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RESUMO

A contagem de foliculos antrais (CFA) tem sido associada a fertilidade de fémeas e a qualidade
oocitaria, possivelmente relacionada ao status oxidativo. Entretanto, a relacdo entre CFA e
status oxidativo dos odcitos € pouco compreendida. Neste estudo, objetivou-se avaliar a
qualidade oocitaria de vacas mesticas com alta e baixa CFA, com énfase no status antioxidante.
Foram utilizadas 26 vacas Holandés-Gir (1/2, 3/4, 5/8 e 7/8), lactantes, primiparas e multiparas,
com produgdo de 17,39 £ 8,38 kg de leite/dia e 108 + 36 dias em lactagdo. Dentro dos
grupamentos genéticos, as vacas foram classificadas como baixa (primeiro e segundo quartis)
ou alta CFA (quarto quartil), excluindo-se o terceiro quartil. Posteriormente, foram agrupadas
em G1 (1/2 e 5/8 HG: alta CFA, n=3; baixa CFA, n=6) e G2 (3/4 e 7/8 HG: alta CFA, n=5;
baixa CFA, n=8). Os complexos cumulus-odcito (COCs) e o fluido folicular foram obtidos por
ovum pick up, apds sincronizacdo de emergéncia da onda folicular. Os COCs viaveis (graus | e
I) foram maturados in vitro por 22 a 24 h e desnudos para analises de maturacdo nuclear,
apoptose, atividade mitocondrial e acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROS). No fluido
folicular foram avaliadas as atividades de catalase, superoxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPx). Como esperado, animais de alta CFA apresentaram mais foliculos antrais
em relacdo aos de baixa: G1 (26,80 + 3,61 vs. 15,54 + 1,53; P<0,01) e G2 (24,60 + 2,53 vs.
11,40 £ 1,04; P<0,001). O numero de COCs recuperados foi superior no G1 comparado ao G2
(7,56 £ 1,19 vs. 4,62 + 0,62; P<0,05). Nao houve diferenca (P > 0,05) entre G1 e G2 quanto a
porcentagem de COCs viaveis (65,33 + 5,56 vs. 69,63 + 7,26), taxas de maturacdo nuclear
(51,84 = 6,97 vs. 52,51 £+ 7,08) e apoptose (48,36 + 10,26 vs. 1,75 + 156,43). Contudo, 0
percentual de COCs degenerados foi menor no G1 (24,69 + 3,50 vs. 36,80 +4,55%, P<0,05). A
atividade mitocondrial foi maior em odcitos de vacas de baixa CFA em comparacdo as de alta
no G1 (19,55 + 6,17 vs. 7,11 + 2,76; P<0,05), mas ndo diferiu no G2 (16,92 + 5,44 vs. 13,00 =
4,07; P>0,05). A producédo de EROS foi superior em vacas de baixa CFA, tanto no G1 (38,98
+ 10,59 vs. 5,03 = 1,67) quanto no G2 (26,52 = 8,19 vs. 9,00 £ 2,36; P<0,001). No fluido
folicular, a atividade de GPx foi menor (0,0185 = 0,0016 vs. 0,0258 + 0,0018 U/mg
proteina/mL; P<0,05) e da SOD tendeu a ser menor (0,2001 £ 0,01598 vs. 0,2427 + 0,01582
Ul/mg proteina/mL; P<0,07) no G1 em relacdo ao G2, mas ndo houve diferenca (P>0,05) entre
vacas de alta ou baixa CFA. A atividade da catalase néo diferiu (P>0,05) entre grupamentos
genéticos ou categorias de CFA. Conclui-se que a CFA ndo foi associada a qualidade
morfoldgica dos COCs. Contudo, maior atividade mitocondrial e/ou producdo de EROS sem
aumento concomitante na atividade antioxidante do fluido folicular, sugere estresse oxidativo
em o0citos de vacas de baixa CFA.

Palavras-chave: apoptose celular; enzimas antioxidantes; espécies reativas de o0Xigénio;
fertilidade; oocito; vacas leiteiras.



ABSTRACT

Antral follicle count (AFC) has been associated with female fertility and oocyte quality,
possibly related to oxidative status. However, the relationship between AFC and oocyte
oxidative status is poorly understood. This study aimed to evaluate the oocyte quality of
crossbred cows with high and low AFC, with emphasis on antioxidant status. Twenty-six
lactating Holstein-Gir cows (1/2, 3/4, 5/8 and 7/8), primiparous and multiparous, with a milk
production of 17.39 + 8.38 kg/day and 108 + 36 days in lactation, were used. Within the genetic
groups, the cows were classified as low (first and second quartiles) or high AFC (fourth
quartile), excluding the third quartile. Subsequently, they were grouped into G1 (1/2 and 5/8
HG: high CFA, n=3; low CFA, n=6) and G2 (3/4 and 7/8 HG: high CFA, n=5; low CFA, n=8).
Cumulus-oocyte complexes (COCs) and follicular fluid were obtained by ovum pick-up after
synchronization of follicular wave emergence. Viable COCs (grades I and I1) were matured in
vitro for 22 to 24 h and denuded for analyses of nuclear maturation, apoptosis, mitochondrial
activity, and accumulation of reactive oxygen species (ROS). In the follicular fluid, catalase,
superoxide dismutase (SOD), and glutathione peroxidase (GPx) activities were evaluated. As
expected, animals with high AFC presented more antral follicles compared to those with low:
G1 (26.80 £ 3.61 vs. 15.54 + 1.53; P<0.01) and G2 (24.60 + 2.53 vs. 11.40 + 1.04; P<0.001).
The number of COCs recovered was higher in G1 compared to G2 (7.56 + 1.19 vs. 4.62 £ 0.62;
P<0.05). There was no difference (P > 0.05) between G1 and G2 regarding the percentage of
viable COCs (65.33 £ 5.56 vs. 69.63 + 7.26), nuclear maturation rates (51.84 £ 6.97 vs. 52.51
+ 7.08) and apoptosis (48.36 = 10.26 vs. 1.75 + 156.43). However, the percentage of
degenerated COCs was lower in G1 (24.69 + 3.50 vs. 36.80 * 4.55%, P < 0.05). Mitochondrial
activity was higher in oocytes from cows with low AFC compared to those with high AFC in
G1 (19.55 £ 6.17 vs. 7.11 + 2.76; P<0.05), but did not differ in G2 (16.92 + 5.44 vs. 13.00 =
4.07; P>0.05). ROS production was higher in cows with low AFC, both in G1 (38.98 = 10.59
vs. 5.03+1.67) and G2 (26.52 + 8.19 vs. 9.00 + 2.36; P<0.001). In follicular fluid, GPx activity
was lower (0.0185 + 0.0016 vs. 0.0258 + 0.0018 U/mg protein/mL; P<0.05) and SOD activity
tended to be lower (0.2001 £ 0.01598 vs. 0.2427 + 0.01582 1U/mg protein/mL; P<0.07) in G1
compared to G2, but there was no difference (P>0.05) between cows with high or low AFC.
Catalase activity did not differ (P>0.05) between genetic groups or AFC categories. It is
concluded that AFC was not associated with the morphological quality of COCs. However,
increased mitochondrial activity and/or ROS production without a concomitant increase in the
antioxidant activity of the follicular fluid suggests oxidative stress in oocytes from cows with
low AFC.

Keywords: apoptosis, reactive oxygen species; antioxidant enzymes; fertility; oocyte; dairy
COW.



INDICADORES DE IMPACTO

Os resultados desta dissertacdo apresentam impactos em potencial de natureza tecnologica,
produtiva e ambiental, com aplicacdo direta no aprimoramento das biotecnologias da
reproducdo assistida em vacas leiteiras, especialmente em sistemas produtivos que utilizam
vacas mesticas das racas Holandés e Gir. A identificacdo da relagdo entre a contagem de
foliculos antrais (CFA) e o status oxidativo dos odcitos possibilita a selecdo mais precisa de
doadoras com maior potencial reprodutivo, impactando positivamente na eficiéncia dos
programas de producdo in vitro de embriGes, 0 que representa um avango tecnologico e
produtivo para criadores e técnicos da area. Esse impacto € direcionado, principalmente, para
produtores de leite e criadores de rebanhos mesticos, que contribuem significativamente para a
cadeia produtiva do leite nacional. Assim, o trabalho contribui com subsidios cientificos e
praticos para o desenvolvimento sustentavel da pecudria leiteira, consolidando-se como uma
pesquisa de relevancia para o setor produtivo e académico.



IMPACT INDICATORS

The results of this dissertation present potential impacts of a technological, productive, and
environmental nature, with direct application in improving assisted reproductive
biotechnologies in dairy cows, especially in production systems that use crossbred Holstein and
Gir cows. Identifying the relationship between antral follicle count (AFC) and oocyte oxidative
status allows for more precise selection of donor cows with greater reproductive potential,
positively impacting the efficiency of in vitro embryo production programs. This represents a
technological and productive advancement for breeders and technicians in the field. This impact
is primarily directed towards milk producers and breeders of crossbred herds, who contribute
significantly to the national milk production chain. Thus, this work contributes scientific and
practical support for the sustainable development of dairy farming, consolidating itself as
relevant research for the productive and academic sectors.
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1. INTRODUCAO

A reproducdo é um parametro importante, sendo responsavel pela geracdo de
animais para reposi¢do no rebanho. Nos Estados Unidos, a subfertilidade € o principal
motivo para o descarte de animais (Alward; Cockrum; Ealy, 2023). Dessa forma, a
fertilidade passou a ser uma caracteristica importante nos programas de melhoramento
genético, no entanto, esse avanco tem ocorrido de forma lenta (Grala et al., 2021). Perante
os desafios dessa area, as biotecnologias da reproducéo sdo importantes ferramentas que
trouxeram uma grande revolucdo para a bovinocultura (Moore; Hasler, 2017).

A PIVE se tornou o procedimento de maior eficiéncia dentre as biotecnologias
(Vasconcelos et al., 2020), permitindo a multiplicacdo de animais de alto valor genético
e potencial produtivo em menor intervalo de tempo (Seneda et al., 2016). Porém, alguns
fatores, como a contagem de foliculos antrais (CFA), a idade e a raca da doadora, a fase
do ciclo estral e a qualidade oocitéria, podem interferir no sucesso da técnica, causando

uma alta variabilidade na taxa de producdo de embrides (Garcia et al., 2020).

A CFA ¢é um indicador da reserva folicular ovariana (Alward; Cockrum; Ealy,
2023). Pesquisas tém sido realizadas acerca da CFA com o objetivo de compreender
melhor a influéncia da populacéo folicular sobre a fertilidade das vacas e a eficiéncia das
biotecnologias reprodutivas (Morotti et al., 2015; Santos et al., 2016). O numero de
complexos cumulus-o6citos (COCs) viaveis aspirados por meio da técnica da OPU
apresenta ampla variacdo entre os individuos, podendo representar um fator limitante para
a PIVE. Contudo, esse numero tende a ser constante na mesma vaca ao longo de suas
ondas foliculares (Ireland et al., 2008; Grala et al., 2021). Assim, por meio de um Unico
exame ultrassonografico é possivel realizar a avaliacdo da CFA, observando-se a presenca
de foliculos com didmetro > 3 mm, o que permite a classificacdo dos animais nas

categorias de baixa, intermediaria ou alta CFA (Seneda et al., 2016; Lima et al., 2020).

Um fator que pode contribuir para a maior eficiéncia na PIVE é o status
antioxidante dos odcitos, visto que 0s processos dessa técnica elevam a produgéo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) que precisam ser neutralizadas (Cetica et al., 2001).
As EROS sdo formadas como subprodutos durante o metabolismo respiratério celular e

atuam como importantes moléculas sinalizadoras na reproducdo, por exemplo, na
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retomada da meiose, extrusdo do primeiro corpusculo e ruptura da parede folicular
(Barros et al., 2019). Contudo, em concentracdes elevadas, quando a capacidade das
células de neutralizar as EROS é ultrapassada, ocorre 0 estresse oxidativo, que pode
comprometer a competéncia oocitéria, causar inativacao de enzimas, danos ao DNA e
peroxidagdo lipidica da membrana celular. Para manter a homeostase oxidativa, 0s
oocitos e o fluido folicular contam com moléculas antioxidantes, como as enzimas
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), que atuam
na remocdo das EROS (Cetica et al., 2001, Gupta et al., 2011; Broi et al., 2018; Sen;
Kuran, 2018; Marei et al., 2022).

Considerando que as EROS sdo produzidas principalmente pela cadeia
transportadora de elétrons, outro importante parametro indicativo da qualidade oocitaria
é a atividade mitocondrial. As mitocondrias se distribuem de forma variavel no
citoplasma, de acordo com o estagio de desenvolvimento do odcito, sendo essenciais para
a maturacdo citoplasmatica e nuclear, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario, por
meio do fornecimento de ATP (Bavister; Squirrell, 2000). Assim, um namero insuficiente
de mitocOndrias, sua ma distribuicdo, formando grandes aglomerados, ou sua disfuncéo
podem comprometer severamente a maturacéo oocitaria (Roth, 2018).

