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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da suplementacdo de novilhas com 6leo de
canola, soja e girassol, sobre a taxa de producéo in vitro de embrides, assim como as
alteracbes nos niveis de triglicerideos, colesterol total, HDL, progesterona e estradiol
séricos e no fluido folicular. Também foi avaliada a identificacdo de diferentes classes
lipidicas de cada grupo experimental em relagdo ao controle através da técnica de
analise direta por dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI — MS). Os animais
foram alimentados com as respectivas dietas por 70 dias. Semanalmente foram
colhidas as amostras de liquido folicular, sangue e realizadas a OPU e PIV. Dosagens
de triglicerideos, colesterol total e HDL foram realizados por ensaio enzimatico
colorimétrico. Os niveis de progesterona e estradiol foram determinados por
guimioluminescéncia. As subclasses lipidicas foram identificadas por MALDI — MS. Os
resultados referentes a producdo de embrides e variagdo hormonal e de metabdlitos
sanguineos foram analisados por regressao linear robusta. Na analise do perfil lipidico
0s espectros de cada amostra foram acumulados usando o software MarkerLynx 4.1
(Waters, Manchester, UK) e exportados para analise de componentes principais (ACP)
e analise ortogonal discriminante pelos quadrados minimos (OPLS-DA) no software
MarkerLynx™ XS (Waters, Manchester, UK). O gréafico VIP (variable importance in the
projection) da analise de OPLS-DA forneceu uma lista de ions responsaveis pelas
diferencas entre os grupos, e as subclasses lipidicas foram procuradas no banco de
dados LipidMaps. O grupo girassol foi 0 que apresentou uma tendéncia de elevacao da
taxa de blastocistos ao longo do tempo. Houve tendéncia de elevacdo dos niveis
séricos de triglicerideos, colesterol e HDL, exceto no grupo canola. O nivel de P4 no
fluido folicular foi aumentado no grupo girassol, e o nivel sérico desse horménio no
grupo soja. A separacdo dos grupos pela OPLSA - DA entre o grupo controle e os
tratamentos utilizados foi evidenciada e as substancias identificadas, em sua maioria,
corresponderam a lipidios constituintes de membranas, segundos mensageiros
intracelulares ou aqueles que podem prevenir processos apoptéticos e o estresse
oxidativo comum nos ambientes de cultivo embrionario in vitro. Conclui-se que os 6leos

de girassol e de soja se mostraram mais adequado para a suplementacao alimentar de
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doadoras de odcitos e de receptoras de embrides, respectivamente. O 6leo de canola
ndo promoveu beneficios que indiqguem seu uso nem para doadoras de odcitos, nem

para receptoras de embrides.

Palavras chave: Oleos vegetais, embrides in vitro, perfil lipidico e hormonal
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of supplementation of heifers with
canola, soybean and sunflower oil, the rate of in vitro production of embryos , as well as
changes in the levels of triglycerides , total cholesterol , HDL , follicular fluid and serum
estradiol and progesterone. The identification of different lipid classes from each
experimental group compared to the control using the technique of direct analysis by
desorption matrix-assisted laser (MALDI-MS) was also evaluated . The animals were fed
their respective diets for 70 days. Weekly samples of follicular blood and carried OPU
and IVP fluid were collected . Measurements of triglycerides , total cholesterol and HDL
were performed by enzymatic colorimetric assay. The levels of progesterone and
estradiol were determined by chemiluminescence. Lipid subclasses were identified by
MALDI-MS The results for embryo production and hormonal changes and blood
metabolites were analyzed by robust linear regression. The lipid profile spectra of each
sample were accumulated using MarkerLynx 4.1 software ( Waters , Manchester, UK)
and exported to principal component analysis ( PCA) and discriminant analysis by
orthogonal least squares (OPLS -DA) in MarkerLynxTM XS Software (Waters ,
Manchester , UK). The VIP plot (variable Importance in the projection) of OPLS -DA
analysis provided a list of ions responsible for differences between groups , and lipid
subclasses were sought in bank LipidMaps data. Sunflower was the group that showed
a tendency to increase in blastocyst rate over time . There was a trend of increased
serum levels of triglycerides , cholesterol and HDL , except in the canola group. The
level of P4 in follicular fluid was increased in the sunflower group , and the serum levels
of this hormone in the soy group. The separation of the groups by OPLSA - DA between
control and treatments was evidenced and substances identified, mostly refer to
constituents of lipid membranes, intracellular second messengers or those that can
prevent apoptotic processes and stress oxidative common in embryo development in
vitro environments. It is concluded that the oils of sunflower and soybean were more

suitable for dietary supplementation of oocyte donors and embryo recipients,



respectively. Canola oil did not provide benefits not suggest its use for oocyte donor or

recipient for embryos.

Keywords : vegetable oils, embryos in vitro . lipid and hormonal profile
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1. INTRODUCAO

A pecuéria brasileira possui uma demanda crescente de animais de
elevado mérito genético, o que tem impulsionado o uso de técnicas avancadas
de biotecnologia, notadamente aquelas associadas a reproducao animal, tais
como a superovulagdo (SOV), transferéncia de embribes (TE) e mais
recentemente a fertilizacdo in vitro (FIV) associada a puncéo folicular in vivo
(ovum pick-up - OPU). Atualmente, o Brasil € um dos paises que mais gera
produtos utilizando esta biotecnologia, porém com resultados muito variaveis e
aquém do ideal (Guardieiro, 2009).

A nutricdo, bem como suas inter-relagcdes quanto ao tipo e quantidade
de suplemento fornecido apresentam grandes efeitos nos processos
reprodutivos dos bovinos, porém estes ndo estdo bem elucidados. De acordo
com o tipo de acido graxo suplementado, as gorduras na dieta podem
influenciar positivamente a reproducéo das fémeas pela alteracdo do ambiente
folicular ovariano e funcdo do corpo lateo (CL), por melhorar o status
energético e pelo aumento dos precursores das sinteses dos horménios
reprodutivos como os esterdides e as prostaglandinas (Saples et al., 1998;
Mattos et al., 2000)

Além das alteragcbes no processo esteroidogénico, a homeostase
metabolica de lipideos € vital para a manutencdo das atividades celulares
basicas (Kopelman, 2000). Os lipideos desempenham multiplos papéis nas
diversas funcbes celulares (Van Meer, 2005). Fundamentalmente, sdo 0s
principais constituintes de membranas bioldgicas, onde contribuem para
captura, organizacdo e distribuicAo de compostos moleculares necessarios
para sobrevivéncia celular. Funcionam também como fonte energética para o
correto funcionamento celular (Michalik, et al., 2006) e ainda promovem a
interacdo entre por¢cdes de membrana, que regulam a sinalizacdo celular e
facilitam a transmissdo de informacdo entre compartimentos intracelulares ou
para outras células.

Um dos problemas relacionados a producéao in vitro (PIV) de embrides
bovinos é justamente o excesso de lipidios acumulados nos blastémeros. O

uso do soro fetal bovino (SFB) nos meios de cultivo de embrides pode
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promover a incorporagdo de &acidos graxos saturados e colesterol nas
membranas das células embrionérias, fazendo com que elas figuem menos
permeaveis e mais rigidas, explicando a grande susceptibilidade dos embrides
PIV a criopreservacéo (Barcelo-Fimbres e Seidel JR, 2007). Por outro lado, o
aumento do percentual de acidos graxos poli-insaturados nas membranas
biolégicas faz com elas se tornem mais fluidas e os embriGes apresentem
melhor qualidade e maior resisténcia a criopreservacédo (Haggarty et al., 2006).

O aumento no percentual de &acidos graxos poli-insaturados nas
membranas biolégicas pode ser conseguido pela modificacdo da alimentacdo
dos animais (Juchem et al., 2004). O aumento do consumo do &cido linoleico,
por exemplo, um &cido graxo poli-insaturado, constituinte do grupo dos acidos
graxos essenciais, tem sido relacionado a reducédo das concentracfes de
triglicerideos, assim como de acidos graxos saturados em bovinos e em
humanos, possivelmente pela inibicdo da expressédo de genes que codificam a
sintese de enzimas lipogénicas, assim como inibem a atividade da lipoproteina
lipase.

Os acidos graxos essenciais sao aqueles que nao podem ser
sintetizados pelo organismo animal, mas sdo necessarios para certas funcoes
biologicas essenciais. Para bovinos os acidos graxos 6mega 3 e 6mega 6 séo
0S mais importantes, tanto na quantidade total destes acidos graxos como na
propor¢cdo em que ocorrem. Possuem funcdes na reproducdo animal, estando
associados a producdo de progesterona, ovulacdo, capacitacdo dos
espermatozoides, contratilidade do oviduto, imunidade e producao de interferon
(ARM e HAMMER, 2006).

Os Oleos vegetais como o de girassol, de soja e de canola sao fontes de
acidos graxos, facilmente encontrados no mercado e que podem ser
incorporadas a alimentacdo animal desde que, cuidadosamente balanceadas.
Tais suplementos fornecem diferentes proporcées de PUFAS sendo os dois
primeiros ricos em acido linoleico e o ultimo importante fonte de acido oleico.

Dessa forma, este estudo buscou avaliar possiveis alteracdes na
producdo hormonal e no percentual lipidico do sangue, liquido folicular e
o0citos, assim como nos proprios embrides PIV, pela suplementagdo da dieta
das doadoras de odcitos com diferentes 6leos vegetais, utilizados como fonte

de acidos graxos poli-insaturados.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacgéo da dieta de vacas doadoras de o6citos
com diferentes 6leos vegetais, sobre a producdo de horménios esteroides,
percentual lipidico no sangue, liquido folicular, oécitos e embrides.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar as diferencas entre os grupos em relacao a:

- concentracgdo de triglicerideos, colesterol total, HDL, progesterona

e estradiol séricos e no fluido folicular.

- perfil lipidico do soro sanguineo, do fluido folicular, dos odcitos e

dos embrides produzidos in vitro.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. LIPIDIOS NA ALIMENTACAO DE RUMINANTES

Os acidos graxos presentes nos animais vertebrados séo obtidos a partir
da sintese de novo do acetato ou absorvidos via intestinal a partir dos
nutrientes fornecidos pela dieta. Um dos produtos finais da sintese dos acidos
graxos € o acido palmitico (C16:0) o qual pode ser elongado para acido
esteéarico (C18:0). Todavia, as membranas das células animais necessitam de
acidos graxos insaturados para manter sua estrutura, fluidez e funcao (Miles e

Calder, 1998). O organismo de animais e plantas tem plenas condi¢des de
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adicionar uma dupla ligacdo até o carbono 9, pela enzima A9 dessaturase,
transformando o &cido esteéarico (C18:0) em acido oléico (C18:1) (Lehningher,
1995). Dessa forma, os demais &cidos graxos poli-insaturados séo ditos
essenciais, ou seja, tém de ser obtidos por meio da alimentacéo.

O consumo de lipidios pelos ruminantes € limitado na natureza
(Williams, 2001), com as dietas contendo aproximadamente 2 a 3% de &cidos
graxos de cadeia longa de origem vegetal, sendo estes predominantemente
poli-insaturados (Santos, 1998). Nas forragens, as gorduras estdo presentes,
principalmente, na forma de fosfolipidios e glicolipidios, enquanto nos graos
encontram-se na maior parte como triglicerideos (Van Soest, 1994). O tipo de
acido graxo nos alimentos também varia; grande parte dos lipideos dos
vegetais séo altamente insaturados, sendo que em cereais e na maioria das
sementes oleaginosas ha predominancia de acido linoleico (18:2 n-6),
enquanto que nas folhas o acido graxo mais comum € o linolénico (18:3 n-3).
Algumas excec¢des importantes incluem o o0leo de palma (alto teor de éacido
palmidico - 16:0), 6leo de canola (alto teor de acido oleico - 18:1 n-9) e o 6leo

de linhaca (alto teor de acido linolénico - 18:3 n-3).

