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Resumo

O aumento da producdo de leite nas vacas leiteiras modernas causou uma diminui¢do da
fertilidade. Dentre as diversas situagdes consideradas como causadoras, o estresse metabolico ¢ uma das
mais importantes. O gasto energético para produzir o leite ndo é adequadamente suprido pela dieta fazendo
com que estas entrem em balango energético negativo e posteriormente cetose. A cetose ¢ marcada pelo
aumento do corpo cetdnico beta-hidroxibutirato (BHB) no sangue. Recentemente o BHB foi descoberto
como potente modificador epigenético, e seus efeitos sobre o epigenoma do odcito e do embrido comegaram
a ganhar aten¢do da comunidade cientifica, embora ainda de maneira incipiente. Desta maneira, nesta
revisdo, nés focamos em revisar a literatura corrente, com énfase nos artigos que ilustram os papéis
epigenéticos do BHB em ovario, oviduto e utero, os 3 6rgdos cruciais para a reprodugdo em mamiferos,
com o intuito de encontrar solu¢des para mitigar estes problemas. Os estudos revisados aqui mostram estes
novos papéis epigenéticos causados pelo BHB e fornecem indicativo dos mecanismos pelos quais os 00citos
e embrides sdo afetados. Como perspectiva futura, o uso de dietas que impecam as vacas de entrar em
cetose pods-parto ou suplementos nos laboratorios de produgdo in vitro ajudario a reestabelecer a fertilidade.
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Abstract

The increase in milk production in modern dairy cows has been associated with a decline in
fertility. Among the various contributing factors, metabolic stress is one of the most important. The energy
expenditure for milk production is not adequately met by the cow’s diet, causing them to enter in a state of
negative energy balance and subsequently ketosis. Ketosis is marked by an increase in the ketone body
beta-hydroxybutyrate (BHB) in the blood. Recently, the BHB has been identified as a potent epigenetic
modifier, and its effects on the epigenome of oocytes and embryos have begun to attract attention from the
scientific community, although still in a relatively early stage. Therefore, in this review, we focus on the
current literature, with an emphasis on studies that illustrate the epigenetic roles of BHB in the ovary,
oviduct and uterus - the three crucial organs for the reproduction in mammals — with the aim of identifying
strategies to mitigate these problems. The studies reviewed here highlight these emerging epigenetic roles
of BHB and provide insight into the mechanisms by which oocytes and embryos are affected. As a future
perspective, the use of diets that prevent cows from entering postpartum ketosis, as well as supplementation
strategies in in vitro production systems, may help restore fertility.
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Introducao

O corpo cetdnico beta-hidroxibutirato (BHB) ¢ sintetizado no figado a partir de acidos graxos
quando o organismo tem um déficit energético, tais como em periodos de privagao de nutrientes, exercicio
intenso e em vacas leiteiras no pico da lactacdo (Foster, 1988; Puchalska; Crawford, 2017). Apos a sintese
hepatica, o BHB ¢ enviado para a corrente sanguinea para ser utilizado como fonte de energia em tecidos
periféricos. Na mitocondria dos tecidos extra-hepaticos, ele ¢ oxidado para produzir ATP e suprir o
organismo enquanto persiste esse déficit energético (Newman; Verdin, 2017).

Enquanto o BHB evoluiu para ser uma molécula protetora nesses estados de fome, a elevagao
sérica desta molécula tem sido implicada na redugdo da fertilidade em mamiferos (rutherford; oikonomou;
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smith, 2016). Curiosamente, estudos recentes identificaram que o BHB, além destes papéis candnicos,
também atua como um potente modificador epigenético (Ruan; Crawford, 2018). Ele foi primeiramente
descoberto ser um potente inibidor das histonas desacetilases, enzimas que removem o radical acetil das
histonas, deste modo causando hiperacetilagdo (Shimazu et al., 2013). Posteriormente, foi descoberto
causar diretamente uma marca epigenética, a beta-hidroxibutirilagdo, onde o BHB ao invés de ser
convertido em energia, doa o radical para enzimas acil-transferases adiciona-lo nas histonas (Xie et al.,
2016). Este aumento nas marcas epigenéticas acetilagdo e beta-hidroxibutirilagdo regulam a expressao
génica e podem explicar alguns dos mecanismos pelos quais a fertilidade das vacas € comprometida na
cetose. Desta maneira, nesta revisdo, nos focamos em revisar a literatura corrente, com énfase nos artigos
que ilustram os papéis epigenéticos do BHB em ovario, oviduto e utero, os 3 6rgdos cruciais para a
reprodugdo em mamiferos, com o intuito de encontrar solu¢des para mitigar estes problemas.