A relagdo entre a CFA, o status antioxidante e a qualidade oocitaria ainda é pouco
compreendida. Nagai et al. (2016) observaram que odcitos de vacas com alta CFA
apresentaram maior atividade mitocondrial, mas sem diferenca na producéo de EROS em
relacdo a oocitos de vacas com baixa CFA, o que sugere alta atividade de enzimas
antioxidantes nas vacas com alta CFA. No entanto, a atividade dessas enzimas néo foi
avaliada. A hipotese deste trabalho é que odcitos provenientes de vacas com alta CFA sao
de melhor qualidade do que odcitos de vacas com baixa CFA, o que pode estar
relacionado & maior atividade de enzimas antioxidantes, menor acimulo de EROS e
menor taxa de apoptose. Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
qualidade dos odcitos obtidos de vacas mesticas com alta e baixa CFA, com énfase na
maturacdo nuclear, integridade do DNA e avaliar o status antioxidante do odcito e do

fluido folicular.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

A producdo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotecnologia reprodutiva que
promove ganho genético e aumenta a produgéo de animais em um curto periodo de tempo,
beneficiando a comercializagdo de carne e leite, tanto para 0 mercado interno quanto para
exportacdo. Desenvolvida na década de 1980, com o nascimento do primeiro bezerro em
1989 (Moore; Thatcher, 2006), a PIVE vem evoluindo constantemente, superando
desafios e aumentando sua eficiéncia. No Brasil, durante a década de 1990, a técnica era
utilizada exclusivamente para fins de pesquisa, sem impacto comercial relevante (Viana
etal., 2012). Inicialmente, os complexos cumulus-odcito (COCs) eram obtidos de ovarios
provenientes de abatedouros, o que limitava os programas de melhoramento genético e
transferéncia de embribes (Crowe; Lonergan; Butler, 2021). A introducdo da OPU
transvaginal revolucionou a técnica, permitindo a coleta de odcitos de doadoras
geneticamente superiores e, consequentemente, aumentando significativamente a
eficiéncia do processo (Pieterse et al., 1988).

A PIVE consiste em uma técnica de reproducdo assistida realizada em laboratério,
que envolve a coleta dos COCs, maturagdo in vitro (MIV), fertilizacdo in vitro (FIV) e
cultivo in vitro (CIV) dos presumiveis zigotos até o estdgio de blastocisto, seguido da
criopreservacdo ou transferéncia dos embrides (TE, Lonergan; Fair, 2016). Todos 0s
procedimentos da PIVE devem ser realizados com extremo cuidado, a fim de evitar a
contaminagdo do material. Ademais, 0 cultivo ocorre em estufa com temperatura de
38,5 °C, atmosfera com 5% de CO: em ar e umidade controlada, sendo essencial que o
equipamento mantenha essas condigdes constantes durante todo o processo (Rosa et al.,
2021).

Apesar de apresentar custos elevados, a PIVE viabiliza a utilizacdo de sémen de
maior valor comercial, como o sémen sexado (Pontes et al., 2010), e facilita 0 manejo de
sincronizacdo tanto das doadoras para OPU quanto das receptoras (Crowe; Lonergan;
Butler, 2021). Em propriedades onde ha produgdo de um nimero elevado de embrides,
0s custos podem ser inferiores aos apresentados pela TE convencional (Viana et al.,

2012). Embora haja diferencas na qualidade dos embrifes produzidos in vivo (Hansen,
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2020), a PIVE tem apresentado avancos significativos, com maiores taxas de blastocistos
e de prenhez, reducdo nas perdas gestacionais € melhorias nos meios de cultura e nas

técnicas de criopreservacao (Demetrio et al., 2020).

A América do Norte ¢ pioneira na produgdo mundial de embrides in vivo (Souza
et al., 2019). No entanto, no Brasil, 0 gado Nelore, responsavel por aproximadamente
80% do rebanho bovino (Silva-Santos et al., 2014b), e racas sintéticas como a Brahman
(Crowe; Lonergan; Butler, 2021) tém impulsionado o avanco da PIVE. Isso se deve a
maior contagem de foliculos antrais (CFA) da subespécie Bos taurus indicus, a qual
favorece o uso da OPU e reduz a necessidade de protocolos de superovulacdo (Pontes et
al., 2010), colocando o pais como lider mundial em PIVE (Souza et al., 2019). Nesse
contexto, hd um interesse crescente na aplicacdo dessa tecnologia em animais zebuinos
com aptid&o leiteira, como o Gir, e em cruzamentos como Gir x Holandés (Pontes et al.,
2010).

De acordo com a Sociedade Internacional de Tecnologia de Embrides (IETS), em
2022, foram produzidos globalmente 1.595.204 embrides in vitro, sendo que a América
do Sul contribuiu com 300.191 embrides de vacas leiteiras e 378.710 de vacas de corte.
Ainda segundo a IETS, vacas leiteiras produzem, em média, 15,5 COCs e 3,2 embribes
vidveis por sessdo de OPU. Dos COCs bovinos imaturos aspirados, aproximadamente
90% sdo maturados e progridem da profase | para a metafase Il. Destes, 80% séo
fertilizados, e, dos fertilizados, de 30% a 40% alcangam o estdgio de blastocisto. Cerca
de 50% dos embribes transferidos sobrevivem até a confirmacdo da prenhez. Dessa
forma, a qualidade dos COCs recuperados € um fator-chave para o sucesso do
desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto (Lonergan; Fair, 2016; Crowe;
Lonergan; Butler, 2021).

Além disso, fatores relacionados a doadora, como populacdo folicular, idade,
status reprodutivo e metabdlico, bem como fatores ambientais, como o estresse térmico,
podem impactar a eficiéncia da PIVE. Esses fatores interferem no padréo de crescimento
folicular, na secrecdo hormonal e na viabilidade dos odcitos, refletindo nas taxas de

clivagem, formacgéo de blastocistos e concepcéo (Baruselli et al., 2019).
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2.2. CONTAGEM DE FOLICULOS ANTRAIS

As fémeas bovinas nascem com uma reserva ovariana de foliculos pré-definida,
formada durante o desenvolvimento fetal a partir das células germinativas primordiais,
que se proliferam por divisdes mitéticas até atingirem sua producdo maxima entre os dias
91 e 110 da gestacdo. Ja os ovarios sdo detectaveis a partir de 30 dias (Mossa; Evans,
2023). As células germinativas migram para os ovarios e sdo envolvidas por células
somaticas pré-granulosas, originando os oocitos e formando foliculos primordiais, 0s
quais entram em profase da meiose por volta dos 75-80 dias. O desenvolvimento em
foliculos primarios com células da granulosa cubicas ocorre entre os dias 74 e 140 da

gestacdo (Mossa; Evans, 2023).

Como ndo ha evidéncias de neo-oogénese na vida adulta (Felici, 2010), a
formacdo da reserva ovariana na fase fetal é critica. Fatores maternos como nutricao e
estresse térmico, impactam diretamente a fertilidade das filhas (Mossa; Evans, 2023).
Mossa et al. (2013), alimentando novilhas de corte com dietas de 1,2 ou 0,6 de sua
necessidade de mantenga a partir de 11 dias antes da inseminacdo artificial (1A) até 110
dias de gestacdo, demonstraram que a restricdo alimentar reduz os niveis do horménio
antimilleriano (AMH) e a CFA na prole. De forma semelhante, filhas de vacas leiteiras

sob estresse térmico apresentaram menores AMH e CFA (Succu et al., 2020).

Ao atingir a puberdade, as fémeas passam a ovular um odcito fértil a cada ciclo
estral, que dura em média 21 dias. O desenvolvimento folicular ocorre em duas ou trés
ondas (Gregory et al., 2009), iniciadas pelo aumento de FSH induzido pelo hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRH). O FSH ativa a enzima aromatase nas células da
granulosa, promovendo a producdo de estradiol, inibina e a proliferacao celular (Ginther
et al., 1996). Em seguida, o declinio do FSH leva a atresia dos foliculos subordinados e
permite que apenas o foliculo dominante continue a crescer. O foliculo dominante,
dependente de LH, induz o pico de LH por meio da producédo de estradiol, que culmina
na ovulacdo e formacdo do corpo luteo (CL), que secreta progesterona (Oliveira; Oliveira;
Meira, 2010).

A CFA indica o numero total de foliculos antrais presentes nos ovarios, sendo

relativamente constante e pode ser estimada por ultrassonografia. FEmeas da subespécie
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Bos taurus taurus geralmente tém de duas a trés ondas de crescimento folicular por ciclo
(Sartori et al., 2016) e possuem cerca de 18 a 24 pequenos foliculos antrais no inicio da
onda folicular (Ireland et al., 2007). Enquanto Bos taurus indicus apresentam,
predominantemente, trés ondas (Sartori et al., 2016), com contagens de 40 a 50 foliculos
(Buratini et al., 2000; Sartori; Bastos; Wiltbank, 2010). Tais diferencas podem estar
relacionadas as concentracdes de IGF-1 e insulina (Sartori; Bastos; Wiltbank, 2010;
Sartori; Barros, 2011).

2.2.1. CONTAGEM DE FOLICULOS ANTRAIS E FERTILIDADE

A CFA tem sido associada a parametros indicativos de fertilidade em alguns
estudos. Ireland et al. (2008) sugeriram em seu estudo que a CFA pode ser utilizada como
um preditor da longevidade das fémeas no rebanho, visto que novilhas de corte mestigas
(Hereford x Angus x Charolés) com alta CFA apresentaram aproximadamente cinco
vezes mais odcitos saudaveis do que aquelas com baixa CFA. Neste estudo, a fémea com
maior média de CFA, de 49 foliculos por onda, apresentou um total estimado de 40.960
odcitos saudaveis, enquanto aquela com a menor média, de 7 foliculos por onda,
apresentou apenas 1.920 odcitos saudaveis. Ainda segundo os autores, as fémeas de alta
CFA apresentaram maiores taxas de crescimento e atresia de foliculos antrais. No entanto,
essas fémeas possuiam um pico de CFA 3,3 vezes maior durante as ondas foliculares em
comparacdo as de baixa CFA, o que pode estar relacionado a um aumento na atresia.
Mesmo perdendo um nimero de foliculos sete vezes maior por onda, esses animais
apresentaram um namero 21 vezes maior de odcitos saudaveis. Segundo os autores, iSO
indica que essas fémeas provavelmente possuem um namero suficiente de odcitos viaveis
para sustentar uma maior longevidade reprodutiva no rebanho, em comparagdo com
aquelas de baixa CFA. Os autores relataram ainda que animais com baixa CFA

apresentaram ovarios 60% menores e menores concentracdes circulantes de AMH.

Alguns autores observaram que a alta CFA tem sido associada a melhor fertilidade
e maior taxa de concepc¢do, bem como a uma maior taxa de prenhez (Mossa et al., 2012;
Martinez et al., 2016; Grala et al., 2021). Mossa et al. (2012) observaram que vacas
taurinas com alta CFA tiveram 3,3 vezes mais chance de prenhez ao final da estacdo

reprodutiva e menor intervalo parto-concepg¢do. Animais com CFA intermedidria tiveram
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1,7 vezes mais chance de concepcdo na 1% IA comparados a vacas de baixa CFA. Da
mesma forma, Garcia et al. (2020b), com vacas Girolando (Bos taurus x Bos indicus),
também verificaram que a alta CFA se correlacionou positivamente com maior taxa de

prenhez.

A progesterona é um importante horménio sinalizador da fungdo ovariana e do
desenvolvimento embrionario. Jimenez-Krassel et al. (2009) realizaram um estudo com
vacas de corte e Holandesas, no qual os animais com alta CFA apresentaram
concentragdes de progesterona de 30% a 50% superiores as dos animais com baixa CFA.
Além disso, os animais com baixa CFA também apresentaram menores concentracfes
circulantes de progesterona durante a fase lutea e menor desenvolvimento endometrial.
Baixas concentracOes de progesterona estdo diretamente ligadas a mortalidade
embrionaria. Segundo Diskin e Morris (2008), seus efeitos podem se iniciar no ciclo
anterior ao estro, desencadeando a maturacdo prematura do odcito e comprometendo seu

desenvolvimento futuro em embrido ap6s a fertilizacao.

McNeel et al. (2017) também relataram menores concentracbes de proteinas
luminais em lavados uterinos, bem como menores medidas ultrassonogréaficas e fisicas
deste 6rgdo, em novilhas Angus com baixa CFA em comparacdo com aquelas com alta
CFA, especialmente em relacdo a proteinas detectadas por densitometria. Dessa forma,
0s autores sugerem uma possivel diferenca na funcdo e no nimero de glandulas

endometriais nesses animais em comparacdo com os de alta CFA.

Em contrapartida, Jimenez-Krassel et al. (2017) estudaram novilhas Holandesas
de alta CFA, as quais apresentaram menor fertilidade, vida reprodutiva mais curta,
reducdo média de 180 dias na vida produtiva, maiores chances de descarte apds o
nascimento do primeiro bezerro e, consequentemente, menor nimero de lactagdes em
comparacdo com as de baixa CFA. Os animais de alta CFA, no presente estudo, também
apresentaram periodo de espera voluntaria maior e menor taxa de prenhez durante a
primeira lactacdo. Entretanto, os autores ressaltaram que as razdes pelas quais obtiveram
esses resultados ndo puderam ser bem elucidadas, provavelmente pelo baixo numero de

animais utilizados. Outro achado foi observado em vacas Holandesas com baixa CFA,
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que apresentaram maior fluxo sanguineo para o foliculo pré-ovulatorio, maior area do CL

e maior concentracdo de progesterona (Bonato et al., 2022).

Em vacas Nelore, Seneda et al. (2016) realizaram quatro estudos com o intuito de
avaliar a influéncia da CFA sobre a taxa de concepg¢éo apos a IATF. No primeiro estudo,
foram avaliadas novilhas ciclicas de 24 meses; nos demais, vacas multiparas no pés-parto.
Nenhuma influéncia da CFA sobre a concepcéo foi observada nos trés primeiros estudos.
No entanto, no quarto estudo, a concepcao foi superior no grupo de vacas com baixa CFA.
Posteriormente, Morotti et al. (2018) observaram que vacas Nelore com baixa CFA
tiveram melhor taxa de prenhez por IA em comparacdo aquelas com CFA intermediaria
e alta. Em seguida, Morotti et al. (2022) confirmaram que vacas Nelore com baixa CFA
apresentaram maior taxa de concepg¢do em protocolos de inseminacéo artificial em tempo
fixo (IATF) e maior didametro do foliculo dominante. Oliveira Junior et al. (2022)
encontraram resultados semelhantes em novilhas Nelore pré-paberes. Machado et al.
(2017) identificaram maior presenca da proteina PCNA, relacionada a replicacdo celular,

em foliculos de animais com CFA baixa e intermediaria.

