&o de

odcitos

I \ o
complexo cumulus \ Expresséo Génica

Perfil Lipidico
Aspiragdo para * Fluido folicular

obtengdo de —_ﬁ * Odcitos

fluido folicular ® Células do Cumulus
* Sangue

e
Coleta de sangue \’ Mensuragao de Horménios

* Sangue
® Fluido Folicular

Figura 1 Delineamento experimental: 27 vacas da ra¢a holandesa foram confinadas por sete dias
em camara climatica por sete dias, divididas entre os seguintes grupos: Estresse Térmico (HS),
mantidas a 28°C e ITU=76, com alimenta¢do ad libtum; Controle (C), mantidas a 15°C e ITU=60, e
alimentacdo a vontade; Pair feeding (PF), mantidas a 15°C e ITU=60, recebiam exatamente a
mesma quantidade de comida ingerida pelos animais HS, por essa razdo eram manejadas um dia
depois dos outros grupos. Apo6s o periodo de confinamento, foi coletado sangue (jugular) dos
animais, e os mesmos foram abatidos em abatedouro préprio do instituto FBN (Alemanha), para
obtencdo dos ovarios. Estes foram enviados para o laboratério, onde foi feita a morfologia dos
ovarios, aspiracao folicular, por seringa e agulha, para obtenc¢éo do liquido folicular dos foliculos
pequenos. Apds a aspiragédo foi realizada a técnica de fatiamento dos ovarios e lavagem das fatias
para melhor recuperacdo dos complexos cumulus oécitos (COCs). Os COCs recuperados foram
enviados para andlises de fluorescéncia com microscopia confocal, (para identificagcdo de atividade
mitocondrial e contetdo lipidico), PCR fluidigm (para avaliacéo da expresséo génica) e LC-MS (para
avaliacédo do perfil lipidico), além de COCs a LC-MS também foi utilizada para avaliacdo de soro
sanguineo e fluido folicular. O soro sanguineo foi utilizado também para avaliacdo de Triglicerideos
(TG) e acidos graxos livres néo esterificados (NEFAS). Foi realizado a dosagem de hormonios E2
e P4 com soro sanguineo e fluido folicular.

Camara climatica28 C Camara climatica 15°

Figura 2 Vacas em camaras climaticas. A esquerda esta o animal submetido ao estresse térmico
(HS). A direita estdo os animais sob conforto térmico, porém com fornecimento de alimentacao
diferente (C e PF).
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Em todas as coletas, durante o periodo experimental foram aferidos
diariamente os parametros fisioldgicos dos animais, bem como conferidos os dados

climatoldgicos obtidos pelos relatérios das camaras climéticas (figura 3).
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Figura 3 Média da temperatura ambiente, umidade e ITU ao longo do periodo experimental. Os
dados foram obtidos a partir dos relatérios das camaras climaticas.

Ao final de cada periodo experimental in vivo os animais foram abatidos no
abatedouro do proprio instituto, onde foi realizada a coleta dos ovarios. Os ovarios
foram transportados até o laboratério imediatamente apés, em solucdo tampao
fosfato (PBS), acrescido de penicilina e estreptomicina, a 36 °C.

Os ovérios foram avaliados morfologicamente e a fase do ciclo estral foi
classificada, (IRELAND; COULSON; MURPHREE, 1979), todos os animais
analisados estavam em fase luteinica Posteriormente foram aspirados
aproximadamente 5 foliculos por ovéario para a coleta do liquido folicular dos
foliculos pequenos, para a analise hormonal e do perfil lipidico por espectrometria
de massas (MS). A puncéao dos foliculos foi feita com seringa de 5 mL e agulha 40
x 12 mm. Apds a busca dos complexos cumulus o6citos (COCSs), o liquido folicular
dos foliculos pequenos (2 a 8 mm) foi colocado imediatamente em -4 °C até a
centrifugagdo (10 minutos, a 10 mil rpm, em temperatura ambiente) e o
sobrenadante foi armazenado em tubo de 0,8 ul em freezer - 70 °C.

Para melhorar a recuperagédo de COCs, apoés a aspiracao dos 5 foliculos, foi
realizado também o fatiamento individual dos ovarios com lamina de bisturi em

placa de petri 110x15mm, técnica denominada de Slicing. Os fragmentos dos
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ovarios foram lavados com solugdo de dPBS e o conteudo foi filtrado para a
recuperacdo dos COCs. Foram classificados como viaveis os COCs com pelo 5
camadas compactas de células cumulus, citoplasma homogéneo e escuro e com
tamanho compativel com a fase antral. A taxa de viabilidade oocitaria foi
determinada considerando os COCs viaveis em relacdo ao total, que inclui os

desnudos, degenerados, muito pequenos e com células cumulus esparsas.

2.2 Analises

2.2.1 Atividade mitocondrial e conteldo lipidico de oécitos

Os COCs foram desnudados em placas de 4 pogcos com solugéo de tripsina
/ EDTA (0,05% / 0,02% p/v em PBS livre de Ca2+ e Mg2+; Biochrom GmbH, Berlim,
Alemanha) por meio de sucessivas pipetagens sob estereomicroscopico, até que
0s od6citos permanecessem com poucas células cumulus ao seu redor, para ndo
prejudicar a coloracéo do odcito. Em seguida, os COCs foram lavados duas vezes
em PBS livre de Ca2 + e Mg2- (Gibco -094) + polivinilpirrolidona - PVA (0,3%)
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) antes de serem submetidos ao protocolo
de coloracdo. As mitocondrias foram coradas com o corante ativo MitoTracker®
Orange CMTMRos (Mitotracker Orange; Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) em
concentracéo final de 500nM em PBS + BSA (0,4 %) durante 40 min a 38,8 °C em
6% de CO:. Este corante mostra uma forte sensibilidade ao potencial de membrana
mitocondrial e afinidade para a proteina mitocondrial (grupos tiol) que exibe alta
retencdo na organela devido a alta co-localizagdo com citocromo C oxidase (POOT
et al. 1996). Apds a coloracdo com Mitotracker, os COCs foram transferidos para
uma solugédo de PBS + BSA (0,4%) contendo 3 pg / mL do corante lipidico
especifico 4,4-difluoro 1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indaceno (Bodipy
493/503; Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) para corar goticulas lipidicas
citoplasmaticas, solucéo na qual permaneceram por 10 min. a 38,8 °C em 6% de
CO2. Em seguida, as estruturas coradas foram lavadas 2 vezes em PBS livre e Ca?*
e Mg? e depois fixadas pelo menos 15 min em paraformaldeido - PAF (3%) e
sacarose (2%). Apos a fixacéo, as estruturas foram lavadas uma vez em PBS +
PVA (0,3%) e duas vezes em PBS livre de Ca?* e Mg? e entdo colocadas em

laminas de vidro com gotas de 2,5ug / mL-1 Hoechst 33342 (Sigma Chemical Co.,
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St. Louis, MO, EUA) + glicerina / PBS. As gotas foram sobrepostas pela laminula
de modo a homogeneizar o contetudo. Para evitar danos a morfologia de odécitos
desenhou-se o formato da laminula com silicone. As laminas permaneceram
incubadas a temperatura ambiente. As estruturas coradas foram analisadas com
um microscopio confocal de varredura a laser (LSM 5 Pa) acoplado a um
microscopio invertido Axiovert 200M (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). A intensidade
de fluorescéncia (IF) foi quantificada usando o programa Image J 1.47 (versao
1.60_65, Wayne Rasband; National Institutes of Health, Washington DC, USA). As
regides de interesse (ROIs) foram definidas em torno das estruturas coradas e
quantificadas em pixels. A intensidade da fluorescéncia foi corrigida com o seguinte
célculo: intensidade corrigida = Densidade Integrada - (Area da célula selecionada

X coloracdo média das leituras de background).

2.2.2 Expresséao génica

Os COCs foram desnudados em placas de 4 pocos onde as células do
cumulus (CC) foram completamente removidas por sucessivas pipetagens sob
estereomicroscopico. Em seguida, os odécitos (Oo) e CC foram, separadamente,
lavados duas vezes em PBS livre de Ca?*e Mg? + PVA (0,3%) e uma vez em PBS
livre de Ca?* e Mg?. Em seguida as amostras eram colocadas em tubo RNAase
free de 0,5 mL (Eppendorf) em um volume maximo de 5 ul. Cada repetigao continha
5 odcitos ou CC correspondentes a 5 COCs. Os tubos devidamente identificados
foram colocados imediatamente em gelo seco e depois armazenados em freezer a
-70°C até o momento da analise.

Para a andlise da expressdo génica, cada solucdo de amostra preparada
consistia de 2,25 puL cDNA (produtos pré-amplificados), 2,5 pL de TagMan
Universal PCR Master Mix (2X, Applied Biosystems) e 0,25 pyL de 20X GE Sample
Loading Reagent (Fluidigm); e a solug&o de ensaio foi 2,5 pL de 20X TagMan Gene
Expression Assay (Applied Biosystems) e 2,5 pL de 2X Assay Loading Reagent
(Fluidigm). O chip 96.96 Dynamic Array™ Integrated Fluidic Circuits (Fluidigm) foi
utilizado para coletar os dados. Depois de preparado, o chip foi carregado com 5
pL de cada solucéo de ensaio e 5 pL de cada solugdo de amostra. O ciclo térmico

do gPCR foi realizado no Biomark HD System (Fluidigm) utilizando o protocolo
33



TagMan GE 96x96 Standard, que consistia em um estdgio de Thermal Mix (50°C
por 2 min, 70°C por 20 min e 25°C por 10 min) seguido de Hot Start (50°C por 2 min
e 95°C por 10 min), seguido de 40 ciclos de desnaturacdo (95°C por 15 s),
anelamento e extensdo do primer (60°C por 60 s).

Foram selecionados genes relacionados ao metabolismo lipidico, atividade

mitocondrial e estresse oxidativo (anexo 1).

2.2.3 Cromatografia Liquida e espectrometria de massa (LC-MS)

Os COCs foram desnudados em placas de 4 pocos onde as CC foram
removidas por sucessivas pipetagens sob estereomicroscopico. Cada repeticédo era
composta por 5 oocitos, ou CC correspondentes a 5 COCs. Os tubos devidamente
identificados foram colocados imediatamente em gelo seco e depois armazenados
em freezer a 70C negativos até o momento da analise.

Foram submetidos a essa analise também amostras de soro sanguineo,
liquido folicular dos foliculos pequenos. LC-MS é capaz de identificar a maior parte
das classes de lipidios conhecidas em uma matriz bioldgica. Foi utilizado o sistema
de extracdo em uma fase para analise de lipidios baseado na mistura solvente de
MeOH/MTBE/CHCI3 (MMC). As amostras foram analisadas de acordo com o0s
protocolos estabelecidos no FBN Core Facility Metabolomic. Resumidamente, as
amostras foram homogeneizadas antes de serem separadas para extracao (GIL et
al., 2018).

Para minimizar possiveis efeito da técnica, utilizamos uma aliquota de cada
amostra biolégica de cada grupo com um padrao interno (SPLASH LIPIDOMIX ®).
As amostras de CC, de odcitos, soro sanguineo e fluido folicular foram adicionados
3ul, 2,5 ul, 9 pule 10 pl de padréo interno, respectivamente. O calculo da quantidade
corrigida das amostras foi calcula da seguinte maneira: média da area da molécula
/ média da area do padrao interno = valor quantitativo para cada molécula de lipidio
em ng.

As camadas polares e apolares foram separadas e secas sob fluxo de
nitrogénio a temperatura ambiente e armazenadas até a analise. Apdés a
reconstituicao, a fase apolar e a fase polar foram analisadas no modo de ionizagao
positiva e negativa por RP cromatografia liquida de alta performance e
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espectrometria de massas em conjunto (UHPLC-MS/MS) (Vanquish UHPLC-
System com ionizacdo por eletrospray aquecida (HESI) QExactive mais
espectrometro de massa Orbitrap; Thermo Scientific, Waltham, EUA). A
identificagdo e quantificacdo relativa de espécies lipidicas individuais foram
realizadas em nivel de producdo (fragmentacdo MS/MS) usando o software
LipidSearch (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), e a anotacdo metabdlitos foi
realizada usando o software Compound Discoverer 3.2 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA).

2.2.4 Dosagem Hormonal e lipidios séricos

Amostras séricas e do fluido folicular foram submetidas a dosagem de
progesterona (P4) e estradiol (E2), triglicerideos e acidos graxos néo esterificados
(NEFA). As amostras de plasma (EDTA) foram centrifugadas a 2.700 rpm por 20
min a 4°C. Soro e fluidos foram centrifugados imediatamente apds a coleta e
armazenados a -70 C até a andlise.

As concentracdes de E2 e P4 foram determinadas através da utilizacdo de
Kit RIA Beckman Counter. A analise foi realizada em microplaca de 96 pocos, por
meio da adi¢do de 2 pL de soro e adicionados 200 pL do reagente. Apos incubacao
da placa por 10 minutos a 37°C, a absorbancia foi lida a 490nm em leitor de ELISA
(HumareaderHS 16670). O ensaio foi realizado em duplicata. As concentracdes de
triglicerideos e NEFA foram medidas com o analisador de quimica clinica ABX
Pentra C400 (HORIBA Europe GmbH, Oberursel, Alemanha) usando o kit A11101-
640 para triglicerideos (HORBIA ABX SAS, Montpellier, Franca) e 434-94.795/346-
91.995 para anélise de NEFA ( FujFilm Wako Chemicals Europe GmbH, Neuss,
Alemanha).

2.2.5 Estatistica

Medicdes repetidas periodicamente no mesmo animal foram analisadas por
ANOVA de medicéo repetida usando o procedimento MIXED de SAS (Versao 9.4,
SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Para temperatura ambiente, ITU e umidade, o
modelo continha o tratamento de efeitos fixos (HS, C, PF), tempo (dia), bloco (1 a

9), e a interacdo tratamento x tempo; e DIM serviu como covariavel. Medidas
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repetidas no mesmo animal foram consideradas pela declaracéo repetida de proc
MIXED (variavel repetida: tempo) usando um tipo autorregressivo ou simetria
composta (com base no menor AIC) para a matriz de covariancia residual diagonal
do bloco.

As caracteristicas morfolégicas dos ovarios, os horménios e lipidios do
sangue, viabilidade oocitaria, e conteudo lipidico e atividade mitocondrial
(imunofluorescéncia) foram analisados utilizando o modelo misto linear
generalizado (GLIMMIX) procedimento com o pacote de software estatistico SAS
ondemand versdo académica. Para a viabilidade, cada odcito foi considerado uma
observagéo com resposta binaria (O = ndo viavel, 1 = viavel). Para a coloracao de
conteudo lipidico e atividade mitocondrial, cada odcito foi considerado uma
observacao.

Para analise da expressdo génica, utilizou-se um gene housekeeping
(GAPDH), determinado através do software BestKeeper (PFAFFL et al, 2004), as
médias geométricas do housekeeping, foram calculadas e usadas para obter os
valores delta Ct dos demais genes. Os efeitos do tratamento na expressao génica
foram determinados por andlise de variancia usando o modelo misto linear
generalizado (GLIMMIX) do SAS ondemand versao académica.

