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RESUMO

O processo transcricional em embrides extremamente complexo, nosso trabalho
estimou o impacto de perturbagdes nos processos de transcricionais, durante as
fases de ativagdo do genoma embrionario sobre o desenvolvimento embrionario in
vitro de embrides; analisamos dados de sequenciamento de rna (RNA-seq)
depositados nos bancos publicos (GEO) desde o estagio de odocito até o dia 19 do
desenvolvimento embrionario; Isolamos e caracterizamos a massa celular interna
(ICM) e a trofectoderma (TE) do sexo masculino e feminino, oriundos de um mesmo
blastocisto produzido in vitro com espermatozoides sexados (X e Y) e com sémen
convencional e caracterizamos e exploramos o transcriptoma desses isolados
celulares. Concluimos entdo que a EGA menor é essencial para o desenvolvimento
embrionario bovino, blastocistos possuem a maior atividade transcricional de um
total de 6457 genes diferentemente expressos entre os contrastes avaliado
encontramos; 2065 genes diferencialmente expressos entre a ICM e a TE, enquanto
a ICM esta voltada para a manutencdo da pluripoténcia, a TE esta voltada ao
metabolismo energético. Os nossos dados sugerem que os embrides fémeas séo
mais sensiveis ao cultivo in vitro.

Palavras chave: Transcriptoma, Embrides, Bovinos.
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ABSTRACT

Transcription process in embryos is a complex process, our work estimated
the impact of perturbations in the transcriptional processes during genome activation
of vitro produced bovine embryos on their development; we analyzed public data
(GEO) from rna sequencing data (RNA-seq) of oocyte up to the 19th day of
embryonic development; We’d performed isolation and characterization of male and
female inner cell mass (ICM) and trofectoderma (TE) from the same blastocyst
produced in vitro with sorted semen (X and Y) and with conventional semen. We did
the characterization and exploratory analysis of the transcriptome of these cells. We
conclude that minor EGA is essential for bovine embryonic development. Blastocysts
possess the highest transcriptional activity of 6457 differentially expressed genes
among analyzed contrasts. We found 2065 genes differentially expressed between
ICM and TE, while ICM is maintaining pluripotency, TE is focused on energy
metabolism. Our data suggest that female embryos are more sensitive to in vitro
culture.

Key words: Transcriptome, Embryos, Bovine.
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

Introducao

A producgao in vitro de embrides (PIVE) € um procedimento para promover o
melhoramento genético em animais de interesse zootécnico, sendo alternativa a
técnica convencional de multiplas ovula¢des e transferéncia de embrides (MOTE).
Conforme revisado por Hasler (2014) e Moore e Hasler (2017) a produgéo in vitro de
embrides bovinos associado a selecdo gendmica tem grande potencial para
contribuir com o melhoramento do rebanho bovino, porém com grandes obstaculos a
serem superados principalmente relacionados a qualidade embrionaria. Assim,
durante as Ultimas décadas, a producdo de embrides in vitro vem sendo
aperfeicoada, principalmente, nos passos que visam imitar o sistema natural de
desenvolvimento embrionario (Jiang et al., 2014).

A quantificacdo da expressdo dos genes que regulam o desenvolvimento
embrionario € parametro relevante para determinar a qualidade do embrido (Farin et
al., 2004; Smith et al., 2005; Dode et al., 2006,Huang e Khatibe, 2010; Chitwood et
al., 2013; Graf et al., 2014; Jiang et al., 2014), podendo assim se identificar as
diferengcas metabdlicas entre embrides produzidos in vitro e in vivo (Mohan et al.,
2004, Smith et al., 2009) e do padréo de diferenciagdo celular (Negréon-Pérez, et
al.,2017) . Quando este padréo de expressao é alterado, pode levar a desvios que
afetam o desenvolvimento embrionario diminuindo o potencial para sustentarem a
prenhes (Wrenzycki et al., 2005; Abe et al., 2018).

