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RESUMO

A comunicagao materno/embrio-fetal mediada por vesiculas extracelulares pequenas
(sEVs) desempenha um papel crucial no sucesso da gestacgéao, facilitando o dialogo
entre mae e feto durante o desenvolvimento embrionario. A carga transportada por
essas sEVs, incluindo pequenos e longos RNAs n&o codificantes (miRNAs e
IncRNAs), bem como RNAs mensageiros (mMRNAs), regula as células-alvo, traduzindo
as necessidades do embrido ao mesmo tempo em que sinaliza ao sistema imune
materno a tolerancia ao novo organismo. Isolamos sEVs do fluido uterino de
gestagdes bovinas produzidas por fertilizagao in vitro (FIV) e inseminacao artificial (1A),
nos dias 18 (pré-adesao embrionaria) e 32 (pés-adesé&o embrionaria). Ao analisar os
mRNAs, microRNAs, e IncRNAs transportados por essas vesiculas, buscamos
compreender melhor seus mecanismos de acao, visando melhorar o desempenho da
FIV em bovinos. O fluido uterino foi coletado, e a concentracao e o tamanho das sEVs
foram mensurados para cada técnica reprodutiva. O RNA total foi extraido para
analises de transcriptoma (RNA-Seq) e microtranscriptoma (microarranjo), seguidas
de analise de enriquecimento de conjuntos génicos. Um total de 22 conjuntos foram
enriquecidos por mMRNAs em IVF18 x Al18, e 24 em IVF32 x AI32. Dentro das técnicas,
2 conjuntos foram enriquecidos em Al32 x Al18 e 30 em IVF32 x IVF18 (FDR<0.005).
Notavelmente, os caminhos de interagéo citocina-receptor de citocina e moléculas de
adeséo celular (IVF32 x Al32) foram enriquecidos. A analise da expressao diferencial
de IncRNAs mostrou 398 IncRNAs regulados positivamente e 5 negativamente em
IVF32 x Al32; 24 regulados positivamente e 25 negativamente em Al32 x Al18; e 1.081
regulados positivamente e 21 negativamente em IVF32 x IVF18. A analise
microtranscriptdmica revelou 5 miRNAs regulados negativamente em AlI32 x Al18 e
11 regulados positivamente e 2 negativamente em IVF32 x IVF18. O sucesso
da comunicac¢dao mediada por sEVs depende de sua carga. Observamos um aumento
no numero de miRNAs, IncRNAs e mRNAs diferencialmente expressos em gestacdes
por FIV, tanto aos 18 quanto aos 32 dias, em comparacdao com I|A. Além disso,
identificamos genes codificadores de citocinas que podem prejudicar a receptividade
uterina e a tolerancia materno/embrio-fetal, bem como genes envolvidos na adesao
embrionaria em FIV. Adicionalmente, genes diferencialmente expressos associados a
via de endocitose parecem promover a liberacao de sEVs, o que esta de acordo com
nossas observagdes de maiores concentragoes de sEVs aos 32 dias nas gestacdes
por FIV. Em resumo, as sEVs de gestacbdes por IA e FIV apresentam conteudos
distintos de transcritos codificantes e nao codificantes, o que pode estar relacionado a
falhas na comunicagao materno/embrio-fetal na FIV.

Palavras-chave: vesiculas extracelulares pequenas; microRNA; IncRNA; reproducéo
assistida.