3.1.1. Metabolismo de lipidios no rumen e absorcdo de

triglicerideos alimentares

O metabolismo de lipidios no rumen é limitado pela taxa de liberacédo da
matriz do alimento. Em gréos de cereais, a maioria dos lipidios encontra-se no
germe e, portanto, ha necessidade de degradacdo da parede celular para que
a hidrolise se inicie. Processo semelhante ocorre com os glicerideos das
sementes oleaginosas. Apds sua liberacdo na matriz, os triacilglicerdis sao
hidrolizados (lipGlise) a acidos graxos e glicerol. Os lipidios de forragens
ocorrem, principalmente, como diacil-mono- e digalactosilglicerideos chamados
genericamente de galactolipidios. Apds a liberacdo da matriz esses compostos
sdo também rapidamente hidrolisados a acidos graxos, galactose e glicerol
(Palmquist e Mattos, 2011).

As suspensdes microbianas no ramen sdo capazes de hidrolisar

triglicerideos e fosfolipidios os quais contém acidos graxos poli-insaturados.
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Gorduras animal e vegetal que contém acidos palmitoleico (C16:1), oleico
(C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3) sdo amplamente metabolizadas
pelos ruminantes, sendo o &cido linoleico o mais abundante em vegetais e
derivados vegetais. Os microrganismos no riamen metabolizam as gorduras
hidrolisando-as em seus componentes de acidos graxos poli-insaturados e
glicerol (Williams, 2001).

O glicerol é rapidamente fermentado a acidos graxos de cadeia curta e,
por acdo da glicerol quinase, € convertido a glicerol 3-fosfato e transformado
em diidroxiacetona fosfato, um intermediéario da glicélise ou da gliconeogénese,
enquanto os acidos graxos insaturados liberados tém algumas de suas
ligacdes duplas reduzidas e seus isOmeros modificados em um processo
chamado biohidrogenacédo (Doreau e Chilliard, 1997; Mattos et al., 2000;
Robinson et al., 2002; Sanchez, 2003). Esta transformacao consiste em saturar
0s acidos graxos com ligacdes duplas (insaturados) colocando hidrogénio na
cadeia carbdnica a qual fica apenas com ligagbes simples.

Certos acidos graxos, especialmente os poli-insaturados, sédo toxicos
para 0s microrganismos ruminais. Os mais susceptiveis sdo as bactérias gram
positivas, as metanogénicas e 0s protozoarios. A toxicidade esta relacionada a
natureza anfipatica dos acidos graxos, ou seja, aqueles que sao soluveis, tanto
em solventes organicos como em agua. Portanto, como um mecanismo de
defesa, a biohidrogenacéo torna-se um evento muito importante no ramen.

Bactérias fermentadoras participam desse processo no raimen. Em 1984,
Kemp e Lander as classificaram em dois grupos baseados nas reacdes e
produtos finais da biohidrogenacdo. No grupo A foram incluidas as bactérias
gue primeiro isomerizam acido linoleico (C18:2 cis 9 cisl2) a C18:2 cis 9
trans12 (Acido linoleico conjugado - CLA) e posteriormente biohidrogenizam o
mesmo até o C18:1 trans 11, sendo este o produto final. No grupo B foram
colocadas as bactérias que utilizam o C18:1 trans 11 como um dos principais

substratos, sendo o acido estearico (C18:0) o produto final (Figura 1)
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(cis 9, cis 12, cis 15— (cis 9 cis 12 - Acido
acido octadecatrienoico octadecadiendico)
l Isomerizagao
Isomerizacdo (Grupo A)
CLA

(Grupo A e B) .
(cis 9, trans 11 —

dieno conjugado)
Hidrogenacao
(grupo A)
Acido graxo trans

(trans 11 — acido
octadecendico)

Hidrogenacao
(grupo B)

Acido estearico
(acido octadecenoico)

Figura 1: Via de biohidrogenagéo dos &cidos linoleico e linolénico, para acido esteérico
pelo ramen. Destaque para os dois grupos de bactérias ruminais, grupo A e grupo B.
Adaptado de Modesto et al.(2002).

Quando o uso de acidos graxos, na dieta de ruminantes tem como
objetivo a alteracdo na composicao da gordura depositada na carcaca, ou na
gordura secretada no leite e a melhoria na producdo e qualidade de embrides,
torna-se necessario o uso de técnicas que diminuam o processo de bio-
hidrogenacéo de acidos graxos no rimen. Segundo Oliveira et al. (2004), para
reduzir a biohidrogenacdo e assim, aumentar a quantidade de acidos graxos
poli-insaturados que chegam ao intestino delgado é necessario fornecer dietas
ricas nestes acidos, mas também, dietas que elevem o pH ruminal, alterando o
ambiente e consequentemente a populacdo bacteriana do ramen (Figura 2).

Outra forma de promover essa alteracdo é o fornecimento de acidos
graxos poli-insaturados em forma de gordura protegida. Numerosas tentativas
foram feitas para limitar os efeitos da hidrogenacao de lipidios no raimen e seus
distirbios na digestdo dos carboidratos, através de diferentes técnicas de
protecdo, impedindo o ataque microbiano contra os lipidios e o0s
microrganismos ruminais contra o0s efeitos negativos dos lipidios. A

saponificacdo de &cidos graxos de Oleos poli-insaturados € o método mais
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utilizado na pecudria e possui como seu representante o Megalac® (DOREAU
& CHILLIARD, 1997).

Este produto é uma gordura granular composta de sais de célcio de 6leo
de palma e contém principalmente acidos graxos saturados, tais como acidos
graxos palmitico, estearico e poli-insaturados de cadeia longa, como o linoleico
e linolénico (ARM e HAMMER, 2006.; FUNSTON, 2004). Este tipo de gordura,
por ser um produto altamente estavel em 4gua e altas temperaturas, somente é
digerido em meio acido, no animal. No rimen, o meio é ligeiramente acido (pH
= 6,2), 0 que faz com que ele permaneca inalterado. Ao chegar no abomaso,
cujo meio € extremamente acido (pH = 2-3), ocorre o desdobramento do
Megalac® com a liberacdo dos acidos graxos e fons de célcio para o intestino,
gue serdo absorvidos e levados pela corrente sanguinea (ARM e HAMMER,
2006).

Acido Linoleico

(C18:2 cis-9cis-12) Aumentodo pH ruminalem
l conseqgénciada dieta oferecida
CLA cis-9trans-11 CLA trans-10 cis-12
C18:1 trans-11 C18:1 trans-10
C18:0 C18:0
Acido Estearico Acido Estearico

Figura 2: Representacdo da biohidrogenacéo ruminal do &cido linoleico e formacao do
CLA trans-10 cis-12 no ramen.

Os lipideos que deixam o ramen sdo predominantemente acidos graxos
livres (80-90%) e fosfolipidios (10-15%) como parte das membranas celulares
das bactérias e uma pequena parte de triglicerideos e glicolipidios no residuo
dos alimentos ndo completamente fermentados. No rimen, a maioria dos

acidos graxos livres utilizados na alimentagcéo estardo na forma de sabdes de
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célcio, sédio ou potassio devido ao pH ruminal que se encontra proximo da
neutralidade (6,0-6,8). Apds passar pelo abomaso onde a acidez local é alta
(pH préximo de 2,0) ocorrera a dissociacado desses sabdes e 0s acidos graxos
voltam a forma livre, agora aderidos as particulas dos alimentos. A porgéo livre
encontra-se na forma saturada sendo que dois tercos sdo formados por acido
estearico e um terco de &cido palmitico. Antes que a absorcdo dos acidos
graxos ocorra € necessario que, mesmo estando aderidos as particulas das
forragens, sejam solubilizados no meio aquoso do intestino (Palmquist e
Mattos, 2011).

Animais monogéstricos tém maiores dificuldades na digestdo de
gorduras com alto ponto de fusdo, insoliveis, mas o0s ruminantes
desenvolveram processos eficientes na digestdo de acidos graxos saturados
tdo bem quanto de insaturados e com muito maior eficiéncia que os
monogastricos. A chave para a absorcao dos lipideos em ruminantes e nao
ruminantes € a formacdo de micelas no intestino, a partir da acdo dos sais
biliares sobre as goticulas de gordura. Em monogastricos, monoglicerideos que
resultam da digestdo dos triglicerideos ja no intestino sdo necessarios para a
absorcao das gorduras. Nesse caso, 0s sais biliares e os monoglicerideos tém
em sua estrutura molecular partes que podem interagir com os liquidos do meio
e partes que interagem com os lipideos fazendo assim uma interface entre
gordura e agua. Em monogastricos a auséncia de monoglicerideos torna dificil
a absorcao dos lipideos (Palmquist e Mattos, 2011).

Em ruminantes, entretanto, um composto chamado lisolecitina
desempenhard o papel dos monoglicerideos. Nesses animais a bile e
secrecbes pancredticas, sdo necessarios para o processo de digestdo de
lipideos e sao liberados no duodeno. Juntos com os sais biliares, o figado
secreta um composto chamado de lecitina que em contato com as enzimas
liberadas pelo pancreas (fosfolipase A) ocorre a conversdo para lisolecitina,
gue € um potente emulsificador, particularmente de acidos graxos saturados.
Outro fator importante € a composicdo da bile dos ruminantes, sendo
caracterizada por um excesso de &cido taurocolico. Na maioria dos herbivoros,
0 acido glicocdlico é predominante, mas em ruminantes adultos o acido
taurocolico excede o glicocolico numa propor¢cdo de 3:1. Isso se torna

importante porque o pH no duodeno ainda é &cido (pH 3 a 5) devido a baixa
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secrecdo de bicarbonato pelo pancreas dos bovinos, bem diferente dos
monogastricos que estid mais neutro (pH 6 a 7).

Geralmente o coeficiente de absorcdo para acidos graxos individuais
varia entre 80% (para acidos graxos saturados) e 92% (para acidos graxos poli-
insaturados) em dietas convencionais com baixo teor de gordura (2 a 3% na
matéria seca). Os &cidos graxos atravessam, entdo, a mucosa intestinal por
combinacgao de difusdo simples e sistemas de transporte mediado por agentes
carreadores, auxiliados por proteinas ligadoras de acidos graxos (FABP).

ApOs os lipideos serem absorvidos em sua forma livre, serdo
esterificados novamente para triglicerideos e fosfolipideos no interior dos
enterdcitos. Uma vez no citosol, os acidos graxos séo ativados pelo complexo
acil — CoA sintetase. Os acidos graxos ativados sdo entdo esterificados por
vias alternativas. Em monogastricos, grande parte dos lipidios é absorvida
como 2-monoacilglicerol, que é esterificado diretamente por dois acil-CoA para
produzir triacilglicerol. Na falta de 2-monoacilglicerol, como no caso dos
ruminantes, os acidos graxos sao esterificados pela via do a-glicerofosfato para
formar triacilglicerol.

Os triacilglicerois, fosfolipidios, colesterol e ésteres de colesterol sao
agrupados nas membranas citosolicas das células intestinais para formar pré-
lipoproteinas. No complexo de Golgi, os lipidios sdo combinados com
apoproteinas especificas para formar quilomicrons e lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL). Os quilomicrons e VLDL séo transportadores de
lipidios intestinais (oriundos dos alimentos) para os tecidos. As lipoproteinas
entram nos vasos linfaticos e vao para o ducto toracico (juncdo do sistema
linfatico com o sistema circulatorio), onde eles entram na corrente sanguinea.
Diferentemente da maioria dos nutrientes que sdo absorvidos pelo trato gastro
intestinal, os lipideos que sdo absorvidos entram diretamente na circulacéo e
sdo utilizados pelos tecidos corporais sem uma prévia metabolizacdo hepéatica.

A absorcdo de quilomicrons e de VLDL é mediada pela lipase
lipoproteica (LPL), enzima encontrada nas células epiteliais das paredes
capilares em muitos tecidos. Essa enzima hidrolisa os triacilglicerois das
lipoproteinas liberando acidos graxos e glicerol. O glicerol é transportado pela
corrente sanguinea e captado principalmente pelo figado, onde é usado para

glicélise e gluconeogénese.
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Os acidos graxos livres sao utilizados no tecido onde ocorre a hidrélise.
O tipo predominante de lipoproteinas presente na circulacdo sanguinea de
ruminantes séo as lipoproteinas de alta densidade (HDL), que atuam retirando
o colesterol da circulacdo e levando-o de volta ao figado para serem
metabolizados. Essas parecem ser as Unicas lipoproteinas com acesso ao
compartimento intrafolicular (HAWKINS et al.,, 1995; WILLIAMS, 2001)
representando assim, um importante elo entre o metabolismo de lipidios
alimentares e seus efeitos sobre o sistema reprodutivo.