A vaca de leite moderna e seus problemas de fertilidade

Nos tltimos 50 anos tem sido observada uma dramatica redugéo na fertilidade das vacas leiteiras.
A selecdo genética para o aumento da produgio leiteira, fez com que as vacas passassem a sofrer cada vez
mais com problemas metaboélicos, que secundariamente afetam a reprodugéo (Lucy, 2001). Isso porque a
enorme quantidade de energia que elas gastam para produzir o leite ndo ¢ suprida pela ingestdo da ragao
por estas. Sendo assim as vacas entram numa situagao conhecida como balango energético negativo (Herdt,
2000). Nessa condicdo, elas mobilizam 4cidos graxos do tecido adiposo, os quais sdo convertidos em acidos
graxos ndo esterificados e corpos cetonicos no figado. Isto causa uma elevagao sérica nos niveis de corpos
cetonicos no sangue (predominantemente o BHB), e causa uma condi¢do patolégica conhecida como cetose
(Foster, 1988). A cetose ¢ implicada na reducdo da fertilidade das vacas, assim como também ¢ associada
com o surgimento de outras enfermidades, como tor¢do de abomaso, metrite, retengdo de placenta, entre
outras (duffield, 2000; rajala-schultz; Grohn; Mcculloch, 1999; Wathes et al., 2007).

Visto que o BHB ¢ usado por todos os tecidos periféricos, a reducéo da taxa de concepgdo das
vacas pode ser devido aos seus efeitos nos mais variados 6rgaos. Porém, aqui nés focaremos em orgaos
diretamente envolvidos na reprodugdo como o oviduto, o ovario e o Utero.

O ovario metabolicamente estressado e seu papel no desenvolvimento oocitario.

O ovario ¢ um o6rgdo que desempenha papel crucial na reproducdo em mamiferos. Ele ¢
responsavel pela producdo dos odcitos, assim como pela secrecdo dos hormdnios sexuais, como o
estrogénio e a progesterona.

Com estas mais diversas fungdes em mente, a cetose em vacas leiteiras pode afetar a fertilidade
através da 1-) desregulacdo endocrina ovariana (Wathes ef al., 2007) ou 2-) diretamente influenciando o
processo de producdo dos odcitos (Leroy ef al., 2008a, 2008b).

De fato, vacas leiteiras apresentando cetose tem mais dificuldade em retomar a fung¢éo ovariana (ciclo
estral) apos o parto em relagdo a vacas sadias (Rutherford; Oikonomou; Smith, 2016; Wathes et al., 2007). Em
um estudo visando investigar o efeito da hipercetonemia sobre os niveis de estrogénio e progesterona, observou-
se que niveis elevados de BHB reduziram os niveis de beta-estradiol e a fertilidade (Pishvaei; Karimi Dehkordi;
Nazem, 2021). Corroborando estes dados, outro estudo observou que, vacas cetdticas também apresentam menor
taxa de concepgao no primeiro servigo, quando comparadas a vacas com niveis basais de BHB (Walsh et al.,
2007). Outro mecanismo pelo qual o balango energético negativo afeta a duracdo do periodo anovulatorio pds-
parto € por meio da atenuacao dos pulsos de LH e dos baixos niveis de glicose, insulina e IGF-1 no sangue,
que, em conjunto, limitam a produc@o de estrogénio pelos foliculos dominantes (Butler, 2003). Isto sugere que
0 odcito desenvolvido neste ambiente cetdtico estd comprometido (Leroy et al., 2008a), assim como também a
receptividade uterina, visto que os horménios se encontram alterados.