ABSTRACT

Maternal/embryo-fetal communication mediated by small extracellular vesicles (sEVs)
plays a crucial role in pregnancy outcomes, facilitating the dialogue between mother
and fetus during embryonic development. The cargo transported by these sEVs—
including small and long non-coding RNAs (miRNAs and IncRNAs), as well as
messenger RNAs (mRNAs)—regulates target cells by conveying embryonic needs
while also signaling the maternal immune system to tolerate the new organism. We
isolated sEVs from the uterine fluid of bovine pregnancies produced by in vitro
fertilization (IVF) and artificial insemination (Al) on days 18 (pre-embryo adhesion) and
32 (post-embryo adhesion). By analyzing the mRNAs, microRNAs, and IncRNAs
carried by these vesicles, we aimed to better understand their mechanisms of action
in order to improve pregnancy rates following IVF in cattle. Uterine fluid was collected,
and the concentration and size of the sEVs were measured for each reproductive
technique. Total RNA was extracted for transcriptome (RNA-Seq) and
microtranscriptome (microarray) analyses, followed by gene set enrichment analysis.
A total of 22 gene sets were enriched by mRNAs in IVF18 x Al18, and 24 in IVF32 x
Al32 (FDR < 0.005). Within techniques, 2 sets were enriched in Al32 x Al18, and 30 in
IVF32 x IVF18. Notably, the cytokine—cytokine receptor interaction and cell adhesion
molecule pathways (IVF32 x Al32) were enriched. Differential expression (DE) analysis
of INcRNAs revealed 398 upregulated and 5 downregulated IncRNAs in IVF32 x Al32;
24 upregulated and 25 downregulated in Al32 x Al18; and 1,081 upregulated and 21
downregulated in IVF32 x IVF18. Microtranscriptomic analysis revealed 5
downregulated miRNAs in Al32 x Al18, and 11 upregulated and 2 downregulated in
IVF32 x IVF18. The success of sEV-mediated communication depends on their cargo.
We observed an increase in the number of differentially expressed miRNAs, IncRNAs,
and mRNAs in IVF pregnancies on both days 18 and 32, compared to Al. Additionally,
we identified cytokine-encoding genes that may impair uterine receptivity and
maternal-fetal tolerance, as well as genes involved in embryo adhesion in IVF.
Furthermore, differentially expressed genes associated with the endocytosis pathway
appear to promote the release of sEVs, consistent with our observation of higher sEV
concentrations on day 32 in IVF pregnancies. In summary, seEVs from Al and IVF
pregnancies carry distinct coding and non-coding transcript content, which may be
linked to failures in maternal/embryo-fetal communication in IVF.

Keywords: small extracellular vesicles; microRNA; IncRNA,; assisted reproduction.
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1 INTRODUGAO GERAL

1.1 Aimportancia das técnicas de reproducgao assistida no setor pecuario

Devido ao crescimento da populacdo mundial, existe uma demanda
crescente por alimentos, levantando preocupacdes de que a producao atual de
proteina animal ndo sera suficiente para atender o aumento populacional do planeta
[revisado por Gifford e Gifford, 2013]. Ao observar o setor pecuario, o Brasil possui a
quinta maior extensao territorial do mundo e abriga o maior rebanho bovino comercial
global, totalizando 238,6 milhdes de cabecas (IBGE, 2023). De acordo com a
Associagao Brasileira das Industrias Exportadoras de carnes (ABIEC), o numero de
abates bovinos no Brasil em 2017 chegou a 39,2 milhdes de cabecgas, significando
14,4% da produgao mundial de carne.

Decorrente da demanda pela producdo de carne bovina, nota-se um
aumento significativo na aplicagcéo de biotécnicas de reproduc¢ao assistida para suprir
essa crescente demanda por alimentos [revisado por Gifford e Gifford, 2013]. O
avango no campo da reproducao animal, promoveu o desenvolvimento e melhorias
de protocolos na area da reproducado assistida (Sanches; Zangirolamo; Seneda,
2019). Essas técnicas, por sua vez, promovem O aumento no numero de
descendentes em um curto periodo de tempo e com melhores caracteristicas
genéticas [revisado por Ferré et al., 2020]. De acordo com o boletim informativo de
transferéncia de embrides, do inglés “International Embryo Technology Society”
(IETS) (Viana et al., 2018), o numero dos embrides produzidos por fertilizag&o in vitro
(FIV) em animais tem crescido a cada ano, ultrapassando os embrides produzidos in
vivo no mundo todo (Sanches; Zangirolamo; Seneda, 2019).