Mattos et al. (2000) relataram que a fonte de gordura da dieta dos
animais pode alterar o perfil de acidos graxos das membranas plasmaticas de
diversas células no organismo. O acido linolénico (C18:3) normalmente, é
hidrogenado até a formacdo de &acido estearico (C18:0), enquanto a
hidrogenacéao do acido linoleico (C18:2) resulta na formacéo de acido estearico,
e diferentes isbmeros do C18:1 (Tamminga & Doreau, 1991), os quais seréo

precursores para a formacéao do CLA nos tecidos (Lawson et al., 2001).

3.2. SUPLEMENTACAO LIPIDICA ALIMENTAR E SEUS EFEITOS
SOBRE A REPRODUCAO

3.2.1. Efeitos caldricos da utilizac&o de lipidios na dieta

Fontes concentradas de energia como gorduras, sementes de
oleaginosas ou Oleos derivados destas, tém sido utilizadas com diferentes
resultados, tanto na producdo, quanto na reproducdo de vacas de leite e de
corte (SATURNINO e AMARAL, 2005). A adicdo de gordura a dietas de vacas
no pré e poés-parto tem a funcdo de aumentar o contelido energético destas,
reduzindo assim o periodo de balango energético negativo (BEN). As fontes de
gordura, as que apresentam densidade energética mais elevada, estimulam o
crescimento folicular quando fornecidas para aumentar o balanco energético.

Oleos de plantas ricos em &cidos oleico C18:1 e linoleico C18:2,
aumentam a gliconeogénese pelo incremento na producdo de propionato no
ramen (Chalupa et al., 1986). Considerando que a glicose é a Unica fonte de
energia utilizada pelo sistema neural, quando o animal encontra-se em balanco

energético positivo h4 um incremento na producéo e liberagdo dos hormonios.
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O GNRH estimula a producao e liberagéo de LH e FSH aumentando o diametro
do foliculo pré-ovulatério e favorecendo a ovulacdo (Ferreira, 2010). A
suplementacdo com sebo num nivel equivalente a 3% do consumo de MS,
diminuiu o desbalanco energético entre as semanas 2 e 12 poés-parto e
melhorou a taxas de prenhez das vacas suplementadas (STAPLES et al.,
1998).

Os acidos graxos também podem atuar como repartidores de nutrientes
redirecionando a energia metabolizavel e incrementando a chance de atingir
um escore de condicdo corporal 6timo ao inicio da temporada de monta.
Bottger et al. (2002) demonstraram que animais suplementados com &cidos
graxos tinham maior escore de condicao corporal e consequentemente melhor
desempenho reprodutivo. Trabalhos nos quais foram utilizados sabdes calcicos
de acidos graxos como suplemento para vacas de cria mostraram melhora no
balanco energético e melhor desempenho reprodutivo (SKLAN et al., 1991,
GARCIA-BOJALIL et al., 1998; CASTANEDA-GUTIERREZ, 2007), o que pode
ser devido a efeitos ndo somente relacionados a melhora do status energético
mas, a um somatoério dos efeitos caloricos e ndo caléricos (STAPLES et al.,
1998).

3.2.2. Efeitos ndo caldricos da utilizacao de lipidios na dieta

Os acidos graxos também podem afetar os processos reprodutivos de
maneira nao relacionada a energia. Os efeitos nao relacionados com o
conteudo caldrico dos PUFA sdo denominados efeitos nutracéuticos
(WILLIAMS E STANKO, 1999). Os efeitos positivos da suplementacdo com
PUFA sobre a reproducéo provavelmente ndo sejam devidos a alteracdes no
status nutricional e sim ao efeito dos acidos graxos sobre o eixo hipotalamo-
hipdéfise-ovério-utero (MATTOS et al., 2000).

Os efeitos nutracéuticos dos PUFA estdo relacionados com a
capacidade de modular o metabolismo do acido araquidbnico e das
prostaglandinas, aumentar os niveis circulantes do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), e, promoverem o0 incremento de colesterol
plasmatico o qual sera substrato para a sintese de horménios esteréides como
a progesterona (P4) e o estrogeno (E2) (WILLIAMS E STANKO, 1999). A
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essencialidade dos PUFA tem sido proposta como um dos possiveis
mecanismos pelos quais estes podem melhorar o desempenho reprodutivo
(ZERON et al., 2001; AMBROSE et al., 2006;). A suplementacdo com PUFA
incrementa a secrecao de esteréides e eicosanoides modificando a funcdo do
ovario e Utero e beneficiando a implantagdo embrionaria (CARDONA, 2009).
Os PUFA também podem estar diretamente envolvidos na transcricdo de
genes que codificam a sintese de proteinas especificas (fosfolipase A2,
Prostaglandina H desidrogenase) relacionadas com a fisiologia reprodutiva
(MATTOS et al., 2000).

A suplementagdo com fontes de PUFA podem alterar o nimero e
tamanho de foliculos, a taxa de ovulagdo, o tamanho do corpo lateo, a
producéo de progesterona e o tempo de lutedlise (BILBY et al., 2006; WATHES
et al., 2007), podendo potencialmente melhorar o desempenho reprodutivo da
vaca de cria (STAPLES et al., 2007; CARDOSO DE OLIVEIRA et al., 2007).
Basicamente tais alteraces se seguem a uma alterag&o inicial no perfil de
acidos graxos plasmaticos que vai servir de ponto de partida para os demais
efeitos sistémicos advindos da suplementacéao.

Os lipidios constituem uma grande propor¢cdo da composicdo das
células, fazendo parte das membranas celulares. A quantidade e tipo de PUFA
nas membranas modificam as propriedades das mesmas. O conteudo de
PUFA nas células embrionérias esta relacionado com melhor desenvolvimento
embrionario, maior qualidade dos embrifes e, consequentemente maior taxa
de prenhez (ZERON et al.,, 2001; BILBY et al.,, 2006; TANGHAVELU et al.,
2007).

Desde 1979, Kane et al. relataram que os acidos graxos de cadeia longa
S80 necessarios para suportar o crescimento de um zigoto ao estagio de
mérula em cultivo in vitro, fornecendo energia para o seu crescimento. Mais
tarde, KUBOW & KOSKI (1995) descrevem que a deficiéncia de acidos graxos

n-6 em embrides estaria associada ao retardo no crescimento embrionario.

3.2.2.1. Efeitos sobre os metabdlitos sanguineos

2.2.2.1.1 Triglicerideos, Colesterol e lipoproteinas
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O “status” lipidico metabdlico modifica o potencial reprodutivo da vaca
independentemente do consumo de energia na dieta (WEHRMAN et al., 1991).
Williams (1989) verificou incremento de 1,4 vezes nas concentragdes de
triglicerideos e colesterol total de vacas Brahman com cria ao pé na quarta
semana poés-parto alimentadas com dietas de alto percentual lipidico
comparada ao controle. Segundo este autor, estes metabolitos atingiram sua
concentracdo maxima em 7 a 9 semanas pdés-parto, sendo que a concentracao
de triglicerideos comecou a declinar em seguida. Embora os niveis de
triglicérides ndo paressam desempenhar um papel direto na regulacdo da
esteroidogénese ovariana, estes servem, juntamente com o colesterol, como
indicadores Uteis do “status” metabdlico lipidico geral.

O colesterol € um componente das membranas celulares e é o precursor
para a sintese de hormdnios esterdides, entre eles, a progesterona e 0s
estrogenos (Grummer e Carrol, 1988). Grande parte do colesterol sanguineo é
transportado por lipoproteinas de alta (HDL) e baixa (LDL) densidade. Cerca de
90 a 95 % do colesterol encontra-se ligado as HDL sendo estas as
encarregadas por transportar o colesterol até o fluido folicular e as células
IUteas, onde o colesterol é utilizado pelo tecido ovariano na esteroidogénese
(GRUMMER e CARROLL, 1988; WEHRMAN et al., 1991) como ja foi descrito
anteriormente.

Os niveis do colesterol plasmatico sédo indicadores adequados do total
de lipidios no soro sanguineo, pois correspondem a cerca de 30% do total
(GONZALEZ & SILVA, 2006). O colesterol circulante é o principal substrato
para a sintese luteal de progesterona nos mamiferos. Uma vez que, a sintese
“‘de novo”, a partir do acetato no interior do tecido luteal é insuficiente para
manter sua funcdo normal, acredita-se que o aumento da concentracdo de
colesterol, por meio da alimentacéo, possa interferir na funcéo luteal (Williams
e Stanko, 1999).

O aumento da ingestdo de matéria seca pode, também, elevar a
producdo de acidos graxos volateis produzidos pelo ramen e,
consequentemente, aumentar a concentragdo de acetato disponivel para a
sintese de colesterol e posteriormente de progesterona (SCHRICK et al.,
1992).
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Dessa forma, as concentracdes plasmaticas de colesterol e as
lipoproteinas de alto e baixo peso molecular encontram-se aumentados em
dietas onde séo incorporadas fontes lipidicas (GRUMMER e CARROLL, 1988;
STAPLES et al.,, 1998). A suplementacdo com fontes lipidicas também
aumenta a quantidade de gordura nas células luteais, influenciando
positivamente a producdo de progesterona, diminuindo a mortalidade
embrionaria precoce (STAPLES et al., 1998), e a duracdo do periodo
anovulatério em animais com maiores concentracdes de colesterol (BEAM E
BUTTLER, 1997).

2.2.2.1.2. Progesterona e Estradiol

A progesterona € um horménio esteréide produzido pelo corpo lateo no
ovario, responsavel por preparar o Utero para receber o embrido e por manter a
gestacédo até o parto nos bovinos. Maiores concentracdes de progesterona tém
sido relacionadas com maiores indices de fertilidade (BACH, 2003) e maiores
taxas de prenhez (BURKE et al.,, 1997; CHAGAS E SILVA et al., 2002;
STAPLES et al., 2007; BECH-SABAT et al., 2008; RODRIGUES JUNIOR,
2009).

A suplementacdo com PUFA aumenta as concentracbfes de
progesterona circulantes (LUCY et al. 1991; HAWKINS et al.1995; BILBY et al.
2006; THANGAVELU et al. 2007),0 que pode ser atribuido ao aumento do
tamanho/volume corpo lateo, aumento na concentracédo de colesterol sérica no
fluido folicular e no corpo luteo e diminuicdo do metabolismo da progesterona
pelo figado (RYAN et al., 1992).

Mancio et al. (1999) observaram, que novilhas suplementadas com
lipidios tiveram, maiores niveis de progesterona no soro quando comparados
aos do grupo-controle. Além disso, novilhas suplementadas com lipidios e que
receberam tratamento com gonadotrofina coribnica humana (hCG)
apresentaram maior concentracdo de progesterona do que as que nao
receberam, indicando que a acdo luteotrofica do horménio possivelmente
aumentou a absorcdo de lipoproteinas e a esteroidogénese pelo tecido

luteinico.
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Suplementacdo de gordura na dieta também estimula a sintese e
acumulo de lipoproteinas e ésteres de colesterol nos tecidos e fluidos corporais
(Williams, 1989). O aumento da concentracdo de colesterol no liquido folicular
pode estar relacionado com o fato de que, células da granulosa colhidas dos
foliculos de vacas suplementadas com lipidios, mostraram um aumento na
secrecdo de progesterona e androstenediona in vitro (WEHRMAN et al., 1991)
e de estradiol, androstenediona e da taxa estradiol:progesterona em vacas 50-
70 dias pos-parto (ZACHUT et al., 2008). O aumento da relagdo E2:P4 é um
indicador seguro da saude do foliculo (McNatty et al. 1979; Ireland e Roche,
1982).