222 CONTAGEM DE FOLICULOS ANTRAIS, QUALIDADE
OOCITARIA E PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

Devido a sua relativa constancia e a associagdo com o numero de foliculos que se
desenvolvem em cada onda, a CFA tem sido utilizada como ferramenta para selecdo de
doadoras para emprego de biotecnologias como OPU e PIVE. A recuperacdo de COCs e
a eficiéncia na PIVE sdo influenciadas diretamente por essa variavel. Burns et al. (2005)
demonstraram que vacas holandesas de alta CFA apresentaram maior nimero de o6citos
vidveis e maior taxa de blastocistos. E, em vacas Girolando, Garcia et al. (2020b)
verificaram que a alta CFA se correlacionou positivamente com o nimero de COCs

aspirados, cultivados e embriBes viaveis.

Resultados semelhantes foram observados na PIVE a partir de COCs obtidos de
vacas da raga Braford, em que vacas com alta CFA apresentaram maior producdo de

embrides em comparacdo as de baixa CFA (Silva-Santos et al., 2014a). Em um estudo
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com a raca Nelore, Santos et al. (2016) observaram que vacas com alta CFA produziram
de 2,5 a 10 vezes mais COCs e até 30 vezes mais embrides vidveis do que vacas de CFA
intermediaria ou baixa. Garcia et al. (2020a) confirmaram esse resultado em uma
sequéncia de dois experimentos, um com vacas sincronizadas previamente e outro em que
0s animais foram primeiramente aspirados sem sincronizagdo, mas posteriormente
sincronizadas e aspirados. Nos dois experimentos, vacas com alta CFA apresentaram
maior nimero de COCs vidveis por OPU, produziram mais embrides em estagio de

blastocisto e tiveram maior taxa de prenhez.

Os mecanimos relacionados a maior viabilidade oocitaria e embrionéria de vacas
de alta CFA tém sido estudados. Burn et al. (2005) observaram que o0citos provenientes
de ovarios de vacas leiteiras com alta CFA apresentaram menor apoptose, maior fluxo
sanguineo nos foliculos e maior producdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial em
comparacdo com os de vacas com baixa CFA. Segundo Ireland et. (2009), novilhas de
corte mesticas (Hereford x Angus x Charolés) de baixa CFA apresentaram maiores
concentragdes de FSH, o que aumentou a producdo de estradiol nas células da granulosa.
Esses animais também apresentaram maior expressao de genes para aromatase
(CYP19AL1) nas células da granulosa e niveis elevados de receptores de estrogénio (ESR1
e ESR2) nas células do cumulus, o que pode comprometer a maturacéo e causar disturbios
cromossdmicos em o0citos bovinos. Utilizando ovarios de vacas holandesas, Nagai et al.
(2016) observaram maior taxa de maturacao, maior proliferacdo das células da granulosa
durante o cultivo e maior atividade mitocondrial no citoplasma antes da maturagdo em
COCs provenientes de foliculos de ovarios com alta CFA. Essas caracteristicas sdo
importantes para a maturacao nuclear e citoplasmatica, indicando que esses COCs podem
apresentar uma maior taxa de fertilizacdo quando comparados aos provenientes de

ovarios com baixa CFA.

Entretanto, foi observada maior expressdo de mRNA de genes que interferem na
maturacdo oocitéria e na expansao de células do cumulus em vacas de baixa CFA (Rosa
et al., 2018). Em um estudo de Lima et al. (2020), os autores constataram uma maior
concentracdo de progesterona e maior didmetro do foliculo dominante na IATF em vacas
Nelore de baixa CFA. Além disso, esses animais apresentaram regulagdo positiva de

genes associados a diversos processos celulares. No odcito, observou-se a expressao
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aumentada de BMP15, HAS2 e EGFR, relacionados a comunicacdo intercelular; NPR2 e
NPR3, envolvidos no controle do desenvolvimento meidtico; H1FOO, associado a
manutencdo da identidade celular; IGFBP2, ligado ao crescimento folicular; GAPDH e
NFKB2, que desempenham papéis na regulacdo metabdlica e sinalizacdo celular; além
de HSF1, envolvido na resposta ao estresse celular. Nas células do cumulus, foram
identificados niveis elevados de EGFR, relacionado & comunicacdo intercelular; NPR2 e
NPR3, que regulam o desenvolvimento meidtico; RGS2, DNMT3A, IIDAC2 e PAF1,
moduladores epigenéticos e do controle meidtico; GSK3A, IGF1R e IGFBP2, envolvidos
no crescimento folicular; ATP5L, TFAM e PFKP, associados a manuteng&o celular; além
de HSP90AAL, HSPA5, HSPD1, SOD1 e PRDX3, que atuam na resposta ao estresse

celular.

2.2.3 CONTAGEM DE FOLICULOS ANTRAIS E RESPOSTA A
SUPEROVULACAO

A associacdo entre CFA e resposta a superovulacdo é amplamente relatada. No
entanto, a variabilidade na resposta aos protocolos hormonais depende de caracteristicas
especificas das doadoras, especialmente os ovarios (Zangirolamo et al., 2018; Ireland et
al., 2007). Animais de baixa CFA podem apresentar redugéo na resposta a protocolos de
superovulacdo, menor presenca de CL, menor numero de embrides recuperados no D7 e
menor numero de embrides transferiveis de alta qualidade (Ireland et al., 2007). Da
mesma forma, doadoras Braford com alta CFA responderam melhor & OPU/PIVE seguida

de superovulagdo, em comparacdo com vacas de baixa CFA (Silva-Santos et al., 2014a).

Ademais, ha evidéncias de que vacas com baixa CFA podem apresentar limitacfes
fisioldgicas. Singh et al. (2004) e Morotti et al. (2015; 2021) associaram a baixa CFA a
menor resposta superovulatoria e Tessaro et al. (2011) a menor vascularizacédo folicular
e menor expressdo da proteina eNOS dxido nitrico sintase endotelial, que atua no
processo de vascularizacdo folicular. Ireland et al. (2009) relataram maior expressao de
catepsina em células do cumulus de vacas com baixa CFA e Scheetz et al. (2010)
observaram menor producdo de estradiol e AMH nas células da granulosa, mesmo com
alta expressdo de mRNA de aromatase, 0 que sugere menor acdo do FSH. Contudo,

Lollato et al. (2022) mostraram que vacas tratadas com dose alta de FSH (300 UI)
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apresentaram maior nimero de CL, estruturas totais, embrides viaveis e congelados,
independentemente da CFA, sugerindo que o protocolo hormonal pode mitigar diferencas
entre categorias. Sendo assim, ainda existem desafios quanto a compreensdo plena da

influéncia da CFA sobre a eficiéncia da PIVE (Zangirolamo et al., 2018).
2.3. VARIABILIDADE E REPETIBILIDADE DA CFA

Os mamiferos ja nascem com uma reserva ovariana formada por foliculos
primordiais, variando de aproximadamente 14.000 a 250.000 em bovinos. Essa reserva
sinaliza a quantidade de odcitos disponiveis para crescimento nas ondas foliculares do
ciclo estral. Contudo, pouco se conhecia sobre a variabilidade do numero de o6citos ndo
ovulatorios que cresciam durante as ondas foliculares de um mesmo ciclo estral, ou seja,
se em vacas com alta CFA haveria crescimento simultdneo de um maior nimero de
foliculos, enquanto em vacas com baixa CFA haveria crescimento de um menor nimero

de foliculos em cada onda do ciclo (Burns et al., 2005).

Com o passar dos anos, diversos autores observaram uma alta repetibilidade da
CFA em uma mesma vaca (Burns et al., 2005; Ireland et al., 2007; Evans et al., 2012).
Em vacas da raca Braford, observou-se uma variagdo da repetibilidade de 0,90 a 0,92
(Silva-Santos et al., 2014a), e em vacas oriundas de cruzamentos entre taurinos e zebuinos
(Angus x Nelore), essa repetibilidade variou de 0,77 a 0,96 (Silva-Santos et al., 2014b).
Apesar de Burns et al. (2005) relatarem valores de CFA bastante variaveis entre vacas da
raca Holandesa, podendo variar até sete vezes de um animal para outro, as mesmas
apresentaram alta repetibilidade da CFA individual (0,95). De forma geral, vacas B.
indicus, como as da raca Nelore, possuem mais foliculos pequenos, com média de 18 a
25 COCs recuperados por sessao de OPU, enquanto em vacas B. taurus sdo recuperados
de 4 a 14 COCs (Pontes et al., 2011, Silva-Santos et al., 2014a).

Inicialmente, os estudos sobre avaliacdo da populagéo folicular tiveram como foco
a fase de recrutamento. Eram conduzidos com a técnica de cauterizacdo folicular, uma
vez que o processo de desenvolvimento das ondas foliculares ocorre de forma continua,
impedindo o uso de imagens por laparoscopia, endoscopia ou ultrassonografia. Contudo,
essa técnica é considerada invasiva e ndo pode ser repetida (Boni et al., 1997). Matton et

al. (1981) realizaram um estudo cauterizando os foliculos maiores que 5 mm dos ovarios
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de novilhas da raca Holandesa, utilizando uma unidade eletrocirdrgica apds laparotomia
médio-ventral, e demonstraram que o dia do ciclo estral afeta o recrutamento dos
foliculos. Posteriormente, Adams, Matteri e Ginther (1992) cauterizaram o foliculo

dominante, o que acarretou o adiantamento do pico de FSH e da segunda onda folicular.

Pieterse et al. (1988) desenvolveram a técnica de OPU, que possibilitou a
avaliacdo da populagéo antral. Boni et al. (1997) observaram alta repetibilidade da CFA
apos varias aspiracdes consecutivas em vacas da raca Holandesa. Dessa forma, com o
auxilio da ultrassonografia, essa técnica permite classificar os animais em baixa,
intermediaria ou alta CFA, de acordo com o nimero de foliculos antrais > 3 mm presentes
nos dois ovarios, sendo possivel realizar essa estimativa com apenas um nico exame, de
forma confiavel e independente de fatores fisioldgicos, como idade e nimero de ondas

foliculares, ou ambientais, como estacdo do ano (Morotti et al., 2021).

A CFA também tem sido estudada por meio da dosagem de AMH, que é
sintetizado pelas células da granulosa de foliculos pré-antrais e antrais em
desenvolvimento (Morotti et al., 2021; Ireland et al., 2008; 2011). Estudos indicam que
essa associacdo € consistente em diversas especies, incluindo camundongos e mulheres,
refletindo a utilidade do AMH como biomarcador confiavel da reserva ovariana e da

populacgéo folicular (Ireland et al., 2008; 2011).

Apesar da alta repetibilidade da CFA, o ndmero de foliculos diminui
acentuadamente com o passar dos anos (Burns et al., 2005). O declinio no nimero de
foliculos pode iniciar-se entre o quarto e o décimo ano de vida, chegando a valores muito
baixos, préximos de zero, em animais com idade entre 15 e 20 anos (Erikson, 1966). Em
contrapartida, em um estudo realizado por Burns et al. (2005), em novilhas e vacas
holandesas lactantes e ndo lactantes, os animais apresentaram menor nimero de foliculos

por volta dos 2 anos de idade do que quando possuiam entre 10 e 12 meses.

No entanto, em um estudo realizado por Cummins et al. (2012), no qual foram
avaliadas vacas da raca Holandesa com alto mérito genético para fertilidade, os autores
ndo encontraram diferencas significativas no numero de foliculos entre os grupos,
sugerindo que a CFA ndo deve ser utilizada como critério unico para selegdo, apesar dos

estudos que demonstram melhores resultados reprodutivos em animais com alta CFA.
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Outro fator apontado por Walsh et al. (2014) ¢é que filhas de nuliparas apresentaram menor
CFA em comparacdo com filhas de multiparas lactantes, sugerindo que fatores
metabolicos e hormonais relacionados a lactacdo podem interferir na foliculogénese fetal.
No gado de corte, a herdabilidade foi estimada em 0,49 + 0,09 por Oliveira Junior et al.
(2017) e em 0,30 £ 0,09 por Grigoletto et al. (2020), ambos em vacas da raca Nelore.

Compreender a relacéo entre a CFA e a fertilidade muitas vezes pode ser dificil,
pois existem muitos trabalhos norte-americanos, europeus e brasileiros, e a comparacgéo
entre eles pode causar disparidades devido as diferengas entre rebanhos, ambiente e
sistemas de producdo. Essa compreensdo pode apresentar desafios até mesmo diante da
diversidade de racas, aptiddes e sistemas de producdo dentro de um proprio pais, como é

0 caso do Brasil, com as subespécies Bos taurus e Bos indicus (Seneda et al., 2016).

2.4. ATIVIDADE MITOCONDRIAL E PRODUCAO DE ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO

As mitocOndrias sdo organelas formadas por uma membrana dupla e sdo
essenciais para algumas fungdes das células eucariontes, como producdo de energia na
forma de ATP (Roth, 2018). Nesse sentido, as mitocondrias desempenham um papel
importante na reprodugdo, como, por exemplo, no o6cito imaturo e maduro, fornecendo
ATP para a maturacdo citoplasmatica e nuclear, colaborando com a fertilizacédo até o
desenvolvimento dos embrides (Moussa et al., 2015). Niveis de ATP no citoplasma

abaixo de 1,7 a 2 pM podem impedir a maturacdo oocitaria (Yu et al., 2010: Roth, 2018).