Apesar destas observacdes experimentais in vivo demonstrarem efeito adverso do BHB sobre a
fertilidade, estes estudos sdo apenas baseados em correlagdes, ¢ ndo demonstram um efeito direto do BHB
na redugdo da competéncia oocitaria. Isto porque na condi¢éo de balango energético negativo, varias outras
moléculas como a glicose e os acidos graxos ndo-esterificados (NEFAs) s@o alterados nas vacas, e estes
sabidamente comprometem o oocito (Van Hoeck et al., 2011).

Suportando estas observagoes, estudos in vitro adicionando altas concentragdes (mimetizando a
cetose clinica severa — 6mM) de BHB durante a maturacdo oocitaria ndo afetou a sua taxa de maturagao,
nem a capacidade destes o6citos se desenvolverem até o estagio de blastocisto (Sangalli ef al., 2018, 2022).
Quando estes complexos cumulus-odcito foram corados para observar a modificacdo epigenética beta-
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hidroxibutirilagcdo, as células do cumulus apresentavam um grande aumento, enquanto nos odcitos, foi
observado um sinal quase ausente, indicando que de certa maneira o cumulos tem um efeito de escudo,
provavelmente consumindo o BHB ou impedindo que este se difunda até o oocito para protege-lo (Sangalli
et al, 2022). Em um outro estudo in vitro, altas concentragdes de BHB somente comprometeram o
desenvolvimento oocitario, quando combinados com baixos niveis de glicose (Leroy ef al., 2006). Isto
demonstra que varias moléculas precisam estar alteradas (como exemplos: baixa glicose, altos niveis de
NEFAS, baixos niveis de horménios) no microambiente que o oocito se desenvolve, para comprometer a
qualidade do gameta, e ndo somente o BHB.

No entanto, estudos in vitro como estes mencionados, a exposi¢do ao BHB ¢ curta (~24 horas),
enquanto que in vivo a exposi¢do € cronica, podendo durar até meses. Sendo assim, modelos in vitro ndo
claramente recapitulam o que acontece na vaca em cetose. Adicionalmente, foliculos em crescimento, como
exemplo os pré-antrais, sdo transcricionalmente ativos, tornando os mais suscetiveis a estressores
ambientais que desregulam o epigenoma e a transcri¢ao (Britt, 1992; Leroy et al., 2015).

Outras questdes importantes ainda a serem investigadas sdo os efeitos epigenéticos do BHB no
ovario. Até o presente momento, poucos estudos tém efetivamente mostrado um efeito direto. Em um
estudo foi demonstrado altos niveis da marca epigenética beta-hidroxibutirilagdo em ovarios de vacas, mas
sem relatar qualquer mecanismo molecular subjacente (Sangalli ef al., 2022). Em um segundo relato, foi
observado que o tratamento de camundongos com a droga para o tratamento de diabetes metformina causou
proliferagdo de células-tronco da linhagem germinativa feminina através da ativacdo do gene GATA2 em
ovarios de camundongos, mediada pela beta-hidroxibutirilacdo (Wang et al, 2023). Estes dados
evidenciam efeitos epigenéticos no ovario. Estes achados demonstram a necessidade de estudos futuros
investigando os efeitos epigenéticos do BHB nos ovarios para elucidar a problematica da cetose.

Macule et al. Efeitos epigenéticos do Beta-hidroxibutirato sobre o6citos, embrides e 6rgdos reprodutivos

O oviduto metabolicamente estressado e seu papel no desenvolvimento embrionario

O oviduto ¢ uma parte do sistema reprodutor feminino cuja fungdo principal ¢ transportar os
odcitos dos ovarios, e nas por¢des mais distais, nutrir e transportar os embrides iniciais para o ttero (Avilés;
Coy; Rizos, 2015). Em camundongos e¢ em ovelhas, a privagdo de nutrientes leva a um aumento na
concentra¢do de BHB no fluido oviductal, secrecdo que nutre os embrides iniciais (Tripathi et al., 2016;
Whatley; Harvey; Gardner, 2024).