Mesmo que sabidamente haja diferencas adquiridas durante o processo de
producao embrionaria (Sirard et al.,2017), a producéo in vitro de embrides ainda é a
forma mais facil de se obter informagbes biolégicas durante o desenvolvimento
embrionario (Graf et al.,2014). Portanto, o uso de embrides bovinos, produzidos in
vitro, para a obtengcdo de dados sobre os eventos transcricionais durante o
desenvolvimento embrionario € essencial para o entendimento dos fendmenos
biologicos e consequentemente no desenvolvimento de metodologias para o

aprimoramento da técnica.



Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram: (1) estimar o impacto de perturbagdes nos
processos de transcricionais, por meio de bloqueios intermitentes, durante as fases
de ativagcdo menor e maior do genoma embrionario sobre o desenvolvimento
embrionario in vitro de embrides bovinos, apontar a importancia do periodo de
ativacdo do genoma menor; (2) identificar nos bancos de dados publicos
experimentos que utilizaram embrides bovinos em diferentes estagios do
desenvolvimento e que podem ser comparados; (3) avaliar e identificar as diferengas
transcricionais e por analise de co-expressdo encontrar padrées nas diferengas
transcricionais especificas de cada estagio do desenvolvimento e por analise de
enriquecimento de vias identificar as principais vias metabdlicas de cada estagio; (4)
Isolar e caracterizar a massa celular interna (ICM) e a trofectoderma (TE) do sexo
masculino e feminino, oriundos de um mesmo blastocisto produzido in vitro com
espermatozoides sexados (X e Y) e com sémen convencional; (5) ldentificar os
genes diferentemente expressos na ICM e na TE e entre a ICM e a TE dos sexos
masculino e feminino, de blastocistos produzidos in vitro com espermatozoides
sexados (X e Y) e com sémen convencional por meio da analise do conjunto de
dados obtidos pelo transcriptoma por RNA-seq utilizando RNA extraido da ICM e TE

de embrides isolados individualmente.

Revisao de literatura

Os eventos transcricionais durante desenvolvimento embrionario bovino

O desenvolvimento embrionario é, primeiramente, dependente dos estoques
de RNA mensageiro presentes nos odécitos, os quais sado gradualmente exauridos
até que o embrido produza os seus proprios transcritos, pois os oocitos paralisam os
processos transcricionais a partir do estagio de vesicula germinativa, e assim
regulados por processos pos transcricionais (Paynton et al., 1988; Vassalli et al.,
1989). A expressao de genes paternos e a estabilidade do RNA em odcitos e em
embrides em estadios iniciais de desenvolvimento sdo consideradas prioridades
para a ativacdo da transcricdo génica embrionaria (EGA) (Niemann et al., 2010). O

inicio da transcricdo do genoma de embrides ocorre em um tempo espécie-



especifico, em camundongos, a ativacao tem inicio em embrides com duas células;
em suinos, em embrides com quatro células; em humanos e em bovinos, de 4 a 8
células (Jiang et al., 2014; Abe et al., 2018).

Conforme revisado por Godia et al., (2018) tém-se mostrado que a
contribuicdo do espermatozoide € maior do que apenas o DNA, assim o
espermatozoide apto a fecundacao é essencial para contribuicdo de pelo menos trés
componentes: 0 genoma haploide paterno, a sinalizagdo para iniciar a ativacao
metabdlica do odcito (incluindo a tradugdo do mRNA), e o centriolo, que direciona a
montagem dos microtubulos conduzindo a formacdo do fuso mitotico durante o
desenvolvimento inicial do zigoto. O espermatozoide danificado pode ser capaz de
fertilizar um od6cito, mas acaba resultando em embrido de baixa qualidade
(Fernandez-Gonzales et al., 2008). Como demonstraram Fatehi et al. (2006),
investigando os efeitos de espermatozoides com danos no DNA no desenvolvimento
embrionario, sugerem que no inicio da expressao génica embrionaria (EGA) em
estadios iniciais de desenvolvimento (estadio de 4 a 8 células) os danos no DNA
paterno tornam-se sensiveis ao mecanismo da apoptose do embrido, e pelo
bloqueio da mitose, interrompendo o avango no desenvolvimento embrionario. Isto é
evidenciado pela falha na formagao de blastocisto, fragmentacado nuclear em corpos
apoptéticos e falhas na formagao do fuso mitético.Apés a EGA o genoma paterno
ganha um papel significativo na formagéo do embrido (Graf et al., 2014), culminando
na fase de blastocisto com a atividade transcricional mais alta do periodo pré-

implantacional (Jiang et al., 2014).