A maioria dos paises sul-americanos, como o Brasil e a Argentina, utilizam
a criagao bovina como recurso importante para o crescimento econdmico do pais
(Viana et al., 2018) e estdo entre as industrias de biotecnologia que mais promovem
a transferéncia de embrides no mundo. Somente o Brasil, possibilitou o crescimento
de 55% ao ano na producao de embrides produzidos in vitro entre os anos de 2002
a 2012. A proporgcao da quantidade de animais e embrides produzidos no ano de
2023, colocou o Brasil em 2° lugar no mundo (Viana, 2023). Ao examinar o ano de

2021, as Américas responderam por 88,1% da producdo global de embrides
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produzidos in vitro [revisado por Viana, 2022].

1.2 Outras aplicagdes da reproducao assistida

A aplicacdo das técnicas de reproducdo assistida em modelos animais
possibilitou o desenvolvimento de novos protocolos, beneficiando ndo somente a
reproducéo animal, mas também a humana. No campo reprodutivo, a espécie bovina
€ altamente empregada como modelo experimental, uma vez que possui morfologia
e fisiologia ovarianas comparaveis. O tamanho do animal e, consequentemente seus
orgaos reprodutores, também contribui em estudos de avaliagdo endocrinolégica e
morfologica (Malhi; Adams; Singh, 2005).

1.3 Fertilizagao in vitro (FIV) x inseminacao artificial (I1A)

O sucesso gestacional em bovinos produzidos por fertilizagéo in vitro (FIV)
e inseminacéo artificial (IA) ainda é limitado, com uma alta taxa de perdas. Estudos
anteriores (Gatea et al., 2018; Lucy, 2001; Perry et al., 2005; [revisado por Santos et
al., 2004; Wiltbank et al., 2016]) indicam que as taxas de perda em gestagdes
derivadas de FIV variam de 59% a 85%. Ja nas gestagdes por IA, as perdas oscilam
entre 45% e 65% em vacas leiteiras em lactagéo e entre 10% e 30% em vacas de
corte [revisado por Ealy; Wooldridge; Mccoski, 2019]. Contudo, ao observar as
perdas gestacionais aos dias 32-62 de gestacdo, as taxas relatadas séo de 15,1%
para FIV e 4,7% para IA (Crowe et al., 2024). Os fatores que podem influenciar o
sucesso gestacional sdo numerosos, como componentes genéticos, fisioldgicos,
nutricionais e inflamatorios/infecciosos [revisado por Muglia et al., 2022]. A maioria
das perdas gestacionais decorrentes da FIV ocorre no inicio da gestagao (18 - 21
dias), durante o periodo de reconhecimento materno da gestacéo, seguido pelos dias
30 - 40 de gestagao, no periodo de pos-adesdo embrionaria, e com uma taxa menor
de insucesso entre os dias 45 e 90 de gestacdo. Em IA, o momento das perdas é
semelhante das observadas em vacas leiterias e de corte. O periodo de perda se
concentra entre os dias 8 a 27 de gestacao, porém a significaAncia dessas perdas €
menor quando comparado a FIV [revisado por Ealy; Wooldridge; Mccoski, 2019].
Embora a taxa de sucesso da FIV ainda ndo seja tdo alta quanto a da IA, o setor

pecuario tem investido cada vez mais nessa técnica para gerar animais com
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caracteristicas genéticas superiores, ampliando a qualidade da prole e
potencializando o retorno comercial [revisado por Demetrio et al., 2020]. Nesse
contexto, estudos sao fundamentais para entender melhor as implicacées da FIV e,

assim, aumentar sua taxa de sucesso.

1.4 Endocitose e biogénese dos exossomas

A endocitose é um processo biolégico que tem como objetivo a
internalizacdo de particulas grandes para o interior da célula. Essas particulas,
representadas por proteinas, lipidios, receptores de membrana, entre outras
moléculas podem ser internalizadas de forma dependente de clatrina ou
independente de clatrina (Pons et al., 2012). A endocitose tem inicio com a
internalizagdo dessas moléculas. Quando uma molécula precisa ser transportada
para a regido intracelular, ela se conecta aos seus ligantes correspondentes na
membrana plasmatica, formando heterodimeros que se tornam autosfosforilados.
ApoOs a ativacdo, enzimas da familia das ubiquitinas marcam as proteinas que serao
endocitadas [revisado por Richburg, Myers e Bratton, 2014]. Essa marcagao
determina o destino para o qual a molécula internalizada deve ser direcionada no
trafego intracelular [revisado por Clague, Liu e Urbé, 2012].