Beam e Butler (1997) trabalhando com vacas Holandesas
suplementadas com trés diferentes niveis de PUFA na dieta, observaram que
animais consumindo dietas com altos teores de gordura aumentaram o nimero
e tamanho dos foliculos, e que, niveis moderados de suplementacao
conduziram a um maior pico de estrogénios na primeira onda folicular pos-
parto, o que diminuiu o periodo anovulatorio. Maiores diametros foliculares
estdo associados a maiores niveis circulantes de estradiol (Wiltbank et al.
2006). Da mesma forma, Robinson et al. (2002) quando adicionaram acido
linolénico (C18:3) a dieta de bovinos obtiveram foliculos dominantes maiores e
maiores niveis de estradiol plasmaticos.

Em contrapartida, Zachut et al (2008) ndo obtiveram correlagcéo
significativa entre o tamanho do foliculo pré-ovulatorio e as concentracées de
estradiol. No entanto, nesse mesmo estudo, a concentracdo de estrogeno
sérico foi correlacionada com a concentracdo do mesmo no liquido folicular
guando dietas com acidos graxos poli-insaturados foram administrados. Tesarik
e Mendoza (1995) demonstraram um efeito direto do E2 na fertilizacdo e taxa
de clivagem e, sugeriram um modelo em que o E2 influencia a superficie
celular pelo aumento de calcio livre intracelular que serve como um segundo
mensageiro e contribui para a capacitacao e desenvolvimento pos-fecundacao.

Hawkins et al. (1995) observaram um maior tempo para a queda nos
niveis sanguineos de P4 apds ovariectomia nas vacas suplementadas com
gordura. Este resultado sugere que a alimentagdo com gordura tenha retardado
a metabolizacdo da P4 pelo figado. Um experimento in vitro (Sangsritavong et

al., 2002) reforcou essa hipotese demonstrando que &cidos graxos livres
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(especialmente o acido linolénico C18:3) retardaram o metabolismo de
esteroides P4 e E2 em hepatdcitos cultivados in vitro. Esse estudo, entretanto,
utilizou quantidades de acidos graxos que seriam impossiveis de serem
fornecidas através da dieta em vacas. Em um trabalho in vivo (Sartori et al.,
2004) foi avaliado se a adicdo de 6leo de linhaca, rico em C18:3, diretamente
no abomaso e em quantidades possiveis de serem ingeridas diariamente, iria
retardar o metabolismo de esteréides. Apesar de ter-se alterado o perfil
plasmatico de acidos graxos, com um aumento de 46% de C18:3 (de 4,8 para
7,0% do total de acidos graxos plasméticos), ndo houve uma inibicdo aparente
no metabolismo de P4 e E2.

2.2.2.2. Efeitos sobre a composi¢cao de acidos graxos plasmaticos, no

fluido folicular, nos o6citos e nos embrides.

Dietas suplementadas com fontes de &cidos graxos aumentam o
percentual desses no soro sanguineo e tal aumento depende da composicéo
do suplemento ofertado (Filley et al, 2000;). No trabalho de Childs et al. (2008)
foram comparadas as variacdes de acidos graxos plasmaticos decorrentes da
suplementacado dietética com sementes de soja ou Oleo de peixe. A
concentracdo plasmatica de acido linoleico foi maior no grupo que consumiu a
semente de soja enquanto que as concentracdes de eicosapentaendico (EPA)
e docosahexaendico (DHA) foram maiores nos animais que consumiram 0leo
de peixe.

O teor de 4&cido linoleico no fluido folicular e nos odcitos €
aparentemente importante para o desenvolvimento da competéncia do odcito
(Homa e Brown, 1992) e tem sido demonstrado ser importante para blastulacéo
em estudos de fertilizacdo in vitro (Zeron et al., 2001). Ja o EPA e o DHA
derivados do acido linolénico possuem efeito negativo na sintese de PGF,, pelo
endométrio (RAES et al., 2004), o que € inportante para a manutencdo da
gestacdo em animais recém-inseminados. Dessa forma ndo é suficiente
mensurar a alteracdo do percentual plasmatico desses acidos graxos e sim
guanto destes chegam até o ambiente intra-folicular.

Albuquerque (2007) realizou esta mensuracéo diferencial entre soro

sanguineo e fluido folicular em animais previamente alimentados com gréos de
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canola (n — 6 e n — 9) ou de linhaca (n — 3) observando que, independente dos
tratamentos o0 soro sanguineo e o liquido folicular ndo possuem concentragdes
correlatas para alguns AG. Foi também relatado por esse autor que a linhaca
em graos, fonte rica em &cidos graxos da seérie n-3, ndo alterou as
concentracdes dos mesmos no liquido folicular. No entanto, a canola em gréos,
adicionada a ragao de vacas nelore, resultou em aumento nas concentracdes
de &cidos graxos da série n-6 e n-3 no liquido folicular. Tal variagdo pode ser
explicada pelo tamanho diminuto da semente de linhaga, o que dificultaria a
guebra da mesma no processo de mastigacao e ruminacao dos animais.

Petit (2002), ao adicionar linhaca ou semente de girassol em gréos e
linhaga ou semente de girassol tratada com formaldeido em vacas holandesas,
observaram que as concentracbes plasmaticas de AG foram afetadas pela
inclusdo das sementes. As concentra¢cdes no soro sanguineo aumentaram para
os AG C14:.0, C16:0, C18:1 c9, C18:3 n-3 e C20:5 n-3 devido a adicdo de
linhaca em gréos em relacédo a semente de girassol e os AG C18:1 19, C18:2 n-
6 e 0 C18:3 n-6 diminuiram. Quanto ao tratamento com formaldeido, os autores
obsevaram maiores concentracdes para os AGs C18:1 c9 e C18:2 c6. Quanto
a razao dos AGs da série n-6 e n-3, esta foi menor para 0 soro sanguineo das
vacas que consumiram linhaca.

Resultados conflitantes ainda sdo observados em pesquisas que
objetivam melhora na qualidade de odcitos e embrides através do consumo
alimentar de fontes de acidos graxos. FOULADI-NASHTA et al., (2007) e
SANTOS et al, (2008) defendem essa hipétese supondo que o
desenvolvimento e a qualidade embrionaria estariam relacionados a
guantidade de acidos graxos poli-insaturados (PUFA) na membrana celular,
modificando as caracteristicas referentes a fluidez e protecdo a processos de
estresse. Tanghavelu et al. (2007) também obtiveram resultados positivos
suplementando vacas com fontes de PUFAs, onde foram produzidos embrides
de melhor qualidade em relacdo ao grupo controle. Em contraste, diversos
trabalhos ndo tém encontrado diferencas na qualidade e desenvolvimento de
embrides produzidos in vitro oriundos de odécitos de doadoras suplementadas
com lipidios (ADAMIAK et al., 2006; BILBY et al., 2006)

Odcitos de ruminantes contém consideravel quantidade de acidos

graxos (estimado em 63 pg/odcito) (McEVOY et al., 2000), sendo importantes
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para utilizacdo como fonte de energia durante a maturacdo oocitaria. A
concentracéo e o perfil de acidos graxos poderiam entdo afetar a maturagéo do
oocito diretamente, através da alteracdo da composicdo de acidos graxos nos
oocitos (BENDER et al., 2010), ou indiretamente, influenciando as
concentracdes de prostaglandina e de outros metabdlitos no fluido folicular ao
redor do odcito (FOULADI-NASHTA et al., 2009).

Os blastocistos obtidos a partir de ovécitos coletados de vacas
alimentadas com dietas de alta concentracdo de gordura apresentaram maior
namero total de células, maior ndmero de células do embrioblasto e
trofoectoderma do que os obtidos do grupo baixa gordura, sugerindo melhor
gualidade dos blastocistos, o que pode resultar em melhor desenvolvimento
subsequente e maiores chances de sobrevivéncia (FOULADI-NASHTA et al.,
2007). Os acidos graxos poli-insaturados sdo componentes da membrana
lipidica de todas as células inclusive das células embrionarias e, aumentam
rapidamente conforme progride a divisdo celular do embrido em
desenvolvimento. Adicionalmente, embribes de melhor qualidade e de
desenvolvimento avancado também possuem maiores concentracdes de acido
graxo linoleico e menores de acidos graxos saturados (HAGGARTY et al.,
2006).

2.2.2.3. Efeito sobre a producédo de embrides in vitro

Os acidos graxos sdo componentes vitais das membranas biologicas e
influenciam fortemente sua fluidez. Com o aumento dos acidos graxos poli-
insaturados a fluidez da membrana aumenta. Isso porque nos PUFAs as
cadeias acil sdo extremamente flexiveis e podem mudar rapidamente seu
estado conformacional. Assim, o0 numero de duplas liga¢c@es influencia de forma
significativa a fluidez da membrana.

Eles servem também como um importante mediador dos eventos
nucleares regulando a expressdo de genes especificos envolvidos no
metabolismo lipidico e da glicose (Lombardo e Chicoo, 2006). Acidos graxos de
cadeia longa inibem a sintese de gordura a partir de mecanismos de curto e
longo prazo. Tais acidos graxos sao conhecidos inibidores alostéricos da

atividade da acetil coenzima-A carboxilase (ACC) (curto prazo) e, dietas ricas
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em acidos graxos poli-insaturados (PUFA) reduzem também a expressdo do
complexo acido graxo sintase (FAS). Dessa forma minimiza-se a formacao dos
estoques de triacilglicerdis intracelulares.

Esse mecanismo pode amenizar um dos grandes problemas da
producéo de embrides in vitro (PIV), onde a presenca de soro fetal bovino
(SFB) nos meios de cultivo contribui significadamente para o acumulo de
lipidios intracelulares prejudiciais ao desenvolvimento embrionario (ABE et al.,
1999; RIZOS et al.,, 2003). O aparente efeito negativo do soro pode ser
atribuido a acelerada evolugdo embrionaria que ndo permite tempo suficiente
para ocorréncia da cariocinese fisioldgica. Assim, sistemas de producao de
embrides PIV provocariam danos na integridade dos cromossomos, resultando
em menor taxa de prenhez e alteracdes somaticas do embrido e do produto
nascido (HENDRIKSEN et al. 2001; FARIN et al., 2001). A adicdo de acido
linoleico conjugado trans-10 cis-12 ao meio de cultivo de embrides bovinos
suplementado com soro fetal resultou em reducéo da sintese lipidica e em uma
melhoria na congelabilidade dos embrides (Hochi et al.,1999; Pereira et al.,
2006).

Outras funcdes do desenvolvimento embrionario podem ser atribuidas a
utilizacdo dos acidos graxos como, por exemplo, a geracdo de agua para o
fluido da blastocele pela oxidacdo mitocondrial e, a compactacdo entre o0s
blastdbmeros que precede a blastulacdo (MCEVOY et al., 2000). Em vista disso
0 conhecimento dos grupamentos lipidicos presentes nos od0citos e
consequentemente nos embrides, assim como a busca de formas de promover
alteracdoes desses grupamentos pode ser um caminho para incrementar a

producéo in vitro de embrides bovinos.

2.3. A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas pode ser entendida como uma técnica
analitica que permite a identificacdo da composicdo quimica de um
determinado composto isolado, ou de diferentes compostos em misturas
complexas, através da determinacdo de suas massas moleculares na forma

ibnica, ou seja, com carga elétrica liquida, positiva ou negativa, baseada na sua
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movimentagdo através de um campo elétrico ou magnético. Esta
movimentagcdo é determinada pela razdo entre a massa de um determinado
composto (analito) e sua carga liquida, designada por m/z (mass to charge
ratio). Assim, conhecendo o valor de m/z de uma molécula & possivel inferir
sua composicdo quimica elementar, e com isso determinar sua estrutura (Van
BRAMER, 1998; AEBERSOLD et al., 2003).

