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RESUMO

O balango energético negativo (BEN) é frequentemente observado em vacas leiteiras
apoés o parto, esse evento leva os animais a uma condicdo de estresse metabdlico
que tem sido associado a retorno tardio da ciclicidade, desenvolvimento de foliculos
sem ovulagao e reducao da fertilidade. Durante o BEN ocorre uma série de alteracoes,
dentre as quais destacam-se as alteragées hormonais e perda de gordura corporal a
qual esta associada a mobilizagdo de gordura e aumento da concentragao de acidos
graxos nao esterificados (NEFAs) no sangue e no fluido folicular. Esse aumento na
concentragdao de NEFAs ja foi associado a atraso no desenvolvimento folicular, no
entanto, os efeitos isolados dos NEFAs sobre o crescimento folicular e a ovulagédo nao
foram elucidados. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar se a injecao
intrafolicular de AP afeta o crescimento folicular e a ovulagdo. Descobertas deste
estudo revelaram que o aumento da concentragéo de AP no fluido folicular ndo resulta
em atraso no crescimento normal de foliculos dominantes saudaveis, assim como nao
reduz suas taxas de crescimento, no entanto os dados sugerem uma reduc¢ao na taxa
ovulatdria. Esses resultados indicam que concentracdes intrafoliculares aumentadas
de AP em vacas que nao estdo em estado BEN nao resultam em efeitos prejudiciais

sobre o crescimento folicular, porém podem reduzir a taxa ovulatéria.

Palavras-chave: Acidos graxos n#o esterificados; Balanco energético negativo;

Bovino; Vaca.



ABSTRACT

Negative energy balance (NEB) is often observed in dairy cows after calving, this event
leads the animals to a condition of metabolic stress that has been associated with
delayed return of cyclicity, development of anovulatory follicles and reduced fertility.
During NEB, a series of changes occur, among which hormonal changes and loss of
body fat are highlighted, which is associated with fat mobilization and increased
concentration of non-esterified fatty acids (NEFAs) in blood and follicular fluid. This
increase in the concentration of NEFAs has already been associated with delay in
follicular development, however, the isolated effects of NEFAs on follicular growth and
ovulation have not been elucidated. Therefore, the objective was to evaluate the effect
of intrafollicular injection of palmitic acid (PA) on follicular growth and ovulation.
Findings from this study revealed that increasing the concentration of PA in the
follicular fluid does not result in a delay in the normal growth of healthy dominant
follicles, nor does it reduce their growth rates, however the data suggest a reduction in
the ovulatory rate. These results indicate that increased intrafollicular concentrations
of PA in cows that are not in the NEB state do not result in harmful effects on follicular

growth, but may reduce the ovulatory rate.

Keywords: Nonesterified fatty acids; Negative energy balance; Bovine; Cow.
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1 INTRODUGAO

O periodo de transicido em fémeas bovinas € considerado um momento critico,
pois durante esta fase ocorre um incremento da exigéncia de nutrientes,
principalmente energia e simultaneamente, redu¢céo na capacidade de ingestao de
alimentos (DUPONT; SCARAMUZZIL; REVERCHON, 2014). Esses eventos,
associados as alteragbes metabdlicas e enddocrinas desencadeadas pelo parto e
lactogénese, levam o animal a um estado de balango energético negativo (BEN), em
que o tecido adiposo é mobilizado com a finalidade de fornecer energia aos tecidos.
O produto desta atividade lipolitica sédo os acidos graxos nao esterificados (NEFAs),
0s quais estao presentes nos fluidos bioldgicos na sua forma livre, ou seja, ndo estao
ligados a qualquer fragdo lipidica (LEAN et al., 2013; VAN HOECK et al., 2014).

O periodo de BEN, associado a elevagao dos niveis circulantes de NEFAs em
fémeas bovinas, é considerado um evento fisiologico e transitério. No entanto,
inumeros fatores podem gerar desequilibrio entre a demanda de nutrientes e a
ingestdo de alimentos, resultando em alto risco para ocorréncia de enfermidades
sistémicas e alterag¢des reprodutivas (DRACKLEY & CARDOSO, 2014).

Os NEFAs presentes em maior concentragao na circulagao sao o acido oleico
(AO; C18:1), acido palmitico (AP; C16:0) e estearico (AS; C18:0), os quais se
encontram em proporcoes semelhantes no fluido folicular (LERQY et al., 2005a). A
elevagao da concentragao sanguinea desses acidos graxos ja foi associada ao atraso
a primeira ovulacéo apos o parto, em consonancia a isso a elevagcao da concentracao
intrafolicular dessas substéncias foi correlacionada a atraso no desenvolvimento do
foliculo dominante (GIULIODORI et al., 2011; FERST et al., 2020).

O AP é o segundo acido graxo mais abundante na circulagao e fluido folicular
(LEROY et al., 2004, 2005). Este NEFA ja teve seu efeito téxico em células da
granulosa (CsG) de ratos e suinos comprovado por Chen et al. (2019) e Shibahara et
al. (2020), respectivamente. Chen et al. (2019) verificou redu¢do da viabilidade e
funcdo das CsG, por sua vez Shibahara et al. (2020) constatou redugdo da
proliferagdo e viabilidade dessas células. Resultados obtidos por Vanholder et al.
(2005) sugerem que o AP é o NEFA que apresenta efeito inibitério mais significativo
sobre a proliferagdo de CsG bovina in vitro, além de reduzir o numero de células na
mesma extensao independente da concentracao utilizada (150uM, 300uM e 500uM).

