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RESUMO

Neonatos bovinos derivados de fecundagdo in vitro (FIV) frequentemente
apresentam dificuldades de adaptacdo a vida ex utero, estando o excesso de peso ao nascer
associado a elevadas concentracdes plasmaticas de frutose em alguns bezerros de FIV. A
hipotese deste trabalho ¢ que a via metabdlica da frutose ¢ ativa ao nascimento, podendo
ser benéfica ou prejudicial a sobrevivéncia neonatal, dependendo da fung¢do respiratoria do
neonato. Para investigar esta hipdtese, quatro neonatos bovinos derivados de embrides
produzidos in vitro e cinco de embrides in vivo foram avaliados quanto a normalidade
morfo-fisioldgica e clinica ao nascimento, e quanto a sinais de adapta¢do ao ambiente
extrauterino nas primeiras 24 h de vida. Ao nascimento, os animais foram submetidos a
andlise de expressdo génica de enzimas da via metabdlica da frutose e a coleta de fluidos
fetais e de urina para mensuragdo da frutose. Durante o periodo do parto até¢ as 24 h de
vida, foram avaliados os sinais clinicos, as concentracdes plasmaticas de substratos
metabolicos, a bioquimica sanguinea, a hemogasometria e o0 hemograma. As caracteristicas
fisicas, clinicas e comportamentais dos neonatos foram comparadas aos parametros
fisiologicos, bioquimicos, metabolicos e moleculares avaliados ao parto e nas primeiras 24
h de vida para a determinagdo de alteracdes fisioldgicas e inter-relacdes de significancia
bioldgica entre os grupos experimentais. Os neonatos bovinos derivados de FIV foram
mais pesados e maiores ao nascimento, apresentando uma menor frequéncia respiratoria e
uma menor resposta termoregulatoria que animais SOV, nao havendo diferengas nos niveis
de frutose, glicose e lactato entre os grupos. Nao obstante, os parametros fisiologicos e
metabodlicos ao nascimento foram, em geral, amplamente similares e normais entre os
grupos experimentais. Porém, ao longo das primeiras 24 h, os neonatos de FIV
apresentaram caracteristicas fisiologicas, metabodlicas, bioquimicas, hemogasométricas, e
hematologicas indicativas de uma maior dificuldade de adaptacdo a vida ex ufero, em
especial nas primeiras 4 a 6 h ap6s de vida. As principais diferengas indicaram que animais
maiores, em especial os de FIV, apresentaram maior dificuldade para a manutengdo da
normodxia, por uma hematose menos eficiente, mudangas metabdlicas e uma elevacdo de
substratos metabodlicos (principalmente o lactato), e uma tendéncia a acidose com
normaliza¢do compensatdria do balango acido-base, principalmente nas primeiras 6 h de

vida. O papel fisioldgico e metabolico da frutose foi aparente, mas ndo conclusivo.

Palavras-chave: Neonatos bovinos, fecundagdo in vitro, frutose, tracos fisicos, equilibrio
acido-base, expressao génica.



ABSTRACT

Newborn calves derived from in vitro fertilization (IVF) procedures often have
difficulties to adapt to life ex utero, with high birth weights usually associated with high
plasma fructose levels in some in vitro-produced calves. We hypothesize that the fructose
metabolic pathway is active at birth, with the fructosemia levels being either detrimental or
beneficial to animal survival depending on the respiratory function in the neonate. To
investigate this hypothesis, four and five newborn calves derived from in vitro- and in
vivo-produced embryos were evaluated for morpho-physiological and clinical normality at
birth, and for subsequent signs adaptation to life ex utero in the first 24 h of life. At birth,
animals were subjected to gene expression analyses for key enzymes in the fructose
metabolic pathway and to the collection of fetal fluids and urine for fructose analysis. In
addition, during the period between birth and 24 h of life, animals were evaluated for
clinical signs, plasma concentrations of metabolic substrates, blood chemistry,
hemogasometry, and hematologic parameters. Neonatal physical, clinical, and behavioral
traits were compared with physiological, biochemical, metabolic, and molecular findings
observed at birth and in the first 24 h of life for the determination of physiological
alterations and relationships of biological significance between the experimental groups. /n
vitro-derived newborn calves were heavier and larger at birth, having lower respiratory rate
and thermoregulatory response than in vivo-derived controls, with no significant
differences in fructose, glucose and lactate levels between groups. Nevertheless,
physiological and metabolic findings at birth, in general, were widely similar and normal
between groups. However, during the first 24 h of life, IVF-derived calves showed
physiological, metabolic, biochemical, hemogasometric, and hematologic features
indicative of a lower adaptation to life ex utero, particularly in the first 4 to 6 h of life. The
main differences indicated that larger animals, mainly the IVF-derived calves, had more
difficulties to maintain plasma oxygen levels, likely due to a less efficient hematosis, with
evidence of a metabolic shift and elevation of metabolic substrates (mostly lactate), and a
trend for acidosis followed by a compensatory normalization of the acid-base balance,
predominantly in the first 6 h of life. The physiological and metabolic role of fructose was