Desta maneira, os embrides iniciais, que possuem intensa atividade de enzimas remodeladoras de
cromatina (Fleming et al., 2018; Kwong et al., 2000), podem ter o seu desenvolvimento afetado enquanto
transitam e s3o nutridos por esta secrecdo com elevada concentragdo de BHB. De fato, ovelhas submetidas
a subnutricdo durante o periodo de superovulagdo e desenvolvimento embriondrio inicial produziram um
menor nimero total de embrides, e dentre estes recuperados, um maior nimero de embrides ndo viaveis
quando comparadas com ovelhas bem nutridas (Abecia et al., 2014). Estes efeitos podem ser atribuidos a
perturbagdo da homeostase endécrina, do microambiente oviductal e também da qualidade oocitaria.

De modo semelhante, camundongos submetidos a dieta cetogénica, apresentaram niveis alterados
de nutrientes no oviduto, dentre eles, uma elevada concentragdo de BHB no oviduto. Apds o flushing
uterino foi observado retardo no desenvolvimento até o estagio de blastocisto. Além disso, houve uma
reducdo na marca epigenética H3K27ac nas células do trofectoderma, mostrando que o BHB ¢ capaz de
alterar marcas epigenéticas cruciais para o desenvolvimento adequado (Whatley; Harvey; Gardner, 2024).

Estes dados mostram que a elevacdo do BHB causada por privagao de nutriente ou dieta cetogé€nica
afeta o desenvolvimento embrionario inicial, e como vacas leiteiras sofrem de cetose no pds-parto, este
pode ser um dos mecanismos que explica limitada competéncia em estabelecer gestagdes.

O 1tero metabolicamente estressado e seu papel no desenvolvimento embrionario.

O tutero desempenha um papel essencial na reproducéo, sendo o local onde o embrido se implanta
apos chegar do oviduto, ¢ onde o feto se desenvolve durante a gestagdo até o momento do nascimento.

Os embrides iniciais quando chegam no utero sdo nutridos pelo fluido uterino (Hugentobler e? al.,
2008; Jordan et al., 1983). Em ovelhas submetidas a estresse metabdlico, foi observado um aumento
substancial nos niveis de BHB no fluido uterino (Tripathi et al., 2016). Os embrides atingem o utero
aproximadamente 5 dias ap6s a fertilizagdo. Neste momento os embrides estdo passando por processos
muito importantes, como a formagao do blastocele, especificacdo das linhagens celulares (massa celular
interna e trofectoderma), e troca para a fosforilagdo oxidativa (Fleming ef al., 2018). Desta maneira, a
composicao alterada do fluido uterino pode comprometer o desenvolvimento embrionario (Velazquez et
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al., 2023; Velazquez; Fleming; Watkins, 2019). De fato, vacas que possuem niveis sanguineos elevados de
BHB durante os 7 primeiros dias apos a inseminagao apresentam embrides com desenvolvimento retardado.
Apos a lavagem uterina, em vacas com elevados niveis de BHB embora sejam recuperados numeros
semelhantes de embrides em relagdo a vacas com niveis fisiologicos de BHB, a proporgdo de
morulas/blastocistos é maior nas vacas com BHB alto, indicando um atraso no desenvolvimento
embrionario (Chaput; Sirard, 2020). Além disso, estes embrides apresentam inumeras alteragdes
epigenéticas, como padrdes anormais de metilagdo no DNA. Isto culminou com alteragdes transcricionais,
como desregulagdes em genes mitocondriais, genes envolvidos no metabolismo da glicose e lipogénese,
crescimento mais lento e ativacdo de mecanismos protetores como a autofagia. Estas alteracdes sugerem
que embrides expostos a altos niveis de BHB no ambiente materno sofrem modificagdes na expressao
génica que provavelmente sdo adaptagdes ao déficit energético sinalizado pelo utero (Chaput; Sirard, 2020).