As mitocondrias produzidas durante a oogénese até a fertilizacdo serdo
responsaveis pela manutencdo do concepto até o periodo de pré-implantacdo, quando
novas mitocondrias serdo produzidas pelo embrido. Dessa forma, a quantidade de
mitocdndrias presentes no o6cito maduro determina a disponibilidade dos componentes
da cadeia transportadora de elétrons necessarios para a producdo de ATP, influenciando
seu desenvolvimento até a retomada da biogénese mitocondrial. Se houver pouco DNA
mitocondrial (MtDNA), a capacidade de sintetizar esses componentes serd limitada,
reduzindo a eficiéncia da fosforilagcdo oxidativa, e consequentemente, a disponibilidade
energética (Roth, 2018). A mé& funcionalidade das mitocondrias, bem como disturbios em

sua distribuicdo e a reducdo de seu nimero, pode acarretar falhas na maturacdo e
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fertilizacdo dos odcitos, além de problemas no desenvolvimento do embrido, levando a
sua morte (Moussa et al., 2015). As mitocondrias encontram-se distribuidas por todo o
citoplasma (Van Blerkom, 1990; Plante; King, 1994). Estudos realizados com
camundongos mostraram que as mitocondrias sdo transferidas, durante a quebra da
vesicula germinativa e formacdo do fuso na metafase I, para a regido do nucleo (Van
Blerkom; Runner, 1984; Calarco, 1995).

Nagai et al. (2006) utilizaram camundongos transgénicos para avaliar o
desenvolvimento oocitario de acordo com a distribuigdo de mitocondrias pelo citoplasma.
Os o06citos com distribuicdo normal (perinuclear) obtiveram uma taxa de 82% de ativacao
e 46% de desenvolvimento para um embrido de oito células. Ja os odcitos com
distribuicdo aleatdria e agrupamentos de mitocondrias apresentaram taxa de ativacéo de
17% e seus embrides ndo clivaram. Da mesma forma, em um estudo com macacos
Rhesus, foi demonstrada a presenca de concentracdes de mitocondrias localizadas rente
aos pronucleos durante a fertilizacdo (Squirrell et al., citados por Bavister; Squirrell,
2000).

Os fatores que interferem na realocagdo das mitocondrias pelo citoplasma, bem
como sua importancia, ainda sdo desconhecidos. Bavister e Squirrell (2000) sugeriram
que esse tipo de organizacdo pode estar relacionado ao grande tamanho do odcito, que
impede a difusdo eficiente de ATP, facilitando, assim, um suporte mais rapido e eficaz de
energia e precursores de acidos nucleicos ao nucleo, devido a replicagdo e transcri¢ao do
DNA. Os autores também sugeriram que as mitocondrias necessitam de sinais
provenientes do ndcleo para sua maturagéo, o que justificaria sua aproximagao do mesmo,
a fim de facilitar essa sinalizacdo, preparando-as para retomar suas fun¢des no embrido.
Por fim, outra possibilidade é que essas organelas protejam o nucleo contra as EROS,
reduzindo as concentracBes de oxigénio na regido. No entanto, essa hipétese é de dificil
comprovacdo e pode ser questionavel, pois as préprias mitocondrias sdo uma fonte
potencial de EROS (Hockberger et al., 1999).

A falha na pré-implantacdo de embrides também pode resultar da redugdo na
producdo de ATP pelas mitocondrias, de defeitos pré-existentes no mtDNA do odcito, do

acumulo de mutagdes no mtDNA relacionadas a idade, ou ainda de concentracéo elevada
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de EROS, que afetam a biogénese mitocondrial (Nagai et al., 2006). As mitocdndrias
desempenham um papel crucial para a qualidade oocitaria, contribuindo ndo apenas para
a producdo de energia, mas também para processos como a sinalizacdo de calcio, a
regulacdo da apoptose celular e a geracdo de EROS, sendo essas organelas a principal
fonte dessas moléculas nos odcitos, convertendo entre 0,2% e 2% do oxigénio absorvido
em EROS (Moussa et al., 2015; Malott et al., 2022).

As EROS sdo moléculas derivadas de processos normais que ocorrem nas células,
resultantes de desvios de elétrons ao longo da cadeia respiratoria mitocondrial e de outros
sistemas de transferéncia de elétrons. EROS podem ser moléculas de oxigénio ou
nitrogénio com um ou mais elétrons desemparelhados. Ja os radicais livres sdo moléculas
ou atomos altamente reativos e instaveis que oxidam outras moléculas para tentar
recuperar sua estabilidade. Por fim, dentro das espécies reativas, existe a categoria dos
ndo radicais, que sdo moléculas menos reativas e desempenham papéis intermediarios em
reacOes de oxidacao e reducéo, as quais geram ou inativam radicais livres (Keane; Ealy,
2024). Muitas moléculas podem interagir com os radicais livres; no entanto, acidos

nucleicos, lipideos e proteinas sdo 0s mais suscetiveis a oxidacdo (Nandi et al., 2019).

Exemplos de EROS incluem anion superdxido (O2¢"), radical hidroxila (*OH),
radicais hidroperoxila (HO:¢), peroxila (ROO¢) e alcoxila (RO¢), conforme Morado et al.
(2009). Entre os ndo radicais, destacam-se o peroxido de hidrogénio (H20-), acido
hipobromoso (HBrO), acido hipocloroso (HCIO), ozoénio (Os), oxigénio singleto ('O-),
6xido nitrico (NOe), peroxinitrito (ONOO"), acido peroxinitroso (HNOs) e peroxidos
organicos, que sdo moléculas derivadas do peroxido de hidrogénio (H20-), nas quais um
ou ambos os atomos de hidrogénio foram substituidos por radicais organicos (Keane;
Ealy, 2024).

Algumas das principais fontes de EROS nos odcitos sdo a intensa atividade
metabdlica das células da granulosa e a presenca de macrofagos e neutréfilos na parede
dos foliculos (Basini et al., 2008). Por meio de processos enzimaticos e ndo enzimaticos,
as EROS podem ser transformadas em outras espécies. O anion superdxido é uma das
EROS mais abundantes, caracterizando-se por sua elevada capacidade oxidativa. Essa

molécula pode ser gerada pela reducdo de um Unico elétron do oxigénio molecular,
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processo mediado por determinadas oxidorredutases presentes nas mitocéndrias (Zorov;
Juhaszova; Sollott, 2014). O H20,, gerado pela dismutacdo espontanea ou catalisada pela
SOD, pode extrair elétrons de macromoléculas celulares, acarretando danos a membrana
(Zorov; Juhaszova; Sollott, 2014). Esse composto também pode servir como substrato
para a geracao de radicais hidroxila altamente reativos, os quais provocam fragmentacao

do DNA e ruptura da membrana plasmatica, levando a morte celular (Keane; Ealy, 2024).

Por outro lado, as EROS sdo importantes, pois fazem parte de mecanismos
fisiologicos, como a retomada da meiose, ativando o fator promotor da maturacdo, a
extrusdo do primeiro corpusculo polar e a ruptura da parede do foliculo (Barros et al.,
2019), além de participarem de vias de sinalizacdo envolvidas na protecdo celular
(Mihalas et al., 2017). O éxido nitrico € uma dessas moléculas que, além dessas funcgdes,
atua no desenvolvimento e na implantacdo embrionaria. Doadores e inibidores de 6xido
nitrico podem interferir nesses processos, como o inibidor L-NAME (NG-nitro-L-
arginina metil éster), um inibidor ndo seletivo do 6xido nitrico sintase, o qual impede a
formacdo do primeiro corplsculo polar (Hattori; Tabata, 2006), assim como o doador
nitroprussiato de sodio, que retarda a degradacdo da vesicula germinativa (Morado et al.,
2009).

Dessa forma, uma concentracdo equilibrada e moderada de EROS, regulada pelos
mecanismos antioxidantes celulares, é essencial para o funcionamento adequado das
celulas. No entanto, concentracdes elevadas, que ultrapassam o limiar fisiolégico, podem
desencadear estresse oxidativo, causando danos celulares por meio de diversos

mecanismos (Soto-Heras; Paramio, 2020).
2.5. ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio no metabolismo celular
entre a producdo e a eliminagdo das EROS, resultando no acimulo dessas moléculas. O
excesso de EROS ocasiona a oxidacdo de componentes celulares e causa danos
significativos ao organismo animal, afetando inclusive a qualidade oocitaria e o
desenvolvimento embrionario (Keane; Ealy, 2024). Os principais mecanismos
envolvidos incluem a oxidacdo de proteinas, a peroxidacao de lipidios e a fragmentagédo

do DNA (Yang et al., 1998). Fatores ambientais e metabdlicos, toxinas alimentares e



33

patogenos sao exemplos de estressores que podem desencadear esse desequilibrio (Roth,
2018).

O mtDNA ¢é particularmente vulneravel aos efeitos do estresse oxidativo devido a
producdo de EROS pelas mitocondrias e a auséncia de proteinas histonas, que
desempenham um papel importante na protecdo contra danos causados pelas EROS
(Ames et al., 1993). Dessa forma, os 00citos séo celulas altamente suscetiveis aos efeitos
das ERQS, visto que possuem, em média, 260.000 mitocéndrias (Roth, 2018), enquanto
outras células do corpo possuem entre 1.000 e 2.500 (Malott et al., 2022; Keane; Ealy,
2024). A oxidacdo do DNA acarreta alteracdes em suas bases ou quebra da dupla hélice
(Poetsch, 2020). Essas consequéncias sdo desencadeadas por mecanismos que envolvem
reacdes de abstracdo e adicdo de radicais livres, com formacao de radicais centrados em
carbono, como, por exemplo, os danos causados pela oxidacéo de bases de pirimidina e

purina pela radical hidroxila (Juan et al., 2021).

Outra caracteristica da oxidacdo do DNA ¢é o menor potencial redox da guanina
em comparacdo com outras bases (Aitken; Bromfield; Gibb, 2022). A oxidagdo da
guanina ocorre pela reacdo das EROS com residuos de guanosina do DNA. Ao ser
oxidada, essa base recebe um atomo de oxigénio no carbono 8, formando a 8-hidroxi-
guanina (8-oxoGua) e, posteriormente, o aduto de base oxidativa 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina, ou 80HdG (Ceylan et al., 2017; Aitken; Bromfield; Gibb, 2022),
resultando na fragmentacdo do DNA. Este processo causa ruptura de nucleossomos,
acarretando problemas na compactacdo e no enrolamento do DNA dentro da cromatina
(Juan et al., 2021). Outra possivel reacdo é a adicdo de radicais hidroxila também a
posicdo C-8 na base guanina, resultando em um radical no nitrogénio da posi¢éo 7. Este,
ao receber um elétron e um préton a partir de um intermediario instavel, € reduzido,

causando a fragmentacéo por abertura de anel (Juan et al., 2021).

Na peroxidacéo lipidica ndo enzimética, as EROS oxidam uma cadeia lipidica insaturada
na posicdo 2 dos glicerofosfolipideos da membrana celular, gerando um lipidio
hidroperoxidado. Essa reacdo ocorre por meio da abstragdo de um &tomo de hidrogénio
de um &cido graxo insaturado, criando um radical lipidico centrado em carbono (L) que,

ao se combinar com o oxigénio molecular, gera um radical peroxil instavel (LOO). Por
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fim, essa molécula retira um atomo de hidrogénio de outro acido graxo insaturado para
se estabilizar, completando a reacdo. Ja as formas enzimaticas podem ser desencadeadas
por lipoxigenases, ciclooxigenases e citocromo P450 (Aitken; Bromfield; Gibb, 2022).

Essas reacOes desestruturam a membrana, afetando sua fluidez e integridade.

Figura 1: Mecanismo da peroxidacao lipidica em membranas celulares.
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Legenda: Representagdo esquematica das etapas da peroxidacéo lipidica: inicia-se com o ataque
do radical hidroxila (*OH) aos acidos graxos insaturados da membrana, formando radicais
lipidicos e produtos finais como peroxidos lipidicos (ROOH), que afetam a fluidez e a
permeabilidade celular.

Fonte: Do autor (2025).

J& na oxidacéo de proteinas, ocorre dano a integridade dessas moléculas, perda da
atividade catalitica de enzimas, paralisia na regulacdo das vias metab6licas, oxidacéo de
residuos de aminodcidos, agregacdo entre proteinas e clivagem de ligagcdes peptidicas
(Juan et al., 2021). Alguns aldeidos, derivados da peroxidacao lipidica, podem se ligar a
proteinas, principalmente a residuos de cisteina, lisina e histidina, interrompendo os
mecanismos bioquimicos responsaveis pela manutengdo da homeostase celular e pela
conclusdo da meiose (Aitken; Bromfield; Gibb, 2022). Para manter a homeostase
metabdlica e evitar interacfes com outras moléculas e proteinas, as proteinas oxidadas

precisam ser hidrolisadas ou processadas pelo proteassoma (Juan et al., 2021).
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Durante a maturacdo oocitaria, 0s oocitos requerem alta quantidade de energia
para sustentar seus processos de transcri¢do, o que aumenta a producdo de EROS pelas
mitocondrias (Chappel, 2013). Odcitos que se encontram em periodo de quiescéncia, ou
seja, no estagio de profase da primeira divisdo meiotica, possuem apenas uma camada de
celulas da granulosa. Durante esse periodo, também podem sofrer estresse oxidativo,
reduzindo sua viabilidade e ocasionando perdas gestacionais (Tarin, 1996). Além disso,
a exposicao prolongada as EROS pode acelerar o envelhecimento oocitério. Esses odcitos
apresentam maior incidéncia de dele¢fes cromossdmicas e mutagdes no mtDNA, o que
compromete sua capacidade de fertilizacdo (Mihalas et al., 2017). No entanto,
antioxidantes presentes no fluido folicular ajudam a controlar as EROS, prevenindo o

envelhecimento e a atresia oocitaria (Kala et al., 2017).

O actmulo de EROS no fluido folicular esta diretamente relacionado ao estresse
oxidativo nos odcitos e ao seu envelhecimento. Segundo Elizur et al. (2014),
concentracdes elevadas de H-0O: no fluido foliclar sdo uma das causas de envelhecimento
do oo6cito e de embribes de mé qualidade em mulheres. Os autores sugerem que, no
processo de envelhecimento ovariano e consequente perda da qualidade oocitaria, ha
aumento na producdo de EROS ou diminui¢do da eficiéncia do sistema antioxidante.
Ainda segundo os autores, com o envelhecimento e a atresia folicular, a concentragéo de

EROS diminui, provavelmente devido a diminuigdo do metabolismo folicular.