Uma vez que a espectrometria de massas mede a relacdo entre massa
e carga, um espectrometro de massas engloba uma fonte de ionizagéo para a
obtencédo de ions, um analisador de massas, o qual separa os ions formados,
um detector desses ions e um sistema de aquisicdo dos dados. Em geral, as
fontes de ionizacdo mais comumente empregadas sdo ESI (Electronspray
lonization) e MALDI (Matrix Assisted Lazer Desorption lonization) e 0s
analizadores sdo os quadrupolos, ion-traps, time of flight (TOF), Fourier-
transform ion cyclotron resonance (FT-ICR), orbitrap, entre outros (GLISH et
al., 2003).

Como técnica analitica das mais versateis e das mais sensiveis, a
espectrometria de massas (MS) € atualmente uma das ferramentas analiticas
valiosas em diversos estudos nas areas de Biologia, de Ciéncias Médicas e de
Ciéncias Tecnologicas. Por MS é possivel determinar a massa molecular e
guantificar biomoléculas tais como proteinas, carboidratos, lipideos e
oligonucleotideos, e também fragmenta-las de forma a elucidar sua estrutura e
confirmar sua identificacdo (FERREIRA et al., 2009)

Na espectrometria de massa alguma forma de energia é transferida a
amostra para causar a sua ionizacdo. O requisito basico para uma analise por
espectrometria de massa € a formacdo de ions livres em fase gasosa. O
alcance e a utilidade do método de espectrometria de massa é ditado pelo
processo de ionizacdo. A aparéncia do espectro de massa de uma espécie
molecular é altamente dependente do método de ioniza¢do usado. Os agentes
ionizantes empregados em espectrometria de massa podem ser distribuidos
em duas categorias: as que requerem a amostra em fase gasosa e 0s agentes
gue provocam dessorcdo em amostras sélidas ou liquidas. A vantagem dos
ultimos é que séo aplicaveis a amostras ndo volateis e termicamente instaveis.
Este € o caso da técnica de espectrometria de massa com lonizagdo/dessorcao

por laser, assistido por uma matriz (MALDI).

33



2.3.1. Matrix-assisted laser desorption/ionization - MALDI

Métodos utilizados para a andlise do perfil lipidico em embrides e
ovocitos geralmente envolvem a extracao seletiva a partir de um pool de muitas
amostras seguido de manipulacdo quimica, separacdo e caracterizacdo dos
componentes individuais através de técnicas cromatograficas. Com a técnica
de analise direta por dessor¢cdo a laser assistida por matriz (MALDI-MS)
amostras individuais de odcitos e embrides podem ser analisas quanto a sua
composicao lipidica (FERREIRA et al., 2010).

Na ionizacdo por MALDI a amostra deve ser misturada a uma matriz
especifica que auxiliard na sua ionizacao, esta matriz quando seca cristaliza-se
juntamente com a analito. Assim, a transferéncia de energia por MALDI ocorre
através da irradiacao pulsada de laser, a matriz energizada converte a energia
do laser em energia para a excitacdo do analito, promovendo sua ionizagao.
Esta forma de transferéncia de energia € eficiente na obtencdo de moléculas
intactas, ja que elas ndo sofrem incidéncia direta da excessiva energia do laser,
0 que poderia causar sua decomposicao. Este processo ocorre em uma
camara sob vacuo e os ions entdo formados na fase gasosa sdo acelerados
por campos eletrostaticos em direcdo ao analisador (HOFFMANN e
STROOBANT, 2007; DASS, 2007).

Existe uma grande variedade de matrizes que podem ser utilizadas em
MALDI, constituidas principalmente de compostos aromaticos. As fontes de
laser também podem variar, no entanto a mais comum € a de N2, com
comprimento de onde de 337 nm. Os ions formados apresentam-se de modo
geral protonados monocarregados em modo positivo, desprotonados em modo
negativo. Contudo, ndo € incomum de serem formados ions com duas ou mais
cargas, ou com adutores como Na+ ou K+ (HOFFMANN e STROOBANT,
2007; DASS, 2007).

O potencial de aplicacdo da MS em estudos biolégicos tem sido bastante
estendido, em razdo dos impressionantes avan¢os observados nos ultimos
anos nas areas de genbmica, de transcriptbmica, de metabolbmica, de
protedbmica, de lipiddmica e de outras plataformas “omics”, e do

desenvolvimento extraordinario dos equipamentos (FERREIRA et al., 2009).
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Nesse sentido, técnicas como as de ionizacdo por electrospray — ESI (FENN et
al., 1989, 1990) e de ionizacdo e dessorgcdo a laser assistida por matriz —
MALDI (KARAS e HILLENKAMP, 1988), consideradas técnicas de ionizacao
branda, permitiram a producdo de ions com base em compostos de alta massa
molecular e ndo-voléateis, estendendo a aplicacdo da MS a todos os tipos de
moléculas.

De particular importancia na producéo animal, sdo analisados por MALDI
produtos lacteos (COZZOLINO et al., 2001), contaminantes de substancias de
uso veterinario e alteraces dos meios de cultivo embrionario (FERREIRA et
al., 2009b), alteracdes epigenéticas em animais clonados (SONG et al., 2009),
componentes do fluido folicular ligados a fertiidade e/ou a patologias
reprodutivas (FUCHS e SCHILLER, 2008; MONTANI et al., 2012), o mesmo
relacionado ao soro sanguineo seminal (FUCHS et al.,, 2008), além de
composi¢des descritivas de gametas e embrides permitindo a analise da
gualidade e do potencial de desenvolvimento dos mesmos (SCHILLER et al.,
2004, 2007; FERREIRA et al., 2008)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local e duragcédo do experimento

O experimento foi realizado na Fazenda Passarinho no distrito de
Carvao do municipio de Campos dos Goytacazes, na regido Norte Fluminense
do estado do Rio de Janeiro. O periodo experimental iniciou-se no dia
03/12/2010, data em que foi iniciada a suplementacéo, e no dia 23/02/2011 foi
realizada a Ultima aspiracéo folicular e ultima sessao de producdo de embrides
in vitro. As temperaturas média maximas e minimas foram de 31,8°C e 23,3°C
com média pluviométrica de 2,76mm no periodo.

A producgéo in vitro dos embrides foi realizada no setor de Tecnologia de
Embrides do Laboratorio de Reproducdo e Melhoramento Genético Animal
(LRMGA) do departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual
do Norte Fluminense (UENF).

As analises de concentracdo de progesterona e estrogeno foram
realizadas também no Laboratério de Reproducdo e Melhoramento Genético
Animal (LRMGA); e as concentracdes de triglicerideos, colesterol total e HDL
foram realizadas no Laboratério de Sanidade Animal (LSA), ambos do
departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF).

As analises do percentual de composicdo lipidica do soro sanguineo,
liquido folicular, oécitos e embrides foram realizados no laboratério Dalton de

espectrometria de massas na Universidade de Campinas (UNICAMP).

3.2.  Animais e Area experimental

Foram utilizadas 20 novilhas mesticas (% nelore e ¥ limousin), com 24
meses de idade, peso médio de 330 Kg e escore de condicdo corporal média
de 3 + 0,5 (escala de 1 a 5). Todas as novilhas foram previamente avaliadas
guanto sua ciclicidade, normalidade do aparelho reprodutivo e auséncia de
enfermidades.

As novilhas foram aleatoriamente distribuidas entre o0s quatro

tratamentos (n = 5 animais/ tratamento). Os animais foram mantidos a pasto
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(Brachiaria brizantha) com agua e sal mineral a vontade. Para o fornecimento
do concentrado (dieta experimental) o curral de manejo foi dividido em quatro
partes cada parte com cocho individual para cada animal onde foi fornecida a
suplementagao.

Todos 0s animais permaneceram juntos no mesmo pasto e diariamente,
as 7 horas da manha foram conduzidos ao curral de manejo. No centro do
curral os animais foram separados de acordo com cada grupo experimental
para receberem a racdo com o suplemento especifico. O fornecimento
individualizado do suplemento permitiu controlar a quantidade consumida por
animal, permitindo dessa maneira que o animal fosse, inicialmente, a unidade

experimental.

3.3. Dieta experimental e tratamentos

O periodo de alimentacéo total foi de 70 dias, que correspondem a 40
dias de alimentacao inicial (periodo de adaptacédo) e 30 dias de periodo das
aspiracbes foliculares semanais (periodo experimental). As racfes foram
isoenergéticas e isoproteicas, utilizando fuba de milho, farelo de soja e farelo
de trigo, acrescidas de diferentes fontes de acidos graxos poli-insaturados
dependendo do tratamento proposto. O grupo controle recebeu apenas a racao
base. A cada animal foram fornecidos 4,5 Kg de concentrado diariamente no

periodo da manha. Na tabela 1 pode-se observar a composicédo de cada grupo.

Tabela 1. Composicao percentual dos ingredientes das dietas experimentais (% / base
matéria seca) (Tratamento TR)

Alimentos (%) Tr.controle Tr. Canola Tr. Soja Tr. girassol
Fuba de milho 0,698 0,155 0,155 0,155
Farelo de soja 0,302 0,230 0,230 0,230
Farelo de trigo - 0,540 0,540 0,540
Oleo vegetal - 0,075 0,075 0,075
Total 1,000 1,000 1,000 1,000
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Tabela 2: Composi¢cdo centesimal dos 6leos utilizados nas dietas

AcCIDOS ESTRUTURA  Valores de referencia (%)

GRAXOS Canola Soja Girassol
Acido C14:0 <0,2 <05 <05
Miristico

Acido C16:0 25-6,5 7,0-14,0 3,0-10,0
Palmitico

Acido C16:1 <0,6 <0,5 <1,0
Palmitoleico

Acido C18:0 0,8-3,0 1,4-55 1,0- 10,0
Esteérico

Acido Oleico C18:1 53,0-70,0 19,0 - 30,0 14,0 - 35,0
(Omega 9)

Acido C18:2 15,0 - 30,0 44,0 - 62,0 55,0 - 75,0
Linoleico

(Omega 6)

Acido C18:3 5,0-13,0 4,0-11,0 <0,3
Linolénico

(Omega 3)

Acido C20:0 0,1-1,2 <1,0 <15
Araquidico

Acido C20:1 0,1-4,3 <1,0 <0,5
Eicosenoico

Acido Cc22:0 <0,6 <05 <1,0

Behénico

Os tratamentos consistiram de diferentes fontes de Oleos vegetais

suplementados na racéao farelada:

Controle (Tcont): Animais recebendo

isoenergético e isoproteico sem incluséo de fonte extra de acidos graxos

em pastejo suplemento
poli-insaturados (controle).

Suplemento 6leo de canola (Tcan): Animais em pastejo recebendo
suplementos formulado com inclusdo de 6leo de canola.

Suplemento 6leo de soja (Tsoj): Animais em pastejo recebendo

suplementos formulado com inclusédo de 6leo de soja.

38



Suplemento 6leo de girassol (Tgir): Animais em pastejo recebendo

suplementos formulado com inclusdo de 6leo de girassol.

3.4. Coletade soro sanguineo e liquido folicular

Amostras de soro sanguineo foram coletadas semanalmente de
todos os animais durante todo o periodo experimental (adaptacdo
+aspiracdes) para posterior analise: dos perfis hormonais por
guimioluminescéncia, da concentracao de triglicerideos, colesterol total e
HDL por espectrofotometria, assim como do seu perfil lipidico por MALDI
- MS.

O soro sanguineo foi coletado na veia coccigea com agulha de
20G e tubos a vacuo. No laboratorio o material foi centrifugado a 3000 x
g por 10 minutos e o soro estocado a temperatura de -80°C até a
realizacdo das analises.

O fluido folicular foi coletado durante o0 mesmo periodo por ovum
pick up (OPU). Foi aspirado o fluido do maior foliculo visualizado em
cada animal e o conteudo recuperado foi redistribuido de acordo com o
grupo experimental caracterizando um pool de liquido folicular por cada
tratamento. Esse material também foi estocado a -80°C para as mesmas

analises mencionadas acima.