Diferenciagdo da massa celular interna e o trofectoderma bovino

Durante os estagios iniciais do desenvolvimento embrionario de bovinos
ocorre a diferenciagdo do trofectoderma (TE), que mais tarde contribuira com a
formagdo da placenta, o6rgdo essencial para nutricdo e manutencdo da vida
embrionaria intrauterina, e a diferenciacdo das células da massa celular interna
(ICM) que originara o concepto (Hyttel et al.,2010). Uma vez que essas células se
diferenciam a partir do estagio de blastocisto expandido, as células da ICM perdem a
capacidade de se transformar em células da TE e vice versa, a restricdo dos
destinos das células da TE e da ICM é mediado pelos fatores de transcricdo CDX2,
maior nas ceélulas da TE, e OCT4 (POUSF1), maior nas células da ICM (Berg et
al.,2011).



Assim estudos de engenharia reversa tem comprovado o papel de
marcadores como CDX2 para a diferenciacdo das células da TE bovina (Goissis e
Cibele, 2014), e do OCT4 para a o desenvolvimento das células da ICM bovina
(Simmet et al.,2014; Daigneault et al., 2018). Porém os mecanismos ativados nessas
duas populag¢des celulares se mostram muito complexos, sendo ja relatados 870,
3600 e 4689 genes diferencialmente expressos entre ICM e TE (Ozawa et al.,2012;
Nagatomo et al.;2013 e Housseini et al.; 2015 respectivamente). Apesar de
excelente fonte de informacdo muito ainda pode ser feito, pois com o avanco as
técnicas de novissima geragdo se tornam possivel isolar e sequenciar o
transcriptoma de células isoladas de um mesmo embrido, e explorar por exemplo

diferencas decorrentes do dimorfismo celular.

O sequenciamento de RNA por novissima geragao (RNA-Seq)

O RNA-Seq nao tem um limite para quantificagcao relacionado ao numero de
sequéncias obtidas. Consequentemente, essa tecnologia apresenta uma grande
variagao na dindmica dos niveis de expressdo em que os transcritos podem ser
detectados. A caracteristica impar do sequenciamento de alto rendimento de
transcriptomas e a versatilidade do resultado gerado, que pode ser analisado de
forma a esclarecer simultaneamente dados de niveis de expressdo génica, de
estrutura do Jocus gendbmico e variagbes de sequéncia presentes em um
determinado locus, e assim demonstra ter acuidade e repetibilidade para quantificar
niveis de expressdo génica, como determinado por PCR quantitativo (qPCR) e
requer menor quantidade de RNA nas amostras. Além disso, o RNA-Seq € o
primeiro método de sequenciamento que permite sequenciar o transcriptoma inteiro
em alto rendimento e de maneira quantitativa (Martin e Wang, 2011).

Até o surgimento do RNA-seq os estudos com microarranjos ofereciam as
melhores informagdes sobre o transcriptoma no inicio do desenvolvimento
embrionario, no entanto o RNA-seq possui varias vantagens sobre a técnica de
microarranjos, permite a determinacao direta dos pares de bases da sequencia do
cDNA, com resolugao a partir de um unico nucleotideo, maior alcance, menos ruido
e maior sensibilidade além de permitir a discriminagdo dos transcritos de origem
materna e paterna através da analise de polimorfismos de nucleotideo unicos
(SNPs) especificos ou através de outros marcadores genéticos (Chitwood et
al.,2013, Graf et al., 2014, Jiang et al.,2014).