Para andlise dos dados da LC-MS, utilizou-se o software MetaboAnalyst 5.0
(https://lwww.metaboanalyst.ca/.). Inicialmente realizou-se um Cluster Analysis
através de HeatMap, para identificar as 20 moléculas mais diferentes
significativamente, estas moléculas foram utilizadas para andlise estatistica
multivariada, PCA. Outras andlises estatisticas, com carater exploratorio foram
realizadas usando o teste plot volcano que combina resultados da analise Fold
Change (FC) e testes T em um Uunico grafico que permite selecionar recursos
significativos com base na significancia biolégica, estatistica ou em ambas. Para o
PCA, ou plot volcano os dados foram previamente normalizados, utilizando um
escalonamento automatico.

Para todas as analises P < 0,05 foi considerado como significativo.
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3. Resultados
Quanto a presenca das estruturas ovarianas, nao sofreu variacao entre 0s

grupos analisados (tabela 1; figura 4).

Tabela 1 Caracteristicas das estruturas de ovarios de animais submetidos a estresse térmico ou
restricdo nutricional por sete dias.

CL CA DF SF

HS (n=8) 0,875 (+1,0) 1,3 (x1,2) 1,5(x0,5) 50,25 (+42,2)

PF (n=8) 1,0 (£0,5) 1,9 (+1,2) 1,5 (+0,9) 38,875 (+16,3)
C (n=7) 1,4 (+0,5) 1,0 (+0,6) 2,1 (0,8) 31,3 (+21,6)
Valor de P 0,3313 0,2701 0,1826 0,4653

CL: corpo liteo; CA: Corpo albicans; DF: Foliculo dominante; SF: Foliculos pequenos; HS: animais
submetidos a estresse térmico; PF animais submetidos a estresse nutricional; K: animais sem
estresse.

HS 36366 PFIG6AY (o

Figura 4 Ovarios de vacas leiteiras submetidas a estresse térmico e nutricional. HS: animais
submetidos a estresse térmico; PF animais submetidos a estresse nutricional; C

: animais sem estresse.

N&o houve diferenca entre os grupos, quanto a quantidade de COCs total
recuperados, mas houve diferenca na viabilidade dos mesmos, de acordo com a
sua morfologia. O estresse térmico levou a uma menor porcentagem de 00citos

viaveis (tabela 2).
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Tabela 2 Recuperacdo total e viabilidade de o6citos de vacas leiteiras submetidas a estresse térmico
ou restricdo nutricional

Média da recuperacéo Viabilidade dos
total de odcitos (erro odocitos (%)
padrao)
HS (n=605) 75,6 (17,07) 53% (301/605) a
PF (n=410) 55,3 (17,07) 59% (242/410) b
C (n=443) 68,3 (18,25) 54% (241/443 ) ab
Valor de P 0,6744 0,0142

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indica diferenga significativa (p<0,05). HS: animais
submetidos a estresse térmico; PF animais submetidos a estresse nutricional; K: animais sem
estresse.

No plasma sanguineo (todos os animais avaliados estavam em fase latea),
o E2 apresentou uma concentragdo menor nos animais que sofreram o estresse
térmico, comparado aos demais grupos, por outro lado, a progesterona ndo diferiu
entre 0s grupos. Este padrdo se repetiu no fluido folicular (foliculos pequenos)
(tabela 3).

Tabela 3 Niveis de Estradiol e Progesterona em amostras de soro sanguineo e fluido folicular de
vacas leiteiras submetidas ao estresse térmico ou estresse nutricional

Fluido folicular Soro Sanguineo
Grupo P4 (EP) E2 (EP) P4 (EP) E2 (EP)
HS (n=21) 189,1 (45,5) 43,6 (60,9)b  4,38(1,54) 7,3(1,59) b
PF (n=19) 182,8 (47,8) 79 (64) ab 4,93(1,67) 14,18(1,71) a
C (n=18) 254,6 (49,1) 267,8(65)a  4,55(2,04) 10,7(2,10) ab
Valor de P 0,511 0,037 0,97 0,04

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indica diferenga significativa (p<0,05) HS: Animais
em estresse térmico; C: animais grupo controle; PF: Animais do grupo Pair-feeding. Pa:

Progesterona (ng/mol); E2: Estradiol (pg/mol); EP: erro padréo.

O estresse, térmico ou nutricional aumentou os niveis de triglicerideos no
sangue dos animais em relacdo ao tratamento controle, mas apenas o tratamento

PF apresentou maiores niveis de NEFAs (acidos graxos livres ndo esterificados)
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plasmaticos em relacdo aos demais tratamentos (tabela 4). No grupo HS foi
observada correlacéo positiva entre a quantidade de TG e NEFA, o que indica que

o0 estresse por calor pode modificar a composicédo quimica dos lipidios.

Tabela 4 Concentracdo de TG e NEFAs no plasma sanguineo de vacas leiteiras submetidas ao
estresse térmico ou restricdo alimentar por sete dias.

TG -mmol/L NEFA (umol/L- (erro Correlacao
(erro padrao) padrao) Pearson TG/NEFA
(p-value)
HS (N=8) 0,16 (0.019) ab  230.00 (50.2540) b 0.71908 (0.044)
PF (n=8) 0,18 (0.015)a  500.83 (58.0284)a  0.54408 (0.2644)
C (n=5) 0,11 (0.017) b 140.60 (63.5669) b 0.85394 (0.0655)
Valor de P 0.0293 0.0015

Letras minUsculas diferentes na mesma coluna indica diferenca significativa (p<0,05).

A fim de procurar o painel lipidico discriminante do lipidoma do odcito e
células do cumulus, de forma separada, empregamos o HeatMap e o PCA (figura
5). E possivel observar que ha uma maior distancia entre os grupos de HS

comparado ao PF.
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Figura 5 Painel Lipidico discriminante de amostras de soro sanguineo, fluido folicular, células do
cumulus e odcitos de vacas leiteiras submetidas ao estresse térmico ou restricao alimentar por sete
dias. A esquerda gréaficos de Heatmap (Cores das colunas; verde: grupo controle, vermelho: heat

40



stress; azul: Pair-feeding) e a direita gréaficos discriminantes de PCA (Cores das bolhas verde: grupo
controle, vermelho: heat stress; azul: Pair-feeding).

Para uma analise mais detalhada das moléculas lipidicas, adotamos entéo
as comparacfes apenas entre os grupos HS e PF, através da analise de Plot
volcano. As moléculas (picos) diferencialmente abundantes entre os grupos estéo
descritas na tabela 5. Podemos notar que nas células do cumulus foi detectada a
maior quantidade de moléculas lipidicas.

Tabela 5 Deteccdo e andlise diferencial de lipidios nas células e fluidos foliculares e plasma
sanguineo de vacas leiteiras submetidas ao estresse térmico e restricdo alimentar por sete dias.

_ Numero de Moléculas _ .

Compartimento ) _ _ Tipos de regulagéo em
_ moléculas diferencialmente
Folicular HS
detectados abundantes, n
Up- Down-

Regulate Regulated

d (n) (n)

Odcitos 260 65 24 41

Células cumulus 508 170 72 98

Fluido Folicular 437 119 69 50

Soro sanguineo 407 66 15 51

HS: animais expostos ao estresse térmico; As diferengas significativas entre as abundancias
de moléculas, tanto quanto ao tipo de regulagéo (up ou down regulated) foram verificados pelo Plot
volcano FC:2.0 e Tukey:0.5; *segundo o teste de volcano os resultados de PF, quanto aos tipos de
regulacdo sdo exatamente opostos ao de HS, aqui apresentados.

Algumas moléculas que se diferiram entre os tratamentos (HS x PF) em um
compartimento folicular especifico, apresentaram o mesmo comportamento nos
demais compartimentos, por exemplo: o ester de colesterol (ChE 18:2) e a
esfingomielina (SM d34:1) estavam down-regulated (no grupo HS) tanto no sangue,
qguanto do fluido folicular, nas células do cumulus e nos odcitos, estas foram as
Gnicas moléculas presentes em mais de dois compartimentos. Outras

semelhancas, podem ser observadas na tabela 7.

O éster de colesterol (ChE 18:2) e a esfingomielina (SM d34:1)

apresentaram-se diferentemente abundantes entre HS e PF no sangue, nas células
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do cumulus e nos odcitos e estavam down-regulated (no grupo HS). Outras

semelhancas, podem ser observadas na tabela 6.

Tabela 6 Moléculas lipidicas com 0 mesmo comportamento em células cumulus,fluidos foliculares
e/ou soro sanguineo de vacas leiteiras submetidas ao estresse térmico ou estresse nutricional

] o Soro Fluido Ceélulas o
Moléculas Lipidicas ] _ Oacitos
sanguineo Folicular Cumulus

ChE(18:2)
DG(18:0_20:0)
ChE(18:1)
SM(d34:1)
DG(18:0_16:0)
ChE(18:3)
ChE(22:5)
TG(16:1_14:0_16:1)
TG(15:0_16:0_18:1)
TG(16:0_14:0_14:0)
TG(18:1_18:2 18:2)
TG(16:1_14:0_14:0)
TG(18:0_18:1 18:1)
TG(18:1_18:1 18:1)
TG(18:1_17:1 18:1)
TG(18:1_20:2_22:4)
TG(18:1e_18:1 18:1)
TG(20:1_18:1 18:1)
TG(25:0_14:0_16:1)
TG(17:0_18:1_22:4)

«—

e e T T e e e e R

Setas 1: up-regulated; setas |: down-regulated. Os tipos de regulacdo apresentados na
tabela referem-se ao grupo HS. *Segundo o teste de volcano os resultados de PF, quanto aos tipos
de regulacéo sdo exatamente opostos ao de HS.

A variacdo das classes lipidicas e seus tipos de regulagdo (up ou down
regulated) no perfil lipidico do soro sanguineo, no fluido folicular, células do cumulus
e odcitos de vacas leiteiras submetidas ao estresse térmico ou restricdo alimentar

esta descrita na tabela 7.
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Tabela 7 Classes de lipidios que mais sofreram altera¢des, em células foliculares e soro sanguineo
de vacas leiteiras submetidas ao estresse térmico ou estresse nutricional.

Classe Células do

lipidica Soro Sanguineo  Fluido Folicular Cumulus Odcitos
ChE 20% (13} 01) 3% (0] 31) 5% (8] 01) 2% (1, 01)
DG 3% (2] 01) 4% (41 17) 16% (2] 251) 14% (4| 51)
PC 30% (15| 57) 30% (5] 317) 7% (8] 41) 11% (7] 01)
SM 15% (10} 01) 11% (0} 137) 2% (2] 11) 2% (1, 01)
TG 32% (11] 101) 18% (10} 117)  66% (70] 421) 71% (27| 191)
LPC - 24% (29| 01) - -

PS - - 1% (1] 01) -

Pl 7% (0| 81)

PE - 3% (2] 21) 4% (7| 01) 2% (1, 01)

Setas para cima: up-reguletad; setas para baixo: down-reguletad. Os tipos de regulagéo
apresentados na tabela referem-se ao grupo HS. *Segundo o teste de volcano os resultados de PF,
quanto aos tipos de regulacdo sdo exatamente opostos ao de HS.

Alguns acidos graxos (AGs) foram investigados em lipidios que se diferiam
entre os gruposHS e PF, considerando o comportamento desses AGs em 00citos
normais e em degeneragao, como anteriormente descrito por CHEN et al., 2020. A
maioria dos AGs analisados em odcitos e células do cumulus apresentaram-se
reduzidos no grupo HS, exceto para 14:1,que nos odécitos estava up-regulated, e

16:2 que estava up-regulated nas células do cumulus (figura 6).
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m Odcitos Células do Cumulus

AG18:0
AG16:1
AG16:2
AG18:2
AG14:0
AG18:1
AG16:0
AG18:3
AG14:1 -

AG 20:4 —
-30 -20 -10

O

10 20

Figura 6 Comportamento de acidos graxos de odcitos e células cumulus em moléculas lipidicas que
apresentaram regulacdo diferente em vacas leiteiras dos grupos HS e PF. 0= indiferente; >0
upregulated <0 downregulated.

Segundo a analise de fluorescéncia, todos os grupos se diferem entre si,
tanto em od0citos quanto em células do cumulus. O grupo C apresenta a maior
atividade mitocondrial e maior conteudo lipidico, seguido do grupo PF e grupo HS
(tabela 9). Nos odcitos ha uma forte correlacdo positiva entre a atividade
mitocondrial e conteudo lipidico no grupo HS, e no grupo PF uma correlacéo fraca
e negativa entre as variaveis (tabela 8; figura 7). Deste modo, podemos supor que
0 estresse por calor aciona vias metabdlicas diferentes das vias do estresse

nutricional.
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Atividade Mitocondrial Conteudo lipidico Merge channels

o
Q
£
F -
0
e
(0]
(2}
(%]
(0]
—
—
[0}
L

Controle

Pair feeding

Figura 7 Conteudo lipidico e atividade mitocondrial em odcitos imaturos de vacas leiteiras. Corante
para atividade mitocondrial (vermelho): Mitotracker®. Corante para conteldo lipidico (verde):
Bodipy®
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Tabela 8 Correlacéo entre a atividade mitocondrial e contelido lipidico de oécitos e células do
cumulus de vacas leiteiras submetidas ao estresse térmico ou restricdo alimentar por sete dias em
camara climatica.

Grupo Estimativa Estimativa Correlacao entre
Atividade Conteudo atividade
Mitocondrial lipidico (erro mitocondrial e
(erro padrao) padrao) conteudo lipidico
(valor P)
C (n=36) (Oo0) 18,4 (0.1) a 19,2 (0.09) a 0,1 (0.3)
PF (n=42) (0Oo0) 17,6 (0.1) b 18,2 (0.09) b -0,09 (0.5)
HS (n=12) (Oo0) 12,8 (0.2) c 12,1 (0.1) c 0.93 (<.0001)
C(n=432) (cc) 13.96 (0.036) a  13.77(0.041) a 0.75 (<.0001)
PF (n=379) (cc) 13.73 (0.039) b  13.33(0.044) b 0.34 (<.0001)
HS (n=69) (cc) 8.33 (0.091)c 6.28(0.10) c 0.75 (<.0001)

Oo= o6citos; cc= células do cumulus. Letras minlUsculas na mesma coluna indicam médias
estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey P<0,05. As correla¢des foram testadas dentro dos
grupos de forma individual, aceita-se correlagdo positiva quando P<0,05. C: grupo de animais
controle; PF: grupo de animais em restricdo alimentar, ou pair feeding; HS: grupo de animais
expostos ao estresse térmico.