Recentemente nosso grupo (Ferst et al., 2021) demonstrou um aumento da
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trimetilacdo na lisina 9 da histona H3 (H3K9me3) em células endometriais tratadas
com AP. No entanto, esse aumento da trimetilacdo nas células endometriais nao foi
observado quando essas células foram expostas a outros acidos graxos de forma
isolada ou quando o AP foi associado aos acidos oleicos e estearico. Essa alteragao
epigenética pode estar relacionada com agao do AP na diminuigdo da expressao de
alguns genes e consequentemente com alteragao de rotas metabdlicas. Esses dados
sugerem 1) um efeito do AP no metabolismo de diferentes tipos celulares e 2) que os
NEFAs apresentam acgodes diferentes quando utilizados de forma conjunta ou isolados,
o que justifica o entendimento da acao de cada acido graxo.

As substancias que podem ter efeito sobre a reprodugdo vém sendo
amplamente investigadas através de modelos de estudo in vitro e in vivo, 0s quais
apresentam algumas vantagens e desvantagens. Os estudos in vitro nos permitem
controlar as condigdes experimentais e produzir numerosos grupos para avaliagao de
diferentes tratamentos, no entanto, neste modelo as estruturas estudadas n&o séo
exposta as mesmas condicdes do ambiente em que estdo inseridas in vivo, além de
nao ser possivel avaliar processos foliculares como formacédo do antro e ovulagao
(DOKE & DHAWALE, 2013; ROVANI, M.T. et al., 2017). Por sua vez, no modelo in
vivo com uso de injecao intrafolicular (lIF) é possivel estudar mecanismos em
ambiente enddcrino fisioldgico com interagcao entre CsG, células da teca e odcito, no
entanto este modelo limita os estudos em relagdo as substancias que podem ser
empregadas e tempo de exposicdo (ROVANI, M.T. et al., 2017). Com base nessas
informacoes, é possivel concluir que o método de IFI pode ser utilizado para avaliagao
dos efeitos dos NEFAs sobre os foliculos antrais, porém segundo DRACKLEY &
CARDOSO (2014) ha evidéncias de que as vacas que se encontram em BEN s&o
expostas aos NEFAs por semanas apés o parto desta forma o principal fator limitante
das injecdes intrafoliculares neste tipo de avaliagdo é a dificuldade de exposi¢édo dos
foliculos a altas concentragbes de NEFAs por periodos prolongados como ocorre em
animais no pos parto.

Diante das evidéncias dos efeitos do AP sobre as células dos 6rgaos
reprodutivos e considerando que a eficiéncia reprodutiva depende de uma série de
eventos fisioldgicos que podem ser afetados por esse metabdlito, torna-se evidente
que a elevacgao nos niveis de AP durante o BEN é um potencial causador de prejuizos
a fertilidade dos animais. O entendimento do efeito do AP sobre o crescimento folicular

e ovulagcdo colabora com a elucidacdo das vias pelas quais o BEN influéncia a



17

eficiéncia reprodutiva em bovinos, além de agregar conhecimento a respeito do
impacto da nutrigdo sobre a reproducao. Desta forma, o presente trabalho teve como
objetivo investigar se a injecéo intrafolicular de AP afeta o crescimento folicular e a

ovulacéo.



18

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CRESCIMENTO FOLICULAR E OVULAGCAO

A funcéo ovariana na fémea bovina é regulada por uma complexa interagao
entre mecanismos de feedback sistémico e locais envolvendo horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) hipotalamico e gonadotrofinas (Gns) hipofisarias, além de
esteroides, fatores de crescimento e peptideos ovarianos (FERREIRA, 2010). Os
horménios, peptideos e fatores de crescimento envolvidos nesta regulacao atuam em
diferentes etapas do ciclo estral desde o recrutamento e crescimento folicular até a
ovulacéo.

Os foliculos ovarianos, considerados a unidade funcional dos ovarios se
formam, crescem e sofrem maturagcdo oocitaria durante um evento denominado
foliculogénese. O inicio da foliculogénese se da com a ativagdo dos foliculos
primordiais e culmina com o estagio de foliculo pré-ovulatério (PICTON, 2001). A
ativacao dos foliculos primordiais ocorre de forma continua ndo sendo depende da
acao de Gns, mas sim de fatores de crescimento e diferenciagao intraovarianos
liberados pelo odcito e CsG, como fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento transformante alfa (TGFa) e fator de crescimento fibroblastico (FGF)
(DRION et al., 2000; WEBB et al., 2004; KNIGHT & GLISTER, 2006). A partir do
recrutamento folicular os foliculos passam por diversas alteragcbes morfolégicas e
funcionais no odcito e células somaticas adjacentes, essas alteragdes dao algumas
caracteristicas proprias a cada estagio de desenvolvimento.

Os foliculos primordiais inicialmente ativados possuem um didmetro de
aproximadamente 40um. No interior destes foliculos um oécito em estagio dipléteno
da préfase | da primeira divisdo meidtica encontra-se circundado por uma camada de
CsG achatadas. Quando os foliculos em crescimento atingem um didmetro médio de
60-80um e o odcito encontra-se circundado por uma camada de CsG cubicas, estes
foliculos passam a ser denominados foliculos primarios. Neste estagio de
desenvolvimento, o odcito inicia a secregcao de glicoproteinas que dao origem a zona
pelucida. O estagio seguinte de desenvolvimento sao os foliculos secundarios, estes
possuem um diametro aproximado de 200-400um, a zona pelucida esta bem

diferenciada, e o odcito é circundado por 2-3 camadas de CsG cubicas que formam a
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granulosa. Os estagios de desenvolvimento folicular citados sdo considerados
independentes da acdo de Gns (HANZEN; LOURTIE; DRION, 2000).