Na Tabela 1, podemos ver os dados obtidos do pubmed quando procuramos

as palavras chaves (“bovine embryo”, “microarray”, “RNA-seq”, “Microarray bovine
embryo”, “RNAseq bovine embryo”) mostrando a evolugdo do interesse cientifico
pelo assunto. E 2008 foram publicados apenas 6 artigos com a palavra-chave RNA-
seq e até agosto de 2018 foram publicados 3232 artigos. Quando comparamos o
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nuamero de artigos publicados com as palavras chave ““Microarray bovine embryo” e
com as palavras chave “RNAseq bovine embryo”, em 2011 foram publicados 13
artigos contra 1, até agosto de 2018 notamos que encontramos numeros muito mais
préoximos 12 contra 10 em 2017 e 4 contra 3 em 2018. Demonstrando a aceitagéo da
técnica pela comunidade cientifica.

Tabela1 - Numero de artigos publicados encontrados utilizando as palavras-chaves
nas colunas durante os anos de janeiro 2008 até agosto de 2018

Microarray RNAseq

Ano bovine embryo Microarray RNAseq bovine embryo bovine embryo

2018 260 4596 3232 4 3
2017 434 5422 3258 12 10
2016 432 5599 2537 13 4
2015 405 6255 2075 12 8
2014 457 6335 1546 13 4
2013 408 6278 983 8 4
2012 442 6290 544 20 2
2011 441 6142 311 13 1
2010 437 5868 131 11 0
2009 396 5507 22 14 0

2008 381 5436 6 10 0




De fato, embora a fungao deste RNA nao tenha sido totalmente esclarecida, a
identificacdo de moléculas de RNA no espermatozoide maduro pode ser de grande
importancia para o melhor entendimento dos processos de espermatogénese e
fertilizacdo (Lalancette et al., 2008). Mais ainda, o perfil de expressdo génica dos
espermatozoides pode servir tanto para a determinacdo da fertilidade de machos
como possuir um valor prognéstico para fecundagéo e desenvolvimento embrionario
(Feugang et al., 2010). Assim o RNA-seq tem demonstrado ser muito eficiente até
mesmo com amostras desafiadoras, como o semen, em 2013 foi publicado o
primeiro resultado de andlise de transcriptoma espermatico bovino por
sequenciamento (RNA-seq) (Card et al., 2013). Uma analise do transcriptoma
espermatico bovino de amostras de sémen criopreservadas demonstrou a existéncia
de mais de 6000 transcritos, codificados tanto pelo nucleo como pelas mitocéndrias;
estes transcritos formam uma populacdo heterogénea de mRNAs degradados e
intactos. Transcritos ndo descritos por trabalhos anteriores, que utilizaram técnicas
de hibridizagao, puderam ser identificados por RNA-seq, entre eles HMGB4, GTSF1
e CKS2. Segundo os autores, uma analise de ontologia génica demonstrou que o
processo bioldégico mais representado por estes transcritos contribuem para os
processos de capacitagao e inicio da embriogénese. Os dados apresentados por
Card et al. (2013) demonstram que o RNA-seq possui uma maior capacidade de
varredura e acuracia em caracterizar transcriptomas ainda nao totalmente
conhecidos do que as técnicas de hibridizagdo. Selvaraju et al. (2017) sugeriram que
a utilizagcado de duas plataformas diferentes (lllumina e lon Proton) seria util para a
diagnosticar e predizer a fertilidade de touros, Card et al., (2017) conseguiram
identificar possiveis alvos para predicdo de fertilidade em touros no semen. No
entanto ainda nao foi possivel predizer a taxa de concepg¢ao de um touro pela
analise do transcriptoma de embrides, devido a alta complexidade da interagdo dos
genomas materno e paterno (Ortega et al.,2018).

A analise global de expressdo de genes em embrides pré-implantacdo sao
escassos, principalmente devido as dificuldades técnicas na obtencdo de
quantidades significativa de RNA por embrido para as analises e do grande numero
de embrides necessarios por grupo (Kobayashi et al., 2006), ver Tabela 1. Drive et
al. (2012) e Pefiagaricano et al.(2013) utilizaram o RNA-seq para descrever o