Os genes que se apresentaram diferentemente expressos entre os gruposHS e PF
estédo representados na figura 8. O comportamento de todos os genes avaliados,

esta descrito nos anexos 2 (od6citos) e 3 (células do cumulus).
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Figura 8 Expresséo de genes em odcitos imaturos de vacas leiteiras submetidas a estresse térmico
(HS) ou restricdo alimentar (PF) por sete dias. C grupo controle;Oo: o6citos; Cc: Células do Cumulus
(Tukey P<0,05);

4. Discusséo
No presente estudo verificou-se que o HS menor qualidade dos COCs,

segundo as caracteristicas morfolégicasdo ooplasma e das células cumulus.Nossa

hipotese de que tais danos estédo intimamente relacionados ao metabolismo lipidico
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foi confirmada neste estudo. A importancia da reserva de lipidios em odcitos
bovinos é conhecida, visto que € uma das espécies que apresenta maior acumulo
lipidico em seu ooplasma, fato que justifica a coloracdo mais escura de odécitos
bovinos em relacdo a outras espécies, como o0 humano e o camundongo
(NAGANO, 2018). A alteracdo do conteudo lipidico e consequentemente da
coloracdo do ooplasma também ocorre intra espécie, como observado em Bos
taurus e Bos indicus e sua relacdo com a qualidade da odcito ja foi postulada
(NAGANO, 2018).

No presente estudo, a expressado de H2A, foi inferior em odcitos do grupo
HS quando comparado aos PF, a expressdo deste gene é importante para a
competéncia e desenvolvimento oocitario (CAIXETA et al., 2009). Adicionalmente,
foi observado que nas células cumulus, SETD2 estd mais expressa em HS
comparado ao PF, SETD2 se expressa mais em 00citos transcricionalmente ativos,
ou seja, quando ha uma menor condensacdo da cromatina, e € mediador da
H3K36me3 (SHAO et al., 2022). Uma vez que os olcitos aspirados de foliculos
pequenos devem estar em quiescéncia (BROCHADO SOUZA-CACERES; DE;
MELO-STERZA, 2017) e portanto com a cromatina altamente condensada, espera-
se menor expressado de SETD2 em odcitos competentes. Sua menor expressao em
oocitos HS, corrobora com a menor competéncia dos COCs desse grupo.,

As concentracdes séricas de Ez foram inferiores nos animais HS, essa
reducdo esta ligada a uma reducdo da disponibilidade de Colesterol, que é o
percursor dos esteroides (YAMASHITA et al., 2003). Nesse estudo 20% das
moléculas lipidicas presentes no soro sanguineo e que se diferenciaram entre os
grupos PF e HS, pertenciam a classe ChE (éster de colesterol), e estavam down-
regulated nas amostras de soro sanguineo e nas células do cumulus de animais do
grupo HS. Corroborando com estas informacgdes, observamos que tanto nas células
cumulus, local onde é produzido parte dos horménios esteroides, quanto nos
oocitos (HS), houve uma menor expressdo de 7-desidrocolesterol redutase
(DHCRY7), gene responsavel por converter o 7-desidrocolesterol em colesterol
(YAMASHITA et al., 2003).
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Para a formag&o dos hormoénios, o colesterol deve ir para a membrana
mitocondrial interna via proteina reguladora aguda esteroidogénica (STAR), o qual
é clivado pela enzima CYP11A1l em pregnenolona (P5) e posteriormente em
progesterona (P4) (KARMAN et al., 2012). Nossos resultados demonstraram que a
referida via foi parcialmente afetada, pois, embora tenha ocorrido um aumento da
Expressdo de CYP11Al nas células do cumulus de animais HS comparados a
animais PF, as concentracfes de P4 no fluido folicular ndo variaram entre os
grupos., .

O grupo HS apresentou menor concentracao sérica de NEFAs comparado
ao grupo PF. Ja foi demonstrado, que os NEFAs séo liberados na circulacdo
especialmente em condi¢cdes de balanco energético negativo, facilitando assim o
transporte dos acidos graxos da circulacdo para os tecidos (WHEELOCK et al.,
2010). Apesar de HS e PF estarem em balanco energético negativo, ingerindo
igualmente menor quantidade de alimento que a demanda, a resposta ao estresse
adicional de calor alterou as vias metabdlicas dos lipidios.

No presente estudo foi demonstrado ainda que, 0 estresse térmico promove
alteracao do perfil de 4cidos graxos de odécitos, compativel com uma maior chance
de degeneracao destas células. Foi demonstrado que odcitos e células do cumulus
do grupo HS, apresentaram menor conteudo lipidico comparado aos demais
grupos, e o perfil lipidico de células do cumulus (66%) e dos odcitos (71%), eram
compostos por TGs, estando a maioria deles down-regulatad nos animais HS. Um
estudo anterior demonstrou que inibir o metabolismo de TGs in vitro e impedir que
0s acidos graxos entrem nas mitocondrias para -oxidacao leva a uma queda na
viabilidade de odcitos de fémeas bovinas e suinas (STURMEY et al., 2009).
Adicionalmente, Chen et al (2020) descreveram o perfil lipidico de odcitos viaveis e
em degeneragdo.Os autores consideraram os TGS como biomarcadores de
gualidade, pois estes portam uma das maiores fontes de energia para o
desenvolvimento celular e sdo os lipidios de maior representagdo nas gotas
lipidicas, de maneira que, odcitos em processo de degeneracdo possuem menor
teor de TG (CHEN et al., 2020), corroborando com a menor qualidade dos o0citos

submetidos ao estresse térmico no presente estudo.
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Além de reduzir a quantidade geral de TGs, os animais HS possuiam menos
acidos graxos importantes para a qualidade oocitaria, comparados aos animais PF.
Os acidos graxos 18:1 e 18:2, 16:2, 16:0 e 14:0 estavam down-regulated em odcitos
e células do cumulus HS. Nas células do cumulus, esta redugc&o ocorreu, mesmo
com o aumento da expresséo do ELOVL6 nos animais HS. A expressao deste gene
€ responsavel pelo alongamento das cadeias 16:0 (acido palmitico) e 16:1 (acido
palmitoleico) (WANG et al., 2006). Aardema et al. (2013) demonstraram que o acido
oleico (18:1) exerceu um efeito positivo no armazenamento de lipidios (AARDEMA
et al., 2013). Chen et al. (2020), comparando odécitos normais e degenerados,
também observaram que em 04citos normais os acidos graxos 18:1 e 18:2 estavam
em maiores proporcdes, e em contrapartida, os acidos graxos 18:0, 16:2, 16:0 e
14.0 em cadeias de triglicerideos estdo em menores propor¢cdes em 00cCitos
degenerados (CHEN et al., 2020).

Em Oo e CC no grupo HS, o estresse térmico também pode afetar
negativamente a funcionalidade da membrana dos odcitos e células cumulus, visto
que 80% dos fosfolipidios das células do cumulus (PC (fosfatidilcolina), PS
(fosfatidilserina) e PE (fosfatidiletanolamina)) e 100% dos fosfolipidios dos odcitos
(PC e PE) estavam down-regulated no grupo HS, tais lipidios integram as
membranas funcionais e atuam como importantes mensageiros quimicos (HORN;
JAISWAL, 2019). Adicionalmente, observou-se nos animais HS menor expressao
do SLC2A1 (odcitos), gene que auxilia no transporte da glicose e frutose pela
membrana (LAMAS-TORANZO; PERICUESTA; BERMEJO-ALVAREZ, 2018), e
menor expressdo de MAP2K2 (células do cumulus), gene mediador da acdo da
insulina sobre a glicdlise, que é uma das atividades mitocondriais (LAMAS-
TORANZO; PERICUESTA; BERMEJO-ALVAREZ, 2018). Uma falha nesta
comunicacado pode reduzir a producdo de energia da célula.

Observamos que apenas o tratamento HS apresentou uma correlagéo
positiva entre a atividade das mitocbndrias e o conteddo dos lipidios. Outra
observacdo importante é o fato da expressdo de MTCH2 estar aumentada nas
células do cumulus dos animais HS comparados ao grupo PF. A expresséo de
MTCH2 participa da homeostase lipogénica e em caso de falta de nutrientes tem

acao citoprotetora. MTCH2 monitora a via de lipogénese e transmite as informacdes
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para a maquinaria de fusdo mitocondrial para promover o alongamento das
mitocdndiras, maior producao de energia e sobrevivéncia celular sob condicdes de
fome (LABBE et al., 2021). O aumento da expressédo de MTCH2 pode aumentar a
reserva de lipideos (BAR-LEV et al., 2016; ROTTIERS et al., 2017). A correlacéo
positiva entre a atividade mitocondrial e conteddo lipidico do presente estudo,
sugerem uma mudanca de prioridade entre as fungdes mitocondriais, uma vez que
as mitocéndrias exercem controle tanto na peroxidacao lipidica, como na apoptose
(DUCHEN, 2004), desta maneira possivelmente a atividade mitocondrial, ndo esta
consumindo lipidios para efetuar outras funcdes, em resposta as condi¢cdes de
estresse térmico.

Com base no observado no presente estudo, sugerimos que em situacoes
de estresse térmico, 0 estresse oxidativo pode estar ocorrendo, ndo porque
acontece o acumulo de lipidios, mas sim porque nado estdo sendo consumidos pelas
mitocondrias de forma equilibrada. Sugestdo sustentada, com os resultados de
estudos recentes, que mostram que a suplementacdo de MitoQ (antioxidante
direcionado a mitocéndria), no meio de cultivo, melhorou a taxa de blastocistos
provenientes de odcitos em estresse oxidativo (LAMAS-TORANZO; PERICUESTA,;
BERMEJO-ALVAREZ, 2018).

Os animais HS do presente estudo, provavelmente estavam com menor
oxigenagcdo nos ovarios, e este cenario pode ter estimulado a mudanca de
prioridade das atividades mitocondriais, por isso a correlacdo positiva entre
conteudo lipidico e atividade mitocondrial. E sabido que as proprias mitocondrias
podem ser grandes consumidoras de ATP, em ambientes com pouca oxigenagao
e fluxo sanguineo (DUCHEN, 2004) e o estresse por calor pode contribuir para essa
baixa oxigenacdo, pois uma das estratégias para o controle da temperatura
corporal, em situacdes de calor, € a redistribuicdo de sangue para a pele, e para os
musculos envolvidos na atividade respiratoria, o que reduz o fluxo de sangue para
0s 0rgaos internos, como os reprodutivos. Por exemplo, em condi¢des de estresse
térmico, o fluxo de sangue nos ovarios reduz de 20 a 30% durante o estresse
térmico, enquanto na regido da vulva (regido mais externa) aumenta 40% (ROCHA
et al., 2012), desta maneira, ha menor disponibilidade de oxigénio para as funcdes

reprodutivas em 6rgaos internos.
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A expressao de SOD1 foi maior nos animais HS, comparados aos animais
PF, a acdo deste gene esta na linha de frente para o combate as ROS.As SODs
sao bem conhecidas por mediarem a dissociacdo dos radicais superoxido em Oz e
H202 (KHAN et al., 2021). Esse resultado demonstra havia demanda do grupo HS
para combater o estresse oxidativo.

O grupo HS apresentou maior expressao de HSP90B1 (odcitos), comparado
ao grupo PF.Esse gene age no reticulo endoplasmatico (RE), onde numerosas
proteinas se movem e exigem duplicacdo controlada, caso ocorra um acumulo
inadequado dessas proteinas ocorre estresse do RE, desencadeando a acdo das
UPRs (unfolded protein response). Apesar das UPRs serem acionadas para
controlar o estresse de RE, se em excesso podem acelerar o processo de apoptose
(RON; WALTER, 2007). Paralelamente a HSP90B1, a expressao de ATF4 também
esta aumentada no grupo HS em comparacédo ao grupo PF. ATF4 desempenha um
papel crucial na adaptacao ao estresse, regulando a transcricdo de muitos genes
(B’CHIR et al., 2013), garante o fornecimento de aminoacidos para a biossintese
de proteinas e glutationa e protege as células contra o estresse oxidativo. A
ativacdo dessa resposta integrada ao estresse demonstrou ter um papel especial
na adaptacdo das células as consequéncias metabdlicas da atividade do RE
(HARDING et al., 2003).

Por outro lado a expressdo de genes (HSPD1 e HSPE1l) marcadores
relacionados a UPRmt (mitochondrial unfolded protein response) foi menor nos
od6citos de animais HS, comparados a animais PF. Da mesma forma que as UPR
do RE, de acordo com o nivel de estresse, as UPRmt podem intermediar a
sobrevivéncia celular ou induzir a apoptose (MAREI et al, 2019), J& foi demonstrado
que a delecdo do UPRmt resulta em infertilidade feminina, com comprometimento
da maturacdo do odcito e primeira clivagem (SELI; WANG; HORVATH, 2019),
portanto acredita-se que a reducdo da expressdo desse gene também esteja
relacionada a menor qualidade dos COCs provenientes de vacas em estresse
térmico.

As sirtuinas (SIRT 1 e SIRT 2) apresentaram comportamento similar entre
odcitos e células do cumulus. A atividade dessas enzimas depende da relacdo NAD

+ /INADH, agindo como uma espécie de sensor do estado energético celular,
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promovendo a adaptacdo celular, via regulagdo das fungdes mitocondriais e
nucleares através de mecanismos epigenéticos (desacetilacéo de histonas) e nao
epigenéticos (citoesqueleto e/ou proteinas reguladoras) (TATONE et al., 2018). A
Sirt 2, que esté localizada no citoplasma controlando a dindmica do citoesqueleto
(NORTH et al., 2014), apresentou menor expressao no grupo HS em comparacao
ao grupo PF. Por outro lado, a Sirt 1 localiza-se no ndcleo, e é responsavel por
regular o ciclo celular e a proliferacéo, reparo de DNA, remodelamento da cromatina
e a funcdo mitocondrial (FERREIRA et al., 2022). A Sirt 1 apresentou maior
expressdo no tratamento HS em comparagéo ao grupo PF (em Oo e CC). Este
resultado sugere, que apos 7 dias de estresse térmico, a dindmica do citoesqueleto
pode ser prejudicada no citoplasma do odcito, no entanto, ainda ha mecanismos de
defesa tentando reorganizar a cromatina, para proteger o seu material nuclear.
KDM1A (oécitos e células do cumulus) e KMT2D (odcitos) ndo apresentaram
modificacdes entre o grupo HS e os demais, porém diferenciou entre os grupos PF
e controle. KMT2D é uma importante mono-metiltransferase H3K4 de mamifero
(FROIMCHUK; JANG; GE, 2017), e KDM1A atua na desmetilacdo de H3K9 (MAES
et al., 2018; METZGER et al., 2005). A metilacdo de H3K4 e a desmetilacdo da
H3K9 estdo correlacionadas com a ativagcdo da transcricdo, indicando a
possibilidade de que o estresse por restricdo alimentar pode estar associado com
o envelhecimento precoce dos odcitos, pois provavelmente estd permitindo

transcricdes de genes antes do processo de maturacao oocitéria.