O escore de condicdo corporal (ECC) também influencia o estresse oxidativo.
Segundo Bernabucci et al. (2005), vacas leiteiras com ECC elevado ou que apresentaram
perda de ECC mostraram mais metabdlitos reativos de oxigénio e substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico no plasma sanguineo, além de concentragdes reduzidas de grupos
tiol, indicando maior sensibilidade ao estresse oxidativo. Khaled et al. (2020)
demonstraram que tanto animais com baixo quanto com alto ECC apresentaram menor
namero de foliculos. Além disso, fémeas com ECC igual a 3 apresentaram maior
atividade de catalase e melhor status antioxidante total nos ovérios, utero, fluido folicular
e fluido do oviduto. Bernal et al. (2010) relataram resultados semelhantes em ratos
submetidos a restricdo alimentar durante a gestacdo. Segundo os autores, esta condicao

pode desencadear aumento do estresse oxidativo, resultando em menor numero de
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foliculos na prole e menor capacidade antioxidante dos mesmos. Ja Anderson, Nisenblat

e Norman (2010) observaram odcitos de ma qualidade em mulheres obesas.

Apesar de a PIVE ser amplamente utilizada no melhoramento genético e
reprodutivo, algumas etapas dessa técnica ainda enfrentam desafios relacionados ao
estresse oxidativo. Um exemplo € a tensdo de oxigénio durante os procedimentos, que
gira em torno de 20%, enquanto nas tubas uterinas de mamiferos essa tenséo varia entre
5% e 7%, ou seja, muito inferior a encontrada no ar atmosférico (Keane; Ealy, 2024).
Outros fatores que contribuem para o aumento da producdo de EROS incluem exposi¢do
a luz, variacOes de temperatura e de pH (Keane; Ealy, 2024). Além disso, a presenca de
metais como Fe?" e Cu** nos meios de cultura aumenta a peroxidagao lipidica, assim como
a suplementacdo com soro, que contém aminas oxidases responsaveis pela geracdo de

aldeidos citotoxicos como o H20: (Soto-Heras; Paramio, 2020).

O H:0: prejudica a extrusdo do corpusculo polar e compromete a formacdo do
fuso meiotico, devido a deficiéncia no fornecimento de ATP pelas mitocondrias, levando
a alteracGes morfoldgicas associadas a apoptose e a fragmentacdo do DNA (Chaube et
al., 2005; Soto-Heras; Paramio, 2020). Essa molécula também pode provocar
peroxidacao lipidica da membrana celular, afetando a fusdo do espermatozoide com o
odcito e prejudicando a fertilizacdo (Tarin, 1996). Esse descompasso resulta em um
desequilibrio da homeostase oxidativa, comprometendo o desenvolvimento embrionario
(Barros et al., 2019). Para combater esses efeitos nocivos, o organismo dispde de
mecanismos antioxidantes capazes de eliminar o excesso de EROS e preservar o

equilibrio celular.
2.6. SISTEMA ANTIOXIDANTE

Um antioxidante € definido como qualquer substancia molecular capaz de retardar
ou prevenir a oxidacdo de substratos oxidaveis, mesmo estando presente em
concentracdes relativamente baixas em comparacdo ao substrato. Em condicOes
fisioldgicas, os antioxidantes convertem as EROS em 4gua, evitando, assim, a producao

excessiva desses compostos (Andrade et al., 2010).
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Os sistemas antioxidantes existentes podem ser divididos em duas categorias:
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos. Os sistemas enzimaticos, conhecidos como
antioxidantes naturais, como a SOD, GPx e a catalase, atuam na prevencdo de danos a
estrutura celular (Andrade et al., 2010). Ja os sistemas ndo enzimaticos, como a-tocoferol,
acido ascorbico, B-caroteno e glutationa, desempenham papel tanto na remocgéo de EROS
quanto na reparacdo de lesGes provocadas por essas moléculas (Morado et al., 2009;
Andrade et al., 2010). A vitamina E e o ubiquinol sdo exemplos de eliminadores de EROS
lipofilicos, sendo a vitamina E amplamente reconhecida como o antioxidante lipofilico
mais potente. Quando combinada a vitamina C, um antioxidante hidrofilico, potencial

antioxidante da vitamina E pode ser ainda mais elevado (Aitken; Bromfield; Gibb, 2022).

Entre 0os mecanismos antioxidantes naturais, a SOD ¢é responsavel por reduzir o
anion superdxido (O2¢7), convertendo-o em O: e H20.. Em seguida, a catalase atua
convertendo o H20: gerado pela SOD em H20 e O.. Por fim, destaca-se 0 mecanismo
enzimatico que utiliza a glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo antioxidante tiol. Essa
molécula, oxidada pela enzima GPx, remove o H20: e gera moléculas de dgua. O sistema
da GSH é especialmente importante para a protecdo do odcito e, posteriormente, do
embrido (Keane; Ealy, 2024).

Figura 2: Agéo das enzimas antioxidantes no controle do estresse oxidativo em bovinos.
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Legenda: Acéo das principais enzimas antioxidantes — superdxido dismutase (SOD), catalase e
glutationa peroxidase — atuando em cascata para neutralizar espécies reativas de oxigénio
(EROS), contribuindo para a protecdo oocitaria em vacas sob estresse oxidativo.

Fonte: Do Autor (2025)

A SOD possui trés isoformas identificadas em mamiferos, com distinges quanto
a estrutura, funcdes, local de atuacdo e producdo. Essas isoformas sdo: Cu, Zn-SOD
(SOD1), presente no citoplasma e no nicleo; Mn-SOD (SOD?2), de atuacdo mitocondrial;
e a SOD extracelular (SOD3), que atua em fluidos e espacgos extracelulares (Nozik-
Grayck et al., 2005). Em um estudo conduzido por Combelles et al. (2010), foi relatada
a presenca das trés isoformas no FF, sendo que a atividade de SOD foi maior em foliculos
menores, quando comparada a de foliculos médios e grandes. Segundo Gupta et al.
(2011), a atividade da catalase também foi maior no fluido de foliculos menores obtidos
de ovérios de abatedouro. No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para elucidar a

atuacdo dessas enzimas no FF bovino.

O odcito é capaz de produzir GSH e aumenta seus estoques durante a ruptura da
vesicula germinativa, atingindo seu pico maximo na metafase Il da maturacdo e na
ovulacéo (cerca de 10 mM). Em seguida, os niveis de GSH diminuem durante a formagéo
do zigoto, entre os estagios de 2 a 8 células (Malott et al., 2022). A producdo de GSH
pelo odcito é essencial para a protecdo do embrido até a quarta clivagem, quando entdo o
proprio embrido passa a sintetizar GSH (Merton et al., 2013). Outra funcdo importante
da GSH é a manutencdo, formacdo e protecdo do fuso meiotico contra a acdo das EROS,
além de atuar na reducdo das ligacbes dissulfeto do pronicleo masculino apds a
fertilizacdo (Keane; Ealy, 2024). Como embrides iniciais apresentam capacidade limitada
de produzir GSH até seu desenvolvimento em blastocistos, moléculas como o f-
mercaptoetanol e a cisteina sdo transferidas aos embribes por meio das juncdes
comunicantes das celulas do cumulus, contribuindo para a sintese de GSH (Garcia-
Martinez et al., 2020).

De acordo com Cetica et al. (2001), que relataram pela primeira vez a presenca de
um sistema antioxidante no odcito bovino, as atividades das enzimas SOD, catalase e GPx

foram consideravelmente menores em o06citos desnudos em comparacdo aos COCs,
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indicando a importancia do controle da producdo de EROS durante a maturacao in vitro.
Além disso, a SOD apresentou maior atividade em comparacao com as demais enzimas,
possivelmente devido a elevada producdo de anion superoxido, sendo necessaria sua
conversdo em peroxido de hidrogénio. Assim, 0S mecanismos antioxidantes estdo
presentes tanto nos odcitos quanto nas células do cumulos, estendendo sua acédo até o
momento da fertilizacdo e no desenvolvimento embrionério inicial (Cetica et al., 2001).
Transcri¢bes de Cu, Zn-SOD, GSH e catalase também foram encontradas em embrides

bovinos, possivelmente de origem materna (Harvey et al., 1995).

O FF ¢ liquido que preenche a cavidade dos foliculos e é de extrema importancia
para garantir a qualidade oocitaria. Ele é proveniente do plasma sanguineo e secrecoes
das células da teca e da granulosa, sendo formado apo6s o desenvolvimento do foliculo
secundario (Broi et al., 2018). Ele contém nutrientes essenciais para o desenvolvimento
oocitario, como proteinas, citocinas, fatores de crescimento, hormdnios, agua, eletrolitos,
exossomos (Rodrigues; Paula-Lopes, 2018). Alguns de seus componentes podem
bloquear a maturacao nuclear antes da ovulacéo (Gongalves et al., 2015). Dostal e Pavlok
(1996) isolaram uma fracdo proteica do FF (peso molecular aproximado de 60 kDa) que
inibiu a maturacdo. Ja Yang, Kadam e Koide (1993) observaram a presenca de uma

proteina quinase soltvel no FF bovino com o mesmo efeito inibitorio.

O FF também contém antioxidantes como GSH, cisteamina, taurina, vitaminas,
melatonina e coenzima Q10. Estudos indicam que odcitos desenvolvidos em ambientes
com maior atividade antioxidante podem apresentar maior fertilidade em comparagéao
aqueles desenvolvidos em ambientes com baixos niveis antioxidantes (Khaled et al.,
2020). Além disso, a expressdo de mRNA das enzimas antioxidantes produzidas pelo
oocito varia de acordo com o tamanho do foliculo e com o ambiente de maturacdo do
00cito, seja in vitro ou in vivo (Gupta et al., 2011). Lonergan et al. (2003) compararam a
expressdo de mMRNA de enzimas antioxidantes em o0citos de abatedouro maturados in
vitro com a de odcitos maturados in vivo, obtidos por meio de OPU 20 horas apds o pico
de LH. Odcitos maturados in vitro apresentaram maior expressdo de Cu/ZnSOD, o que
foi associado a uma maior necessidade de protecédo contra o estresse oxidativo. O mRNA
da MnSOD também apresentou maior expressdao em odcitos derivados de pequenos

foliculos de ovérios de abatedouro.
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O estresse térmico é outro fator que pode aumentar a producdo de EROS e
desencadear um desequilibrio no ambiente folicular, provocando alteragdes no sistema
redox ao afetar a atividade de enzimas antioxidantes (Rodrigues; Paula-Lopes, 2018).
Menores atividades de GPx foram observadas no FF de animais durante 0os meses mais
quentes do ano, em comparagdo aos meses frios. Essa reducdo na atividade da enzima
GPx pode resultar no acimulo de H20:, o que ¢ prejudicial ao odcito (Rodrigues; Paula-

Lopes, 2018).

A idade materna também pode estar correlacionada com o potencial das defesas
antioxidantes do FF. Com o0 avanco da idade, os mamiferos tendem a apresentar reducédo
potencial antioxidante, o que compromete a neutralizacdo das EROS e,
consequentemente, a viabilidade oocitaria (Mihalas et al., 2017). Uma maior atividade de
SOD foi observada no FF de mulheres entre 39 e 45 anos, em compara¢gdo com mulheres
entre 27 e 32 anos, em programas de FIV (Carbone et al., 2003). De maneira semelhante,
a expressdo ovariana de GPx foi maior em camundongos idosos do que em jovens, 0 que
0S autores associaram ao aumento da oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA (Lim;
Luderer, 2011).

2.7. CONSIDERACOES FINAIS

A reproducdo é um fator de grande impacto mundial em fazendas leiteiras.
Melhorar sua eficiéncia, bem como das biotecnologias, tem sido o foco de muitas
pesquisas nesta area, visando o bem-estar dos animais, maior lucratividade e diminuicao
dos prejuizos causados por falhas reprodutivas. A relacdo entre CFA, indices reprodutivos
e a eficiéncia da PIVE precisa ser melhor compreendida, levando em consideracao a
especificidade de grupos raciais e as condi¢cdes experimentais. Apesar dos avangos na
area, trabalhos futuros deveriam explorar de forma mais aprofundada a relacéo entre a
CFA e o metabolismo oxidativo, incluindo a analise de marcadores moleculares

adicionais.
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Resumo
Contexto
A contagem de foliculos antrais (CFA) em vacas tem sido associada a fertilidade, mas
sua relacdo com aspectos fisioldgicos, como o estado antioxidante dos odcitos, é pouco

compreendida.

Objetivos

Objetivou-se avaliar as taxas de maturacédo e de apoptose dos oocitos de vacas mesticas

com diferentes CFA e determinar o estado antioxidante dos odcitos.

Métodos

Foram utilizadas 26 vacas lactantes mesticas Holandés x Gir, divididas em dois grupos
genéticos (G1: 1/2 + 5/8 HG, n=9; G2: 3/4 + 7/8 HG, n=13) e classificadas como de baixa
(G1: n=6; G2: n=8) ou alta (G1: n=3; G2: n=5) CFA. Foram coletados COCs para
avaliacdo das taxas de maturacdo nuclear e apoptose, atividade mitocondrial e produgéo
de espécies reativas de oxigénio (EROS) e fluido folicular (FF) para mensuracdo da
atividade das enzimas catalase, superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase

(GPx).