transcriptoma de embrides bovinos denotando, respectivamente, diferencas entre



varios transcritos de embrides produzidos in vitro e in vivo e a influéncia da dieta
materna sobre o embrido, no entanto esses autores utilizaram RNA extraido de um
pool de embrides, cerca de 5 embrides/pool, o que pode encobrir as diferencas
entre os sexos. Chitwood et al.(2013) desenvolveram uma metodologia para realizar
o estudo transcricional a partir de um unico blastocisto bovino, aumentando o poder
estatistico das analise e que possibilita agora determinar o sexo de cada embrido
utilizado, através da analise de expressao diferencial dos genes relacionados ao
sexo (SRY) e ao cromossomo Y (EIF1AY e DDX3Y), obtidos do sequenciamento do
RNA. Esse mesmo grupo identificou que 168 genes sdo diferentemente expressos
entre machos e fémeas, sendo destes 144 genes mais expressos nos embrides
femininos estando estes relacionados principalmente a adesdo celular (HAPLN4,
PGM5, PCDHB6, CLSTN3, CTGF, ICAM5 e 1ZUMO1), metabolismo da Glicose
(PPP1R3C, LDHA, PGM5 ePGK1) e motilidade celular (CTGF, ARID5B,ATP1A3,
TNP1 e PRKG1). IQBAL et al.(2014) desenvolveram uma técnica de para
separagao da massa celular interna (MCI) por imunocirurgia e trofectoderma (TE)
por microcirurgia de embrides equinos com posterior extracdo de RNA
individualmente de cada parte, sendo o suficiente para producdo de bibliotecas de
cDNA e sequenciamento do transcriptoma individual, ademais os autores julgaram
que o sexo é um fator relevante quando se procura por diferengas transcricionais em
nivel global. Zhao et al. (2016) publicaram o transcriptoma da massa celular interna
e da trofectoderma de embrides bovinos, os autores utilizaram um pool de 25 a 30
embrides e separam as células de cada parte por ativagdo magnética. Ao utilizarem
essa técnica os autores nao puderam explorar as diferencas sexuais assim, o sémen
sexado pode ser uma ferramenta eficiente nesse tipo de estudo, uma vez que pode
fornecer um grande numero de embrides do sexo desejado (Bermejo-Alvarez et al.,
2010). Como ha fortes evidéncias que o DNA espermatico, que o sexo e as
alteragdes do genoma paterno afetam as fases iniciais do desenvolvimento
embrionario, se justifica o presente estudo pelo auxilio no entendimento das
variagbes no desenvolvimento embrionario, aumento do esclarecimento das vias
metabdlicas afetadas pelo processo de sexagem espermatica e pela diferenga
sexual. Além de contribuir com informacbes sobre as diferengcas sexuais

encontradas nas fases de blastocisto na massa celular interna e trofectoderma.
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CAPITULO 2 - A ativagdo do genoma embrionario menor é essencial para o

desenvolvimento embrionario bovino

Resumo

Os embrides bovinos pré-implantacdo podem se desenvolver na auséncia de
expressao génica até o estagio de 8 para 16 células, periodo que ocorre a ativagao
do genoma embrionario (EGA) maior . Alguns genes embrionarios, no entanto, séo
transcritos antes EGA menor. Este estudo utilizou um inibidor reversivel de RNA
Polimerase Il (5,6 diclorobenzimidazol 1-b-D-ribofuranosideo; DRB) para avaliar a
importancia da EGA menor no desenvolvimento embrionario bovino. Os odcitos
foram maturados e inseminados in vitro, e os zigotos foram cultivados em KSOMaa
suplementado e alocados para diferentes tratamentos em 16 horas pds-inseminagao
(hpi). O desenvolvimento foi registrado com 44 e 72 hpi, e a taxa de formacgao de
blastocisto no dia 7 (FIV Dia 0). Primeiro, testamos diferentes concentragbes de
DRB [50 mM (D50), 75 mM (D75), 100 mM (D100) e um controle com
dimetilsulféxido (Control)]. Somente embrides no Control produziram blastocistos
(45,0 = 5,8%; 4 repeticbes com um total de 391 odcitos examinados). Nenhuma
diferenca no desenvolvimento foi observada as 44 h (57.9 £ 16.5, 53.3 £ 10.5, 60.5
19.0 e 52.3 + 5.8% para D50, D75, D100 e Control, respectivamente) e 72 h (78.9 £
8.8, 66.1 = 11.7%, 71.5 + 16,5% e 70,8 £ 5,6% para D50, D75, D100 e Control,
respectivamente). Em seguida, em 7 réplicas (751 odcitos), determinamos o efeito e
o bloqueio da transcrigio com 50 mM DRB atingindo 2 estagios embrionarios
(periodos de 28 h), iniciada as 16 hpi (1-2C), 30 hpi (2-4C) e 44 hpi (4-8C). Os
controles incluiram tratamento DRB de 16 a 72 hpi (1-8C) e Control. Nao houve
diferenca no desenvolvimento com 44 e 72 h. A incidéncia de formacao de
blastocisto, no entanto, foi significativamente diminuida em todos os grupos tratados
em comparagao com Control (27.7 £ 4,7, 151 £ 3.5; 23.3 £ 3.1;20.5 £+ 1.9; e 421
3,2% para 1 e 2C, 2 e 4C, 4 e 8C, 1-8C e Control, respectivamente). Finalmente, em
12 réplicas (1499 odcitos), avaliamos o efeito do bloqueio da transcricdo por