5. Conclusodes

A reducdo da qualidade dos COCs em funcdo do estresse térmico esta
intimamente relacionada com o metabolismo lipidico, visto que houve reducéo do
conteudo lipidico, especialmente de TGs, e alteragcéo do perfil lipidico, com reducéo
dos acidos graxos oleico e linolénico. A reducéo de ésteres de colesterol culminou
com a reducao das concentracdes de estradiol e a variacdo da expressao de genes
relacionados ao metabolismo lipidico, atividade mitocondrial e estresse oxidativo

reforcaram a importancia dos lipidios para a manutencdo da competéncia oocitaria.
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Resumo
O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do estresse térmico in vivo em

vacas leiteiras sobre o metabolismo lipidico dos complexos cumulus-o6cito (COCS)
submetidos a MIV. 27 Vacas primiparas da raca holandesa foram mantidas em
camara climatica com alimentacao ad libitum e temperatura constante de 28°C e
indice de temperatura-humidade (ITU) de 76 durante 7 dias (Estresse térmico - HS)
ou sob temperatura constante de 16°C, ITU = 60 e recebendo a mesma quantidade
de alimento que as vacas submetidas a stress térmico (Pair-feeding - PF) ou
alimentacéo ad libitum (Controle - C), durante o mesmo periodo. Os Complexos
cumulus oocitos (COCs) foram obtidos pela técnica de slicing dos ovarios. As
amostras foram preparadas para analise antes (TO) e depois (T24) da MIV. Os

COCs TO e T24 foram desnudados e as Células do cumulus (CC) e odcitos (00)
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foram submetidos separadamente a analises do conteudo lipidico (CoLi) e da
atividade mitocondrial (AM) por fluorescéncia e microscopia confocal, perfil lipidico
por LC-MS; e expressao génica por RT-PCR utilizando a plataforma Fluidigm. O
software Metaboanalist 5.0 (heatmap e volcano plot) foi utilizado para avaliar
estatisticamente os resultados da LC-MS. Para a fluorescéncia e a expressao
génica, os dados foram organizados em um modelo fatorial 2x3 e analisados por
proc GLM (SAS ondemand). Para todas as analises, foi considerado P<0,05. Entre
as vias metabdlicas avaliadas, o maior numero de alteracdes ocorreu nas CC. A
expressdo de genes que participam do controle de esteroides foi afetada nos
animais HS, com reducdo de DHCR7, e aumento de CYP11Al. Esses efeitos
justificam a menor expansao das CC observada no grupo HS. HS foi o Unico grupo
gue mostrou um aumento significativo de CoLi apos a MIV, além de reduzir
mecanismos que colaboram com o controle da lipotoxidade, como a reducédo de
ELOVLS5, e reducao geral de TG (Oo e CC), principalmente os que sao constituidos
por acidos graxos (AGs) estearico (18:0), oléico (18:1) e linolénico (18:2), além da
reducdo de HSPE1 e HSPD1 (CC). Alguns mecanismos de sobrevivéncia foram
acionados, como a maior expressdo de MAP2K2 (CC e Oo), FABP3 (CC), SIRT1
(CC e O0) e MTCH2 (CC e 0O0). Por outro lado foram prejudicadas vias importantes
para o controle homeostatico sob situacdo de estresse, com a reducdo da
expressdo de HSPA4, HSPA5, HSPA9 (CC e Oo0) e ATF4 (CC e 0o0). Eventos
moleculares que participam da organizacdo da cromatina também corroboram com
a reducao da competéncia dos oocitos HS, assim como a reducao de H2A (CC e
00) e aumento de G6PD (CC e 0O0) e SETD2 (CC). Conclui-se que o metabolismo
lipidico é afetado pelo estresse térmico em vacas leiteiras, afetando a producao de
esteroides, 0 que impacta na expansao das células do cumulus. O aumento de
lipidios e atividade mitocondrial apés a M1V, indicam a importancia dos lipidios para
garantir a qualidade dos COCs, no entanto, o0 estresse térmico por 7 dias impactou
de tal forma os COCs, que os lipidios acumulados apresentaram reducdo de AGs

importantes para o controle da lipotoxidade.

Keywords: acidos graxos, células do cumulus, estresse oxidativo, mitocondrias,
MIV.
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1. Introducéo

Ja foi descrito que o estresse térmico impacta negativamente a maturacao
in vitro do complexo cumulus odcitos (COCs) (ROTH; HANSEN, 2005). Entre os
prejuizos estdo a perda dos granulos corticais e 0 aumento dos niveis de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (MAYA-SORIANO; TABERNER; LOPEZ-BEJAR,
2013). Consequentemente menores taxas de clivagem e formacéo de blastocisto
séo observadas (NABENISHI et al., 2012).

O estresse por calor ainda pode causar alteragcées importantes nas células
do cumulus, pois estas sao altamente sensiveis ao estresse por calor (PAYTON et
al., 2011), e como as CC sao transcricionalmente ativas, e tem um papel importante
para a progressao meiotica (REGASSA et al., 2011), o comprometimento dessas
células pode gerar consequéncias negativas ao desenvolvimento oocitario.

Ha indicacdes de que, altera¢bes induzidas pelo estresse térmico em o0citos
em estagio de vesicula germinativa (GV) ocorramem nivel transcricional, alterando
genes envolvidos na maturacdo oocitaria e no desenvolvimento embrionario inicial
fato comprovado pela diferenca nos mMRNAs observadaapds a maturagdode odcitos
coletados na estacdo fria, comparados aos coletados na estacdo quente
(GENDELMAN; ROTH, 2012).

A atividade mitocondrial de odcitos e células do cumulus, pode ser usada
como termdmetro para avaliar a qualidade do od4cito, pois alteracdes na fisiologia
das mitocondrias durante a maturacao pode levar a producéo excessiva de ROS,
e consequentemente a apoptose (NABENISHI et al., 2012). Em modelos bovinos a
disfuncé@o mitocondrial e o estresse oxidativo estdo sendo associados a exposicao
a elevados niveis de acidos graxos livres (MAREI et al., 2017). No entanto, estudos
que utilizaram substéncias delipidantes durante a maturagdo, apresentaram
resultados controversos (GHANEM et al., 2014; HELD-HOELKER et al., 2017;
TAKAHASHI et al., 2013; ZOLINI et al., 2019). Por outro lado, também ha indicios
de que a reserva de lipidios € uma aliada na resposta ao estresse (MAYA-
SORIANO; TABERNER; LOPEZ-BEJAR, 2013). Deste modo, ainda n&o esta claro

o real impacto do conteudo e perfil lipidicos dos COCs na maturacao in vitro.
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Acredita-se, portanto, que é necessario um melhor conhecimento dos
mecanismos biolégicos envolvidos com o metabolismo lipidico dos odcitos para
otimizar a eficiéncia da producdo in vitro de embrides, e para buscar alternativas
mais assertivas, quando os COCs forem provenientes de doadoras sob estresse
térmico ou restricdo alimentar.

Com base nisso, o objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos do estresse
térmico in vivo de vacas holandesas, sobre o metabolismo lipidico de COCs

submetidos a maturacéo in vitro.

2. Metodologia

Para o estudo foram utilizadas 27 vacas leiteiras da raca Holandesa na 12
lactacdo (100 + 50 dias com leite). Os grupos foram distribuidos em camara
climatica da seguinte maneira: Controle (C) - com alimentacdo ad libitum e
temperatura ambiente de 15°C e ITU = 60; Estresse térmico (HS) - com alimentacéo
ad libitum e temperatura ambiente de 28°C e ITU = 76; Pair-feeding (PF) -
receberam a mesma quantidade de alimento ingerida pelo grupo HS no dia anterior
e temperatura ambiente de 15°C e ITU = 60. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo comité de ética do governo do estado em Mecklenburg-West
Pomerania, Alemanha, LALLF MV « Postfach 10 20 64 « 18003 Rostock.

A cada més, 3 animais foram colocados em camaras climaticas. Inicialmente
passaram por um periodo de adaptacédo de 6 dias a 15°C e em seguida as camaras
climaticas foram ajustadas de acordo com a condicao climatica definida para cada
grupo experimental, condicées que 0s animais permanecem por 7 dias (Figura 1;
Figura 2). Os animais do grupo PF passaram por todos os procedimentos
experimentais (com excec¢ao do periodo de adaptacdo) um dia apGs 0s outros, pois
receberam a quantidade de alimento ingerida pelo animal submetido ao estresse

térmico.
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27 vacas holandesas na primeira lactacao (10050 dias de lactacéo)

- Em 2 camaras climaticas ( temperatura permanente 15°C ou 28° C)

7d

Fase de adaptagao

£26H4 (Fr)

Pair-feeding: 15°C, THI = 60
ad libitum: 15°C, THI = 60
Estresse térmico: 28°C, THI =76

6 dias, ad libitum: 15°C,
ITU =60

n=27 l
7d
Abate e
Amostragem
‘Fﬁ
Conteddo Lipidico : 4 Slicing
Atividade Mitocondrial < Para obtengdo de

complexo cumulus

‘/N\IV J/ \ odceitos
Rarfil Lipidico Expresséo Génica
e Meio de Cultivo /
e Odcitos

-

e Células do Cumulus

Figura. 1 Delineamento experimental dos tratamentos in vivo

Em todas as coletas, durante o periodo experimental foram aferidos
diariamente os parametros fisiolégicos dos animais, bem como conferidos os

dados climatoldgicos obtidos pelos relatorios das camaras climaticas (figura 2).
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Figura. 2 Média da temperatura ambiente, umidade e ITU ao longo do periodo experimental. Os
dados foram obtidos a partir dos relatérios das camaras climaticas.

Ao final de cada periodo experimental in vivo 0os animais foram abatidos no

abatedouro do proprio instituto, onde foram realizadas as coletas dos ovarios. Estes
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foram transportados até o laboratorio em 5 minutos em solugdo tampéo fosfato
(PBS), acrescido de penicilina e estreptomicina, a 36° C.

No laboratério a recuperacdo de COCs foi realizada pelo método deslicing
dos ovarios com lamina de bisturi em placa de petri 110x15mm.Os fragmentos dos
ovarios foram lavados com solucdo dPBS e o contetudo foi filtrado para a
recuperacdo dos COCs. Foram classificados como viaveis os COCs com pelo
menos 5 camadas compactas de células cumulus, citoplasma homogéneo e escuro
e com tamanho compativel com a fase antral.

A metade dos COCs coletados foram utilizadas para as andlises no momento
zero (TO) e a outra metade foi submetida a maturagéo in vitro (T24), realizada em
meio comercial da IVF-Bioscience® (BO IVM, sem soro fetal bovino e
suplementado com baixas concentracfes de glicose, hormdnios gonadotroficos e
gentamicina) em incubadora 38,8 C, 6% CO2 e maximo de umidade durante 24
horas.

Em TO e T24 os COCs foram desnudados por meio de sucessivas
pipetagens e separados de acordo com a analise e imediatamente armazenados.
Em todos os meses foi coletado material suficiente para pelo menos dois tipos de

anéalises.

2.1 Analises

2.1.1 Expansao das células do Cumulus Odcitos

A expansao das células do cumulus foi avaliada por meio da comparacéao
entre a area das células compactas (oécito imaturo, antes da MIV) e das células
expandidas (o6cito maduro, ap6s a MIV). Para isso, fotos de grupos de COCs foram
feitas em TO e T24 e a medicédo foi feita com o auxilio do software ImageJ 1.53K
(figura 3). O céalculo da expanséo das células cumulus foi feito pela diferenca entre
as células expandidas e as células compactadas. Para calcular a intensidade da
coloracdo da expansao total corrigida (CTCF) utilizou-se a formula a seguir: CTCF
= Densidade Integrada - (Area da célula selecionada X coloragéo média das leituras

de background).
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Figura. 3 Medi¢do da expansao das células do cumulus apés o periodo de 24 horas de maturagéo
com o auxilio do Image J. A: células do cumulus compactas antes da MIV; B: células do cumulus
expandidas apds a MIV. O calculo da expanséo das células cumulus foi feito pela diferenca entre
as células expandidas e as células compactadas

2.1.2 Atividade mitocondrial e conteudo lipidico de odcitos

Os COCs foram desnudados em placas de 4 pocos com solugéo de tripsina
/| EDTA (0,05% / 0,02% p/v em PBS livre de Ca?* e Mg?*; Biochrom ® GmbH, Berlim,
Alemanha) por meio de sucessivas pipetagens sob estereomicroscopico, até que
0S 00citos permanecessem com poucas células cumulus ao seu redor, para ndo
prejudicar a coloracé@o do odcito. Em seguida, os COCs foram lavados duas vezes
em PBS livre de Ca?* e Mg? (Gibco ® -094) + polivinilpirrolidona - PVA (0,3%)
(Sigma Chemical® Co., St Louis, MO, EUA) antes de serem submetidos ao
protocolo de coloracdo. As mitocondrias foram coradas com o corante ativo
MitoTracker® Orange CMTMRos (Mitotracker Orange; Molecular Probes, Eugene,
OR, EUA) em concentracéo final de 500nM em PBS + BSA (0,4 %) durante 40 min
a 38,8 °C em 6% de CO:2. Este corante mostra uma forte sensibilidade ao potencial
de membrana mitocondrial e afinidade para a proteina mitocondrial (grupos tiol) que
exibe alta retencdo na organela devido a alta co-localizagdo com citocromo C
oxidase (POOT et al., 1996). ApGs a coloracdo com Mitotracker, os COCs foram
transferidos para uma solugao de PBS + BSA (0,4%) contendo 3 ug / mL do corante
lipidico especifico 4,4-difluoro 1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indaceno
(Bodipy® 493/503; Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) para corar goticulas

lipidicas citoplasméticas, solugéo na qual permaneceram por 10 min. a 38,8 °C em
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6% de CO2. Em seguida, as estruturas coradas foram lavadas 2 vezes em PBS livre
e Ca?* e Mg? e depois fixadas pelo menos 15 min em paraformaldeido - PAF (3%)
e sacarose (2%). Apos a fixacao, as estruturas foram lavadas uma vez em PBS +
PVA (0,3%) e duas vezes em PBS livre de Ca?* e Mg? e entédo colocadas em
ldminas de vidro com gotas de 2,5ug / mL-1 Hoechst 33342 (Sigma Chemical 959
Co., St. Louis, MO, EUA) + glicerina / PBS. As gotas foram sobrepostas pela
laminula de modo a homogeneizar o contetdo. Para evitar danos a morfologia de
oocitos desenhou-se o formato da laminula com silicone. As laminas
permaneceram incubadas a temperatura ambiente. As estruturas coradas foram
analisadas com um microscépio confocal de varredura a laser (LSM 5 Pa) acoplado
a um microscopio invertido Axiovert 200M (Carl Zeiss ®, Jena, Alemanha). A
intensidade de fluorescéncia (IF) foi quantificada usando o programa Image J 1.47
(versdo 1.60_65, Wayne Rasband; National Institutes of Health, Washington DC,
USA) As regides de interesse (ROIs) foram definidas em torno das estruturas
coradas e quantificadas em pixels. A intensidade da fluorescéncia foi corrigida com
o0 seguinte calculo: intensidade corrigida = Densidade Integrada - (Area da célula

selecionada X coloracdo média das leituras de background).