Os ultimos estagios de desenvolvimento que os foliculos podem alcangar s&o:
foliculos terciarios e pré-ovulatoérios, os quais sdo dependentes da acdo de Gns. Os
foliculos terciarios possuem um diametro de 3-4 mm e sao caracterizados pela
formagao do antro. O desenvolvimento deste antro acontece de forma progressiva
resultando na separagao das CsG em células do cumulus e células murais. As células
do cumulus por sua vez se diferenciam em corona radiata, camada de células
posicionada ao redor do odcito. Tanto as células cumulus, quanto as células da corona
radiata tém muitas jungées GAP, consideradas um meio de comunicagéo entre o
oocito e cavidade folicular (HANZEN; LOURTIE; DRION, 2000). A fase final de
desenvolvimento folicular sdo os foliculos pré-ovulatérios, estes foliculos possuem
atividade mitética minima das CsG e células da teca interna e externa bem
diferenciadas, além disso o didmetro aproximado desses foliculos € de 10 a 12 mm
em zebuinos (BORGES et al., 2003) e 15 a 20 em taurinos (WOLFENSON et al.,
2004).

O conjunto de foliculos em fase de dependéncia de Gns sdo denominados
foliculos antrais e iniciam esta fase com um didmetro aproximado de 3 a 5 mm. A cada
ciclo estral, entre 0 1° e 2° dia, um pool de aproximadamente 24 desses foliculos sao
recrutados em um evento denominado emergéncia folicular, que ocorre em resposta
ao aumento nos niveis de horménio foliculo estimulante (FSH) (WILTBANK et al.,
2000; DRIANCOURT, 2001; MIHM et al., 2002; ADAMS et al., 1992). Esses foliculos
crescem em padrao de ondas, podendo ser observadas duas a trés ondas foliculares
por ciclo (SIROIS & FORTUNE, 1988).

Durante a onda folicular os foliculos produzem quantidade crescente de
estradiol, este horménio estimula a sintese de inibina pelas CsG que por sua vez reduz
gradativamente a liberagdo de FSH hipofisario. O processo de redugdo da
concentracdao de FSH ocorre entre o 2° e 3° dia apds o recrutamento folicular, tendo
como resultado a atresia de foliculos subordinados dependentes deste hormoénio e
selegdo de um foliculo dominante com aproximadamente 8,5 mm (GINTHER et al.,
2002; BEG et al., 2003; SIDDIQUI & GINTHER, 2014). O foliculo que se torna
dominante além de ser capaz de crescer e se diferenciar em baixas concentragdes de
FSH, apresenta maior nivel de mRNA para receptores de Gns, possui maiores

concentragdes de enzimas envolvidas na esteroidogénese (CYP19A1, CYP17A1,
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CYP11A1, 3B-HSD, e StAR) (FORTUNE et al., 2001) e de fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1) livre (RIVERA & FORTUNE, 2003), além de ser o
primeiro foliculo a expressar receptores de hormoénio luteinizante (LHr) nas CsG (BEG
& GINTHER, 2006).

Apds a divergéncia folicular, as CsG aumentam gradativamente a abundancia
de receptores funcionais para LH, o que é indispensavel para que ocorra a ovulagao
(ROBERT et al., 2003; RICHARDS, 1980). Simultaneamente a isso, a concentragao
intrafolicular de estradiol aumenta de forma exponencial no foliculo dominante, ao final
do ciclo estral este aumento de estradiol associado a baixa concentracdo de
progesterona, desencadeiam um rapido aumento de GnRH, que por sua vez induz um
pico pré-ovulatério de horménio luteinizante (LH). O LH promove a cascata de
sinalizagcdo necessaria para a liberagcdo do complexo cumulus odcito (CCO) e
formagao do CL (SHOHAM et al., 1995; LIU; SHIMADA; RICHARDS, 2008).

O pico de LH hipofisario desencadeia uma reagao inflamatéria aguda nas CsG
e células da teca do foliculo pré ovulatério. Por sua vez, essa reagao inflamatoria
provoca um aumento da atividade de proteases nas CsG e células da teca, a qual
culmina com a degradacgdo da matriz extracelular do tecido conectivo do ovario. Os
componentes degradados da parede folicular sdo separados sob a for¢ga da pressao
intrafolicular constante, assim o foliculo se rompe liberando o CCO (ESPEY, 1994).
Além disso, o pico de LH é responsavel pela expressao de uma série de genes
envolvidos com a ovulagdo e inicio da luteinizagdo (RICHARDS, 2002;
SCHUERMANN, et al., 2018).

Dentre os genes de maior importancia para o processo ovulatorio, estdo os
fatores de crescimento semelhantes ao fator de crescimento epidermal (EGF-like
growth factors), como anfiregulina (AREG), epiregulina (EREG) e betacelulina (BTC).
Os EGF- like growth factors (AREG, EREG e BTC) também chamados de mediadores
intrafoliculares da ovulagao, sdo considerados os principais mediadores da agao do
LH no foliculo pré ovulatério (PARK et al., 2004; SHIMADA et al., 2006; ROMERO &
SMITZ, 2010). Esses fatores de crescimento sao inicialmente produzidos como pré-
peptideos, no entanto para que possam se ligar ao receptor de crescimento epidermal
(EGFr) presentes principalmente nas células do cumulus e CsG, devem passar pela
atividade proteolitica das enzimas ADAMs, das quais ADAM17 é considerada a de
maior relevancia (RICHARDS et al., 2002). A partir da ligagéo a seus receptores, 0s

EGF- like growth factors estimulam o reinicio da meiose, expansao das células do
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cumulus e ovulagao, além disso realizam a fosforilagdo das quinases reguladas por
sinal extracelular (ERK1 e ERK2) nas células do cumulus e granulosa, o qual assim
como os EGF- like growth factors medeia muitos dos efeitos do LH (PARK et al., 2004;
SHIMADA et al., 2006; ROMERO & SMITZ, 2010).