periodos de 14 horas, abrangendo um unico estagio de clivagem. O tratamento DRB
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(50 mM) comecou as 16 hpi (1C), 30 hpi (2C), 44 hpi (4C) e 58 hpi (8C). Além disso,
os tratamentos 1-8C e Control foram mantidos. Nenhuma diferenca no
desenvolvimento com 44 e 72 h foi observado. O desenvolvimento para o blastocisto
foi significativamente menor do Control (46.0 + 3.2%) em 2C, 4C, 8C e 1-16C (28.9 =
3.9,26.1+£4.2, 30.1 £4.8 e 18.9 + 3.2%, respectivamente), mas ndo em 1C (34.7
4.4%). Em resumo, a inibicdo transcricional continua usando DRB resultou em
bloqueio do desenvolvimento no momento da EGA maior, semelhante ao tratamento

com a-amanita a (um inibidor irreversivel da RNA polimerase Il). A inibicdo

transcricional durante os estagios de clivagem unica foi suficiente para diminuir o
potencial de desenvolvimento do embrido. Concluimos que a EGA menor tem um
papel essencial no desenvolvimento embrionario bovino.

Palavras chave: Embrides, transicdo materno zigoto, RNA polimerase I,

transcrigéo.

Introducao

O processo pelo qual um organismo expressa seu genoma, transcrigdo, é
mais alta no blastocisto do que a detectada no estadio inicial de pré-implantagdo. A
maneira como se forma esse padrao transcricional € essencial para o
desenvolvimento embrionario. Apés a fertilizagdo o genoma embrionario € inativo até
que se inicie a transicdo materno-zigoto (MZT) (Palfy et.al.,2017). Pois durante a
oogénese € acumulado RNAs e proteinas maternas que serdo utilizados durante a
maturagao oocitaria e as primeiras fases do desenvolvimento embrionario (Dworkin
e Dworkin-Rastl, 1990 e revisado por Schultz et.al.; 2018). Inicialmente se propds
que a ativagdo do genoma embrionario (EGA) durante a MZT ocorreria nos estagios
de 8 células (Kopecny et al., 1989), no final do estagio de 4 células (Barnes & First,
1991) e até 2 células (Memili et al., 1998a). Porém, tudo leva a crer que a maior

atividade transcricional ocorra nos estagios de 4 para 8 células, sendo assim
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conhecida como ativagcdo do genoma maior (EGA maior) e a ativagdo do genoma
menor (EGA menor) caracterizada como uma menor atividade transcricional durante
o estagio de 2 células (Graf et.al.2014a; Jiang et.al.,2014).