2.1.3 Expressao génica
Os COCs em foram desnudados em placas de 4 poc¢os onde as células do

cumulus foram completamente removidas por sucessivas pipetagens sob
estereomicroscopico. Em seguida, os oécitos e células cumulus foram,
separadamente, lavados duas vezes em PBS livre de Ca?* e Mg% + PVA (0,3%) e
uma vez em PBS livre de Ca2 + e Mg2-. Em seguida as amostras eram colocadas
em tubo RNAase free de 0,5 mL (eppendorf) em um volume maximo de 5 ul. Cada
repeticdo continha 5 odcitos ou células do cumulus correspondentes a 5 COCs. Os
tubos devidamente identificados foram colocados imediatamente em gelo seco e
depois armazenados em freezer a -70 °C até o momento da analise.

Para a andlise da expressao génica, cada solucdo de amostra preparada
consistia de 2,25 pL cDNA (produtos pré-amplificados), 2,5 yuL de TagMan
Universal PCR Master Mix (2X, Applied Biosystems) e 0,25 puL de 20X GE Sample
Loading Reagent (Fluidigm); e a solugcéo de ensaio foi 2,5 pL de 20X TagMan Gene
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Expression Assay (Applied Biosystems) e 2,5 pL de 2X Assay Loading Reagent
(Fluidigm). O chip 48.48 Dynamic Array™ Integrated Fluidic Circuits (Fluidigm) foi
utilizado para coletar os dados. Depois de preparado, o chip foi carregado com 5
pL de cada solucéo de ensaio e 5 pL de cada solugédo de amostra. O ciclo térmico
do gPCR foi realizado no Biomark HD System (Fluidigm) utilizando o protocolo
TagMan GE 48x48 Standard, que consistia em um estagio de Thermal Mix (50°C
por 2 min, 70°C por 20 min e 25°C por 10 min) seguido de Hot Start (50°C por 2 min
e 95°C por 10 min), seguido de 40 ciclos de desnaturacdo (95°C por 15 s),
anelamento e extensdo do primer (60°C por 60 s).

Foram selecionados genes relacionados ao metabolismo lipidico, atividade

mitocondrial e estresse oxidativo (anexol).

2.1.4 Cromatografia Liquida e espectrometria de massa (LC-MS)

Os COCs foram desnudados em placas de 4 pocos onde as células do
cumulus foram removidas por sucessivas pipetagens sob estereomicroscopico.
Cada repeticdo era composta por 5 od0citos, ou células do  cumulus
correspondentes a 5 COCs. Os tubos devidamente identificados foram colocados
imediatamente em gelo seco e depois armazenados em freezer a -70 C até o
momento da analise.

LC-MS é capaz de identificar a maior parte das classes de lipidios
conhecidas em uma matriz biolégica. Foi utilizado o sistema de extragdo em uma
fase para analise de lipidios baseado na mistura solvente de MeOH/MTBE/CHCI3
(MMC). As amostras foram analisadas pelo sistema de espectrometria de massa,
que tandem de cromatografia liquida de ultra alta performance (UHPLC-MS/MS),
com o Sistema Vanquish UHPLC (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) com
ionizacdo por eletrospray aquecida (HESI) QExactive mais espectrébmetro de
massa Orbitrap (Thermo Scientific) no modo de ionizag&o positiva e negativa.

As amostras foram analisadas de acordo com os protocolos estabelecidos
no FBN Core Facility Metabolomic. Resumidamente, as amostras foram
homogeneizadas antes de serem separadas para extracédo (GIL et al., 2018).Para
minimizar possiveis efeito da técnica, utilizamos uma aliquota de cada amostra

biolégica de cada grupo com um padrdo interno (SPLASH LIPIDOMIX ®). As
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amostras de células do cumulus e de odcitos foram adicionados 3ul, 2,5ul de
padrao interno, respectivamente. O céalculo da quantidade corrigida das amostras
foi calcula da seguinte maneira: média da area da molécula / média da area do
padrdo interno = valor quantitativo para cada molécula de lipidio em ng.

As camadas polares e apolares foram separadas e secas sob fluxo de
nitrogénio a temperatura ambiente e armazenadas até a analise. Apos a
reconstituicao, a fase apolar e a fase polar foram analisadas no modo de ionizacao
positiva e negativa por RP cromatografia liquida de alta performance-
espectrometria de massa em tandem (UHPLC-MS/MS) (Vanquish UHPLC-System
com ionizagao por eletrospray aquecida (HESI) QExactive mais espectrometro de
massa Orbitrap; Thermo Scientific, Waltham, EUA). A identificacdo e quantificacao
relativa de espécies lipidicas individuais foram realizadas em nivel de producéo
(fragmentagdo MS/MS) usando o software LipidSearch (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA), e a anotacdo metabdlitos foi realizada usando o software
Compound Discoverer 3.2 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

2.1.5 Estatistica

Medicdes repetidas periodicamente no mesmo animal foram analisadas por
ANOVA de medicéo repetida usando o procedimento MIXED de SAS (Versao 9.4,
SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Para temperatura ambiente, ITU e umidade, o
modelo continha o tratamento de efeitos fixos (HS, CON, PF), tempo (dia), bloco (1
a 9), e a interacdo tratamento x tempo; e DIM serviu como covariavel. Medidas
repetidas no mesmo animal foram consideradas pela declaracéo repetida de proc
MIXED (variavel repetida: tempo) usando um tipo autorregressivo ou simetria
composta (com base no menor AIC) para a matriz de covariancia residual diagonal
do bloco.

As caracteristicas de expansdo de células do cumulus apés maturacéo,
conteudo lipidico e atividade mitocondrial (fluorescéncia) foram analisadas
utilizando o modelo misto linear generalizado (GLIMMIX) procedimento com o
pacote de software estatistico SAS ondemand versdo académica. Para a coloracao
de conteudo lipidico e atividade mitocondrial, cada odcito, ou cada célula do

cumulus foi considerado uma observagéao.
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Para analise da expressdo génica, utilizou-se um gene housekeeping
(GAPDH), determidado através do softwere BestKeeper (PFAFFL et al, 2004), as
meédias geométricas do housekeeping, foram calculadas e usadas para obter os
valores delta Ct dos demais genes.

Os efeitos dos tratamentos nos resultados da fluorescéncia e da expresséo
génica foram determinados por arranjo fatorial 2x3 (3 fatores em 2 niveis) por
analise de variancia usando o modelo misto linear generalizado (GLIMMIX) do SAS
ondemand versao académica.

Para analise dos dados da LC-MS, considerou-se apenas ions
positivos.Inicialmente utilizou-se a analise estatistica multivariada, Heatmap
usando o software MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/.). Outras
analises estatisticas, com carater exploratério foram realizadas usando o teste plot
volcano que combina resultados da analise Fold Change (FC) e testes T em um
anico grafico que permite selecionar recursos significativos com base na
significAncia bioldgica, estatistica ou em ambas. Para o PCA, ou plot volcano, os
dados foram previamente normalizados pela mediana, transformados com Log10,
utilizando um escalonamento automatico.

Para todas as analises P < 0,05 foi considerado como significativo.

3. Resultados
Resultados da tabela 1 indicam que COCs provenientes de vacas leiteiras

expostas ao estresse térmico foram menos eficientes a maturacédo in vitro, pois a

expansao das células do cumulus foi inferior & dos demais grupos.
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Tabela 1 Expanséo de células do cumulus ap6s maturacao in vitro, de COCs provenientes de vacas
leiteiras submetidas ao estresse térmico e nutricional.

Estimativa da area de Integridade da densidade da
expanséao de células do expansao das células do
cumulus (erro padrao) cumulus (erro padrao)
HS (n=113) 11,80 (0,1) b 16,39 (0,06) b
PF (n=96) 13,30 (0,1) a 17,25 (0,1) a
C (n=73) 12,97 (0,1) a 16,89 (17,25) a
Valor de P < 0,001 < 0,001

C: grupo controle; HS: grupo estresse térmico; PF grupo pair feeding Letras mindsculas na mesma
coluna indicam diferenca significativa entre os tratamentos segundo o teste de tukey. P<0,05

O conteudo lipidico e a atividade mitocondrial apresentaram interagcéo entre
o periodo de maturacéo e os grupos (p<0,001 para todos as andlises citadas). Os
resultados das figuras 4 e 5 mostram que o em HS a atividade mitocondrial e o
conteudo lipidico foi inferior aosdemais grupos, apés a maturacdo. O grupo controle
manteve o conteudo lipidico e reduziu a atividade mitocondrial ap6s a MIV.

Mitochondrial activity Lipid content Marge Channels

T0 124 T0 T24 TO 124

P—

Heat Stress

o
=
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Figura. 4 Imagens representativas do Conteudo lipidico e atividade mitocondrial em odécitos antes
e apoOs 24 horas em meio de maturacdo, provenientes de vacas leiteiras. Estresse térmico: com
alimentacdo ad libitum e temperatura ambiente de 28°C, ITU = 76; Pair-feeding: receberam a mesma
quantidade de alimento ingerida pelo grupo HS e condicdes climéticas de 15°C e ITU=60; Controle:
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com alimentacéo ad libitum e condi¢des climéaticas de 15°C, ITU = 60. Corante para atividade
mitocondrial: Mitotracker®. Corante para contetdo lipidico: Bodipy®
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— _—
50000000 /
0
TO T24

ATIVIDADE MITOCONDRIAL
CELULAS DO CUMULUS

Interagé@o P<0,0001
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Figura. 5 Conteuddo lipidico e atividade mitocondrial antes e apds a maturagéo in vitro, de odcitos
provenientes de vacas leiteiras submetidas ao estresse térmico e nutricional apés sete dias. C:
grupo controle; HS: grupo estresse térmico; PF grupo pair feeding; TO: odcitos imaturos; T24: odcitos

apos periodo de maturacao

A fim de procurar painel lipidico discriminante do lipidoma do odcito e células

do cumulus, empregamos o HeatMap. E possivel observar a diferenca clara do

periodo de maturacdo, e uma maior diferencga entre os grupos HS e PF (figura 6).

70



“class
TOHS 2 class
TG(20:1_181_18 [ class o
[ G(201_18:1_18:1) ToHS
1 «
1

Tor
TOPF

ToK
TG(160_161_18:1) ToPE
T24HS PE(18:1p_181)

T24K cne(182)

TG(160_18:1_249)
T2ums
TG(160_18:1_181) ] T24PF etz T24K
TG(181_17:1_182) i o [ THPF
—— Ta(180_80_18:1)

TG(181_1811_18:1) E
N Bl Ta{180_170_181)
TG(203_20:3_203) 1
a1 1)
TG(180e_160_160
(1 1)
2

T
TG(201_181_226)
| L 618 )
TG(181_181_222)
TG(201_18:1_201)
TG(180_181_181) TG(180_140_18:1)
o i TG(80_18:1_182) TG(250_160_18:1)
TG(160_140_140) TG(80_202_224)
— TG(16:0_80_204) TGE0_17:1_18:1)
TG(16:1_1410_140) TG{a0_18:1_225)
TG(160_810_160) ToE0_181_203)
TG{12:18_60_81) TG(150_160_181)
‘ i DG(110_11:1)

TG(463)
TG(80_18:1_181)

40l
SHOL
oL
vzL
SHPZL
2avzL
0L
SHOL.
oL
2dVEL

oocitos Células do cumulus

:

o0
a7
LPC(170) 1 T24ns
LPC(182) T24K

LPC(204) 05 [TrF
PC(361) o

Po(3a2)

Lpo(209) o

Lpc{161) 1

pcfaz1)

PC(160)
pc(320)

LPC(181)
LPC(1820)
LPC{161e)
TG(160_16:1_161)
|cneq

TG(s0:1e)
TG(161_1621_181)
TG(160_140_1690)

TG(180_160_16:0)
TG(60_60_101)

Meio de cultivo

Figura. 6 Analise de Heatmap em odcitos, células do cumulus e meio de cultivo apés a maturagao
in vitro de COCs de vacas leiteiras submetidas ao estresse térmico ou estresse nutricional por sete
dias.

Para uma analise mais detalhada das moléculas lipidicas, adotamos entéo
as comparacdes apenas entre 0s grupos HS e PF, nos periodos de 0 e 24 horas
deMIV, usando a analise de Plot volcano. O numero total de moléculas lipidicas
detectadas e o tipo de regulagéo (up regulated ou down-regulated) estdo descritos
natabela 2. Entendemos que a situacao up regulated indica acimulo de moléculas,

e down-regulated indica consumo de lipidios.
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Tabela 2 Deteccao e andlise diferencial de lipidios apds maturacao in vitro em células do cumulus,
oocitos e meio de cultivo. Amostras biolégicas provenientes de vacas leiteiras submetidas ao
estresse térmico ou estresse nutricional.

Tipos de regulacdo em

24 horas
moléculas Moléculas up- Down-
detectadas diferentes (n) regulated regulated

(n) (n) (n)
Odcitos - HS 406 71 29 42
Odcitos - PF 406 89 51 38
(*) Obcitos HS (HS 406 67 16 51
X PF)
Cumulus - HS 488 156 91 65
Cumulus - PF 488 167 82 85
(*) CumulusHS (HS 488 95 49 46
X PF)
Meio de Cultivo HS 87 27 12 15
Meio de Cultivo PF 87 18 11 7

Os resultados apresentados na tabela referem-se ao encontrado em T24 horas, com excecdo das
linhas marcadas com (*), quando o resultado é de animais HS, comparados aos animais PF, ambos
apoés a MIV. HS: animais expostos ao estresse térmico, PF animais pair feeding; A analise estatistica
sobre a variacdoda quantidade de lipidios, como quanto ao tipo de regulacéo (up ou down regulated)
foram feitas usando o Plot volcano FC:2.0 e Tukey:0.5.

A classe lipidica mais impactada pelo horario de maturacdo foi a dos
triglicerideos, tanto nas amostras de células do cumulus como em o0dQcitos.
Podemos ver que os animais HS, em relacdo aos animais PF, tiveram mais

triglicerideos consumidos no processo de maturacao (tabela 3).
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Tabela 3 Classes de lipidios que mais sofreram alterag6es ap6s maturagéo in vitro em células do
cumulus, odcitos e meio de cultivo. Amostras biolégicas sédo provenientes de vacas leiteiras
submetidas ao estresse térmico ou nutricional.

Classe Células do Células do
lipidica Odcitos HS Odcitos PF Cumulus HS Cumulus PF
ChE - 1% (1] 01) 3% (3] 31) 3% (5] 17)
DG 21% (4] 117) 30% (3] 247) 7% (3] 91) 11% (8] 111)
PC 7% (7] 01) 14% (0| 221) 17% (30| 01)
PE 1% (1] 01) 2,5% (2] 21) 10% (18] 01)
PI - 1,2% (0| 21) 1,1% (2] 01)
PS - - 1,9% (1| 21) 1,1% (2| 01)
SM 1% (1] 07) - 0,6% (0] 171) 2,9% (5| 01)
TG 77% (30| 251) 59% (26| 271) 67% (87] 247) 50% (15] 701)

Os resultados apresentados na tabela referem-se ao observado em T24 horas. O valor de
porcentagem apresentado na tabelas refere-se a porcentagem dos lipidios daquela classe cujas
quantidade e regulacédo era estatisticamente diferente entre TO e T24. Setas para cima ou para baixo
indicam o tipo de regulacéo (up ou down- regulated) das moléculas lipidicas que se diferem apés 24
horas de maturacdo. O nimero antes da seta representa o nimero de lipidios que apresentava o
comportamento indicado pelas setas.