Principais resultados

O ntmero de COCs recuperados foi menor em vacas com baixa CFA em comparacao as
de alta CFA (G1:5,49 +0,10 vs. 10,43 £ 2,59 e G2: 2,65 + 0,48 vs. 8,08 + 1,55; P <0,05).
A proporcdo de COCs degenerados foi maior no G2 do que no G1 (24,69 + 3,50 vs. 36,77
*+ 4,55%). Odcitos de vacas com baixa CFA do G1 apresentaram maior atividade
mitocondrial e producdo de EROS em comparacdo aos de vacas de alta CFA (19,56 +

6,17 vs. 7,11 + 2,76 e 38,98 + 10,59 vs. 5,04 + 1,68 unidades arbitrarias — UA,
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respectivamente; P<0,05). No G2, a producdo de EROS foi maior em odcitos de vacas de
baixa CFA (26,52 £+ 8,19 vs. 9,01 + 2,36 UA, P<0,01). A atividade relativa (U/mg
proteina/mL) de GPx e SOD no FF do G1 foi menor do que no G2 (GPx: 0,0185 £ 0,0016

vs. 0,0258 + 0,0018, P<0,05; SOD: 0,2001 + 0,01598 vs. 0,2427 + 0,01582; P<0,07).

Conclusoes

A CFA ndo foi associada a qualidade morfologica dos odcitos. Entretanto, maior
atividade mitocondrial e/ou EROS, sem diferenca na atividade das enzimas antioxidantes,

sugere condicdo de estresse oxidativo em odcitos de vacas com baixa CFA.

ImplicacOes

Os resultados contribuem para a selegéo de doadoras para a PIVE.

Palavras-chave: apoptose, atividade mitochondrial, espécies reativas de oxigénio, estado

antioxidante, estresse oxidativo, fluido folicular, glutationa peroxidase.
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Introducéo

A contagem de foiculos antrais (CFA) tem se consolidado como uma importante
ferramenta na avaliacdo do potencial reprodutivo de fémeas bovinas. Essa caracteristica,
mensurada por meio de exames ultrassonograficos, permite estimar a populagdo de
foliculos antrais presentes nos ovarios, sendo considerada um indicador do numero de
odcitos disponiveis para procedimentos de biotecnologias da reproducéo, como a ovum
pick-up (OPU) e a producéo in vitro de embrides (PIVE) (Ireland et al., 2008; Seneda et
al., 2016). A CFA apresenta ampla variacdo entre individuos, mas se mantém
relativamente constante para uma mesma fémea ao longo de sua vida e de suas ondas
foliculares, o que possibilita sua utilizagdo como parametro de selecdo (Ireland et al.,

2008; Grala et al., 2021).

O namero de complexos cumulus-oophorus (COCSs) recuperados por OPU esta
diretamente relacionado & CFA, sendo que vacas Bos taurus (Nagai et al., 2016) e Bos
indicus (Garcia et al., 2020a) com maior namero de foliculos antrais produzem maior
nimero de odcitos viaveis e, consequentemente, apresentam melhor desempenho na
PIVE. Além disso, vacas com alta CFA geralmente exibem caracteristicas associadas a
alta fertilidade, como maior concentracdo do hormdnio anti-Mulleriano (AMH) e melhor
resposta aos protocolos de superovulacdo (Ireland et al., 2011). Em contraste, novilhas
mesticas (Hereford x Angus x Charolés) com baixa CFA apresentaram ovarios menores
(Ireland et al., 2008), menor resposta a superestimulacdo ovariana (Ireland et al., 2007) e

indices inferiores de recuperacao oocitaria (Ireland et al., 2011; Evans et al., 2012).

No entanto, a relacdo entre CFA e fertilidade ainda ndo é plenamente

compreendida. Alguns autores relataram que vacas Nelore com baixa CFA podem
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apresentar boa taxa de concepcao (Morotti. 2016) e maior expressao de genes ligados a
maturacdo oocitaria, sugerindo que a qualidade dos odcitos poderia, em alguns casos,
compensar a menor quantidade disponivel (Seneda et al., 2016; Rosa et al., 2018). Essa
divergéncia de resultados pode estar relacionada a diferencas fisioldgicas entre as
subespécies Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, que apresentam populacdes

foliculares naturalmente distintas (Baruselli et al., 2007; Seneda et al., 2016).

Outro fator que pode influenciar o sucesso reprodutivo associado a CFA é o status
oxidativo do ambiente folicular; contudo, até 0 momento, ndo ha estudos que tenham
avaliado essa relacdo. O equilibrio entre espécies reativas de oxigénio (EROS) e
antioxidantes enddgenos é fundamental para a competéncia oocitéria, influenciando
diretamente processos como a maturacdo nuclear e a viabilidade embrionaria (Gupta et
al., 2011; Broi et al., 2018; Marei et al., 2022). SituacOes de estresse oxidativo,
decorrentes do excesso de EROS e da insuficiéncia dos sistemas antioxidantes, podem
comprometer a integridade do DNA e a funcdo mitocondrial dos odcitos (Roth, 2018),

fatores criticos para o desenvolvimento embrionario.

Grande parte do conhecimento sobre a relacdo entre CFA e qualidade oocitaria
provém de estudos realizados com ovarios de abatedouro ou com odcitos coletados de
vacas em diferentes fases do ciclo estral, 0 que gera alta variabilidade nos resultados
(Ireland et al., 2008; Seneda et al., 2016). Além disso, no caso de vacas Girolando (Bos
inducus x Bos Taurus) a relacdo entre CFA e qualidade oocitaria foi descrita em apenas
um estudo, que aborda a producdo de embrides (Garcia et al., 2020b). Assim, torna-se
necessario o desenvolvimento de mais estudos que possibilitem uma melhor compreensao

da relacédo entre CFA e qualidade oocitéria.
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Com base nas informacdes disponiveis na literatura, nos hipotetizamos que vacas
de alta CFA produzem od6citos de melhor qualidade e que apresentam melhor status
antioxidante. Assim, este estudo teve como objetivos avaliar a qualidade, por meio das
taxas de maturacao nuclear e apoptose, de odcitos obtidos de vacas leiteiras mesticas com

alta e baixa CFA e determinar o status antioxidante dos odcitos.

Material e métodos

O projeto foi desenvolvido no Campo Experimental José Henrique Bruschi,
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA - Gado de leite), em Coronel
Pacheco, MG, Brasil. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de

Etica no Uso de Animais da EMBRAPA Gado de Leite (protocolo n° 4228110324).

Animais e manejo

Foram utilizadas vinte e seis vacas mesticas Holandés-Gir (1/2 HG: n=3; 5/8 HG: n=6;
3/4 HG: n=11; 7/8 HG: n=2), primiparas (n=12) e multiparas > 2 partos (n=14), com
media de producéo de leite de 17,66 + 8,04 kg/d e 104 + 36 dias em lactagdo. As vacas
foram submetidas a manejo alimentar semi-intensivo, no qual foram mantidas em pasto
de Brachiaria decumbens nos periodos entre as ordenhas e suplementadas com silagem
de milho e concentrado uma vez ao dia ap6s serem ordenhadas pela manhd. A
mineralizacdo foi ad libitum em cochos. A &gua foi disponibilizada ad libitum em
bebedouros nas instalagdes. As ordenhas foram realizadas duas vezes ao dia, as 5h e as
13h. A produgéo de leite foi mensurada uma vez por més. O ECC (1 a 5, extremamente
magro a gordo; Wildman et al., 1982) foi determinado por um Unico avaliador nos dias
de realizag&o das aspiragdes foliculares (ovum pick-up — OPU). Os dados para o célculo

do indice de temperatura e umidade (ITU) foram coletados no site do Instituto Nacional
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de Meteorologia e foi considerada a média dos valores de ITU dos meses de agosto,

setembro e outubro. No periodo de realizacéo do estudo, o ITU foi de 72,90 + 0,86.

Delineamento experimental

Os animais foram submetidos ao exame ultrassonografico dos ovarios para
avaliacdo da CFA imediatamente antes de cada uma das cinco sessdes de OPU.
Considerando todas as avaliagbes de cada vaca, foram calculados os quartis
separadamente para cada grupamento genético. Entdo, a CFA média de cada vaca foi
calculada e com base neste valor as vacas foram classificadas em categorias de alta e
baixa CFA. Os animais com valores de CFA no primeiro e segundo quartis foram
classificados como de baixa CFA, enquanto aqueles no quarto quartil foram considerados
de alta CFA. Uma vaca 1/2 HZ e trés vacas 3/4 HZ apresentaram valores de CFA no

terceiro quartil e seus dados foram desconsiderados nas analises.

Posteriormente, os animais foram agrupados considerando a proximidade dos
graus de sangue: G1 (1/2 + 5/8 HZ: alta CFA n=3 e baixa CFA n=6) e G2 (3/4 + 7/8 HZ:

alta CFA n=5 e baixa CFA n=8).

Sincronizagédo da onda folicular

Antes de cada sessdo de OPU a emergéncia da onda folicular foi sincronizada. As
vacas receberam um implante de progesterona (Sincrogest, Ouro Fino, Cravinhos, Séo
Paulo), 2 mL de benzoato de estradiol (Sincrodiol, Ouro Fino, Cravinhos, Sdo Paulo) e 2
mL de andlogo de prostaglandina cloprostenol sédico (Sincrocio, Ouro Fino, Cravinhos,
S&o Paulo), por via intramuscular, no momento da inser¢do do implante (dia zero — DO0).

Nos protocolos para aspiragdo dos COCs, o implante foi removido no D5. Nos protocolos
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para aspiracdo do fluido do foliculo dominante, o implante foi removido no D9 (Figura
1). Ao todo, foram realizadas cinco aspiracOes para coleta de COCs e trés para a coleta

de fluido folicular.

Aspiracdo folicular

Inicialmente, dois grupos de vacas foram formados para a realizacdo das sessdes
de OPU e ambos os grupos foram aspirados na mesma semana, em dias alternados. As
fémeas foram distribuidas de modo a garantir a presenca de representantes de todos os
cruzamentos em cada dia de aspiracéo. Foi realizada a contencéo dos animais e a anestesia
epidural com a aplicacdo de 4 mL de lidocaina 2%, sem vasoconstritor (Anestésico L,
Pearson, S&o Paulo e Bloc, JA Saude Animal, Patrocinio Paulista, S&o Paulo) no espago
entre a Ultima vértebra sacral e a primeira coccigea. Ap6s a anestesia, foi realizado o

esvaziamento da ampola retal e, em seguida, a higienizacéo da vulva com &lcool 70%.

Para o procedimento de OPU utilizou-se um equipamento de ultrassom
veterinario, um transdutor microconvexo endovaginal de 7,5 MHz (Mindray Medical
International Ltd, Shenzhen, China) acoplado a uma guia de aspiracdo folicular e uma
bomba de sucgéo a vacuo (WTA®, Cravinhos, S&o Paulo). A bomba de vacuo foi ajustada
a uma presséo de succdo negativa para um fluxo de 15-20 mL/minuto. Para a coleta dos
COCs, a bomba de vacuo foi acoplada a um tubo tipo Falcon conectado a uma linha de
teflon de 1,7 mm de didmetro e 80 cm de comprimento, a qual foi acoplada a uma agulha

descartavel de 18 G, submetendo todo o sistema a uma pressdo negativa.

Com o ovério posicionado a frente do transdutor, os foliculos com 3 a 8 mm de

didmetro foram puncionados e seus conteudos coletados em tubos tipo Falcon contendo
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10 mL de meio Dulbecco’s Modified Phosphate Buffered Saline (DMPBS®,
REPRODUX, Itapira, SP, Brasil), acrescido de 1% de soro fetal bovino (SFB, Sigma, St.
Louis, EUA) e 125 Ul de heparina sodica/mL (HEPAMAX-S®, Blau, Cotia, So Paulo)
a 37 °C. O tubo contendo os COCs e o fluido folicular foi conduzido ao laboratorio e
filtrado em um mini filtro (WTA®, Cravinhos, S&o Paulo). O conteudo retido na malha
do filtro foi transferido para placas de cultivo celular de 100 x 20 mm contendo DMPBS

para rastreamento, avaliacdo e sele¢cdo dos COCs sob estereomicroscopio.

A aspiracdo do fluido folicular foi realizada mediante a identificacdo do foliculo
dominante por ultrassonografia. A dimensdo do foliculo aspirado considerando os dois
maiores diametros da cavidade antral foi 1,74 + 0,48 x 1,35 + 0,28 mm. Animais que ndo
apresentaram foliculo dominante no momento da sessdo ndo foram submetidos a
aspiracdo. O procedimento foi conduzido conforme descrito anteriormente, com a
diferenca de que o fluido aspirado foi direcionado para um microtubo de 1,5 mL
posicionado dentro do tubo tipo Falcon. Apos a coleta, os microtubos contendo o fluido
folicular foram armazenados em caixas de isopor contendo gelo para transporte ao
laboratorio, onde foram centrifugados por 10 min a 2.000 x g, em temperatura ambiente.
O sobrenadante foi transferido para tubos criogénicos de 2 mL e armazenado em
nitrogénio liquido até serem transferidos para o Laboratério de Pesquisa Animal da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde foram armazenados em ultra-freezer a -80
°C. Os procedimentos foram repetidos cinco vezes, com um intervalo médio de 13 + 1,73
dias entre as coletas de COCs e trés vezes, com um intervalo médio de 22 + 15,5 dias as

coletas de fluido folicular.
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Classificagdo dos complexos cumulus-oophorus

Os COCs recuperados foram classificados de acordo com sua morfologia em grau
| (células do cumulus compactas, com mais de trés camadas e citoplasma oocitario
homogéneo), grau Il (células do cumulus compactas, com menos de trés camadas e
citoplasma oocitdrio homogéneo), grau Il (células do cumulus presentes, mas
expandidas, e citoplasma oocitario contraido, degenerado, fragmentado ou com
vacuolos), desnudo (citoplasma com granulagdes homogéneas e auséncia de células do
cumulus) e degenerado (citoplasma oocitario com granulacfes e células do cumulus

ausentes). Os COCs de graus | e 1l foram submetidos & maturacéo in vitro (MIV).