apparent, but not conclusive.

Keywords: Newborn calves, in vitro fertilization, fructose, physical traits, acid-base
balance, gene expression.
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1 INTRODUCAO

A produgdo in vitro (PIV) de embrides, tanto pelas técnicas de fecundacao in vitro
(FIV) como pela clonagem por transferéncia nuclear (TN), ¢ uma valiosa ferramenta tanto
para a reproducdo de animais de producdo quanto para estudos na area da biologia do
desenvolvimento. Do ponto de vista zootécnico, através da PIV e da transferéncia de
embrides, pode-se multiplicar o nimero de progénies de animais de interesse, aumentar a
vida fértil de animais considerados de alto mérito genético e maximizar a eficiéncia da
utilizacdo de sémen de touros valiosos. Além disso, sob o ponto de vista cientifico, esta
tecnologia pode ser utilizada para estudar tanto os fatores que envolvem a fecundagdo e o
desenvolvimento de embrides em estddios de pré-implantacdo, quanto o impacto de
sistemas de producdo in vitro de embrides no desenvolvimento pré- e pods-natal
subseqiiente.

Apesar de a PIV estar bem estabelecida como uma biotécnica da reprodugdo de
ampla utilizacdo em bovinos na atualidade, diversos problemas ainda estdo associados a
esta tecnologia. Menores taxas de prenhez e maiores taxas de mortalidade embrionaria,
aborto, distocia e mortalidade peri- e neonatal sdo problemas que contribuem para diminuir
a eficiéncia e aumentar os custos desta biotécnica quando aplicada a producdo animal
(BEHBOODI et al., 1995; HASLER et al., 1995; MASSIP et al., 1996;, BERTOLINI et
al., 2002a, BERTOLINI et al., 2007). Desvios da normalidade observados em bezerros
produzidos a partir da manipulacdo de embrides in vitro, tais como o aumento de peso ao
nascer, aumentadas incidéncias de anormalidades congénitas, fraqueza pds-parto,
aumentada suscetibilidade a infec¢des e hipdxia perinatal reduzem a sobrevivéncia
neonatal e sugerem uma alteragdo no metabolismo energético no periodo hebdomadal
(FARIN e FARIN, 1995; GARRY et al., 1996; SCHMIDT et al., 1996; KRUIP ¢ DEN
DAAS, 1997, VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 2000). Além disso, ¢
interessante notar que animais produzidos a partir de sistemas de PIV, como a fecundagao
in vitro e a transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS), com frequéncia podem
apresentar aumentadas concentracdes plasmaticas de frutose logo apds o parto, o que
parece estar associado ao peso ao nascer, ¢ a morbidade e mortalidade pds-parto
decorrentes de anormalidades morfologicas e funcionais pré-natais possivelmente de
origem placentaria (BERTOLINI et al., 2004; BATCHELDER et al., 2007).