Verificamos que algumas moléculas de triglicerideos, cujas cadeias s&o
compostas de acidos graxos esteéarico (18:0), oléico (18:1) e linolénico (18:2)
apresentaram diferentes tipos de regulacao (up ou down regulated), apdés 24 horas
de maturacdo. Essas variacdes aconteceram apenas com as células do cumulus e
odcitos dos animais HS, sugerindo que o estresse térmico deixa o complexo
cumulus odécitos mais sensivel ao meio de maturacao (tabela 4).

O triglicerideo composto por uma molécula de &cido esteérico (18:0) e 2 de
acido linolénico (18:2), ap6s a maturacdo estava up-reguladed no meio de

maturacgéo, porém down-regulated nas células do cumulus e nos oo0citos.
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Tabela 4 Moléculas lipidicas comuns apés maturagdo in vitro em células do cumulus, o6citos e meio
de cultivo. Amostras biologicas provenientes de vacas leiteiras submetidas ao estresse térmico.

Moléculas Lipidicas Meio de Cultivo Células do Cumulus Odcitos
TG(18:1_18:1_18:1) I 1 !
TG(18:1_18:2_18:2) i) ) -
TG(18:0_18:1 18:1) 1 | l
TG(16:0_18:1_18:2) ! ! -
TG(18:0_18:0_18:1) 1 ! -

TG(18:2_18:2_18:2) | |

Resultados apresentados em células do cumulus de animais HS apés 24 horas de Maturacéo. Setas
para cima ou para baixo indicam o tipo de regulacéo (up ou down- regulated) das moléculas lipidicas
que se diferem entre COCs antes e apds a MIV.

A expressao de todos os genes estudados em odécitos estad demonstrado no
anexo 4. E o comportamento dos mesmos genes em células do cumulus esta
descrito no anexo 5. Nos graficos a seguir estdo esta demonstrada a expressao
dos genes diferentemente expressos entre TO e T24 e/ou entre os grupos PF e HS

em odcitos (Figura 6) e células do cumulus (figura 7).
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Figura. 7 Expressé@o de genes em odcitos apds maturacdo in vitro de COCs de vacas leiteiras
submetidas a estresse térmico (HS) ou restricdo alimentar (PF); Controle (C). Diferencas

significativas foram verificadas por meio do teste de Tukey (P<0,05).
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Figura. 8 Expressao de genes em células cumulus ap6és maturagédo in vitro de COCs de vacas
leiteiras submetidas a estresse térmico (HS) ou restricao alimentar (PF); Controle (C). Diferencas
significativas foram verificadas por meio do teste de Tukey (P<0,05).
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4, Discussao

Observamos que os od6citos provenientes de animais HS, tiveram uma menor
expansdo das células do cumulus, comparado aos demais tratamentos. O que
corrobora com os resultados de Lenz et al (1983), que demonstraram que a
exposicao prolongada ao estresse térmico na espécie bovina (2,5°C acima da
temperatura normal do corpo por 24 h) reduziu a producéo de acido hialurénico e
prejudicou a expansdo do cumulus dos odcitos (LENZ et al., 1983). A producéo de
acido hialurdnico e consequente expansdo do cumulus é mediada, em grande
parte, pelo FSH (EPPIG, 1979). A acdo do FSH é estimulada por hormdnios
esteroides, no contexto do nosso estudo, verificamos que a expressdo de DHCR7
estava reduzida nas amostras de células do cumulus e odcitos de animais HS,
comparados aos animais PF. Este gene € responsavel por transformar 7-
desidrocolesterol em colesterol (YAMASHITA et al., 2003). Antes e depois da
maturacdo a expressdo de CYP11A1 estava maior em CC de animais HS. Outros
estudos ja haviam verificado que o estresse térmico aumentava a expressao de
CYP11A1 (RISPOLI et al., 2013). A acdo deste gene esta relacionada com a via de
produgdo de P4, horménio que estimula o feedback negativo de FSH e
corroborando portanto, com a menor expansao das células cumulus . CYP19A1,
gene ligado a via da sintese do Estradiol, aumentou sua expressdo de forma
simular em todos os grupos ap6s a MIV, mas aparentemente a reducdo da
expressdo de DHCR7 no grupo HS, inviabilizou a sintese de E2 em quantidade
suficiente , para garantir a expansao das células do cumulus de HS de forma
adequada.

Verificamos que o grupo HS apresentou menor atividade mitocondrial e
conteudo lipidico antes da maturacéo, porém apés a maturacdo nao foi observada
diferenca entre os grupos, tanto em odcitos como em CC para esta variavel. Nos
od0citos, o HS foi o Unico grupo que aumentou a atividade mitocondrial e o contetdo
lipidico apds a maturagéo. A expressdo de FABP3 estava maior em células do
cumulus de animais HS, comparada a animais PF (antes e apos a MIV). A FABP3
tem acdo mediadora de transporte dos AGs através da membrana das Células do
Cumulus para os od6citos, via projecdes transzonais (TZPs). Ademais ja € conhecido

gque COCs maturados in vitro apresentam niveis mais altos de transcricdo de
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FABP3, do que COCs maturados in vivo (DEL COLLADO et al., 2017). Portanto, o
maior conteudo lipidico observado em odcitos de animais HS deve ter sido
facilitado pela acdo de FABP3.E comum o aumento da atividade mitocondrial
durante o processo de maturacdo, porém espera-se que a atividade esteja
relacionada com o consumo de lipidios pela vida da -oxidacao, reduzindo assim o
conteudo lipidico (CASTANEDA et al., 2013).

Acreditamos que as mitocéndrias do grupo HS tenham sofrido um desvio de
funcdo, uma vez que as mitocondrias exercem controle tanto na peroxidacéo
lipidica como na apoptose (DUCHEN, 2004), assim as mitocdndrias ndo estariam
com foco na producdo de ATP para o processo de maturacéo, e sim efetuando
outras funcdes em resposta ao estresse térmico sofrido in vivo. Vale ressaltar que
0S o0citos imaturos, de animais HS, possuiam a menor atividade mitocondrial em
relagdo aos demais grupos. A expressdo de MTCH2 em odcitos e células do
cumulus, estava aumentada no grupo HS em comparagdo ao grupo PF. A
expressdo de MTCH2 participa da homeostase lipogénica e em caso de falta de
nutrientes funciona como uma resposta citoprotetora. MTCH2 esta envolvido na
lipogénese e transmite as informacdes para a maquinaria de fusdo mitocondrial
para promover o alongamento das mitocondrias, colaborando com a maior
producdo de energia e sobrevivéncia celular sob condicbes de fome
(MARYANOVICH et al, 2015; LABBE et al., 2021). Isso justifica o aumento da
atividade mitocondrial em oécitos de animais HS apés a MIV. Diante disso, nossa
hip6tese é de a maior quantidade de lipidios de o6citos observada apés a MIV no
grupos HS seja influenciada pelo menor consumo de lipidios pelas mitocéndrias
danificadas.

O presente estudo, demonstrou que, apesar de haver maior contetdo
lipidico ap6s a MIV no grupo HS, grande consumo de TGs foi detectado no grupo
neste periodo (tabela 4). Outro estudo, que também investigou o estresse térmico
durante a MIV, verificou um acentuado consumo de TG (HOOPER et al., 2015),
porém a reducdo de TGs aparentemente € uma consequéncia natural da M1V, pois
estas moléculas sdo usadas como fonte de energia para a producdo de ATP
durante a maturagdo para a sintese de proteinas, que é essencial para a retomada
da meiose, e maturacao citoplasmética. (FERGUSON E LEESE, 1999; KIM et al,
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2001; CETICA et al, 2002; FERGUSON E LEESE, 2006). Outro estudo demonstrou
que inibir o metabolismo de TGs in vitro e impedir a B-oxidacdo de acidos graxos
nas mitocéndrias leva a uma queda na viabilidade de odécitos de fémeas bovinas e
suinas (STURMEY; STURMEY; LEESE, 2003). Nesse sentido, apesar de
aparentemente o consumo de TGs ser uma consequéncia natural da M1V, acredita-
se que em excesso pode ser prejudicial a viabilidade oocitaria antes e apds a MIV.
No entanto, a relacdo do maior consumo de TGs apoés a MIV de COCs provenientes
de doadoras submetidas a estresse térmico ainda precisa ser melhor esclarecida.

Menores quantidades de moléculas de TG corresponde com uma menor
expressdo de ELOVL5 (células do cumulus) (SUDANO et al., 2016), a expressao
do referido gene corresponde a formacdo de gotas lipidicas e controle de
lipotoxidade. Corroborando com os resultados deste estudo em células do cumulus,
onde no grupo HS teve menor expressdo de ELOVL5 apos a MIV e menor
quantidade de TGs.

Foram observados alguns lipidios comuns entre odcitos, células cumulus e
0 meio de cultivo, os quais possuem predominantemente 0s acidos graxos
estearico (18:0), oleico (18:1) e linolénico (18:2) em sua composi¢do, no entanto, 0
tipo de regulacdo apds 24 horas de MIV, bem sempre apresentou comportamento
similar entre as amostras. Ja foi demonstrado que o acido oleico (18:1) exerce um
efeito positivo sobre o armazenamento de lipidios, e que estd em maior quantidade
em odcitos de boa qualidade. Este AGtambém alivia os efeitos negativos dos acidos
palmiticos e estearicos (AARDEMA et al., 2013; CHEN et al., 2020). Nossos
resultados demonstraram que od0citos e células do cumulus de animais HS
consumiram (down-regulated) mais TG com cadeias que continham estes acidos
graxos ao longo da maturagdo. O TG 18:0_18:1 18:1, estava up-regulated no meio
de maturacdo apos 24 horas de MIV, mas em contrapartida down-regulated nas
células do cumulus e odcitos.

Foi verificada menor expressdo de H2A em células do cumulus HS,
comparada as PF, apds a maturacdo. H2A é importante para a competéncia e
desenvolvimento oocitario (CAIXETA et al, 2009) e portanto, indica
comprometimento da qualidade oocitaria apos a MIV. A expressdo de G6PD dos

animais HS, foi maior em relacdo aos animais PF, mas ndo apresenta interagéo do
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grupo com o periodo de maturacao. Espera-se que a atividade desta proteina esteja
diminuida apés a maturacado, se realmente a maturacao foi concluida (MANGIA;
EPSTEIN, 1975). Portanto, esse resultado € um indicacédo de falha da maturacéo
oocitaria no grupo HS..

Esta bem documentado que o HS causa subfertilidade em vacas leiteiras
(NANAS et al., 2020) e a expressao de varios genes analisadas no presente estudo,
corroboram com esta afirmativa, pois demonstram os danos causados nas vias de
protecdo dos COCs contra o estresse térmico e oxidativo. Como esperado, nos
animais HS houve menor expressdo de genes importantes para adaptacédo ao
estresse, tais como ATF4 (nas células do cumulus e odcitos), HSPA4, HSPAS e
HSPAQ9 (células do cumulus).

Destacamos a importancia do ATF4, que se trata de um regulador mestre
que desempenha um papel crucial na adaptacdo ao estresse, regulando a
transcricao de muitos genes (B’CHIR et al., 2013), e garantindo o fornecimento de
aminoacidos para a biossintese de proteinas e glutationa e protegendo as células
contra o estresse oxidativo. A ativacdo dessa resposta integrada ao estresse
demonstrou ter um papel especial na adaptacdo das células as consequéncias
metabolicas da atividade do reticulo endoplasmatico (RE) (HARDING et al., 2003).

Outro mecanismo de enfrentamento ao estresse € a expressao das
chaperonas moleculares, como as que fazem parte da familia de proteinas de
choque térmico (HSP70) (NITIKA et al., 2020). As HSPA9, HSPA4 e HSPA5 atuam
nas mitocondrias, no citosol e no RE respectivamente (TRIPATHY et al., 2021). As
chaperonas estabilizam as cadeias polipeptidicas desdobradas durante o seu
transporte para as organelas subcelulares; por exemplo, as proteinas transportadas
através da membrana mitocondrial em conformacg8es parcialmente desdobradas
sao estabilizadas por chaperonas moleculares no citosol. Assim, as localiza¢gbes
subcelulares de diferentes HSPs indicam o seu papel adicional como agentes de
manutencgao essenciais (TRIPATHY et al., 2021).

Ha uma maior expressdao de MAP2K2 em amostras de animais HS,
comparados aos animais PF. Esse gene é responsavel por estimular receptores de
insulina  (LAMAS-TORANZO; PERICUESTA; BERMEJO-ALVAREZ, 2018).

Estudos que suplementaram a insulina no meio de cultivo de odécitos normais,
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mostrou um aumento da MAP2K2, porém menores taxas de blastocistos foram
obtidas (LASKOWSKI et al., 2017), o fato da expresséo desse gene estar maior nos
oocitos e células do cumulus de animais HS pode ser um indicio de que essas
células ainda estavam lutando pela sobrevivéncia ao estresse térmico.

A expressao de SOD1 foi maior nos animais HS, comparados aos animais
PF. A acdo deste gene esta envolvida no controle de ROS.As SODs sao bem
conhecidas por mediarem a dissociacdo dos radicais superéxido em Oz e H20:2
(KHAN et al., 2021).

A expressédo de genes (HSPD1 e HSPE1l) marcadores relacionados a
mitochondrial unfolded protein (UPR mt) foi menor nos odcitos de animais HS,
comparados a animais PF. De acordo com o nivel de estresse, as UPRs podem
suportar a sobrevivéncia celular ou induzir a apoptose. Em nivel protedmico, foi
demonstrado que os UPR mt s&o regulados positivamente em o6citos bovinos em
resposta a concentracdes elevadas de acidos graxos e ROS durante a MIV (MAREI
et al., 2019). A importancia de proteina para a sobrevicéncia do odcito foi
confirmada em um estudo em a delecdo direcionada do UPR resultou em
infertiidade feminina, com comprometimento da maturacdo do o0d0cito,
desenvolvimento embrionario de duas células, e falha na formacao de blastocistos
(SELI; WANG; HORVATH, 2019).

A Sirt 2, localizada no citoplasma com o objetivo de controlar a dinamica do
citoesqueleto (NORTH et al., 2014), apresentou menor expressado no tratamento
HS em comparacdo ao grupo PF. Por outro lado a Sirt 1 apresentou maior
expressao no tratamento HS em comparacéo ao grupo PF (em odécitos e cumulus).
A Sirtl esta localizada no nucleo, e é responsavel por regular o ciclo celular a
proliferacéo, reparo de DNA, remodelamento da cromatina além da regular a funcéo
mitocondrial (FERREIRA et al., 2022). Essa avaliacdo pode sugerir que a dinamica
do citoesqueleto pode ser prejudicada em odécitos de animais que estdo expostos
ao calor, porém aciona alguns mecanismos de defesa, que tentam reorganizar a
cromatina, para proteger o seu material nuclear.