Dentre os hormdnios relacionados com a reprodugao, as prostaglandinas E2
(PGE2) e F2 (PGF2a) sao extremamente relevantes para a ocorréncia da ovulagao.
Esses hormdnios s&o derivados do acido araquiddnico, sendo produzidas a partir da
acao da ciclooxigenase 1 e 2 (COX 1 e COX 2). A COX 2 demonstra um aumento na
sua concentracao nas CsG em resposta ao pico de LH, no entanto este mesmo padrao
nao é observado para COX 1. Além disso, as PGE2 e PGF2a demonstram-se
abundantes no fluido folicular apés o estimulo do LH. Essas prostaglandinas
desempenham papel decisivo para ocorréncia da ovulagdo, pois antes deste evento
participam do aumento da vasodilatagao tecidual e degradagdo da parede folicular
pela ativagéo de proteinases (SIROIS et al., 2004). Fang et al (2013) evidenciaram em
seu estudo com CsG de humanos que a partir do estimulo com LH os EGFr sao
ativados, com isso os EGF- like growth factors induzem o aumento de COX2 e
consequentemente de PGE2, efeito esse dependente da ativagao de ERK1 e 2.

Com base nessas informacoes, fica evidente que a ovulagdo de um foliculo
dominante apds o parto depende do reestabelecimento da pulsatilidade de LH, que
por sua vez esta diretamente relacionado a habilidade dos foliculos em produzir
estradiol suficiente para desencadear a onda pré-ovulatéria de LH. Além disso,
segundo Butler (2003) a ovulagao parece depender da disponibilidade de insulina e
de IGF-1 que se encontram em baixa concentragdo durante disturbios metabdlicos
como BEN.

Foi sugerido por BRITT (1992) que o ambiente bioquimico em que os foliculos
ovarianos se desenvolvem durante o periodo de crescimento folicular até a ovulacao
determina a saude e a capacidade esteroidogénica dos mesmos. Além disso,
atualmente sabe-se que o desenvolvimento folicular além de ser regulado por fatores
enddcrinos e locais, também pode ser afetado por mudangas metabdlicas no sangue
(VAN HOECK et al., 2014). Portanto, por ser caracterizado por intensas mudancas
metabdlicas o BEN pode ser considerado uma das principais desordens que afetam a

fisiologia reprodutiva da fémea bovina.
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2.2 BALANGO ENERGETICO NEGATIVO (BEN) E MOBILIZACAO DOS ACIDOS
GRAXOS DURANTE O BEN

O BEN tem inicio no periodo de transicdo, que compreende as 3 semanas que
antecedem o parto e as 3 primeiras semanas pos-parto. Durante este periodo as
fémeas estdo passando de um estado gestante e n&o lactante para estado de nao
gestante e lactante, o que implica em diversas alteragbes enddcrinas, metabdlicas,
imunoldgicas e maior demanda energética para crescimento fetal final e producéo de
leite (GRUMMER, 1995; DRACKLEY, 1999). Este aumento na demanda energética
nao é compensado no inicio da lactagao, pois concomitantemente a este evento a
fémea apresenta uma menor capacidade de consumo de matéria seca nos dias que
antecedem o parto, com retorno lento na ingestdo, que ndo acompanha as exigéncias
davaca (LEAN et al., 2013). Estes dois eventos caracterizam o BEN e podem ter efeito
direto sobre a saude dos animais e influenciar o reinicio da atividade ovariana apos o
parto (DRACKLEY, 1999; GRUMMER, 1995; OSPINA et al., 2010).

Para atender a exigéncia fisiolégica de aminoacidos, glicose, acidos graxos e
calcio, o organismo passa por diversas adaptacdes, as quais envolvem principalmente
o metabolismo da glicose e lipideos. Essas alteragdes baseiam-se na economia da
utilizacao de glicose por alguns tecidos e produgcdo de energia a partir de novos
compostos. Uma dessas alteracbes € a redugdo na producao de insulina pelo
pancreas (DRACKLEY; OVERTON; DOUGLAS, 2001), que resulta em reducao no
uso da glicose por 6rgaos sensiveis a insulina como tecido adiposo. Juntamente a
isso, ocorre um estado transitorio de resisténcia a insulina nos tecidos periféricos.
Essas alteragdes tém por finalidade poupar a glicose circulante que se encontra em
baixa concentracio, para que esta seja utilizada pela glandula mamaria na sintese de
leite e colostro (HERDT, 2000).

Devido a alta demanda de glicose pela glandula mamaria e baixa concentracéo
de insulina no sangue, o organismo utiliza outros mecanismos para fornecer energia
aos diversos tecidos sensiveis a insulina e dar maior suporte a producéao leiteira.
Esses mecanismos incluem a maior atividade das enzimas lipoliticas no tecido
adiposo, maior expressao de genes associados a mobilizagdo da gordura corporal e
liberacdo de horménio do crescimento (GH) pela hipofise (TANSEY et al., 2004;
RONGE et al.,1988). No pos-parto inicial a fémea bovina apresenta baixa expressao

de receptores para GH no figado, resultando na redugédo da producgao de IGF-1 e
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atuacado expressiva do GH na mobilizacdo do tecido adiposo (SUMNER &
MCNAMARA, 2007). Como reportado em estudos, condigdes lipoliticas intensas
durante a lactacdo tém sido associadas a disturbios metabodlicos e reprodutivos
(ROCHE et al., 2006), os quais podem afetar a morfologia do COC, qualidade do
oocito e do embrido (LEROY et al., 2005a; LERQY et al., 2012; JUNGHEIM et al.,
2011; METWALLY et al., 2007) reduzindo drasticamente a propor¢cao de embrides
viaveis (LEROQY et al., 2005b).