Conforme revisado por Viktorovskaya e Schneider (2015), o processo
transcricional é regulado por enzimas (RNA polimerases dependentes de DNA) que
convertem a informacado genética guardada no DNA para o RNA. Os eucariotos
utiizam ao menos 3 RNA polimerases; RNA polimerase | (RNA POL [), RNA
polimerase Il (RNA POL Il) e RNA polimerase Il (RNA POL Ill). RNA POL |
transcreve DNA ribossomal (rDNA), RNA POL |l sintetiza todos os RNAs
mensageiros (MRNA) e a maioria dos RNAs néo codificadores; RNA POL Ill produz
primariamente tRNA e 5s rRNA. Portanto para que haja transcricdo nos embrides
bovinos é necessario a presenca de RNA POL Il, conforme demonstrado por Jones
e First (1995) e MEMILI et al.(1998a). Memili et al.(1998b) demonstraram que ao

bloquear irreversivelmente a RNA POL Il com a -Amanitina, uma droga bloqueadora

de RNA POL Il e RNA POL Il (400 a 1000 vezes menos efetiva), impede o
desenvolvimento embrionario além do estagio de 8 células, logo a EGA é essencial
para o desenvolvimento embrionario bovino. Outras drogas também podem ser
usadas como a Actinomicina D que bloqueia irreversivelmente as RNA polimerases
(Sobell, 1985) e 5,6-dichloro-1-beta-d-ribofuranosilbenzimidazole (DRB) que
bloqueia de forma reversivel a RNA POL Il (Zandomeni et.al.,1983).

O padrdo que regula o desenvolvimento embrionario € um parametro
relevante para determinar a qualidade do embrido (Farin et al., 2004; Dode et al.,
2006). Quando este padrdo de expressao € alterado pode levar a desvios que
afetam o desenvolvimento embrionario e a ocorréncia de fendmenos patolégicos que

fazem com que os embrides produzidos in vitro estejam desprovidos do potencial
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para sustentarem a implantacdo e a prenhez (Wrenzycki et al., 2005). Com a
hipotese que ativagdo menor no genoma embrionario é importante para o
desenvolvimento do embrido bovino até a fase blastocistos. Objetivamos entao,
estimar o impacto de perturbagdes nos processos transcricionais, por meio de
bloqueios intermitentes, durante as fases de ativacdo menor e maior do genoma
embrionario sobre o desenvolvimento embrionario in vitro de embrides bovinos,

apontando a importancia da EGA menor.

Material e métodos

Producao in vitro de embrides

Foram utilizadas doses de sémen congelado convencional de um unico touro
da ragca Holandesa, da mesma partida, adquiridas de empresa especializada, com
eficiéncia comprovada na producédo in vitro. Um total de 30 rotinas de producéo in
vitro de embrides bovinos foram realizadas segundo o protocolo Chitwood et al.
(2013). Foram utilizados ovarios fornecidos por abatedouro, coletados e
transportados para o laboratorio em solugdo salina a 30-33°C. A aspiragdo dos
foliculos antrais de 3 a 8 mm de didametro foi feita com uma agulha de 19-g acoplada
a uma seringa de 20 mL. O fluido folicular obtido pela aspira¢ao foi transferido para
tubos cénicos de 50 mL e apds 15 minutos o sedimento foi transferido para uma
placa de poliestireno de 100 mm de diametro e realizada uma avaliacdo em
microscopio estereoscopico. Utilizamos os COCs (complexo oécito cumulus) que
apresentaram no minimo 4 camadas de células e ooplasma de coloragao uniforme,
ou seja, somente graus 1 e 2. Os odcitos considerados atrésicos e desnudos foram

descartados.
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Maturacgao in vitro (MIV)

Os COCs foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199 (constituido
por meio TCM-199, suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 20 mM de HEPES, 5
mM de Bicarbonato de sédio, 75 ug de gentamicina/mL) e entdo lavados uma vez
em meio de maturagcdo B-199 (constituido por meio TCM-199, suplementado com
0,2 mM de Piruvato, 25 mM de Bicarbonato de sodio, 75 ug de gentamicina/mL 1 ug
de 17-B Estradiol/mL, 0,5 yM de FSH/mL, 100 Ul de hCG/mL) acrescido de 10% de
SFB . Apds as lavagens os COCs foram transferidos para as placas de maturagao (4
pocos) contendo gotas de 400uL, sendo 50 odcitos por gota, de meio de maturacéo,
cobertas com 6leo mineral. Cultivados durante 22 horas em estufa a 38,5°C, 100 %

de umidade e atmosfera de 5% de CO..