Na figura 9 esta ilustrada a influéncia do estresse térmico in vivo sob a
maturacgdo in vitro de complexo cumulus odécitos de vacas leiteiras, de acordo com

os resultados deste estudo.
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Figura. 9 Figura. 9 Em vacas holandesas, o estresse térmico (HS) in vivo por sete dias reduziu a
gualidade de odcitos (Oo) maturados in vitro, fato observado pela menor expanséo das células do
cumulus (CC) ap6s a MIV. Foi Observado que no plasma sanguineo (BP) e no fluido folicular (FF)
havia menor concentracdo de estradiol (E2). Entre as vias metabdlicas avaliadas, 0 maior nimero
de alteragBes ocorreu nas CC. Houve menor expressdo de DHCR7 (CC e 0o), responsavel pela
sintese de colesterol, que por sua vez é precursor de hormdnios esteroides. Houve um aumento do
gene CYP11A1 (CC), contudo ndo houve reducédo de P4, mas provavelmente havia P4 suficiente
para induzir um feedback negativo na hipéfise e resultar na reducéo da producdo de FSH, e como
consequéncia reduzir também a producdo de E2 e apds a MIV reduzir a producdo de &cido
hialurénico, responséavel por auxiliar na expansao das CC. Ademais, 0 estresse térmico in vivo
contribuiu para o aumento de ROS durante a MIV, pois houve um aumento significativo do contetido
lipidico e reducéo da a¢do dos mecanismos que auxiliam o controle da lipotoxidade, como a redugéo
da expressdo de ELOVL5 (CC), que é mediador da formacdo de TAG (CC e 0o), constituidas
principalmente por acidos graxos (AGs) estearico (18:0), oléico (18:1) e linolénico (18:2). Além disso,
a reducao de HSPE1 e HSPD1 (CC), marcam atividades das UPRmt, que deveriam ser reguladas
positivamente em resposta a concentracdes elevadas de acidos graxos e ROS. Alguns mecanismos
de sobrevivéncia foram acionados, como a maior expressao de MAP2K2 (CC e Oo - ativa receptores
de insulina), FABP3 (CC - mediadora do transporte de AGs entre CC e 0o0), SIRT1 (CC e Oo -
responsavel por regular o ciclo celular e a proliferacdo, reparo de DNA) e MTCH2 (CC e Oo - maior
producéo de energia e sobrevivéncia celular sob condi¢bes estressantes). MTCH2 também pode ter
colaborado para o aumento da atividade mitocondrial apresentado, pois estd envolvida na
lipogénese e transmite as informac¢des para a maquinaria de fusdo mitocondrial para promover o
alongamento mitocondrial. A reducdo da expresséo dos genes relacionados a resposta ao estresse,
HSPA4, HSPA5, HSPA9 (CC e Oo0) e ATF4 (CC e 00), indicam exaustédo desse sistema. A reducdo
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da expressdo de H2A (CC e 00) e aumento da expressdo de G6PD (CC e Oo0) e SETD2 (CC),
indicam menor competéncia dos od6citos. TAG: triglicerideos; E2: estradiol; Eventos descritos na cor
azul na figura ndo foram avaliados neste estudo, contudo diante dos resultados observados e a
literatura, séo atividades com alta chance de serem confirmadas.

5. Conclusao

Conclui-se que os fendmenos de resposta ao estresse térmico que culminam
com a falha na maturacdo dos COCs passam por falhas na expressao dos genes
relacionados a acdo das proteinas chaperonas, controle do estresse oxidativo,
esteroidogénese (expansao das células cumulus), organizacédo do citoesqueleto e
da cromatina e estdo intimamente relacionados ao metabolismo lipidico de COCs
submetidos a maturacdo in vitro. Logo apos os 7 dias de estresse térmico em
camara climética observa-se reducdo do conteudo lipidico de odcitos e células
cumulus, e possivelmente, na tentativa de reverter o quadro durante a maturacao
in vitro, maior conteudo lipidico é observado no grupo HS, facilitado pela maior
expressdo de FABP3 e danos na atividade mitocondrial. O perfil lipidico indica
reducdo dos triglicerideos, especialmente daqueles compostos pelos &cidos

linoleico e linolénico.
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CONSIDERACOES GERAIS

Os resultados deste estudo demonstraram que as vias de resposta ao
estresse térmico e nutricional sdo claramente diferentes. Quanto aos o0dcitos
imaturos , a restricdo alimentar por 7 dias, causou danos mais brandos do que o
estresse térmico pelo mesmo periodo e isto foi demonstrado por alteracées do
metabolismo lipidico e atividade mitocondrial. De forma clara, também foi
demonstrado que o contetdo lipidico e o perfil lipidico estdo positivamente
correlacionados com a viabilidade oocitaria, fato respaldado pela menor
concentracéo de estradiol no liquido folicular e soro sanguineo, menor quantidade
de TGs e PCs, menor quantidade de AG insaturados, menor atividade mitocondrial,
maior expressao de genes relacionados a modificacbes epigenéticas ligadas a
heterocromatina e menor expressao dos genes relacionados a esteroidogénese, a

funcdo mitocondrial, estresse oxidativo.

87



Ao submeter esses odcitos a maturagdo in vitro, podemos observar que
ocorre um aumento do conteudo lipidico apés 24 horas de maturacéo, porém em
nossos resultados o aumento da quantidade de lipidios ndo foi relacionado a
producdo de ATP ou ao estresse oxidativo. O estresse térmico provocou 0 aumento
da atividade mitocondrial apés o periodo de maturacdo, o que possivelmente
acontece, ndo para produzir mais ATP, mas para realizar mecanismos de
sobrevivéncia, quando expostas ao estresse térmico. A expressado de genes que
compactam a cromatina estava reduzida em animais que passaram por estresse

térmico.

IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU INOVAC;AO
Esse é o primeiro estudo que avalia quais as principais vias metabolicas

impactadas pelo estresse térmico in vivo sobre a maturacdo de odcitos in vitro, de
vacas leiteiras, com a caracterizacéao lipidémica desde o soro sanguineo, passando
pelo fluido folicular, células do cumulus até os odcitos. Além da avaliacdo de uma
representativa quantidade de genes, relacionados a producdo de ATP, gotas
lipidicas, estresse oxidativo, e regulacéo de fatores epigenéticos, além da avaliacao
da atividade mitocondrial e conteudo lipidico.

A presente proposta acrescentou dados sobre mecanismos basicos ainda
pouco explorados pela literatura e que podem trouxeram conhecimentos
importantes para a pesquisa bésica. Tais conhecimentosauxiliardo no
esclarecimento de resultados encontrados dando portanto subsidios para a
otimizacao das tecnologias atualmente utilizadas.

Com os resultados dessa pesquisa pretende-se publicar pelo menos 2
artigos cientificos, em periédico qualis A2, fator de impacto 2,923. Ja foram
publicados a partir deste trabalho 4 resumos em congressos internacionais, (19»
International Congress on Animal Reproduction, Bologna (ITALY), 26+-30+» Junho
2022; 352 Reuniao anual da Sociedade Brasileira de tecnologia de Embrides, Foz
do Iguacu (BRASIL) agosto de 2022) e ja estdo aprovados para publicacdo 3
resumos na 362 Reunido anual da Sociedade Brasileira de tecnologia de Embrides,
Campinas (BRASIL) agosto de 2023.
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Este Projeto colaborou com a manutencao de parcerias internacionais, nao
s6 pelo apoio técnico, mas com o financiamento da pesquisa com agéncias de
fomento internacionais, a manutencao desse tipo de parceria € fundamental para o
avanco da ciéncia. O projeto foi idealizado durante o estagio pés-doutoral da co-
orientadora Fabiana no Leibniz Institute For Farm Animal Biology (FBN), localizado
na Alemanha. E é um sub-projeto que compde o projeto tematico, Leaky Cow,
financiado pelo DFG (agencia de fomento alema). E coordenado pela Dr. Fabiana
Melo Sterza e o Dr. Ralf Poehland e conta com a colaboragdo de varios outros

pesquisadores alemaes. As atividades laboratoriais desse sub-projeto foram

financiadas pelo préprio instituto (FBN).

Anexos

Anexo 1 Detalhes de Primers usados na PCR

Gene Genebanck other alternatives (geneBanck) Tm product
length

ATF4 NM_001034342.2 GGTGGCCAAGCACTTCAAAC 60.25 F 113
AAGCATCCTCCTTGCTGTTGT 60.20 R

ATF6 XM_024989877.1 CGAGGATGGGTTCATAGGCA 59.24 F 126
GACGGCCATGAGCTGAGAAT 60.18 R

ATP5A1 NM_174684.2 CCGCCCTGCCATTAATGTTG 59.90 F 144
TCAGAACCGAACTGGGCAAA 59.82 R

BAX NM_173894.1 AGCAGATCATGAAGACAGGGG 59,51 F 137
ACACTCGCTCAGCTTCTTGG 60,32 R

BCL2 NM_001166486.1 CCTGTGGATGACCGAGTACC 59.54 F 148
CAGACTGAGCAGTGCCTTCA 59,97 R

CAT NM_001035386.2 CTATCCTGACACTCACCGCC 5997 F 118
GAAAGTCCGCACCTGAGTGA 59,96 R

CPT1A XM_024987034.1 CCTTTCCTGAAGGAGGCACC 60.32 f 123
GTGGCGGATACACGGAGTAA 59.54 r

CS NM_001044721.1 CCGCCATGGCTTTACTCACT 60.39 F 148
ACTCTGGTCTGCTCCTTAGGT 59.92 R

CYP11A1 NM_176644.2 CGTGGCCCATCTCTTCAAGT 60,04 F 142
GACCACCCGGTCTTTCTTCC 60,32 R

CYP19A1 NM_174305.1 GGTGTCCGAAGTTGTGCCTA 59,97 F 146
ACCTGCAGTGGGAAATGAGG 59,96 R

DHCR7 NM_001014927.1 GCCTGTGGAGCATAGGAGTC 59.89F 100
GGGCCCTCCAACCTCTTTC 60.00R
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DNMT3A

ELOVLS

G6PD

G9a

GAPDH

GPX1

H2A

HSP9O0B1

HSPA1A

HSPA4

HSPAS

HSPA9

HSPD1

HSPE1

Jarid 2

KDM1B

KMT2D

LDHA

MAP2K2

SETD2

SF1

SIRT1

XM_024998368.1
NM_001046597.1
NM_001244135.2
NM_001272159.1
NM_001034034.2
NM_174076.3

NM_174809.2

NM_174700.2

NM_203322.3

NM_001114192.2
NM_001075148.1
NM_001034524.2
XM_015458500.1
NM_174346.2

XM_005223839.4
XM_024983858.1
XM_024992458.1
NM_174099.2

NM_001038071.2
XM_024983287.1
XM_024987278.1

XM_015461011.2

CGGGTCACAGCTTGAGAGAG
ACCTTCTGAGACTCGGTGGA
TTCTTCTGTCAGGGCACACG
GACCGTGATCTGGTGGTTGT

CGCTGGGACGGGGTGCCCTTCATC
CGCCAGGCCTCCCGCAGTTCATCA

TGTGCCGTGATGAACGAGAA
CTGTGTGGCTTCCAAGTTGC
AGCCGTAACTTCTGTGCTGT
ATGGCGACGATGTCCACTTT
GCAACCAGTTTGGGCATCAG
GCCATTCACCTCGCACTTTT
GAATTCGAAATGGCTGGCGG
GTGTCGATGAATACGGCCCA
TAAGCTGTATGTGCGCCGAG
AGGGGAGATCATCCGAGTCC
GGGAGGACTTCGACAACAGG
GTGCTGGACGACAAGGTTCT
GCCGAGCATTCTCTGATCCA
GTCACCTGCTCCGTGGTAAA
CGTGCGTTTGAGAGCTCAGTA
TTCATCTTTCCAGCGCCGT
ACCAACTGCCTGCTGATGAA
CCGCCTGCCTTATGTTTTCG
CTACTGTACTGGCACGCTCT
CGGGGGTTGTCACAGGTTTA
GAGAGCAGGGTACGAACTGC
TTCGGCCGCACTTCTTTCAA
GTCCCCTTTTGCAATCAGCA
ACCCTTTCTTCTGACCACGG
CTGGCTGAGGGACTGGACAT
ATCTGGGACCTCCTTCTGTGC
CAGCAAGGTTGGTCCTTCGT
CAAAACATGCCAAGGACAGGG
GTCAGCAGTCTGGCAGCTAT
TGCCATCTTGGACTTAGACCC
ACATTGTGAACGAGCCTCCTC
AGGTGTGGTTCATGAGCATCT
ACAGCAGAAGCAGACACCTC
TTTCCGGTAAGGGTTCAGGC
ATGGTGGACATCCCATGCAG
AGGCGTACTTCCCAGGTACT
AGCATTGAAGCATTATTTGGGGG
TCCACTGCACAGGCACATAC

60.11 F
59.89 R
60.25 F
59.97 R
60.01 F
60.18 R
59.97f

59.97r

59.61F
60.04 R
60.04 F
59.40 R
60.25 F
60.18 R
60.53 f
60.18 R
60.04 f
60.25r
59.89 F
59.97 R
60.67 F
60.00 R
59.89 F
59.90 R
59.19F
59.89 R
60.46 F
60.82 R
59.03 F
59.60 R
61.27 F
61.52 R
60.54 F
60.00 R
59.82 F
59.44 R
60.34F
59.37R
59.97 f
59.96r
60.11 F
59.96 R
59.86 f
60.32r

109

144

111

135

135

125

117

104

145

139

120

108

150

105

116

123

100

124

132

105

143

103
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SIRT2

SLC2A1

SLC2A5

Star

TFAM

DNMT1

HDAC1

ACSL3

ELOVLG6

FABP3

M_001113531.1
NM_174602.2
NM_001101042.2
NM_174189.3
NM_001034016.2
XM_015471992.2
NM_001037444.2
XM_006079644.4
XM_040237470.1

NM_174313.2

GCCAGACTGACCCTTTCCTC 60.04 F
CTTCCATCCAAGGAGGTCGG 59.82 R
CATTGTGGGCATGTGCTTCC 60.11 F
AATCTCATCGAAGGTCCGGC 59.89 R
AGTTCGGTGTGGAATGCAGG 60.61F
TGCCCACCATGCTTCAGG 59.96 R
CCCATGGAGAGGCTTTATGA 56.67 F
TGATGACCGTGTCTTTTCCA 57.08 R
AGGAAGCTAGGGATGGCACA 60.62 F
GTTCCTCCCAAGATTTCATTTCGT 59.54 R
AAAAGCCAGGGTTGCCTGT 60.08 F
CCAAATCTTTGAGCCGCCTG 59.83 R
TTACGACGGGGATGTTGGAA 59.02 F
GGCTTTGTGAGGGCGATAGA 59.82 R
CCACAGACTTTAGCAGATCAGTCTT 60,57 F
CGATCCATGATTTCCGGGAC 58,49 R
TCAGTTGCCTTGGGCTTTCA 60.11 F
CCCAGCTCAAGAACTTCGGT 59,96 R
AGAGACATCACTTGTGCGGG 60,04 f
AGGTCATGCCTGTTTCTCGT 59.31 R