O tecido adiposo animal é constituido por células denominadas adipdcitos, as
quais sao repletas de triglicerideos. Os triglicerideos sao moléculas constituidas por
trés acidos graxos de cadeia longa esterificados e uma molécula de glicerol. Quando
o tecido adiposo € mobilizado para fornecer energia, as moléculas de triglicerideos
sofrem clivagem de suas ligagdes éster liberando NEFAs e glicerol. Este evento &
denominado lipdlise, tem como principal estimulador a hipoglicemia e € regulada pela
agdo das enzimas lipase horménio-sensivel, lipase de triacilglicerol e lipase de
monoglicerideo (HERDT, 2000; ARNER & LANGIN, 2014). Segundo Vanholder et al
(2005) os NEFAs liberados neste processo atuam diretamente nas células foliculares,
portanto 0 aumento na concentragdo deste metabdlito no sangue e fluido folicular
durante o periodo de transi¢ao, podem afetar o crescimento folicular.

Os NEFAs sao definidos como acidos graxos que nao estao ligados a nenhuma
fracao lipidica presentes em fluidos biolégicos (VAN HOECK et al., 2014). Essas
moléculas podem ser classificadas de acordo com sua estrutura quimica em acidos
graxos saturados e insaturados. Os acidos graxos saturados possuem como
caracteristica a inexisténcia de ligagdes duplas entre seus pares de carbono, neste
grupo estao incluidos o acido palmitico (AP, C16:0) e estearico (AS, C18:0). Por sua
vez, os acidos graxos insaturados podem ainda ser classificados em monoinsaturados
(MUFAs) ou poli-insaturados (PUFAs) de acordo com o numero de insaturagdes
existentes entre os seus pares de carbono. Os acidos graxos insaturados possuem
apenas uma ligacdo dupla entre seus pares de carbonos, sendo um dos principais
representantes deste grupo o acido oleico (AO, C18:1). Durante o BEN os acidos
graxos supracitados encontram-se em alta concentragao no sangue.

Os NEFAs liberados durante a lipdlise ficam disponiveis como fonte de energia
para a maioria dos tecidos corporais. Durante o BEN, a modulagdo da concentragao
deste metabdlito no sangue assim como a regulagcéo na sua distribui¢ao € realizada

pelo figado, o qual atua removendo parte deste metabdlito (HERDT, 2000). Apos
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serem absorvidos pelo figado os NEFAs podem ser oxidados para producédo de
energia, incompletamente oxidados a corpos cetdnicos, esterificados com o glicerol e
armazenados como triglicerideos ou exportados como lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) (DRACKLEY & ANDERSEN, 2006). A via mais importante neste
ciclo para producao de energia é a oxidagao dos NEFAs a acetil-CoA, pois, esta ultima
pode ser utilizada pelo ciclo de Krebs para produg¢ao de energia. No entanto, o uso de
Acetil-CoA pelo ciclo de Krebs é regulado pela sintese de oxaloacetato produzido a
partir de precursores glicidicos, o que torna esta via dependente de uma concentragao
adequada de glicose (DRACKLEY, 1999; BOBE; YOUNG; BEITZ, 2004; SORDILLO
& RAPHAEL, 2013). Portanto, altos niveis de NEFAs associados a baixa concentragédo
de glicose e oxalacetato impedem a oxidagdo completa das moléculas de acetil-CoA
(BELL, 1995). O acumulo de acetil-CoA é convertido em corpos cetbnicos
(acetoacetato, B-hidroxibutirato e acetona) ou pode ser substrato para a sintese de
acetato (MULLIGAN & DOHERTY, 2008).

O transporte desses acidos graxos no sangue é realizado pela albumina, em
contrapartida o transporte para os tecidos é realizado por um grupo de proteinas
transportadoras de acidos graxos conhecidas como familia carreadora de soluto 27
(SLC27) ou proteina carreadora de acidos graxos (FATP). A primeira isoforma
identificada desta familia foi o gene SLC27A1 (SCHAFFER & LODISH, 1994) o qual
€ expresso em varios tecidos incluindo as CsG bovina (YENUGANTI et al., 2016).
Segundo WU et al. (2006), SCL27A1 esta diretamente envolvido com a captagéo de
acidos graxos e a captagdo dos acidos graxos regulada pela insulina ocorre via
SLC27A1 em camundongos. YENUGANTI et al. (2016) demonstrou em seu estudo
que existe relagdo entre os NEFAs e os genes relacionados ao metabolismo lipidico
nas CsG bovina, pois o tratamento das células com AO aumentou a expressao de
SLC27A1.

2.3 ACIDOS GRAXOS NAO ESTERIFICADOS (NEFAS) NO DESENVOLVIMENTO
FOLICULAR E OVULACAO

O primeiro relato do efeito téxico do aumento da concentragcao dos NEFAs no
ovario foi realizado por KRUIP & KEMP (1999), apds isso numerosos estudos vém
relatando os impactos diretos dos NEFAs sobre as CsG, células dateca e CCO e suas

fungdes. Em relagdo as CsG, estudos em bovinos confirmaram que concentragdes
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elevadas de NEFAs prejudicam a viabilidade e capacidade esteroidogénica dessas
células (VANHOLDER et al., 2005; WANG et al., 2020). Além disso, Scsukova et al.
(2000) demonstrou que em fémeas suinas, estas células podem ter seus receptores
de LH desestabilizados pela acdo de NEFAs e consequentemente a responsividade
ao LH é inibida.

Nas células da teca, o uso in vitro de uma mistura dos AO, AS e AP resultou na
inibicdo da proliferacdo destas células e producdo reduzida de progesterona
(VANHOLDER et al., 2006). A inibicéo da proliferacéo celular associadas aos niveis
sistémicos reduzidos de IGF-I, insulina e glicose caracteristicos do BEN podem
comprometer o crescimento folicular (GRIMARD et al., 1995). Ainda, o aumento da
concentragao plasmatica de NEFAs ja foi correlacionado com um atraso a primeira
ovulagao no pés-parto (GIULIODORI et al., 2011). Os NEFAs interferem na regulacao
do crescimento celular, diferenciagdo e apoptose podendo desta forma estar
envolvidos na formagéo de cistos foliculares (CASTRO et al., 2012; PETER, 2004).