Niveis elevados de frutose no periodo pos-parto imediato podem ter uma

influéncia positiva ou negativa na sobrevivéncia de neonatos bovinos. A frutose em niveis
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normais pode ser favoravel em situagdes de normoxia, potencialmente contribuindo para a
homeostasia da glicemia. Como a via metabdlica da frutose normalmente contribui para a
producdo de glicose e lactato por meio da rota via enzima frutoquinase, contornando
importantes etapas regulatorias da via glicolitica (MAYES, 1993, BENDER, 2009a,
DIGGLE et al. 2009), ¢ provavel que altos niveis plasmaticos de frutose possam ser
metabolicamente e clinicamente benéficos para adaptacdo a vida fora do utero,
contribuindo para um aumento na glicemia de neonatos bovinos. Uma correlagdo negativa
observada entre as concentragdes de frutose e glicose no plasma de neonatos bovinos
sugere que o uso de frutose pode ter participacdo no aumento da glicemia nas primeiras
horas de vida (BERTOLINI et al., 2004). Por outro lado, ¢ sugerido que, em casos de
desvios de normalidade fisiologica, como em hipoxia sistémica causada por disturbio
neonatal respiratorio, a hiperfrutosemia neonatal possa trazer conseqiiéncias metabolicas
negativas profundas, como a acidose lactica, e que podem comprometer a sobrevivéncia
pos-natal (BERTOLINI et al., 2004). Interessantemente, Bertolini et al. (2004)
demonstraram que concentracdes plasmaticas de frutose e lactato se equiparam no pos-
parto e, por associagdo, ambas parecem ter afetado o balanco acido-base e a taxa
respiratdria de neonatos bovinos, algo mais evidente em bezerros oriundos da produgdo in
vitro de embrides. De fato, esta possibilidade parece ser especialmente importante para
bezerros de PIV, visto que estes animais, por apresentarem mais freqiientemente alguns
desvios de desenvolvimento pré-natal, parecem ter uma alta suscetibilidade ao estresse,
como a hipdxia peri- e pés-parto (SCHMIDT et al., 1996). Tais observacdes sugerem que a
via metabdlica da frutose estd ativa no periodo neonatal de bovinos, ¢ pode contribuir
positiva ou negativamente a sobrevivéncia no periodo neonatal hebdomadal imediato.
Apesar dos indicios de que a rota metabolica hepatica da frutose esteja ativa em
bezerros bovinos, estudos demonstrando esta atividade e seus efeitos no periodo poés-parto
de bovinos ainda nao foram relatados. Sabe-se entdo que bezerros oriundos de embrides
produzidos in vitro pela FIV ou TNCS frequentemente possuem uma maior concentracao
de frutose plasmatica de origem pré-natal, o que em certas condi¢des, como a hipoxia pos-
natal, estd associada a manifestagcdes clinicas pds-natais que afetam o metabolismo e o
equilibrio 4cido-base em maior intensidade do que bezerros controle. Portanto, como a via
de metaboliza¢do da frutose ndo apresenta controle homeostatico (alostérico ou enddcrino)
como a via glicolitica, propde-se a hipotese de que a rota enzimdtica do metabolismo
hepatico da frutose esteja ativa e funcional em neonatos bovinos, podendo desempenhar

importante contribuicdo na homeostasia metabolica pds-natal, sendo favoravel quando em
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normoxia, contribuindo para a gliconeogénese e para o metabolismo oxidativo via Ciclo de
Krebs, ou desfavoravel quando em situagdes de hipoxia, contribuindo para a produgdo de
lactato e para um quadro de acidose lactica e desequilibrio 4dcido-base nas primeiras 24 a
72 h de vida. Para testar esta hipdtese, visamos verificar o papel da frutose no metabolismo
energético e no balanco 4cido-base no periodo imediatamente pos-parto em bovinos,
avaliando a inter-relacdo entre parametros metabdlicos, fisicos e clinicos de neonatos
bovinos derivados de producao in vitro e in vivo de embrides, e buscando e esclarecer se e
como a frutose plasmadtica pode afetar a sobrevivéncia pos-natal de neonatos bovinos
derivados de produgdo in vitro e in vivo de embrides. Para tanto, os objetivos deste estudo
foram (a) comparar as concentra¢des sanguineas de frutose, glicose e lactato nas primeiras
24 h de vida de neonatos bovinos oriundos de produgdo in vivo e in vitro de embrides; (b)
quantificar os transcritos (RNA mensageiro) hepaticos para as enzimas da rota metabodlica
da frutose (frutoquinase, aldolase B e trioquinase) e da rota glicolitica (GAPDH, lactato
desidrogenase A e lactato desidrogenase B); e (c) avaliar a relacdo entre o equilibrio acido-
base no sangue de neonatos bovinos com as taxas de frutose, glicose e lactato quando em

condig¢des de hipoxia por estresse respiratorio pos-parto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS HISTORICOS DA FECUNDACAO IN VITRO

A fecundagdo in vitro ¢ uma biotecnologia da reproducdo amplamente utilizada
nos dias atuais. Sua importancia abrange tanto aspectos de contribui¢do cientifica quanto
praticos, destacando-se a sua utilizagdo na reproducdo de animais de produgdo e em
clinicas de reproducio humana. E importante ressaltar que, para se atingir o nivel de
utiliza¢do atual desta biotecnologia, muitas descobertas foram realizadas desde o sucesso
da fecundagdo in vitro em anfibios realizada por Lazzaro Spallanzani, no final do século
XVIII, até as primeiras tentativas de fecundagao in vitro de odcitos mamiferos realizadas a
partir do século XIX.