Maturagdo in vitro

A M1V foi realizada em meio de maturacéo comercial (BOTUFIV® Oocyte IVM,
Botupharma, Botucatu, S&o Paulo), acrescido de 10% de SFB. A maturagéo foi feita em
microtubos de 1,2 mL contendo 300 puL de meio MIV, nos quais foram adicionados até
30 COCs, mantendo-se a proporcéo de 10 puL de meio para cada COC. O meio foi coberto
com com 250 pL de 6leo mineral (BOTUFIV® Qil, Botupharma, Botucatu, S&o Paulo).
Os microtubos foram armazenados overnight em estufa a 38,5 °C, a 5% de CO; para
estabilizacdo do meio MIV. Apds a classificacdo, os COCs de cada vaca foram
adicionados a um dos microtubos preparados no dia anterior, gaseificados com 5% CO:
e armazenados a 38,5 °C em transportadora de odcitos, onde os primeiros ficaram cerca
de 4 horas e os Ultimos cerca de 30 minutos, até serem transportados ao Laboratério de
Reproducdo Animal do Complexo Multiusuério de Bioeficiéncia e Sustentabilidade da
Pecuéria, EMBRAPRA — Gado de Leite, onde foram maturados em estufa a 38,5 °C, a

5% de CO». O tempo total de MIV foi de 22 a 24 horas. Ao fim da MIV, os COCs foram
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desnudados em solugéo de PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7,4, Sigma, St. Louis,
EUA) acrescida de 0,1% de hialuronidase (Sigma, St. Louis, EUA) por meio de
pipetagens sucessivas. Depois, foram lavados trés vezes em PBS contendo 0,1% de PVP

(polivinilpirrolidona, Synth, Diadema, S&o Paulo) aquecido a 37 °C.

Os oocitos destinados as analises de maturacdo nuclear e fragmentacdo de DNA
foram fixados por imersdo em paraformaldeido a 4% em PBS por uma hora, na geladeira.
Em seguida, foram lavados trés vezes em gotas de 50 uL de PBS-PVP e armazenados a
4 °C em tubos tipo Eppendorf com 1.000 pL de PBS-PVP. Os odcitos destinados as
analises de atividade mitocondrial e producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS),

foram submetidos a coloragdes especificas apos o desnudamento, como descrito a seguir.

Fragmentacdo de DNA e maturacéo nuclear

Apos a fixacdo, os odcitos foram processados para o ensaio de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling), utilizado para
identificar fragmentos de DNA caracteristicos do processo de apoptose. Utilizou-se o kit
comercial DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System (Promega, Madison, WI, EUA). Os
odcitos de cada vaca, coletados nas trés primeiras sessdes de OPU, foram agrupados para
a analise e permeabilizados em solucéo de Triton X-100 (Sigma, St. Louis, EUA) a 0,2%
em solucéo salina fosfatada por 5 minutos e lavados em tampéo de equilibrio por 5 a 10

minutos.

Em seguida, foram incubados em tamp&o de equilibrio, mix de nucleotideos e
enzima recombinante terminal deoxynucleotidyl transferase (rTdT) e corante de

fluoresceina-12-desoxiuridina-5’-trifosfato (dUTP) por 1 hora a 37 °C em atmosfera
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umidificada. No controle negativo, os o6citos foram incubados sem a enzima rTdT. No
controle positivo, foram incubados com tampédo de equilibrio, enzima DNAse (para
degradacdo do DNA nas células, mimetizando o processo de more celular) e a enzima
fluoresceina-12-dUTP. Apos a incubacgado, os oocitos foram transferidos para laminas e
corados com Prolong Diamond 4’6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma, St. Louis,
EUA), um corante de DNA, e observados em microscopio de epifluorescéncia no

aumento de 40x (Evos 5000, Thermo Fischer, EUA).

No total, 117 odcitos foram avaliados nos testes de TUNEL e DAPI (G1: alta CFA
= 20, baixa CFA = 39; G2: alta CFA = 40, baixa CFA = 18). Cada odcito foi observado
em filtro azul de 460 nm, para quantificacdo dos odcitos em metafase Il (odcitos
maturados), determinada pela presenca do ndcleo e corpusculo polar corados com DAPI.
Para avaliacdo de fragmentacdo de DNA, caracteristica do processo de apoptose, utilizou-

se um filtro verde de 520 nm.

Atividade mitocondrial e producéo de EROS

Os odcitos maturados provenientes da quarta e quinta OPU foram incubados em
gotas de 50 pL contendo 50 nM do MitoTrackerRed CMX-Ros (MitoTracker™ Red
CMXRos, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) e 10 uM de diacetato de 2°,7’-
diclorofluoresceina (DCFDA, Sigma-Aldrich®) durante 30 minutos a 38,5 °C. Em
seguida, os odcitos foram lavados cinco vezes em gotas de 50 puL de PBS contendo 0,1%

de PVP, e as laminas foram preparadas para leitura.

O MitoTrackerRed CMX-Ros é um corante vermelho fluorescente que mancha

mitocondrias em células vivas e seu acimulo é dependente do potencial de membrana
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(Chazotte, 2011). O DCFDA ¢é permeavel a membrana e se difunde facilmente nas
células. Dentro da célula, os grupos acetato sdo hidrolisados por esterases intracelulares,
formando o composto 2’,7’-diclorofluoresceina (DCHF), impermeéavel a membrana
celular. O DCHF, em presenca de EROS, é rapidamente oxidado e transformado em

diclorofluoresceina (DCF), que emite fluorescéncia verde quando excitado em 503 nm.

As emissdes fluorescentes dos odcitos foram registradas por meio de uma camera
digital acoplada ao microscopio de epifluorescéncia. A intensidade da fluorescéncia foi
quantificada utilizando o software ImageJ (versdo 1.49, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, EUA), por meio da média da densidade de pixels nas regides de interesse
(ROI) delimitadas sobre cada odcito. Os resultados foram expressos em unidades
arbitrarias (UA), que representam a intensidade relativa da fluorescéncia emitida. Ao
todo, 156 odcitos foram analisados (G1: Alta CFA = 41, Baixa CFA = 48; G2: Alta CFA

=48, Baixa CFA = 19).

Analise enzimatica no fluido folicular

As enzimas glutationa peroxidase, catalase e superoxido dismutase foram
quantificadas no fluido folicular por ensaio colorimétrico enziméatico. A atividade da
catalase foi medida pela decomposicdo de peroxido de hidrogénio a 240 nm (Aebi, 1984).
A atividade da superoxido dismutase foi quantificada com base na oxidacéo do pirogalol
a 570 nm (Madesh e Balasubramanian, 1997). A atividade da glutationa peroxidase foi
medida pela avaliacdo da taxa de oxidacdo do NADP na presenca de peréxido de

hidrogénio, glutationa reduzida e glutationa redutase a 240 nm (Gunzler et al., 1984).

O método de Bradford (Bradford, 1976) foi utilizado para determinar a

concentracdo de proteina nas amostras e normalizar os resultados. As leituras foram
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realizadas utilizando um leitor de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA). As atividades enzimaticas foram expressas em unidades por
miligrama de proteina (U por mg de proteina) por mL de fluido folicular. Ao todo, 61
amostras foram analisadas (G1: Alta CFA = 8, Baixa CFA = 18; G2: Alta CFA = 14,

Baixa CFA= 21).

Analise estatistica

Nas analises estatisticas foram considerados modelos lineares mistos
generalizados, definindo a distribuicdo e a funcdo de ligacdo em funcdo do tipo de
variavel resposta analisada. Essas analises foram realizadas utilizando o PROC
GLIMMIX do software Statistical Analysis System (SAS, v. 9.4). As variaveis CFA e
nimero de COCs recuperados foram analisadas considerando a distribuicdo de Poisson e
funcdo de ligacdo log. Na andlise das variaveis porcentagem de COCs vidveis,
porcentagem de COCs degenerados, porcentagem de o0citos maturados e porcentagem
de odcitos TUNEL positivos foi considerada a distribuicdo binomial e funcéo de ligacéo
logit. A atividade mitocondrial, a producdo de EROS e atividade das enzimas
antioxidantes foram analisadas considerando a distribuicdo Gama e fungéo de ligacéo log.
O modelo incluiu os efeitos aleatdrios de animal e da sessdo de OPU dentro de grupo de
aspiracdo ou a coleta (1 a 3) de fluido folicular, os efeitos fixos de grupo genético, CFA
dentro de grupo genético e ordem de parto dentro da combinacdo grupo genético x CFA.
Producdo de leite, dias em lactacdo e ECC foram consideradas como covariaveis. A area
delimitada para quantificagdo da intensidade de fluorescéncia de cada odcito foi também
considerada como covariavel nas analises de atividade mitocondrial e EROS. As médias
ajustadas de minimos quadrados foram comparadas e a diferenca estatistica foi

estabelecida a P < 0,05, considerando o teste F. VValores de P entre 0,05 e 0,10 foram
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considerados como tendéncia. Os resultados séo apresentados como least square means

+ standard error.

Resultados

O numero de foliculos antrais tendeu (P < 0,08) a ser maior em vacas do G1 do
que em vacas do G2 e maior numero de COCs foi recuperado de vacas do G1 em
comparagdo com as do G2 (7,56 + 1,20 vs 4,63 + 0,63; P < 0,05). Como apresentado na
tabela 1, e em conformidade com a categorizacdo em vacas de alta e baixa CFA, vacas de
alta CFA tanto do G1 quanto do G2 apresentaram mais foliculos antrais em comparacédo
com as de baixa CFA do respectivo grupamento genético (P<0,0001). Adicionalmente,
maior nimero de COCs foi recuperado das vacas de alta CFA, tanto no G1 quanto no G2

(P < 0,0001).

O namero de COCs viaveis foi maior em vacas do G1 em comparacao ao G2 (6,14
+0,65vs 4,07 +0,67; P <0,05). A porcentagem de COCs viaveis recuperados ndo diferiu
entre vacas dos dois grupamentos genéticos (G1: 65,33 + 5,56% vs G2: 69,63 + 7,27%; P
> 0,05). No entanto, a porcentagem de COCs degenerados foi menor (P < 0,05) nas vacas

do G1 (24,70« 3,50%) em comparacdo com as do G2 (36,80 + 4,55%).

Como apresentado na tabela 1, o nimero de COCs viaveis foi maior em vacas de
alta CFA do que em vacas de baixa CFA do G2 e ndo diferiu entre vacas de alta e baixa
CFA do G1. No entanto, as porcentagens de COCs viaveis (P > 0,05) e de degenerados

nao diferiram (P > 0,05) entre vacas de alta e de baixa CFA do G1 e do G2.

A porcentagem de o6citos que apresentaram maturacdo nuclear ndo diferiu entre
vacas dos grupos G1 e G2 (51,84 + 6,98 vs 52,51 + 0,71%; P > 0,05), assim como a

porcentagem de odcitos apoptoticos também ndo diferiu entre 0s grupos genéticos (G1:
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48,36 + 10,26% vs G2: 1,76 + 156,43%; P > 0,05). Ndo foram observadas diferencas
significativas nas porcentagens de maturacéo nuclear (P > 0,05) e de apoptose (P > 0,05)
entre as categorias de CFA dentro de grupo genético (Figura 2). Imagens representativas
de oocitos maturados, ndo maturados, apoptoticos e ndo apoptoticos sdo apresentadas nas

Figuras 3 e 4.

Nenhuma diferenca foi observada na atividade mitocondrial (G1: 11,79 + 3,44 vs
G2: 14,84 + 3,96; P > 0,05) e na producdo de EROS (G1: 14,02 £ 2,91 vs G2: 15,46 +
3,15; P> 0,05) de odcitos coletados de vacas do G1 e do G2. No entanto, o4citos coletados
de vacas de baixa CFA do G1 apresentaram maior atividade mitocondrial (P < 0,05) e
maior producao de EROS (P < 0,0001) em comparagdo com os coletados de vacas de alta
CFA do mesmo grupo. No G2, a atividade mitocondrial ndo diferiu entre odcitos
coletados de vacas de baixa e de alta CFA (P > 0,05), mas a producdo de EROS foi maior
nos oocitos coletados de vacas de baixa CFA (P < 0,05; Tabela 2). Imagens
representativas de odcitos corados para avaliacdo de atividade mitocondrial e EROS sdo

apresentadas nas Figuras 5 e 6.

Entre as enzimas antioxidantes analisadas no fluido folicular, a atividade da GPx
diferiu entre os grupos G1 e G2 (P < 0,05). As fémeas do G1 apresentaram menor
atividade da GPx (0,0185+0,0016 Ul/mg proteina/mL) em comparacdo aquelas do G2
(0,0258 +£0,0018 Ul/mg proteina/mL). A atividade da enzima SOD tendeu a ser menor
nas vacas do G1, em comparagdo com as do G2 (0,2001 £ 0,01598 vs 0,2427 + 0,01582
Ul/mg proteina/mL; P < 0,07). A atividade da catalase nao diferiu entre vacas dos grupos
G1 e G2 (0,004590 + 0,000701 vs 0,004652 + 0,000552 P > 0,05). A atividade das
enzimas antioxidantes ndo diferiu entre vacas de baixa e alta CFA dentro de cada grupo

genético (GPx; SOD; CAT: P >0,05; Figura 7).
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Discussao

A CFA é uma caracteristica determinada principalmente por fatores genéticos,
sendo estabelecida ainda durante a fase fetal, quando ocorre a formagéo da reserva de
foliculos primordiais. Além disso, varia¢fes individuais, subespécies e a herdabilidade
relativamente alta influenciam diretamente se uma fémea sera classificada como de alta
ou baixa CFA (Ireland et al., 2008; Mossa et al., 2012). Neste estudo, vacas com alta CFA
apresentaram maior nimero de COCs recuperados, corroborando os achados de Ireland
et al. (2008), Cushman et al. (2009), Silva-Santos et al. (2014) e Rosa et al. (2018).
Ademais, como observado neste estudo, maior nimero de COCs recuperados em animais
de alta CFA também foi relatado por Garcia et al. (2020b), em um estudo com vacas
mesticas girolando (Bos taurus x Bos indicus). Segundo os autores, vacas mesticas de alta
CFA possuem maior eficiéncia para a PIVE. Dessa forma, os resultados deste estudo
reforcam que a CFA é um indicador funcional da reserva ovariana em bovinos, refletindo
em maior eficiéncia nos protocolos de aspiracéo folicular. Neste sentido, a CFA pode ser

considerada mais como um marcador individual do que populacional.