Os efeitos dos NEFAs sobre as células do cumulus foram reportados por Leroy
et al. (2005a), o qual constatou que a exposi¢ao de culturas destas células in vitro a
altas concentragdes de NEFAs resultou no aumento das taxas de apoptose celular.
As células do cumulus s&o consideradas uma barreira entre o odcito e fluido folicular,
pois atuam regulando a transferéncia de pequenas moléculas para o odécito, entre elas
os acidos graxos (COLLADO et al., 2017). Esta regulagao da exposigcao do odcito aos
NEFAs é importante para o desenvolvimento da competéncia oocitaria e fisiologia
embrionaria inicial. O intimo relacionamento existente entre essas estruturas torna o
odcito dependente das células do cumulus (THIBAULT; SZOLLOSI; GERARD, 1987).
O impacto negativo desta relagdo é que as alteragbes metabdlicas que afetam a
composicao do fluido folicular e viabilidade das células foliculares, pode influenciar o
potencial de desenvolvimento do od6cito e ainda sobrevivéncia do embrido
(SCARAMUZZI et al., 2011).

Estudos realizados ja revelaram que odcitos que se desenvolvem no interior de
foliculos com padrao de crescimento alterado possuem qualidade reduzida
(LEQUARRE et al., 2005). Van Hoeck et al. (2011) utilizando um modelo bovino de
maturagao in vitro, relataram que a maturacéao final do oécito em ambiente com alta
concentracao de NEFAs (25uM AS, 50uM AP e 75uM de AO) resultou na redugao do

numero de células nos blastocistos e aumento na proporgao de células apoptdticas.
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Além disso, Ferst et al. (2020) concluiram em seu estudo que a administragao
intrafolicular de NEFAs resulta em atraso no desenvolvimento do foliculo dominante.

Todas as alteragbes citadas podem acarretar prejuizos na fertilidade dos
animais, pois o sucesso reprodutivo depende de uma série de eventos fisioldgicos que
precisam ocorrer de forma coordenada. Desta forma, a elevagdo desses acidos
graxos no periodo do BEN é um fator chave para que ocorra a diminuigao da fertilidade
dos animais no periodo do pos-parto (FERST et al., 2020).

O AP é o segundo acido graxo mais abundante na circulagao (~25%) e
propor¢cdes semelhantes sao encontradas no fluido folicular (LEROY et al., 2004,
2005a). Esta comprovado que este acido graxo tem efeito téxico em células
pancreaticas e hepaticas (LIU et al., 2017; XIAO et al., 2017), assim como em CsG de
ratos e suinos (CHEN et al., 2019; SHIBAHARA et al., 2020). Nesses ultimos dois
estudos em que as avaliagbes buscaram os efeitos do AP sobre células foliculares,
Chen et al. (2019) utilizou concentragbes entre 100-800uM, os efeitos verificados
foram de reducdo da viabilidade e funcdo das CsG a partir de 200uM e 400uM,
respectivamente. Por sua vez Shibahara et al. (2020) constatou redugdo da
proliferacdo e viabilidade dessas células apds a exposicdo das mesmas a
concentracao de 0,5mM de AP. Resultados obtidos por Vanholder et al. (2005)
sugerem que o AP é o NEFA que apresenta efeito inibitério mais significativo sobre a
proliferacdo de CsG bovina in vitro, além de reduzir o numero de células na mesma
extensdo independente da concentragao utilizada (150uM, 300uM e 500uM). Além
disso, Ferst et al. (2021) relataram um aumento da metilagédo na lisina 9 da histona H3
(H3K9me3) em células endometriais tratadas com 150uM AP, sugerindo um efeito
epigenético do AP na inibigdo de alguns genes. Portanto este achado sugere que o
AP pode estar relacionado com a redugdo na expressdo de genes que controlam
diferentes vias celulares.

Diante dos estudos citados, torna-se evidente que elevadas concentragdes de
AP possuem um intenso efeito toxico sobre diferentes tipos celulares, desta forma
esse NEFAs pode afetar estruturas que constituem os ovarios e auxiliar na redugao
da eficiéncia reprodutiva de vacas de leite no pos-parto. Porém, até o momento nao
se tem estudos publicados que comprovem os efeitos isolados do AP sobre o
crescimento folicular e a ovulacdo de fémeas bovinas, o que torna notdria a

necessidade de estudos acerca dos efeitos desse acido graxo sobre esses eventos.
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Os
animais foram pré-sincronizados com protocolo hormonal e no dia 7, vacas com
diametro folicular entre 9 e 12mm foram aleatoriamente distribuidas para receber uma
injecao intrafolicular de solucgao fisiolégica (Grupo Controle) ou 150uM de &acido
palmitico (Grupo Palmitico). O didmetro folicular foi monitorado diariamente até atresia

ou ovulagao do foliculo injetado.

3.2 MANIPULACAO DO CICLO ESTRAL

A emergéncia de uma nova onda folicular foi induzida usando dispositivo
intravaginal liberador de progesterona (DIV, Agener Unido Saude Animal, Sdo Paulo,
Brasil; 1 g de progesterona), associado a injegdo intramuscular (IM) de 1 ml de
lecirelina (TEC-Relin, Agener Unido, Brasil). O tratamento com progesterona foi
removido no dia cinco do protocolo, no momento da retirada do DIV, um analago da
prostaglandina F2a (PGF2a; 500 ug cloprostenol, Estron, Agener Unido Saude
Animal, Sao Paulo, Brasil) foi administrado por via intramuscular. Dois dias apds a
remoc¢ao do implante de p4 foram realizadas as inje¢des intrafoliculares de AP (grupo
tratamento) e solucéo fisiolégica (grupo controle). O didmetro folicular foi avaliado
através de ultrassonografia no dia oito do protocolo, neste mesmo dia todos os animais
receberam 1 ml de lecirelina (TEC-Relin, Agener Unido Saude Animal, Brasil) por via

intramuscular.