143

142

117

124

150

143

136

107

127

103

Anexo 2 Expressao de genes em o0citos imaturos de vacas leiteiras submetidas a estresse térmico
ou restricdo nutricional por sete dias. (Artigo 1)

HS HS (EP) C C (EP) PF PF (EP) Valor de
P
ACSL3 23 0.3658 27 0.2892 26 0,4089 0,75
ATF4 3,47 0,7 2,92 0,5 3,07 0,9 0,82
ATP5A1 789,88 176,75 741,31 139,73 985 197,61 0,6
BAX 84 12 87 0,9253 57 13 0,17
BCL2 985 307,63  498,6 217,53 101 307,63 0,175
CAT 9,63 109,03 131,77 86,19 6,51 121,9 0,59
CPT1A 790,14 150,49 863,56 118,97 985 168,25 0,69
CS 3,4 0,64 4,3 0,5 41 0,71 0,56
CYP11A1l 789,78 203,61 741,17 160,97 741,28 22764 0,98
CYP19A1 7904 176,82 740,81 139,79 985 197,69 0,6
DHCR7 4,49B 117,03 4,78B 92,52 495,42 A 131 0,01
DNMT1 985 14,22 86357 117,18 741,4 165,72 0,56
DNMT3A 5,37 0,56 6,3 0,44 7,5 0,62 0,06
ELOVL5 0,7 0,2 0,5 0,16 1,1 0,23 0,22
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FABP3 3954 210,05 493,88 166,05 3,1 234,84
G6PD 595,29 227,56 619,97 179,9 256,69 164,42 0,49
G9a 7,3 0,61 7,8 0,48 8,1 0,68 0,62
GAPDH 2,64 0,3 2,95 0,2 2,4 0,39 0,58
GPX1 5,7 0,29 5 0,23 4,79 0,32 0,68
H2A 7,6 B 0,5 7,2B 0,38 95A 0,57 0,009
HDAC1 4,99 0,4 5,2 0,3 5,1 0,4 0,8
HSPO90B1 1,8A 0,2 16A 0,17 0,5B 0,24 0,006
HSPA1A 0,4 0,3 1,5 0,3 0,8 0,4 0,09
HSPA4 0,7 0,3 1,3 0,2 1,8 0,3 0,108
HSPAS 2,7 0,5 2,5 0,4 3,1 0,5 0,71
HSPA9 19 0,4 1,7 0,3 2,8 0,5 0,23
HSPD1 39B 117,37 43B 92,79 494 A 131,23 0,01
HSPE1 1,6 B 117,65 1,8B 93 492,85 A 131,53 0,01
JArid 3,2 0,3 3,07 0,26 3,09 0,37 0,95
KDM1A 3,3 AB 0,2 3,7A 0,2 2,39B 0,2 0,007
KDM1B 13,4 266 256,55 188 985 266 0,1
KMT2D 7,8 AB 0,3 8,6 A 0,2 7,2B 0,4 0,04
LDHA 3,5 11 3,5 0,9 0,8 1,3 0,2
MAP2K2 592,54 209,68 494,79 165,77 6,03 234,43 0,17
MTCH2 594,19 208 496,91 165 5,1 233 0,16
PLIN3 7,07 100 8,8 79,7 253,7 112,78 0,19
SETD2 593,43 209,3 495,34 165,5 6,5 234,07 0,17
SF1 1,4 192 498,28 152 255,14 215 0,17
SIRT1 985 A 0,28 985,00 A 0,22 9,57 B 0,31 <0,001
SIRT2 53B 116 6,2B 92 498 A 130 0,01
SLC2A1 46 B 0,5 6,06 AB 0,4 7,4 A 0,6 0,02
SOD1 593,8 232,03 497,1 193,43 251,8 259,85 0,6
Star 5,3 15 6,6 1 6,3 15 0,7
TFAM 7,5 159 129,69 120 497 178 0,14
(HS) ou restricdo alimentar (PF) por sete dias. (C): grupo controle. EP: erro padrdo. Letras
maidsculas na mesma linha indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey P<0,05.
Anexo 3 Expressdo de genes em células do cumulus imaturos de vacas leiteiras submetidas a
estresse térmico ou restrigdo nutricional por sete dias (Artigo 1).
HS HS K K (EP) PF PF (EP) Valorde P
(EP)
ACSL3 6 11 8 1,3 6 11 0,51
ATF4 3,01A 0,3 29A 0,3 1,47 B 0,4 0,008
ATP5A1 105,52 96,26 286 115,06 6,5 96,026 0,19
BAX 6 1 6 1,07 3 1 0,07
BCL2 790,78 217,64 741,83 243,33 594 217,64 0,808
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CAT
CPT1A
CS
CYP11A1
CYP19A1
DHCRY
DNMT1
DNMT3A
ELOVL5
ELOVL6
FABP3
G6PD
G9a
GAPDH
GPX1
H2A
HDAC1
HSP90B1
HSPA1A
HSPA4
HSPA5
HSPA9
HSPD1
HSPE1
JArid
KDM1A
KDM1B
KMT2D
LDHA
MAP2K?2
MTCH2
PLIN3
SETD2
SF1
SIRT1
SIRT2
SLC2A1
SOD1
Star
TFAM

6,9
105,65
6,1
493,43 A
2,9
16B
594,49
5,1
2,06
985 A
494,20 A
496,31 A
5,7
2,3
3,6
2,2
3,6
3,6
3,5
2,3
2,9
2,4
2,1B
24B
4,2
4,6 AB
985
4,1
3,4
493,82 A
495,95 A
4,6
494,36 A
302,96
985 A
4,6 B
2,8
495,75 A
204
3,4

58,46
84,59
0,7
130
58,64
100,34
150,71
0,9
0,41
143
130,01
129,59
0,7
0,5
0,4
0,3
0,8
1,08
0,7
0,7
0,4
0,3
100,32
100,22
1,01
0,6
116,99
0,8
0,8
130,12
129,56
0,6
202
156,78
0,52
99,80
0,8
202
117,74
11

146,63
6,3
7,1

423 AB
144,04
2,3B
426,34
6,5
0,6
985 A
564,86 A

425,75 AB
6,8
1,6
2,5
2,3
4,6

3,06
2,1
3,6
2,4
2,1

2,6 B

12B
5,4

59 A
985
4,4
3,1

424,31 AB

126,63 AB
4,9

425,22 BA

428,54

985 A

55 B
3,9

426,67 AB
8,2
4,7

69,87
101,11
0,8
155
70,09
119,93
180,14
1,1
0,49
160
155,39
154,89
0,8
0,6
0,48
0,4
1,05
1,2
0,9
0,78
0,5
0,37
1199
119,78
1,2
0,8
130,8
1,05
0,9
155,52
154,85
0,7
183
187,39
0,63
119,29
1,01
183
131,64
1,3

4,03
106,2
5,3
201B
2,9
493,45 A
203,84
5,6
1,82
400,61 B
35B
7,97B
5,8
2,9
3,5
2,3
3,6
3,5
3,2
2,4
2,3
0,6
493,55 A
494,05 A
3,2
3,1B
790,99
2,8
2,8
458B
3,6B
0,5
29B
400,20
55B
496,08 B
2,8
598B
8,5
6,3

58,46
84,59
0,7
130
58,64
100
150,71
0,9
0,41
143
130,01
129,59
0,7
0,5
0,4
0,3
0,88
1,08
0,7
0,7
0,4
0,3
100,32
100,22
1,01
0,69
116,99
0,88
0,8
30,12
129,56
0,6
202
155,78
0,52
99,8
0,8
202
117,74
1,14

0,24
0,7
0,3

0,03

0,24

0,002
0,203

0,61

0,42

0,02

0,01

0,03

0,58

0,38

0,19

0,98

0,74
0,9

0,51
0,4

0,67

0,69

0,002
0,002

0,41
0,5

0,44

0,44
0,8

0,03

0,02

0,54

0,03

0,85

<0,0001
0,002
0,669

0,03

0,43

0,21

(HS) ou restricdo alimentar (PF) por sete dias. (C): grupo controle. EP: erro padrdo. Letras
mailsculas na mesma linha indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey P<0,05.
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Anexo 4 Expressao de genes em odcitos de vacas leiteiras submetidas a estresse térmico ou restricdo nutricional In vivo por sete dias, e maturacao in vitro

(Artigo 2).
HS-0h C-0Oh PF-0Oh HS-24h C-24h PF-24h Interacéo Maturacdo  Grupo
(valor de P) (Valor de P) (valor de P)

ATP5A1 789,8 AB 741,3AB 985A 985 A 822,56 A 173,48 B 0,0085 0,17 0,18
BAX 8,35AB 8,7AB 5,6 AB 8,4 AB 9,999 A 509B 0,7 0,7 0,005
DHCR7 4/48B 4,7B 49541 A 3,3B 501B 494463 A 1,0 0,9 0,0007
G6PD 595 B 619B 255 A 595 B 660 B 10,919 A 0,7 0,6 0,03
H2A 7,06 7,5 9,5 7,8 9,14 9,3 0,2 0,09 0,005
HSP90B1 1,8 A 1,6 AB 0,59B 1,7 AB 1,5AB 1,62 AB 0,01 0,46 0,05
HSPD1 39B 4,3B 4939A 4,26 5,61 493,86 1 0,9 0,0007
HSPE1 1,6B 1,8B 49285A 1,6 2,4 492,57 1 0,99 0,007
KDM1A 3,3ABC 3,7AB 2,3BC 3,2 ABC 4,2167 A 2,1C 0,4 0,9 <0,0001
MAP2K2 5925A  49479A 6,03B 592,66 A 49551 A 6,18 B 1 0,99 0,0152
MTCH2 594,19 A 4969A 518B 50428 A  49768A 4,828B 1 0,99 0,0142
SIRT1 985 A 985 A 9,57 B 985 A 985 A 89B 0,5 0,4 <0,0001
SIRT2 53 B 6,2B 498 A 55B 7,1B 497,12 A 1 1 0,0006
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Anexo 5 Expressao de genes em células do cumulus de vacas leiteiras submetidas a estresse térmico ou restricdo nutricional In vivo por sete dias, e maturacéo
in vitro (Artigo 2).

HS-0h C-0h PF-Oh HS-24h C-24h PF-24h  Interagdo  Maturacdo  Grupo (P-value)
(P-value) (P-value)
ACSL3 6,2 7,7 5,6 4,8 4,6 6,2 0,4 0,2 0,9
ATF4 3 AB 2,9 AB 148B 16B 16B 35A <,0001 0,4 0,8
ATP5A1 105 286 6,5 131,02 171,6 494,9 0,05 0,2 0,52
BAX 5,8 6,3 3,3 54 57 4,2 0,7 0,9 0,06
BCL2 790 A 741 A 594 A 7,2B 58B 54B 0,8 <,0001 0,82
CAT 6,9 146,63 4,03 253,36 170,36 7,07 0,3 0,2 0,1
CPT1A 105,66 6,3 106,2 8,11 7,44 105,94 0,7 0,6 0,5
CS 6,1 7,1 53 7 6 104,98 0,4 0,4 0,4
CYP11A1 493,42 A 423,29 A 20B 493,05 A  493,9A 3,3B 0,9 0,8 0,0009
CYP19A1 29B 144 AB 29B 619,81 A 659,69 A 594,42 A 0,9 <,0001 0,7
DHCR7 16B 2,3 AB 493,45 A 1,7B 2,2 AB 494,18 A 1 1 <,0001
DNMT1 594,494 426,342 203,86 498,1 496,431 8,8930 0,7 0,5 0,009
DNMT3A 51 3,5 5,6 53 5,6 104,44 0,4 0,4 0,4
ELOVLS 2,06 B 2,6 AB 1,8B 16B 19 AB 4,07 A 0,02 0,1 0,06
ELOVL6 985 985 400 985 985 595 0,7 0,6 0,007
FABP3 4942 A 564,85A 35B 493,37 A 49366 A 3,07B 0,9 0,8 0,0004
G6PD 496 A 425 A 7B 618 A 495 A 202 A 0,9 0,3 0,007
G9a 57 6,8 5,8 7,3 7,8 106,17 0,4 0,3 0,4
GAPDH 2,3 1,7 2,9 1,6 2,1 2,6 0,5 0,5 0,1
GPX1 3,6 A 2,5 AB 3,5AB 2,1 AB 2,09 AB 19B 0,3 0,001 0,3
H2A 2,2 AB 2,3 AB 2,3 AB 128B 2,2 AB 29A 0,7 0,6 0,04
HDAC1 3,6 4,5 3,6 3,4 3,2 4,6 0,2 0,7 0,8
HSP90B1 3,7 3,3 3,7 2,3 3,6 4,1 0,3 0,7 0,4
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HSPA1A
HSPA4
HSPAS5
HSPA9
HSPD1
HSPE1
Jarid
KDM1A
KDM1B
KMT2D
LDHA
MAP2K?2
MTCH2
PLIN3
SETD2
SF1
SIRT1
SIRT?2
SLC2A1
SOD1
Star
TFAM

3,5
2,6 AB
29B
2,4 AB
2,1B
2,4 AB
4,2
4,6
985
4,1
3,4
493 A
498 A
4,6
494 A
302
985 A
4,06 B
2,8
495 A
204
3,4

2,1
3,3 AB
2,48
2,1B
2,6 AB
19 B
5,4
5,9
985
4,4
3,1
424 A
426 A
4,9
425 A
428
985 A
5,5B
3,9
426 A
8,2
4,7

3,2
2,5 AB
2,3B
2,6 AB
493 A
494 A

3,2

3,1

790

2,8

2,8
4,5B
3,6B

5,5
29B

400
55 B
496 A

2,8
598B

8,5

6,3

3,9
19B
2B
158B
2,09B
1,1B
3,9
4,7
985
4,6
3
494 A
496 A
4,02
494 A
134
985 A
4,05 B
2,5
497 A
255
5,09

4,2
2,5 AB
3,3AB
2,8 AB
2,05 AB
2,1 AB

3,2

5,2

661

4,3

4,1
494 A
496 A

4,1
494 A

497

985 A
4,9B

2,6
496 A

8,8

3,2

4,8
4,8 A
4,6 A
4,1 A

493,54 A
493 A
200,53

5,4

596

4,2

3,4
6,1B
4,7B

6,2
5,6 B

594
6,3B
497 A

4,2
202 A

8,4
202,7

0,7
0,04
0,04
0,01

1
1

0,1

0,2

0,6
0,77

0,6

0,9

0,9

0,5

0,9

0,5

0,7

1

0,3

0,7

0,9

0,1

0,1
0,62
0,15

0,2

1
1

0,2

0,4

0,2

0,5

0,5

0,8

0,8

0,7

0,8

0,8

0,6

1
0,94

0,4

0,8

0,2

0,7
0,09
0,26

0,008
<,0001
<,0001

0,1

0,4

0,2

0,6

0,8

0,0009
0,0008
0,09
0,008
0,18
<,0001
<0,001
0,59
0,01
0,1
0,1

(HS) ou restrigdo alimentar (PF) por sete dias. (C): grupo controle. Arranjo fatorial 2 x 3; Letras mailsculas na mesma linha indicam médias estatisticamente
diferentes pelo teste de Tukey P<0,05 x
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