3.5. Aspiracao folicular in vivo ovum pick up (OPU)

O procedimento de aspiracdo folicular foi realizado utilizando-se

equipamento de ultrassom DPS 2200 (Mindray) com transdutor microconvexo
de 7,5 mHz, conectado a guia de bidpsia; com agulhas 20 G (WTA®) e linha de
aspiracdo (WTA®) em tubos de centrifuga de 50 mL. A pressao de vacuo foi
mantida entre 50 e 70 mmHg. com auxilio de uma bomba BV-003 (WTA®)

Para evitar movimentos peristalticos e desconforto ao animal foi feita

anestesia epidural com 3,0 mL de Lidocaina a 2% (Pearson®) e em seguida o
transdutor foi inserido até o fundo vaginal e, com o auxilio da manipulacéo
transretal, os ovarios foram posicionados para obtencdo de uma boa

visualizacdo na tela do ultrassom. Os foliculos a serem aspirados foram
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posicionados no percurso da linha de punc¢éo indicada na tela do ultrassom e
guando a agulha se aproximava do foliculo a ser aspirado este foi perfurado
para que o ovocito pudesse ser aspirado junto ao fluido folicular, 0 mesmo
procedimento foi repetido em todos os foliculos visiveis de cada ovario. A
lavagem da agulha e o meio de recebimento dos ovocitos foi composto de
solucéo salina (NaCl 0,9% Fresenius®) acrescido de 10,0 Ul/mL de heparina
sédica (Liguemine®) e 10% de soro fetal bovino (Nutricell®).

Os ovocitos recuperados de cada animal foram quantificados e
classificados como viaveis ou inviaveis, sendo os vidveis aqueles com
presenca de mais de trés camadas de células do cumulus e ooplasma
homogéneo (VIANA et al., 2004). Em seguida os ovécitos foram agrupados e
transportados em criotubos contendo meio MIV-T (Nutricell®) recoberto com
O0leo mineral, até o Setor de Tecnologia de Embribes, do Laboratério de
Reproducdo e Melhoramento Genético Animal (LRMGA), da Universidade
Estadual do Norte Fluminense (UENF).

3.6. Producéo in vitro de embrides (PIV)

No laboratdrio os complexos cumulus oophorus (CCOs) selecionados
foram lavados em meio de manipulacdo e em seguida transferidos para o meio
de maturacdo comercial (Nutricell®), em gotas de 100pL, sob 6leo mineral em
placa estéril, e colocados na incubadora a 38,5°C, com 5% de CO,, em ar
atmosférico e 95% de umidade, por 22 horas.

A fecundacao in vitro (FIV), foi realizada com sémen congelado de touro
da raca nelore. Para a selecdo dos espermatozoides viaveis utilizou-se a
técnica do Percoll. Em um tubo coénico foram colocados 1000 pl de Percoll
90% e acima desse, formando outra camada, 1000 puL de Percoll 45%. Apds
acrescentar o sémen, o tubo foi centrifugado a 600 x g, por 9 minutos. O
sobrenadante foi retirado e o precipitado ressuspendido em 4,0 mL de meio de
capacitacdo comercial (Nutricell®). Foi realizada uma segunda centrifugacao
com 200 x g, por 3 minutos, sendo o0 sobrenadante novamente descartado.

Os CCOs maturados foram lavados em meio de fecundagdo comercial
(Nutricell®) e transferidos para gotas de fecundagdo (100 pL) previamente

preparadas as quais continham o sémen selecionado pelo método de percoll
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numa concentracéo de 2 x 10° espermatozéides/mL. A FIV foi realizada por 18
horas em incubadora, nas mesmas condi¢des da maturagao.

Ap6s a incubacdo com o0s espermatozodides, o0s ovOcitos foram
desnudados parcialmente, lavados em meio SOF comercial, (Nutricell®), e
entdo cultivados por 8 dias em gotas de 100 puL desse meio em incubadora a
38,5°C, com 5% de CO,, em ar atmosférico e 95% de umidade. Decorridas 72
horas do inicio do cultivo in vitro, foi avaliada a taxa de clivagem e renovado
50% do meio de cultivo em cada gota. Duas outras avaliagdes, nos dias sete e
oito de cultivo foram feitas para determinar o numero total de blastocistos

produzido.

3.7. MALDI-TOF MS

3.7.1. Extragao de lipideos do soro sanguineo e liquido folicular

A extracdo de lipideos foi realizada utilizando-se o protocolo de Bligh e
Dyer (1986) modificado. Inicialmente 50uL de agua destilada foram adicionados
aos tubos contendo cada amostra coletada. Foram adicionados 125uL de
cloroformio e 250uL de metanol. Ap6és A homogeneizacao, foram adicionados
mais 100uL de agua destilada e 125uL de cloroférmio. As amostras foram
entdo submetidas a centrifugacdo a 500 x g por 5 minutos e 200uL da fase
organica contendo os lipideos, foram transferidos para um novo tubo, que

permaneceu aberto a temperatura ambiente para a evaporagao do solvente.

3.7.2. Determinacao das classes lipidicas

A identificacdo dos lipidios das amostras foi realizada utilizando-se o
MALDI-TOF MS, em um MALDI SYNAPT Q-TOF (Waters, Manchester, UK).
Para isso 10 uL de cloroférmio foram adicionados aos lipideos extraidos e 2uL
dessa mistura foi aplicada a placa metalica especifica do equipamento. Em
seguida as amostras foram cobertas com 1uL de matriz acida 2,5-di-
hidroxibenzéico, em modo positivo na faixa de 400 — 1000 m/z. Cada espectro
foi adquirido por 45 segundos, com energia do laser de 250 a.u (unidade

arbitraria).
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No caso dos odcitos e embrides, estes ndo passaram pelo processo de
extracdo de lipidios. As amostras foram pipetadas diretamente sob a placa de
MALDI e cobertas com 1puL de matriz acida 2,5-di-hidroxibenzéico, em modo
positivo na faixa de 400 — 1000 m/z. Cada espectro foi adquirido por 45
segundos, com energia do laser de 250 a.u (unidade arbitraria).

3.8. Quimioluminescéncia

Para as andlises de progesterona e estradiol no soro sanguineo e liquido
folicular coletados utilizou-se 0 método enzimatico de
imunoquimioluminescéncia automatizada, com processamento em um
analisador Immulite 1000 (Diagnostic Products Corporation — DPC) e um
mesmo kit empregado para as dosagens de cada hormonio especifico
(Immulite® estradiol, Immulite® progesterona). As dosagens hormonais foram
realizadas no Laboratorio de Melhoramento Genético e Reprodugdo Animal
(LRMGA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF).

3.9. Espectrofotometria

Para as analises de triglicerideos, colesterol total e HDL no soro
sanguineo e liquido folicular coletados utilizou-se o0 método enzimatico
realizado pelo espectrofotdmetro que se baseia na andlise da concentracao de
cor, sendo diretamente proporcional a quantidade em mg/dL dos metabdlitos
encontrada nas amostras. Tal andlise foi realizada no Laboratério de Sanidade
Animal (LSA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF) com o

aparelho analisador Biosystems BTS — 310 e kits comerciais da marca Labtest.
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3.10. Anédlise estatistica

3.10.1. Taxa de clivagem, taxa de blastocisto e perfis

metabdlicos no soro sanguineo e liquido folicular

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com o nimero
de tratamentos variando conforme a repeticdes (quatro sessdes de OPU), com
um intervalo de 8 dias.

As caracteristicas estudadas foram a priori transformadas pela equacéo

Y'= Zarcsin,/0.01p. Entretanto, para apresenta¢do dos resultados, a variavel

foi reescalonada em porcentagem por meio da expresséo p = [sin(¥7/2)]". Em

seguida, as variaveis foram ajustadas ao seguinte modelo estatistico:
Yoo =p+a;+vy, +p, +ap,+e; no qual Yy corresponde ao valor

observado das variaveis estudadas, medidas no animal “’, que recebeu o

“rn

tratamento “i”, por ocasido da aspiragao “k”. A constante p € inerente ao

e “en
|

modelo, [irepresenta o efeito do tratamento “i", v;;;; corresponde a vaca ", p;

representa as “k” semanas de realizagao das aspiragdes, ap; representa o
efeito da interagao tratamento vs. semana, e e, ;, corresponde ao erro aleatorio,

suposto normal e independentemente distribuido, com média zero e variancia

g?. Porém, como se tratou de medidas repetidas no tempo sobre as mesmas

unidades experimentais, foram entdo estudadas diferentes opcdes de

estruturas de variancias e covariancias (Z), sendo elas: componentes de

variancia, simetria composta com correlagdo constante entre as medidas
repetidas, estrutura autorregressiva para as correlacdes entre medidas
repetidas, e a estrutura irrestrita de variancias e covariancias (Littell et al.,

1998). O procedimento de escolha da melhor estrutura para I foi efetuado

segundo o cbmputo do critério de Akaike (Akaike, 1974) e com base ha
probabilidade de verossimilhanca e na razdo de evidéncia dele derivados
(Burnham and Anderson, 2004). As comparacbes dos valores de
verossimilhanca foram efetuadas segundo os calculos e critérios de escolha

sugeridos por (Vieira et al., 2012).
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As variaveis taxa de clivagem, taxa de blastocisto e perfis metabdlicos
no soro sanguineo e liquido folicular, foram agrupados por semana. Desta
forma, a estimativa variancia residual foi obtida por meio da regresséo dos
valores medidos em funcdo das semanas de ocorréncia das puncodes. As
variaveis listadas foram analisadas por regressao linear robusta por meio do
procedimento ROBUSTREG do SAS (V.9, SAS system inc Cary, NC, USA).

3.10.2. Analise de perfil lipidico

Os espectros de cada amostra foram acumulados usando o software
MarkerLynx 4.1 (Waters, Manchester, UK) e exportados para analise de
componentes principais (ACP) e analise ortogonal discriminante pelos
quadrados minimos (OPLS-DA) no software MarkerLynx™ XS (Waters,
Manchester, UK). Os parametros utilizados foram: toleréancia de massa 0,5 Da,
linha de base do ruido 0,50 e intensidade limiar (contagem) 1000 com dados
deisotopizados.

O grafico VIP (variable importance in the projection) da analise de OPLS-
DA forneceu uma lista de ions responsaveis pelas diferencas entre os grupos,
e as subclasses lipidicas foram procuradas no banco de dados LipidMaps

(http://www.lipidmaps.org). Foi adotada tolerancia de massa de 0,1 Da e

somente hidrogénio (H"), sédio (Na*) e potassio (K") como adutos. O erro de
massa foi calculado em ppm (partes por milhdo) para todos os ions encontrado
e foi considerado o ions somente quando o erro de massa foi < 50ppm. Caso
mais de uma classe lipidica fosse identificada com erro de massa < 50ppm, foi

considerada aquela que apresentou o menor erro.

44


http://www.lipidmaps.org/

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo morfoldgica tem sido rotineiramente utilizada como critério
para selecionar complexos cumulus oophorus (CCOs) de melhor qualidade.
Entretanto é conhecido que a avaliacdo morfolégica por si s6 € insuficiente
para distinguir CCOs mais competentes para serem fertilizados (Lonergan et
al., 2003). Tal afirmativa estd de acordo com as taxas de clivagem iniciais
encontradas neste trabalho, as quais se mostraram crescentes durante o
periodo experimental, tanto no grupo canola, onde os CCOs apresentaram
boas caracteristicas morfolégicas, como no grupo soja, onde ao contrario, 0s
CCOs eram de pior qualidade em comparacgéo aos demais tratamentos (Figura
3). No entanto pode-se observar que no grupo canola o aumento na taxa de
clivagem inicial foi mais rapido e mais intenso que no grupo soja, sugerindo que

algum componente desse alimento poderia estar favorecendo o processo.
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Figura 3: Representacdo gréfica das taxas de clivagem inicial dos embrides
produzidos in vitro a partir de oécitos de novilhas suplementadas com diferentes fontes
de acidos graxos, durante as diferentes semanas do experimento.