Posteriormente, com a unido das ubiquitinas aos ligantes, inicia-se a
endocitose mediada por clatrina [revisado por Clague; Liu; Urbé, 2012]. A clatrina &
constituida por uma estrutura de trisquelion, composta por trés cadeias pesadas e
trés cadeias leves. O contato entre as “pernas” do trisquelion permite sua
automontagem, e, com sua formacgao, diversas proteinas sao direcionadas para essa
regiao, auxiliando na criagdo de uma vesiculas revestida por clatrina. Algumas
proteinas adaptadoras de transporte vesicular sdo recrutadas para a regidao da
membrana plasmatica, contribuindo para a formacédo de uma “cavidade” revestida
por clatrina. Essas proteinas adaptadoras desempenham um papel na regulagao do
‘cesto” e possuem um dominio UIM, permitindo que ajam como ligantes entre as
proteinas adaptadoras e a clatrina [revisado por Goh e Sorkin, 2013]. Durante essa
etapa, outras proteinas da familia das endofilinas, sao recrutadas para auxiliar na
deteccao e curvatura da membrana (Buser et al., 2019).

As enzimas pertencentes a familia das dinaminas sdo encontradas na

finalizacdo da endocitose e formam “anéis” em volta das regides invaginadas. A
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presenca dessas enzimas assegura que a célula ndo desenvolva uma invaginagao
excessivamente profunda no “cesto” [revisado por Ferguson e De Camilli, 2012].
Além disso, atuam na ligagao de proteinas a actina e na formagéao do citoesqueleto.
A medida que as particulas sdo internalizadas, a célula comeca a estender
prolongamentos do citoesqueleto. Os filamento de actina sédo recrutadas para a cesta
de clatrina por meio da interagdo de proteinas e, apds essa interagao, ocorre a
liberacdo da cortactina, promovendo a polimerizacdo da actina. Quando a
internalizacao ocorre com o auxilio da polimerizagado da actina, inicia-se o processo
de “desmontagem” da cesta de clatrina. Essa “desmontagem” é realizada por meio
de proteinas que se ligam entre os pontos dos vértices onde as “pernas” de
trisquelion se encontram (Duleh; Welch, 2011).

Apos a “desmontagem” da cesta revestida por clatrina, a vesicula
endocitada inicia interacbes com outras proteinas que influenciam o formato e a
maturagao dos endossomas. Com a formagao dos endossomas primarios, as cargas
internalizadas sao classificadas e direcionadas para diferentes compartimentos
celulares. O endossoma primario € composto por proteinas que facilitam o trafego
intracelular e a reciclagem (complexo retrdbmero) [revisado por Cullen e Korswagen,
2012]. O complexo retrdbmero atua na classificagédo da carga endossomica, podendo
promover sua distribuicao por trés vias distintas (via de reciclagem, via retrégada e
via degradativa). Na via de reciclagem, as proteinas sao recicladas do endossoma
para a membrana plasmatica, com o objetivo de serem reutilizadas. As cargas
destinadas a via retrogada sao transportadas dos endossomas para a rede trans-
Golgi, onde sdo encaminhadas para compartimentos intracelulares especificos. No
entanto, na via degradativa, os endossomas primarios amadurecem em endossomas
tardios e se fundem com os lisossomas. Cargas endocitadas que ndo sdo marcadas
para seguir em nenhuma dessas vias sao redirecionadas para outros destinos.
Dessa forma, as cargas presentes nos endossomas primarios, que permanecem
dentro dos endossomas que amadurecem em endossomas tardios ou corpos
multivesiculares, e sao liberadas para o ambiente extracelular como exossomas
[revisado por Li et al., 2016].

Os exossomas originam-se da formagao de corpos multivesiculares.
Assim, a medida que o endossoma primario amadurece em endossoma tardio,
ocorre 0 acumulo de vesiculas intraluminais em seu interior (Colombo et al., 2013).