Entre 1878 e 1953, numerosas tentativas de fecundar oocitos mamiferos in vitro
foram realizadas. Entretanto, tais estudos falharam em demonstrar que a subsequente
clivagem embrionaria era mais devido a penetracdo de espermatozoides do que pela
ativagdo oocitaria por outras causas. Durante a década de 1930, Gregory Pincus e colegas,
apoOs extensivos e valiosos estudos, chegaram a registrar o nascimento de laparos apds a
transferéncia de odcitos expostos ao sémen em ovidutos de coelhos onde a ovulagdo havia
sido induzida. Tais resultados, entretanto, ndo foram aceitos como convincentes, pois 0s
procedimentos experimentais nem sempre excluiam outras possibilidades de fecundagdo
(BAVISTER, 2002; GORDON, 2003).

O passo crucial para o sucesso da FIV foi o reconhecimento do fendémeno da
capacitagdo espermadtica no inicio da década de 1950, descrito independentemente por
Austin na Australia e por Chang nos Estados Unidos da América em 1951 (BAVISTER,
2002; BETTERIDGE, 2003; GORDON, 2003). Utilizando ratos e coelhos (AUSTIN,
1951), ou apenas coelhos (CHANG, 1951), ambos os pesquisadores postularam que os
espermatozdides deveriam permanecer algum periodo de tempo dentro do trato reprodutivo
feminino, mais precisamente dentro da tuba uterina, para adquirirem a capacidade
fecundante, que lhes permitiria penetrar os o6citos maduros.

A partir da contribuicdo do reconhecimento da capacitacdo espermadtica, houve
uma retomada de interesse em trabalhos envolvendo a fecundagdo de odcitos mamiferos in
vitro, e 0 nascimento de animais oriundos desta biotecnologia parecia ter se tornado apenas
uma questao de tempo. Isto de fato ocorreu em 1959, quando Chang reportou o nascimento
de laparos considerados saudaveis apds a transferéncia de zigotos de coelhos obtidos a

partir de odcitos maduros fecundados in vitro com sémen recuperado do Utero de coelhas
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12 h apos a copula (CHANG, 1959). Este foi o primeiro trabalho a disponibilizar uma
técnica repetivel de FIV em mamiferos (GORDON, 2003).

Consequentes as descobertas da década anterior, as décadas de 1960 e 1970
compreenderam um periodo de grande prolificidade no ambito da tecnologia da FIV.
Durante este periodo, além do éxito de Chang em coelhos, diversos trabalhos relataram a
fecundacdo in vitro de odcitos de variadas espécies de mamiferos, tais como hamsters,
camundongos, ratos, bovinos, felinos, caninos e humanos, entre outras (BAVISTER,
2002).

Em bovinos, a primeira fecundagdo in vitro de odcitos bovinos foi realizada com
sucesso no Japao por Iritani e Niwa em 1977 (BETTERIDGE, 2003; GORDON, 2003).
Estes pesquisadores utilizaram o6citos maturados in vitro obtidos através de aspiragdo
folicular de ovarios de abatedouro e sémen capacitado de trés formas distintas: incubado
em solucdo salina em atmosfera controlada a 37°C por 12-14 h; incubado em solugdo
salina em trato genital isolado de vaca em estro mantido a 37°C por 3-4 h; e incubado in
vivo em trato genital de coelha por 12-14 h. A observag¢do de penetragdo espermatica, o
aparecimento dos pro-nucleos feminino e masculino, e o aparecimento do segundo
corpusculo polar foram pardmetros utilizados para a confirmacdo de fecundacdo dos
odcitos, com apenas o grupo de oocitos inseminados com sémen capacitado em sistema
essencialmente in vitro ndo apresentando nenhuma confirmagao de fecundacao (IRITANI e
NIWA, 1977). Entretanto, apesar do progresso alcancado na fecundagao in vitro de odcitos
bovinos, o sucesso desta biotecnologia continuava limitado, ndo sendo aplicével a animais
de producdo, com apenas trabalhos envolvendo coelhos, camundongos, ratos e humanos
resultando em nascimentos a partir da FIV nas décadas de 1960 e 1970 (BRACKET et al.,
1982).