J4 no oitavo dia apos a fertilizacdo (D8), a taxa de producdo de
blastocistos nos tratamentos canola e soja se mantiveram constantes no tempo
apesar dos valores encontrados no grupo canola apresentarem-se mais

elevados (60 %) desde o inicio do periodo experimental, reforcando a ideia
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anterior. Ao contrario os animais do grupo girassol taxas de blastocisto
semelhantes ao encontrados no grupo suplementado com éleo de soja (35 e
40%, respectivamente). No entanto a taxa de blastocisto dos animais
suplementados com girassol apresentou um aumento acentuado ao longo do

tempo, ultrapassando os 70 % ao final do periodo experimental.
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Figura 4: Representacao grafica das taxas de blastocistos no D8 a partir de ovécitos
de novilhas suplementadas com diferentes fontes de &cidos graxos, durante as
diferentes semanas do experimento.

Estudos em gametas e embribes de mamiferos indicaram que a
composicdo de acidos graxos afeta a maturacdo oocitaria, a fertilidade e o
desenvolvimento embrionario in vitro (KHANDOKER e TSUJII, 1999), uma vez
gue os lipidios possuem varias funcbes quimicas, e de mensageiros
intracelulares (Sanvido, 2012). O estudo da composicédo lipidica dos odcitos
utilizados para de producdo in vitro de embries, assim como do liquido
folicular responsavel pelo seu desenvolvimento, do sangue que origina tal
liquido e dos consequentes embrides formados pode ajudar a elucidar a
composicdo de Aacidos graxos que seria mais propicia a um eficiente

desenvolvimento embrionario. Nesse intuito o MALDI-TOF/MS tem
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apresentado resultados eficientes na separacdo de compostos lipidicos em
amostras bioldgicas (Ferreira et al.,2009).

Analises multivariadas tais como PCA e OPLS-DA foram realizados nos
dados pré-processados do MALDI-TOF-MS incluindo a intensidade relativa de
ions e os valores m/ z, para entender a diferenca nos perfis lipidicos. O grafico
VIP da andlise de OPLS-DA foi utilizado para selecdo dos ions responsaveis
pela diferenca entre o grupo controle e cada tratamento individual. O critério
utilizado para selecéo foi o primeiro ponto de inflexdo da curva, por isso,
considerou-se 0s ions com maior poder discriminante entre 0s grupos.

A separacédo dos grupos pela OPLSA-DA entre o grupo controle e os
tratamentos utilizados estdo ilustrados na Figura 5, que se refere as
separacdes observadas nas amostras de soro sanguineo; liquido folicular;
odcitos e, embrides. Pode-se observar que a forma de analise foi eficiente em
separar os compostos identificados no grupo controle e em cada tratamento
individualmente corroborando os dados obtidos por Ferreira et al. (2010) que
descreveram o perfil lipidico de odcitos e embrides de varias espécies
utilizando a mesma metodologia.

Uma vez que o bom desenvolvimento embrionario depende da
competéncia oocitaria adquirida durante a foliculogénese (Sirard et al., 2003) e
gue a adequada maturacao folicular produz odécitos capazes de resultar em
bons embrides e consequentemente em prenhez (Eppig, 2001), a analise das
concentracfes hormonais, assim como do percentual lipidico do sangue e
liquido folicular refletem o ambiente in vivo no qual os odcitos iniciaram seu

desenvolvimento.
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Figura 5: Separacdo dos grupos pela OPLSA-DA entre o grupo controle e os
tratamentos em amostras de soro sanguineo, liquido folicular, o6citos e embrides.

As concentragbes séricas e intra-foliculares de triglicerideos se

mostraram estaveis ao longo do periodo experimental, sem diferencas
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significativas entre os tratamentos (Figura 6). Dados semelhantes foram
observados por Silveira et al. (2006) em bovinos de leite. Esses autores
demonstraram uma reducdo da concentracdo de triglicerideos séricos nas
vacas em lactacdo, que nao foram suplementadas com lipidios na dieta. Porém
naquelas vacas que receberam dieta suplementada com lipidios a

concentracao de triglicerideos séricos se manteve estavel.
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Figura 6: Niveis de triglicerideos no soro sanguineo e no fluido folicular de novilhas
suplementadas com éleo de canola, de soja e de girassol, ao longo tempo (semanas).

Apesar das doadoras do grupo suplementado com 6leo de canola terem
apresentado uma concentracado sérica de colesterol mais elevada que as do
grupo controle durante todo o periodo experimental, essa concentracdo se
manteve constante no tempo (Figura 7). Segundo Wankenne (2001), o grande
percentual de &cido oleico encontrado no 6leo de canola seria o responsavel
por manter constantes 0s niveis séricos de colesterol.

As concentracdes séricas de colesterol total aumentaram durante o
periodo experimental nos animais suplementados com Oleo de soja, e de
maneira mais acentuada naqueles suplementados com 6leo de girassol, porém
esse aumento néo foi observado no liquido folicular (Figura 7). Tal resultado
pode ter ocorrido pelo fato de os depdsitos lipidicos dos ruminantes serem

poucos sujeitos a mudancas dietéticas, mesmo quando o animal recebe
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quantidades substanciais de 6leos ou gorduras insaturadas (PEIXOTO et al.,
1995). Esses dados confrontam a afirmacdo de Nogueira (2008) de que a
administracdo de gordura alimentar para fémeas bovinas, estimularia a sintese
e 0 acumulo de colesterol e seus ésteres nos tecidos e fluidos corporais,
inclusive nos ovarios.

No nosso trabalho foi constatada um beneficio da suplementacéo
alimentar das doadoras com Gleo de girassol em relagcdo ao incremento na taxa
de blastocistos ao longo do tratamento, o que pode estar relacionado ao
aumento da concentracdo de colesterol total nas doadoras desse grupo, uma
vez que o colesterol é precursor de hormdnios esteroides envolvidos em varios

eventos fisiol6gicos da reproducao.
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Figura 7: Concentracdo de colesterol total no soro sanguineo e no fluido folicular de
novilhas suplementadas com 6leo de canola, de soja e girassol, ao longo tempo
(semanas)

O transporte do colesterol plasmatico para os tecidos € dependente da
acao das lipoproteinas de alta densidade (HDL). Segundo Grummer e Carroll
(1988) e Staples et al. (1998), as concentracdes plasmaticas de colesterol e as
lipoproteinas de alto e baixo peso molecular, encontram-se aumentadas em
dietas onde séo incorporadas fontes lipidicas. No nosso trabalho o aumento da

concentracdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL) no sangue foi
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observado apenas no grupo girassol (Figura 8), seguindo um padréo

semelhante ao do colesterol total desse grupo (Figura 7).
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Figura 8: Concentracdo de HDL no soro sanguineo e no fluido folicular de novilhas
suplementadas com 6leo de canola, de soja e girassol, ao longo tempo (semanas).

Na anadlise realizada pelo MALDI do soro sanguineo dos animais
tratados, quando comparados o grupo canola em relacdo ao grupo controle,
todos os compostos identificados como lipidios encontraram-se no grupo
controle o que sugere que a suplementacdo alimentar, nesse grupo, nao

promoveu mudancas em relacdo a composicao centesimal de lipidios no soro.

Tabela 3: fons de lipideos do soro sanguineo que diferiram entre os grupos
controle e canola
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Erro de
AMOSTRA m/z TRATAMENTO | Aduto Classe lipidica Possiveis estruturas massa
(PPM)

671.4774 CONTROLE M+Na PE PE-Cer(d14:1(4E)/18:0(20H)) 5.81
617.3293 CONTROLE M+K PR Isoprenoids 15,87
673,5870 CONTROLE M+Na CE CE(18:1(92)) 3,56
ST Sterols
ST Sterols
PLASMA SANGUINENO 604,4693 CONTROLE M+K CE Cer(d15:2(4E.6E)/20:0(20H)) 149
632,5570 CONTROLE M+H CE Cer(d14:1{4E)/24:0(20H)) 2,85

Cer(d16:1(4E)/22:0(20H))

633,5112 CONTROLE M+K CE CE(14:1(92)) 16,57
521,2875 CONTROLE M+Na ST Cholesterol and derivatives 0,19
576,1928 CONTROLE NAO IDENTIFICADO

Compostos lipidicos encontrados no grupo controle: PE — fosfatidiletalonamina; PR —
Isoprenoides; CE — ceramidas; ST — esterdides conjugados

As vacas suplementadas com Oleo de girassol apresentaram um
composto identificado como um esteroide conjugado (ST) (Tabela 4) no soro
sanguineo. Esse achado pode estar relacionado com a maior concentracdo de
colesterol plasmatico e maior producdo de hormoénios esteroides como a
progesterona e estrdgeno uma vez que tais hormonios sdo produzidos a partir
do colesterol. Considerando que, a sintese “de novo”, a partir do acetato no
tecido luteal é insuficiente para manter sua funcdo normal, acredita-se que o
aumento da concentracdo de colesterol, por meio da alimentacdo, possa
interferir na funcéo do corpo Iateo (Williamsnola e Stanko, 1999). Tal situacéo
foi evidenciada nos grupos que foram suplementados com 6leo de canola e
girassol, cujas fémeas apresentaram concentracdes de colesterol sérico
maiores que as do grupo controle (Figura 7), o que possivelmente repercutiu no
aumento das concentracdes intra-foliculares de progesterona nos animais

desses grupos (Figura 9).

Tabela 4: Classe de lipideos sanguineos que diferiram entre os grupos controle
e Girassol
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Erro de
AMOSTRA miz TRATAMENTO  Aduto Classe lipidica Possiveis estruturas massa
(PPM)

PLASMA SANGUINENO 653,3312 GIRASSOL M+K ST Steroid conjugates 214

Compostos lipidicos encontrados no grupo girassol: ST — esteroides conjugados
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Figura 9: Niveis de progesterona no soro sanguineo e no fluido folicular de novilhas
suplementadas com 6leo de canola, de soja e girassol, ao longo do tempo (semanas).

Os animais que receberam Oleo de soja como suplemento alimentar
também apresentaram um aumento da concentracéo de colesterol total no soro
sanguineo (Figura 7), porém nao foi observado aumento na concentracdo de
progesterona no fluido folicular dos animais desse grupo, em relacdo ao
controle (Figura 9). Na analise do perfil lipidico sérico desses animais néo
foram detectados os esteroides totais, encontrados no soro sanguineo dos
animais suplementados com 6leo de canola e girassol.

Ao contrario, nos animais do grupo soja foram identificados os
compostos fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS) e fosfatidilinositol
(PI), os quais ndo estavam presentes no grupo controle (Tabela 5). Por sua
vez, nas amostras sanguineas dos animais desse grupo foi detectado o
composto diacilglicerol (DAG) (Tabela 5), o qual foi ausente no soro sanguineo
de animais que consumiram a soja. A fostatidiletanolaminaé um

glicofosfolipideo derivado do é&cido fosfatidico, responsavel pela sinalizacao
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celular, constituinte de membranas biologicas e que participa na formacgédo de
triacilglicerdis (TG) (Nelson e Cox, 2004), o que pode ser relacionado ao
aumento do colesterol sérico nesses animais. Os demais compostos sao
constituintes de membranas plasmaticas ou compostos responsaveis pela
sinalizacdo celular (Fadok et al., 1992; Caballero et al., 2010; Niebergall e
Vance, 2012).

Tabela 5: fons de lipideos de soro sanguineo que diferiram entre os grupos
controle e soja

AMOSTRA miz TRATAMENTO Aduto Classe lipidica Possiveis estruturas maEs’s': (‘;f,m
523,3706 SONIRQLE Mo DAG DG(13:0113:0/0:0) 1013
926,6291 S0JA MK PS PS(21:0122:1(112)) 475
PS(22:1(112)/21:0)
862,9164 S0JA x NAO IDENTIFICADO X X
5972614 SOJA MK Pl PI(15:0/0:0) 2964
52,9883 S0JA X NAO DENTIFICADO X X
722,419 SOJA MK pE PE(12:0120:4(5Z,82,11Z,14Z)) 540
PLASMA SANGUINEO PE(14:1(92)118:3(62,9Z,122))
PE(14:1(9Z)/18:3(9Z,12Z,152))
PE(18:3(6Z,92,122)/14:1(92))
PE(18:3(92,12Z,152)/14:1(92))
PE(18:4(6Z,92,122,152)14:0)
PE(20:4(5Z,8Z,11Z,14Z)112:0)
PE(14:0/18:4(6Z,9,12Z,152))
844,9659 S0JA X NAO IDENTIFICADO X X

Compostos lipidicos encontrados no grupo soja: PS - fosfatidilserina; PE -
fosfatidiletalonamina; PI - fosfatidilinositol

As concentracdes séricas de estradiol reduziram em todos os
tratamentos a partir da quarta semana do experimento, momento no qual se
encerrou o periodo de adaptacdo (somente o foliculo dominante era aspirado)
e se iniciaram as aspiracdes de todos os foliculos visualizados, para producéo

in vitro de (Figura 10).
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Figura 10: Niveis de estradiol no soro sanguineo e no fluido folicular de novilhas
suplementadas com 6leo de canola, de soja e girassol, ao longo tempo (semanas).