Por fim, os endossomas tardios podem se fundir com a membrana plasmatica,
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resultando na liberag&o de vesiculas intraluminais no espago extracelular. O principal
mecanismo descrito para a formacao dos exossomas € mediado pelo complexo
ESCRT [revisado por Bebelman et al., 2018].

O complexo de classificagdo endossomica necessario para o transporte é
constituido por ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-Il e ESCRT-IIl. O ESCRT-0 ocorre pela
formagéo de um heterodimero e tem como finalidade o reconhecimento de proteinas
que foram ubiquitinadas na membrana endossomica (Yue et al., 2018). O ESCRT-II
érecrutado pelo ESCRT-I, sendo ambos responsaveis pela deformagao da membrana
do corpo multivesicular (Colombo et al., 2013). O complexo ESCRT-II, por sua vez,
recruta o complexo ESCRT-IIl, que conduz a cisdo da vesicula, resultando na
formacgéo de vesiculas intraluminais (Yue et al., 2018). O processo € finalizado pela
proteina VPS4A e seu co-fator VTA1, responsaveis pela desmontagem do complexo
ESCRT-IlIl de maneira dependente de ATP (Colombo et al., 2013). As vesiculas
intraluminais podem seguir duas vias: degradativa ou secretora. Na via degradativa,
os corpos multivesiculares se fundem com os lisossomas, enquanto na via secretora,
0s corpos multivesiculaeres seguem para a regidao extracelular, liberando suas
vesiculas intraluminais, denominadas exossomas [revisado por Bebelman et al.,

2018]. A biogénese dos exossomas pode ser visualizada na Figura 1.

Figura 1 - Biogénese dos exossomas.
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A formacdo dos exossomas pode iniciar a partir da internalizagado de
moléculas do espaco extracelular por meio da endocitose, embora também possa
ocorrer de forma independente desse processo. Uma vez internalizados, formam-se
endossomos primarios, que sofrem maturacao para endossomos tardios. No interior
dos endossomos tardios, ocorre o brotamento de vesiculas intraluminais, resultando
na formagdo dos corpos multivesiculares (MVBs). Esses MVBs podem ser
direcionados aos lisossomos para degradagao ou podem se fundir com a membrana
plasmatica, liberando os exossomas no meio extracelular. Os exossomas
transportam proteinas, acidos nucleicos e outros conteudos, podendo interagir com
células-alvo por meio de fuséo direta, endocitose ou por interagdes ligante-receptor

[revisado por Feng et al., 2020].

1.5 Exossomas na comunica¢ao materno/embrio-fetal

As vesiculas extracelulares podem ser classificadas em exossomas,
microvesiculas e corpos apoptoticos, sendo encontradas em diversos tecidos e
fluidos corporais, como o sangue e a placenta [revisado por Avila et al., 2018]. A
liberagdo dessas vesiculas ocorre em resposta a estimulos fisiolégicos ou
patolégicos. Dentre elas, os exossomas, com tamanho aproximado de 30 a 140
nandmetros (nm), sdo secretados por diversos tipos celulares, tanto in vivo quanto
in vitro [revisado por Li et al., 2019]. Durante a gestagdo, a comunicagao celular
mediada por pequenas vesiculas extracelulares desempenha um papel essencial,
promovendo processos fundamentais como a implantagado, migragao e invasao dos
trofoblastos [revisado por Avila et al., 2018 e Zhang et al., 2020]. Essa importancia
tem sido destacada também em estudos voltados a reproducédo assistida,
evidenciando o potencial dos exossomas para otimizar técnicas como a inseminacao
artificial e a fertilizagdo in vitro [revisado por Avila et al., 2018 e Lange-Consiglio et
al., 2022].