3.3 PREPARAGAO DO AP E INJECAO INTRAFOLICULAR

O AP (10006627) utilizado foi adquirido de Cayman (Ann Arbor, Michigan,
EUA), inicialmente essa substancia foi dissolvida em etanol de acordo com sua
solubilidade e posteriormente diluida em solugéo fisiolégica. A concentragao final para
injecao intrafolicular consistiu em 150 uM de AP diluido em solugao fisiolégica com
0,5% de etanol. O grupo controle foi tratado apenas com veiculo que consistia em
solucdo fisioldgica com 0,5% de etanol. A concentracdo de AP usada neste estudo é
representativa da concentragao circulante em vacas no inicio do pos-parto (LEROY et
al., 2005a; VAN HOECK et al., 2013).
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As injegdes intrafoliculares foram realizadas usando um sistema aquecido com
duas agulhas estéreis guiadas por ultrassom equipado com sonda vaginal de 7,5 MHz.
Antes da injegdo, o sistema de agulha interna foi lavado consecutivamente com alcool
70% e solugédo salina (NaCl 0,9%) e, em seguida, preenchido com solugdes de
tratamento. Apds anestesia peridural, foi realizada injegao intrafolicular empurrando a
agulha externa até perto de atingir o foliculo. A agulha interna foi empurrada até que
o bisel aparecesse dentro do foliculo na imagem de ultrasom e os tratamentos foram
aplicados imediatamente. O turbilhdo do fluido que entra no foliculo foi monitorado
como um indicador de que a injecao foi bem sucedida. O volume de fluido folicular foi
estimado usando a equacao de regresséo linear FolV = - 685,1 + 120.7D, onde FolV
corresponde ao volume folicular estimado e D ao diametro do foliculo a ser injetado
(FERREIRA et al., 2007).

3.4 ULTRASSONOGRAFIA

Um ultrasom modo B linear multifrequéncia (Sonoscape A5 Vet) foi usado para
a varredura transretal. Ambos os ovarios foram examinados pelo mesmo operador
durante todo o exame de todos os animais. Todos os foliculos maiores que 5 mm
foram plotados usando trés a cinco fatias virtuais do ovario, permitindo a localizacao
tridimensional dos foliculos e 0 monitoramento dos foliculos individuais durante a onda
folicular. A varredura de ultrassom em modo B foi realizada 36 horas apods a
administracdo do analogo do Gnrh para determinar a ocorréncia de atresia ou

ovulagao do maior diametro folicular.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

O efeito dos tratamentos sobre o crescimento folicular foi analisado utilizando
modelos mistos para dados repetidos. Foi determinado o efeito de tratamento, tempo
e sua interacdo. Diferentes estruturas de covariancia foram testadas para cada
modelo e foi utilizado aquela que apresentou um menor critério de informacgao de
Akaike (AIC). Todas as variaveis continuas assim como os residuos de cada modelo
estatistico foram testadas para normalidade com a utilizagao do teste de Shapiro-Wilk.

O efeito dos tratamentos sobre a taxa de ovulacao foi avaliado por regressao
logistica. Todas as analises foram realizadas com o auxilio do pacote estatistico JMP

(SAS Institute Inc., Cary, NC) e foi adotado como nivel de significancia P<0,05.
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4 RESULTADOS

Em ambos os grupos, controle (n=4) e tratamento (n=4) observou-se
continuidade no crescimento folicular 24 h apds a realizagdo das injegdes. Os
didmetros médios foram de 10,8 £ 1,0 e 11,6 mm, em 0 e 24h apd6s as inje¢des no
grupo controle e 11,4 + 0,6 e 11,9 mm, em 0 e 24h, no grupo tratamento (Figura 1).
Além disso, a taxa de crescimento folicular ndo diferiu entre os grupos controle (0,8)
e tratamento (0,5) (Figura 2). Foi observada uma reducao de 50% na taxa de ovulagao
dos foliculos que receberam AP (1/4; 25%) em comparagao ao grupo controle (3/4;
75%) (Figura 3).

Figura 1 - Efeito da injegé&o intrafolicular de acido palmitico (AP) no didmetro
folicular. O desenvolvimento de uma nova onda folicular foi induzido e
posteriormente foram realizadas inje¢ées intrafoliculares de 150 uM de AP (n = 4) ou
veiculo (solugéo fisioldégica; n = 4) no foliculo dominante de cada vaca quando
atingiram entre 10 e 12 mm de didmetro; os diametros foliculares foram monitorados

através de exames ultrassonograficos 24 horas apds as injegées.
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Figura 2 - Efeito da injeg&o intrafolicular de acido palmitico (AP) na taxa de
crescimento folicular. O desenvolvimento de uma nova onda folicular foi induzido e
posteriormente foram realizadas inje¢ées intrafoliculares de 150 uM de AP (n = 4) ou
veiculo (solugéo fisiologica; n = 4) no foliculo dominante de cada vaca quando

atingiram entre 10 e 12 mm de didmetro.
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Figura 3 - Efeito da injeg&o intrafolicular de acido palmitico (AP) na taxa de ovulagéo.
O desenvolvimento de uma nova onda folicular foi induzido e posteriormente foram
realizadas injegées intrafoliculares de 150 uM de AP (n = 4) ou veiculo (solugéo
fisiolégica; n = 4) no foliculo dominante de cada vaca quando atingiram entre 10 e 12
mm de didmetro, a determinagao da ovulagao foi realizada através de exames

ultrassonograficos 36 horas apos a administracdo de lecirelina.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos, pela primeira vez, que o aumento
intrafolicular de acido palmitico em vacas que ndo estdo em BEN, n&o interfere no
crescimento folicular. No entanto, os dados sugerem um efeito no mecanismo de
ovulagao. Foi utilizado um modelo controlado e muito bem aceito para modificagao do
ambiente folicular. O efeito dos NEFAs sobre o crescimento do foliculo dominante
previamente reportado (VANHOLDER et al., 2005; WANG et al., 2020; FERST et al.,
2020) pode estar relacionado com uma acao indireta dos NEFAs ou interagdao do AP
com outros acidos graxos.