O nascimento de Louise Brown, o primeiro bebé oriundo de FIV, no final da
década de 1970, foi um marco de grande impacto para a reprodu¢do humana e para a
ciéncia da reproducdo. O bebé foi considerado saudavel e o seu nascimento abriu novas
possibilidades para mulheres com historico de infertilidade (STEPTOE e EDWARDS,
1978). Conforme revisado por Betteridge (2003), este feito chamou a ateng¢do do publico
para a técnica da fecundag¢do in vitro como nunca antes havia ocorrido, dando novo impeto
a producdo de diversos trabalhos posteriores em humanos e em diversas espécies animais.

A década de 1980 foi um periodo de grandes realizagdes no ambito da fecundagao
in vitro de oocitos de animais de produg@o. O primeiro bezerro oriundo de FIV, chamado

de Virgil, nasceu em 09 de junho de 1981 e foi descrito como sendo completamente
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normal (BRACKETT et al., 1982). Virgil foi fruto do esforco de Brackett e colaboradores
em desenvolver procedimentos praticos para a reproducao de bovinos e, a0 mesmo tempo,
fornecer um modelo util para acelerar o avango da compreensdo da fecundagdo e
desenvolvimento no homem e em outros mamiferos, o que ainda denota certa influéncia da
importancia dos trabalhos de FIV em humanos. Os procedimentos descreveram a utilizagao
de sémen bovino capacitado in vitro para a inseminacdo de odcitos maturados in vivo
recuperados de ovidutos e de foliculos ovarianos de fémeas bovinas através de cirurgia ao
redor do periodo de ovulacdo. Apds a FIV e um breve cultivo in vitro, os pesquisadores
obtiveram sucesso transferindo embrides no estddio de 8-células para o oviduto de fémeas
receptoras com ciclo estral sincronizado. As perspectivas da utilizagdo da FIV sugeridas
por Brackett e seus colegas apds o nascimento de Virgil eram de grande otimismo para a
época. Uma nova dimensdo para a reproducdo animal além da inseminacdo artificial foi
sugerida, e a extensdo da vida fértil de valiosos animais de produgdo foi citada como uma
aplicagdo desta técnica. No entanto, devido a complexa logistica do protocolo descrito
naquele trabalho, como a necessidade de maturagdo in vivo de odcitos e transferéncia
cirurgica para os ovidutos, tal biotecnologia ainda ndo estava pronta para ser utilizada da
maneira sugerida pelos autores naquela época (BETTERIDGE, 2003).

Diversos trabalhos subsequentes contribuiram tremendamente para o progresso da
FIV em bovinos nos anos que se seguiram ao nascimento de Virgil. Por exemplo, a
eficacia de fecundagdo in vitro de odcitos bovinos aumentou quando estes foram mantidos
a 39°C (LENZ et al., 1983); a eficiéncia da maturagdo in vitro de oocitos foi elevada
através de procedimentos simples como a adi¢do de células do cumulus ao meio de cultivo
(MOOR et al., 1984); um aumento das taxas de fecundacdo in vitro de oo6citos bovinos foi
observado quando sémen bovino foi capacitado in vitro na presenga de heparina
(PARRISH et al., 1985). Além dos avangos diretamente relacionados aos métodos
laboratoriais de PIV de embrides bovinos, a laparoscopia surgiu como uma alternativa aos
procedimentos cirirgicos realizados para a obtencdo de odbcitos bovinos na época
(SIRARD e LAMBERT, 1985), sendo rapidamente substituida pela técnica menos invasiva
da aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia transvaginal, ou ovum pickup (OPU),
proposta por PIETERSE et al. (1988). Por fim, ainda antes do final da década de 1980,
Gandolfi e Moor (1987) e Rexroad e Powell (1988) desenvolveram em ovinos um sistema
de co-cultivo embriondrio com células somaticas que permitira