O conteudo dessas vesiculas inclui moléculas biologicamente ativas,
como proteinas, RNAs mensageiros (mRNAs), micro-RNAs (miRNAs) e RNAs
longos néo codificadores (IncRNAs), que participam da regulagdo da comunicagao
materno/embrio-fetal [revisado por Abramowicz e Story, 2020] (Gallo et al., 2012;
Valadi et al.,, 2007). Alteragbes em sua composi¢ao e concentragdo tém sido

associadas a complicagbes gestacionais [revisado por Mitchell et al., 2015].
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Considerando que a classificagdo dos exossomas leva em conta caracteristicas
como tamanho, densidade e composicdo molecular, observa-se que sua
concentracdo no ambiente uterino tende a aumentar ao longo da gestacéo,
reforcando a importancia de investigagbes em diferentes estagios gestacionais

[revisado por Zhang et al., 2020].

1.6 Biogénese dos microRNAs (miRNAs) — Via Candnica

Os microRNAs (miRNAs ou MiRs) s&o pequenas moléculas de fita simples
de aproximadamente 19-25 nucleotideos e que nao codificam proteinas. Sua
funcdo é reguladora poés-transcricional e sua expressdao pode ser modulada por
estimulos patoldgicos ou fisiolégicos [revisado por Liang, Wang, S. e Wang, Z.,
2017].

Dentro do nucleo da célula ocorre a transcricao de um gene de miRNA
pela RNA polimerase Il (Pol Il) ou em alguns casos, pela RNA polimerase 11l (Pol ).
Ao final da transcricdo temos um transcrito conhecido como pri-miRNA. O pri-miRNA
€ clivado em pre-miRNA (com aproximadamente 60-70 nucleotideos) por um
complexo microprocessador da enzina RNAase Il Drosha e pela proteina DiGeorge
Critical Region 8 (DGCRS8). O pre-miRNA é transportado do nucleo para o citoplasma
pelo cofator Exportin-5 e Ran-GTP. Na sequéncia, o pre-miRNA é clivado novamente
pela RNase Il Dicer acoplada a proteina de ligacdo ao RNA TAR de fita dupla 2, que
gera duas fitas de miRNA com 22 nucleotideos. Essas duas fitas se ligam a proteina
Argonaute para serem incorporadas ao complexo de silenciamento induzido por
miRNA (miRISC). Ap6s se ligar ao miRISC, uma fita € levada a degradacé&o e outra
€ levada para se ligar ao mRNA-alvo, promovendo a repressédo da tradugao via

degradacao ou silenciamento do mRNA alvo [revisado por Tesfaye et al., 2018].

1.7 Biogénese dos IncRNAs

Os IncRNAs, do inglés, long non-coding RNAs, sao transcritos longos de
RNA, com aproximadamente 200 nucleotideos que, em sua maioria, ndo sao
traduzidos em proteinas. Os IncRNAs sao transcritos pela RNA polimerase Il e, em
sua maioria, apresentam uma capa 5 de metilguanosina e, frequentemente, uma

cauda poli(A) em sua extremidade 3. Eles atuam em diversos processos
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regulatérios, tanto pré quanto pdés-transcricionais. Podem modular a a expressao
génica ao influenciar o recrutamento da RNA polimerase Il, de fatores de transcrigao,
e de enzimas moduladoras de cromatina, além de participar do processamento pos-
transcricional de outros RNAs e afetar a estabilidade e a tradugcdo do mRNA. Além
disso, os IncRNAs podem atuar como competidores enddgenos de miRNAs,
bloqueando sua agao sobre genes-alvo [revisado por Karlsson e Baccarelli, 2016].

LncRNAs podem ser classificados com base em sua localizagao
subcelular, como nucleares, citoplasmaticos ou mitocondriais, e também segundo
seu modo de acdo, como reguladores cis ou trans, arcabougos moleculares,
sequestradores de miRNAs, entre outros [revisado por Liu et al., 2021].

Os IncRNAs nao sao conservados entre espécies e apresentam maior
especificidade tecidual do que os mRNAs (Poloni; Oliveira; Feltes, 2024, revisado).
Assim, a biogénese dos IncRNAs é especifica ao tipo e estagio celular, e esta
condicionada ao estimulo recebido. Por fim, diferentemente dos miRNAs, os
IncRNAs atuam tanto na ativagdo quanto na inibicado da expressao génica de seus

alvos [revisado por Dahariya et al., 2019].
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