No liquido folicular das doadoras que receberam 6leo de girassol foram
identificadas as seguintes subclasses lipidicas fosfatidilinositol conjugado a
ceramidas (PI-Cer) e fosfatidil serinas (PS) (Tabela 6). Fosfatidilinositois séo
substancias que funcionam como segundos mensageiros intracelulares. Dentre
outras funcbes, essas moléculas controlam a proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular por regularem a transcricdo de genes especificos (Curi et
al., 2001). Essa acao, aliada a maior concentracdo intrafolicular de
progesterona nos individuos desse grupo, pode ter favorecido a qualidade de

maturacdo dos CCOs aspirados dos mesmos.
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Tabela 6: lons de lipideos de liquido folicular que diferiram entre os grupos

controle e girassol

Erro de

AMOSTRA m/z TRATAMENTO  Aduto Classe lipidica Possiveis estruturas massa
(PPM)
934,6197 GIRASSOL M+K PS PS(22:0/22:4(72,102,132,162)) 28,14
PS(22:2(132,162)/22:2(13Z.16Z))
PS(22:4(72,10Z,132,16Z)/22:0)
936.6225 GIRASSOL M+K PS PS(22:1(112)/22:2(132,162)) 14,41
PS(22:2(132,162)/22:1(112))
922,6224 GIRASSOL M+Na PS PS(22:0/22:2(132,162)) 30,78
; PS(22:1(112)/22:1(112))
LIQUIDO FOLICULAR PS(22:2(13Z,162)/22:0)
779,6608 GIRASSOL NAQ IDENTIFICADO
943,0731 GIRASSOL NAQ IDENTIFICADO
920,6105 GIRASSOL M+Na SP PI-Cer(t18:0/22:0(20H)) 10,10
SP PI-Cer(t20:0/20:0(20H))
570,4424 GIRASSOL NAQ IDENTIFICADO

Compostos lipidicos encontrados no grupo girassol: PS — fosfatidilserina; SP —

fosfoinositol conjugado a ceramidas

No liquido folicular dos animais do grupo que recebeu 6leo de canola

foram identificadas as subclasses lipidicas esterdides conjugados (ST) e

fosfatidil serinas (PS) na comparacdo com o0 grupo controle (Tabela 7).

Fosfatidil serinas também foram identificadas no liquido folicular das novilhas

do grupo girassol em comparagdo com o grupo controle. A presenca da PS no

fluido folicular das novilhas suplementadas com 6leo de girassol e sua

auséncia nas novilhas suplementadas com soja pode ser um indicativo de que

essa classe lipidica participa de processos relacionados com a formacao dos

CCOs nos foliculos antrais, visto que CCOs de melhor aspecto morfologico

foram recuperados das fémeas suplementadas com 6leo de girassol e os de

pior qualidade foram aspirados dos animais suplementados com 6leo de soja.
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Tabela 7: lons de lipideos de liquido folicular que diferiram entre os grupos
controle e canola.

Erro de
AMOSTRA m/z TRATAMENTO  Aduto Classe lipidica Possiveis estruturas massa
(PPM)

922,6224 CANOLA  M+Na PS PS(22:0/22:2(132,162)) 3078
PS(22:1(112)22:4(112))

LIQUIDO FOLICULAR PS(22:2(13Z,16Z)/22:0)

861,6014 CANOLA M+K ST 18:3-Glc-Campesterol 1,04

Compostos lipidicos encontrados no grupo canola: PS - fosfatidilserina; ST —
esteréides conjugados

Os od6citos dos animais do grupo soja foram 0s Unicos nos quais se
detectaram fosfatilcolina (PC), que participa na diferenciagcdo e proliferacéo
celular, e fosfoglicerois (PG), que apresentam uma acdo contra o estresse
oxidativo. Tais substancias podem ter colaborado para o aumento da
porcentagem de clivagens iniciais observadas nos zigotos desse grupo.

As taxas de producao de blastocistos se mantiveram constantes durante
0 periodo experimental nos grupos canola e soja, sendo observada uma leve
tendéncia de aumento no grupo controle e uma elevacéao significativa no grupo
suplementado com 6leo de girassol.

Um adequado desenvolvimento embrionario depende de um odcito de
boa qualidade que teve, durante a sua foliculogénese, condicbes de se
desenvolver adequadamente (Sirard et al., 2006). Da mesma forma, a
compactacdo entre os blastbmeros que precede a blastulacdo, depende da
composicao de lipidios da membrana plasmatica do embrido (McEvoy et al.,
2000).

O aumento de fosfatidiletanolamina (PE), na auséncia de fosfatilcolina
(PC) foi atribuido a perda da integridade de membrana em células ovarianas de
hamster (Niebergal e Vance, 2012). Nos animais dos grupos canola e soja foi
detectado PE e ndo houve deteccdo de PC nos embribes quando comparados
ao grupo controle o que poderia justificar a constancia na produgcdo de
blastocistos nesses grupos apesar de crescentes taxas de clivagem iniciais
(Tabela 8 e 9). O grupo canola ainda apresentou tragos de triglicerideos (TG)
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em seus embrides (Tabela 9), classe lipidica essa que se acumula nos

embrides produzidos in vitro em decorréncia do uso de soro fetal bovino (SFB)

nos meios de cultivo (Abe et al., 2002; Mucci et al., 2006; Barcel6-Fimbres e

Sidel Jr, 2007). O grande acumulo lipidico nos embrides PIV é associado a sua

baixa resisténcia a criopreservacdo (Abe et al., 2002), resultando em taxas de

concepcao abaixo de 30% (Hasler, 2003).

Tabela 8: ions de lipideos de embrides que diferiram entre os grupos controle e

soja
i i 7
Erro de
AMOSTRA m/z TRATAMENTO  Aduto Classe lipidica Possiveis estruturas massa
(PPM)
780,5893 SOJA M+H PE PE(0-20:0/20:5(5Z,8Z,11Z,142,172)) 1,15
PE(P-18:0/22:4(72,10Z 13Z,16Z))
PE(P-20:0/20:4(5Z 8Z,11Z,14Z))
759,4245 CONTROLE M+K PA PA(16:0/22:6(4Z,72,10Z,13Z,16Z,192)) 15,41
PA(18:3(62,9Z,12Z)/20:3(8Z 11Z,14Z))
PA(18:3(92,12Z,152)/20:3(8Z,11Z,142))
= PA(18:4(6Z,9Z,12Z,152)/20:2(11Z,14Z))
EMBRIOES

PA(20:2(112,142)/18:4(62.92,122,152))
PA(20:3(8Z,11Z,142)/18:3(62,92,122))
PA(20:3(82,11Z,142)/18:3(92,122.152))
PA(20:4(52,82,112,142)/18:2(92,122))
PA(22:6(42,72,10,13Z,162,192)/16:0)
PA(20:5(52,82,112,142,172)/18:1(92))
PA(18:2(92,122)/20:4(52,8Z,112.14Z))
PA(18:1(92)/20:5(52,82,112,142.172))

Compostos lipidicos encontrados no grupo soja: PE — fosfatidiletalonamina; PA — acido

fosfatidico
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Tabela 9: ions de lipideos de embrides que diferiram entre os grupos controle e
canola.

Erro de
AMOSTRA m/z TRATAMENTO  Aduto Classe lipidica Possiveis estruturas massa

(PPM)
694,3832 CANOLA M+K PE PE(12:0/18:4(62,92,122,152)) 1,87
PE(18:4(62,92,122,152)/12:0)

833,439 CONTROLE M=K P PI(17:0/14:1(92)) 2,72
PI(12:0/19:1(92))

PI(13:0118:1(92))

PI(14:0117:1(92))

PI(14:1(92)/17:0)

PI(15:1(92)/16:0)

PI(16:0/15:1(92))

PI(16:1(92)/15:0)

PI(17:1(92)/14:0)

PI(18:1(92)/13:0)

PI(19:1(92)/12:0)

PI(15:0/16:1(92))

EMBRIOES

8075965 CANOLA M+K TG TG(12:012:0/22:5(72,10Z,13Z,16Z,19Z))[is03] 817

TG(13:0113:0/20:5(52,82,112,14Z,172))fis03]
TG(14:1(92)/14:1(92)/18:3(62,92,122))[is03]
TG(14:1(92)/14:1(92)/18:3(92,122,152))[is03]
TG(12:0114:0/20:5(52,82,112,14Z,172))[isc6]
TG(12:014:1(92)/20:4(5Z,8Z,11Z,142))[is06]
TG(12:0/16:1(92)/18:4(6Z,92,12Z,152))[is06]
TG(13:0/15:1(92)/18:4(6Z,92,12Z,152))[is06]
TG(14:014:1(92)/18:4(62,92,122,152))[is06]

Compostos lipidicos encontrados no grupo canola: PE — fosfatidiletalonamina; TG —
triglicerideos; Compostos lipidicos encontrados no grupo controle: Pl - fosfatidilinositol

De forma analoga a deteccao de PG nos embrides do grupo girassol, em
comparacao com os do grupo controle (Tabela 10) pode indicar algum efeito na
membrana mitocondrial, ja que este lipideo garante maior estabilidade da
citocromo c oxidase, o que diminui os efeitos das espécies reativas de oxigénio
(ROS) nas mitocbndrias (Osman et al.,, 2011). Desta forma, maiores
guantidades de PG podem gerar um mecanismo protetor da funcéo
mitocondrial garantindo a esses embrides melhores taxas de desenvolvimento
e sobrevivéncia nos ambientes artificiais de cultivo in vitro. Esse fato pode
justificar 0 aumento crescente ao longo do periodo experimental, da taxa de

blastocisto observada nos animais suplementados com 6leo de girassol.
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Tabela 10: ions de lipideos de embriées que diferiram entre os grupos controle

e girassol.
Erro de
AMOSTRA m/z TRATAMENTO  Aduto Classe lipidica Possiveis estruturas massa
(PPM)
763,4513 GIRASSOL M+Na PG PG(14:1(92)/20:4(52,8Z,11Z,14Z)) 1,05
PG(18:4(6Z,9Z,12Z,15Z)/16:1(9Z))
5 PG(20:4(5Z,8Z,11Z,142)/14:1(92))
EMBRIOES

PG(20:5(52,82,112,142,172)/14:0)
PG(16:1(92)/18:4(62,92,12Z,152))
PG(14:0/20:5(52,82,112,142,172))

Compostos lipidicos encontrados no grupo girassol: PG — fosfatidilglicerol
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CONCLUSAO

De acordo com nossos resultados:

A suplementacdo com 6leos vegetais interfere na qualidade dos CCOs

A identificagdo de fosfatidilglicerol (PG) em embriGes foi relacionada com
0 aumento na producao in vitro; enquanto que a identificacdo de &cido
fosfatidico (PA) foi relacionada a uma menor producdo de embrides in
vitro

A suplementacdo alimentar com Oleo de girassol é recomendada para
vacas doadoras de odcitos bovinos para os processos de producdo de
embrides in vitro.

A suplementacédo alimentar com 6leo de soja ndo promoveu beneficios
gue indiquem seu uso para doadoras de o6citos.

Apesar da suplementacdo com 0Oleo de canola promover um aumento na
producéo in vitro de embrides, a identificacdo de triglicerideos (TG)
nesses embrides indica uma menor qualidade destes em relagcdo os

produzidos com a suplementacao a base de girassol.
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