Bovinos leiteiros em estado de BEN apresentam elevacado na concentracao de
NEFAs e B-hidroxibutirato no sangue e fluido folicular (DRACKLEY & CARDOSO,
2014; LEROY et al., 2005a). Além disso, ha evidéncias de que essa elevagcédo na
concentragdo de NEFAs compromete a proliferagdo e capacidade esteroidogénica
das CsG, além de gerar atraso no desenvolvimento do foliculo dominante
(VANHOLDER et al., 2005; WANG et al., 2020; FERST et al., 2020). Esses efeitos da
exposicao do foliculo ovariano a elevadas concentragdes de NEFAs pode estar
correlacionado ao atraso a primeira ovulagéo pos-parto e redugao na fertilidade de
fémeas em BEN. No entanto, durante o estado de BEN nao € possivel determinar
quais efeitos resultam da agao dos NEFAs, além de ser impossivel distinguir os efeitos
isolados desses acidos graxos, fato que dificulta as investigagdes em animais em
BEN. Este estudo aplicou injegao intrafolicular em vacas que nao estavam em BEN
para avaliar os efeitos locais do AP no crescimento folicular e ovulagdo de fémeas
bovinas.

Em um estudo in vitro desenvolvido por Chen et al. (2019) foi possivel observar
que o AP reduziu a viabilidade e fungcdo das CsG de ratos, esses efeitos foram
observados a partir da concentragcdo de 200uM e 400uM, respectivamente. Além
disso, Shibahara et al. (2020) relataram redugéao na proliferagao e viabilidade das CsG
de suinos, expostas a concentracédo de 0,5mM de AP e Vanholder et al. (2005)
sugeriram a partir de seus experimentos que o AP é o NEFA que apresenta efeito
inibitério mais significativo sobre a proliferagdo de CsG bovina in vitro, além de reduzir
o numero de células na mesma extensao independente da concentragcao a que sao
expostas (150uM, 300uM e 500uM). Esses efeitos sobre as CsG poderiam estar

relacionados a um atraso no crescimento folicular e subsequente ovulagdo. No
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entanto, até onde sabemos, ndo ha resultados de estudos relatando os efeitos do
aumento da concentracdo intrafolicular desse acido graxo sobre o crescimento
folicular e ovulagdo. Descobertas deste estudo revelaram que o aumento da
concentracdo de AP no fluido folicular n&o resulta em atraso no crescimento normal
de foliculos dominantes saudaveis, assim como n&o reduz suas taxas de crescimento.
De acordo com Drackley & Cardoso (2014) vacas que se encontram em BEN s&o
expostas aos NEFAs por semanas apés o parto, além disso segundo VALCKX et al
(2014) a exposicao dos foliculos aos NEFAs durante o periodo de crescimento € mais
prejudicial do que a exposicao apenas durante a fase final de maturacao, portanto a
auséncia de alteragcdes no crescimento folicular relatada no presente estudo pode
estar relacionada ao curto periodo de exposi¢cao dos foliculos ao AP.

A concentragdo de AP usada neste estudo foi definida a partir dos resultados
relatados por Leroy et al., 2005a & Van Hoeck et al., 2013, os quais demonstraram
que vacas no inicio do pés-parto possuem concentragao circulante de AP em torno de
150uM. Concentragcdes mais elevadas de AP ou periodos de exposicdo mais
prolongados a esse NEFA poderiam ser testados, no entanto o modelo de IIF utilizado
no presente estudo possui limitagdo quanto esses pontos. Essas limitacdes se devem
respectivamente, a dificuldade de diluicdo do AP e possibilidade de interferéncia do
namero de injecdes sobre o crescimento folicular.

A ocorréncia da ovulagao depende da atividade esteroidogénica das células
foliculares, pois é a partir do aumento da produgao de estrégeno que tem-se um pico
de LH responsavel pela expressao de uma série de genes envolvidos na ovulagao
(RICHARDS, 2002; SCHUERMANN, et al., 2018) além disso, atualmente sabe-se que
os NEFAs afetam a fungéo, viabilidade e atividade esteroidogénica das células da
granulosa (JORRITSMA et al., 2004; VANHOLDER et al., 2005; WANG et al., 2020).
Com base nessas informacdes, uma possivel explicacdo para a tendéncia na reducao
das taxas ovulatorias observada no presente estudo é de que o AP reduz a
abundancia de mRNA de genes que codificam proteinas responsaveis pelo controle
da sintese de esteroides (CYP19A1, CYP17A1, CYP11A1, 3B-HSD, e StAR) e
ovulagado (AREG, EREG e BTC).

O presente estudo relatou pela primeira vez os efeitos isolados do AP in vivo,
no entanto resta determinar através de estudos futuros se uma exposicao prolongada

a concentragoes intrafoliculares aumentadas de AP afetam o crescimento folicular,
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bem como quais os mecanismos do processo ovulatério sdo afetados por esse acido

graxo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que concentracdes intrafoliculares
aumentadas de AP em vacas que ndo estdo em estado BEN ndo reduzem o

crescimento folicular. No entanto, os dados sugerem uma redugao na taxa ovulatoria.
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protocolada sob o CEUA n? TOET091220 poooxzmn, sob a responsabilidade de Rogérlo Fermelra e equipe; Ana Pawla Agostind - que
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