Modelos in vitro utilizando células endometriais também sdo tUteis para mostrar os efeitos
epigenéticos do BHB, e potencialmente fornecer mecanismos pelos quais o ttero ¢ alterado in vivo. Células
epiteliais endometriais quando cultivadas na presenga de BHB aumentaram os niveis globais de H3K9me3,
uma marca epigenética repressiva presente na heterocromatina. Quando combinados com os acidos graxos
nao esterificados, o tratamento com BHB também levou alteragdo nos niveis da enzima DNMT1 (DNA
metiltransferases 1), que € essencial para manter os niveis de metilagdo do DNA apéds cada ciclo celular.
Estes achados ilustram um potencial mecanismo pelo qual o BHB enriquecido no fluido uterino pode
desregular o seu padrdo de expressao génica (Ferst et al., 2021).

Modelos in vitro para estudar o efeito epigenético do BHB sobre o
desenvolvimento embrionario inicial.

Modelos in vitro sdo adequados pelo fato do efeito do BHB poder ser isolado dos demais
compostos que sdo alterados em situacdes de cetose, como exemplos os acidos graxos ndo-esterificados,
insulina, glucagon, glicose, entre outros (Baird, 1982).

Experimentos in vitro mimetizando a cetose em camundongos mostraram que a adi¢do de BHB
durante o cultivo in vitro causou retardo no desenvolvimento embrionario comegando ja no processo de
singamia (Whatley et al., 2022, 2023). Além disso, comparado aos embrides controle, embrides tratados
com BHB tinham reducdo no nimero total de células e também células do trofectoderma. Estes embrides
também apresentaram varias anormalidades metabolicas, como aumento na produgdo de lactato e no fluxo
glicolitico, e uma redug@o no consumo de glicose. Apds a transferéncia destes embrides expostos ao BHB
in vitro para camundongas receptoras foi observado um declinio nas taxas de implantagdo. Comparado aos
embrides controle, houve uma reducao de 50% na taxa de implantagdo. Apds a coleta e mensuragdo, os
fetos previamente expostos ao BHB tinham menor tamanho e suas placentas tinham menor didmetros que
as placentas controle (Whatley et al., 2022). Estes dados mostram que o tratamento durante o cultivo in
vitro levou a sequelas que perduraram durante todo o desenvolvimento embrionario.

Em bovinos, o tratamento de embrides com BHB em niveis mimetizando cetose clinica severa
também causou retardo no desenvolvimento embrionario, menor nimero de células totais e producdo de
blastocistos apods fertilizagdo in vitro, alteragdo na marca epigenética derivada do BHB — beta-
hidroxibutirilagdo -, assim como inumeras alteragdes transcricionais, como desregulagdo de genes
envolvidos na formacdo do epiblasto, do coragdo, implantagdo e proliferagdo (Sangalli e al., 2025). Se este
efeito também acontece em vacas leiteiras em cetose € objeto para estudos futuros. Porém estes dados
mostram que embrides de mamiferos sao sensiveis e tem seu desenvolvimento afetado na presenga de BHB.

Com relacdo a outros modelos in vitro, eles sdo ainda incipientes e dependem principalmente da
evolucdo e do desenvolvimento de organdides de ovario, oviduto e utero. Com relacdo a modelos in vitro,
0 ovario ¢ um 6rgdo complexo, heterogéneo, contendo células da granulosa, da teca, odcitos, foliculos em
crescimento, estroma, matriz extracelular e infiltrado de células imune. Reproduzir essa interagao ¢ dificil
porque cada tipo celular responde a sinais distintos, precisa de um arcabougo 3D, altera¢des hormonais
dindmicas, entre outras coisas. Atualmente os organdides de ovario se resumem em grande parte a uma
unica populagdo de células e principalmente utilizados nos estudos de cancer. O desenvolvimento de
estruturas que recapitulam o ovario ajudara na criagdo de modelos para estudar o efeito do BHB sobre o
desenvolvimento oocitario e alteragdes endocrinas (Gomez-Alvarez et al., 2025).