Por outro lado, embora o nimero de COCs seja maior em vacas de alta CFA, isso
ndo garante automaticamente maior qualidade oocitaria ou competéncia de
desenvolvimento embrionario, o que exige avaliacao integrada de qualidade morfolégica,
competéncia nuclear e estado redox. Em nosso estudo, a qualidade morfolégica dos
COCs, avaliada pela proporcao de COCs viaveis e degenerados, ndo diferiu entre vacas
com baixa ou alta CFA. Assim, embora o nimero absoluto de COCs e de COCs viaveis
seja maior em vacas de alta CFA, estudos anteriores também mostraram que a propor¢do
de odcitos de alta qualidade aspirados de foliculos antrais € similar entre vacas com alta

e com baixa CFA (Ireland et al. 2007). Da mesma forma, Ireland et al. (2008) observaram
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um numero de cinco vezes mais o0citos vidveis coletados de ovarios bovinos com alta
CFA (=25 foliculos) do que com baixa CFA (<15 foliculos), mas ndo observaram
diferenga na proporgdo de o0citos viaveis entre as categorias. Segundo os autores, este
resultado pode ser explicado pela alta taxa de crescimento e atresia folicular apresentada

pelo grupo de alta CFA.

Foi observado, porém, que vacas 3/4 e 7/8 HG (G2) apresentaram maior
porcentagem de COCs degenerados, possivelmente devido a maior composicao genética
taurina e sua maior suscetibilidade ao estresse térmico. Fatores ambientais, como
temperatura e umidade elevadas, associados a nutricdo e producdo de leite, podem
impactar negativamente a qualidade oocitéria (Sartori et al., 2002; Wolfenson & Roth,
2019). De fato, Rocha et al. (1998) observaram queda acentuada na qualidade de odcitos
de vacas holandesas no verdo e Silva (2020) observou maior proporcao de odcitos viaveis
coletados de vacas mesticas (Bos taurus x Bos indicus) do que de vacas holandesas no
verdo. O presente trabalho foi conduzido nos meses de agosto a outubro, quando o ITU
médio foi de 72,90 + 0,86. Em um estudo conduzido com vacas mesticas, Azevedo et al.
(2005) observaram que animais 1/2, 3/4 e 7/8 HZ aumentaram a frequéncia respiratoria a
partir de um ITU de 63, 61 e 60, e aumentaram a temperatura retal a partir de um ITU de
72, 67 e 63, respectivamente. Desta forma, é possivel que as vacas do G2 estivessem sob

estresse térmico por calor no periodo de desenvolvimento do estudo.

O presente estudo indica que odcitos de vacas com baixa CFA estavam,
possivelmente, submetidos a condi¢es de estresse oxidativo, conforme sugerido pelo
acumulo de EROS. Ademais, o acimulo de EROS nos od6citos de vacas de baixa CFA,

tanto do G1 quanto do G2, ndo foi acompanhado por aumento detectavel na atividade das
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enzimas antioxidantes no fluido folicular, sugerindo uma resposta antioxidante menos
eficiente nos animais com baixa CFA. Esses resultados sugerem que 0 microambiente
folicular de vacas com baixa CFA é mais suscetivel ao dano oxidativo, o que pode ter
implicacdes negativas para a qualidade oocitaria e competéncia de desenvolvimento
embrionario. Além disso, maior proporgéo de 00citos apoptoticos nas vacas de baixa CFA
em comparacao as de alta CFA, tanto no G1 (65 vs 32%), quanto no G2 (35 vs ~0 %),
ainda que ndo significativo, reforca a nossa hipotese de que a baixa CFA pode estar
associada a um ambiente folicular menos eficiente na regulacdo redox, favorecendo a

ativacdo de vias apoptoticas.

A expressdao de AMH pelas células da granulosa e a presenca de receptores de
FSH nestas células regulam o recrutamento e a sobrevivéncia folicular (Dewailly et al.,
2014). Em niveis mais baixos de AMH, os foliculos primordiais sdo recrutados mais
rapido, diminuindo sua qualidade de uma forma mais rapida. Outras acdes deste horménio
incluem reducdo da sensibilidade do foliculo ao FSH in vivo e inibicdo do crescimento
pré-antral induzido por FSH (Durlinger et al., 2001). Dessa forma, é possivel que vacas
com alta CFA apresentem um microambiente folicular mais estavel e funcional, com
maior expressdo de AMH e regulacdo mais eficiente da foliculogénese, o que contribui
para menor ativacdo folicular precoce, melhor sincronizacdo do crescimento antral, e
menor exposi¢do dos 00citos ao estresse oxidativo durante o desenvolvimento. Esses
mecanismos podem explicar o melhor status antioxidante observado nos COCs de vacas

de alta CFA, incluindo menor acimulo de EROS.

Durante a MIV, os odcitos apresentam elevada demanda energética, suprida

principalmente pelas mitocondrias por meio da producdo de ATP (Soto-Heras e Paramio,
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2020), o que justifica a abundancia dessas organelas nos COCs (Keane e Ealy, 2024). No
presente estudo, foi observada maior atividade mitocondrial apés a MIV em oécitos de
vacas com baixa CFA do G1, o que pode ter contribuido para a maior producdo de EROS
nesses animais, visto que as mitocéndrias sdo uma das principais fontes de radicais livres
(Morado et al., 2009; Barros et al., 2019). Diferentemente de nossos achados, Nagai et al.
(2016) observaram que a atividade mitocondrial apds a MIV foi similar em odcitos
coletados de vacas com alta e com baixa CFA. Os autores relataram ainda reducdo do
acumulo de EROS apés a MIV em comparacdo ao observado em COCs imaturos,
sugerindo a ativacdo de mecanismos antioxidantes tanto em vacas de alta quanto em vacas
de baixa CFA. A capacidade antioxidante intrinseca dos odcitos foi também discutida por
Cetica et al. (2001), que observaram aumento da atividade da enzima SOD em COCs
maturados, reforcando o papel dos mecanismos enddgenos de defesa celular contra o

estresse oxidativo.

No presente estudo, apesar da impossibilidade de mensurar diretamente a
atividade antioxidante nos odcitos devido ao nimero reduzido de COCs obtidos, foi
observada atividade elevada de GPx e SOD no fluido folicular das vacas do G2, grupo
com maior composicdo genética taurina. A auséncia de acimulo de EROS nos odcitos
dessas vacas sugere que o sistema antioxidante folicular foi mais eficiente na
neutralizacdo de radicais livres, demonstrando uma resposta adaptativa aumentada ao

estresse oxidativo.

Neste estudo, ndo foram observadas diferencas nas proporcGes de odcitos
maturados entre vacas do G1 e do G2 e entre vacas de alta e de baixa CFA. Diferente de

nossos resultados, estudos como os de Nagai et al. (2016) e Sakaguchi et al. (2018)
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apontaram para maior taxa de maturacdo de COCs provenientes de ovarios de vacas
holandesas de alta CFA, sugerindo que as células da granulosa, que séo responsaveis pela
retomada meidtica através das jun¢bes comunicantes, de bovinos com alta CFA podem

exercer esta funcdo de forma mais apropriada.

Em resumo, os dados deste estudo destacam a importancia da interacdo entre CFA
e o status oxidativo do odcito e do fluido folicular. Estudos futuros sdo necessarios para
aprofundar a compreensdo das vias moleculares envolvidas na interacdo entre CFA,
estresse oxidativo e competéncia oocitaria, considerando diferentes composicoes

genéticas.

Concluséao

Este estudo demonstrou que vacas com alta CFA apresentaram maior nimero de
COCs recuperados, independentemente do grupo genético. No entanto, ndo foram
observadas diferencas na qualidade morfoldgica dos odcitos entre as categorias de CFA,
sugerindo que a quantidade folicular ndo estd necessariamente associada a qualidade

morfologica dos COCs.

Do ponto de vista metabolico, os oocitos de vacas com baixa CFA apresentaram
maior acimulo de EROS, sugerindo menor capacidade antioxidante e maior exposi¢do
ao estresse oxidativo. Em contrapartida, vacas com maior proporcao de sangue europeu
apresentaram maior atividade das enzimas antioxidantes GPx e SOD no fluido folicular,

0 que indica um sistema antioxidante mais eficiente.
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Figura 1 - Cronograma de aspiracgao folicular (OPU) para coleta de complexos cumulus-
odcitos e fluido folicular (FOL) de vacas dos grupos G1 (1/2+5/8 HG) e G2 (3/4 + 7/8
HG). As vacas foram distribuidas em dois grupos para OPU, de modo a garantir a
presenca de animais de todos os cruzamentos em cada dia de aspiracéo.
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D5:17/08/2024

DO0: 22/08/2024
(protocolo)

Ds: 19/08/2024 @

DO: 24/08/2024
(protocolo)

D5: 27/08/2024

DO0: 29/08/2024
(protocolo)

D5:29/08/2024 @
®

DO0: 31/08/2024
(protocolo)

D9: 06/09/2024

DY: 08/09/2024 @

[

D0: 07/09/2024 | DO: 05/09/2024
(protocolo) (protoclo) .
D51 10/09/2024 |D5: 12/09/2024 .@

DO: 08/09/2024 | DO: 10/09/2024
(protocolo) (protoclo) &

.D9: 17/09/2024

DO0: 19/09/2024
(protocolo)

D9: 19/09/2024 - @

DO: 21/09/2024
(protocolo)

o-D5:24/09/2024 ) Do: 26/07/2024 o

DO0: 03/10/2024
(protocolo)

D5: 26/09/2024 @

DO0: 05/10/2024
(protocolo)

- D9: 21/10/2024

L
o D5:08/10/2024 | D5: 10/10/2024 o @
DO0: 12/10/2024 | DO: 12/10/2024
(protocolo) (protocolo) PY

D9: 21/10/2024 o @
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Tabela 1 - Numero de foliculos, nimero de complexos cumulus-odcito (COCs), nimero
de COCs viaveis e porcentagem de COCs viaveis e degenerados recuperados de vacas
com baixa e com alta contagem de foliculos antrais nos grupamentos genéticos G1
(1/2+5/8 HG) e G2 (3/4 + 7/8 HG).

Variavel Gl P G2 P Valor
Valor
Baixa CFA Alta CFA Baixa CFA Alta CFA

Total de 1554 +153b 26,81 +3,61a 0,0075 11,29+1,05b 24,60+2,53a <0,0001
foliculos (n)
COCs 549+1,00b 10,43+259a 0,0361 2,65+0,48b 8,08+1,55a  <0,0001
recuperados (n)
COCsviaveis(n) 5,38+0,72 6,99+ 1,08 - 269+081 6,170,833 0,0170
COCs viaveis 71,65+6,04 5842 +847 - 7250+12,00 66,65+6,41 -
(%)
COCs 23,10 £4,00 26,40+5,20 - 41,60£790 32,20+4724 -

degenerados (%)

| etras diferentes na mesma linha denotam diferenca estatistica entre vacas de baixa e
de alta CFA dentro de grupo genético.
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Figura 2 - Porcentagem de o6citos maturados e apoptdticos em vacas com alta e baixa
contagem folicular antral nos grupos genéticos G1 (1/2+5/8 HG) e G2 (3/4 + 7/8 HG).
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N&o foram observadas diferencas entre vacas de alta e baixa CFA dentro de grupo
genético (P > 0,05).
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Tabela 2- Atividade mitocondrial e producédo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
ambas expressas em unidades arbitrarias (UA), em odcitos de vacas com baixa e alta
contagem folicular antral nos grupos genéticos G1 (1/2+5/8 HG) e G2 (3/4 + 7/8 HG).

G1 P G2 P
Valor Valor
Baixa CFA Alta CFA Baixa CFA Alta CFA
Atividade 19,56 £6,17b 7,11+2,75a 0,0127 16,92+545a 13,00+4,07a 0,4453
mitocondrial
(UA)

Produciode 38,98 +10,59a 5,04 +168b <0.0001 2652+8,19a 9,01+236b 0,0081
EROS (UA)

Ab | etras diferentes na mesma linha denotam diferenca estatistica entre vacas de alta e de
baixa CFA dentro de grupo genético.
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Figura 3 - Imagens representativas de odcitos mostrando DNA corado em azul sob
coloracdo com DAPI. (A) o6cito ndo maturado. (B) odcito maturado em que € possivel
observar o nlcleo e o primeiro corpusculo polar.
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Figura 4 - O6citos apoptoticos e ndo apoptéticos observados apds o ensaio de TUNEL
ern o6citos bovinos. (A) odcito ndo apoptdtico. (B) odcito apoptdtico em que o DNA foi
corado em verde.




88

Figura 5 - Odcitos sob coloracdo para identificacdo de atividade mitocondrial por unidades
arbitrarias (UA). (A) maior atividade mitocondrial (35,27 UA). (B) menor atividade
mitocondrial (14,69 UA).
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Figura 6 - Odcitos sob coloracdo para identificacdo de producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS), expressa em unidades arbitrarias (UA). (A) maior producdo de EROS (32,81
UA). (B) menor producdo de EROS (9,46 UA).
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Figura 7: Atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx), superdxido dismutase (SOD) e
catalase no fluido folicular de vacas com baixa e alta contagem de foliculos antrais nos grupos
genéticos G1 (1/2+5/8 HG) e G2 (3/4 + 7/8 HG).
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Né&o foram observadas diferencas entre vacas de alta e baixa CFA dentro de grupo genético (P

> 0,05).
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