O ttero ¢ um 6rgdo mais simples de modelar comparado ao ovario, e existem varios modelos
usando cultivo de células endometriais para estudar os efeitos do BHB e dos NEFAs in vitro, elucidando
assim alteragdes moleculares causadas pelos metabolitos do balango energético negativo (BEN). A
suplementagao de células epiteliais endometriais de vacas com BHB e NEFAs causou acimulo de lipideos,
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aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e alteragdo na marca epigenética repressora
H3K9me3, mostrando que os metabolitos do BEN podem afetar o metabolismo e epigenoma uterino (Ferst
etal.,2021). Os organdides uterinos estdo sendo desenvolvidos, e cada vez mais complexos e recapitulando
todas as caracteristicas do utero (Fitzgerald et al., 2019). O uso deles em pesquisas envolvendo nutri¢do e
reprodugdo sera de grande valia para os cientistas interessados nestes assuntos.

O oviduto também ¢é um 6rgéo relevante, pois o desenvolvimento embrionario inicial ocorre nesta
estrutura. E ¢ justamente esse um dos periodos onde os embrides sdo mais suscetiveis a qualquer tipo de
estresse. Neste momento ocorre intensa reprogramacao celular mediada pelas enzimas epigenéticas, sendo
estas suscetiveis a variagdes nas concentragdes de metabdlitos. Um grande nimero de organoides e
esferoides de oviduto tém sido gerados, e estdo sendo utilizados para o estudo de comunica¢do materno-
embriondria, assim como outros tipos de insultos, como o estresse térmico (Lawson et al., 2023). Como a
estrutura interna desse 6rgao ¢ composto basicamente de células epiteliais ciliadas, o cultivo temporario e
a execucao de experimentos tornam-se exequiveis.

Estes dados apresentados acima mostram o potencial do uso dos organoides para investigar
problemas que afetam a reprodugdo dos mamiferos e também para o uso combinado com as tecnologias de
reprodugdo assistida, fornecendo ambientes mais proximos aos fisiolégicos para gametas e embrides.

Consideracdes finais

A industria leiteira moderna na busca pelo aumento na produgdo de leite causou distarbios
metabolicos cada vez mais frequentes nos rebanhos e isto diminui muito a fertilidade. O balango energético
negativo e a cetose resultante sdo implicados nesta redugdo e precisam ser estudados profundamente a nivel
molecular. Os estudos revisados aqui mostram estes novos papéis epigenéticos causados pelo BHB e
fornecem indicativo dos mecanismos pelos quais os 06citos e embrides sdo afetados.

No entanto, o conhecimento ainda limitado das metodologias necessarias para estabelecer sistemas
de cultura de organdides em animais domésticos tem atrasado o avango e aplicagdo destas tecnologias nos
animais de produ¢@o. Ha ainda outros problemas que dificultam seu amplo uso, como o alto custo dos
fatores de crescimentos necessarios para desenvolver os organdides, e também para analisar o epigenoma
de gametas, embrides e tecidos reprodutivos, visto que estas analises exigem sequenciamento dos genomas
com grande profundidade. Em relag@o a estas novas marcas epigenéticas, como a beta-hidroxibutirilagdo,
lactilagdo, succinilagdo, como sao relativamente novas, poucos cientistas estdo familiarizados com elas, e
a literatura ainda ¢ escassa em animais de produgdo. A medida que os anticorpos para investigar estas
marcas sejam mais prontamente disponibilizados pelos fabricantes, mais literatura seja produzida, havera
uma maior atracdo e adesdo dos pesquisadores a esta temdtica, e maior conhecimento cientifico sera gerado.

Como perspectiva futura, o uso de dietas que impegcam as vacas de entrar em cetose pos-parto
serdo necessarias para mitigar estes efeitos in vivo. Nos laboratorios de producdo de embrides por
fertilizagdo in vitro para transferir para vacas leiteiras, o uso de suplementagdo com antioxidantes,
moléculas redutoras de estresse do reticulo endoplasmatico, moléculas que melhoram a fungéo mitocondrial
talvez seja necessario para reverter sequelas que os odcitos € os embrides resultantes possuam e gerar um
embrido metabolicamente mais saudavel para a transferéncia para as receptoras.
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