Fecundacgao in vitro (FIV)
A fecundacgao foi realizada 16 horas apds o inicio do cultivo de maturacgao.

Uma dose de sémen convencional congelada que contém de 15 a 20 milhdes de
espermatozoides, foi descongelada a 35°C, por 30 segundos. O sémen foi
depositado sobre 4 mL de gradiente descontinuo de densidade de Percoll™ (45% e
90%) a temperatura ambiente e centrifugado a uma forgca de 900 x g durante 15
minutos, a fim de sedimentar os espermatozoides viaveis. O sedimento espermatico
resultante (100pL) foram transferidos para 4 mL de meio TALP-Sémen e
centrifugado a 500 x g durante 5 minutos. Foram retiradas uma amostra de 5uL para
determinar a concentragdo/uL. Aproximadamente 100 x 102 espermatozoides foram
adicionados a cada gota de 50 pyL de meio SOF-FIV.

Foi adicionado 20 a 25 odcitos por gota de FIV e incubados por 18 a 20 horas

em atmosfera de 5% de CO2 em ar, na temperatura de 38,5°C.
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Cultivo in vitro (CIV)
Apds 16 horas do inicio da FIV, os provaveis zigotos foram lavados por trés

vezes em SOF-HEPES e lavados uma ultima vez e cultivados em meio KSOM®
suplementado com 4 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA) e 5% de soro fetal
bovino (SFB) e transferidos para placas (35mm) em gotas de 50uL sob 6leo mineral.
Foram cultivados de 20-25 zigotos por pogo, em estufa, com atmosfera de 5% de
CO2, 5% de O2 e 90% N2, 100% de umidade saturada e temperatura de 38,5°C. A
taxa de desenvolvimento embrionario foi avaliada 7 dias apds a fecundacéo,

considerando o dia da FIV como dia 0 (DO) e hora 0 (OH).

Determinacgao de sensibilidade de detec¢ao de transcrigao
Para a detecgao de transcrigao foi utilizado o kit marcagéao de sintese de RNA

com inclusao de uridina florescente (5-etinil uridina - Eu) (“Click-iT™ RNA Alexa
Fluor™ 594 Imaging Kit”) com protocolo adaptado conforme Anexo 1. A marcacgao
foi feita com Solugdo de 2mM de Eu diluida em KSOM e BSA por 1 hora em
condi¢gdes de cultivo. Em ambiente escuro os embrides foram fixados em 4% de
Paraformoldeido (PFA) durante 15 minutos e lavados em tampéao fosfato-salino
(PBS) com alcool polivinilico (PVA). O processo de permeabilizacdo foi feito com
Triton x100 a 0,5% em PBS e incubados em temperatura ambiente por 15 minutos.
Adicionamos o tampao de reacgao click-it aditivo fornecido pelo fabricante conforme
indicado nas instru¢cdes de fabrica. Os embrides foram transferidos para 100uL de
solucao e incubados a temperatura ambiente durante 30 minutos (protegidos da luz).
Os embrides nas fases de zigoto até blastocisto foram lavados com solugdo de
lavagem do kit Click-it (componente F). O DNA foi corado com 1uL de hoescht em
100uL de PBS com PVA e depois lavados em solu¢cdo de 1mg/mL de PVA em PBS

e montados entre lamina e laminula sob solugdo anti clareamento (“anti-fade”)
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(ProLong Gold; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), vedados com esmalte,
armazenados a 4°C. Em no maximo 7 dias foram levados e avaliados ao
microscopio confocal. A avaliagdo de intensidade de florescéncia foi feita com auxilio
do software ImagedJ version 1.40, os nucleos foram marcados e para cada nucleo foi
obtido um valor de florescéncia subtraindo o a florescéncia do citoplasma adjacente;
para comparagado foi calculada uma média de intensidade de florescéncia por

embrido.

Bloqueio da transcricao permanente
Inicialmente fizemos uma comparagdo entre as drogas bloqueadoras

permanentes e o DRB, avaliamos as seguintes drogas:

5,6-dichloro-1-beta-d-ribofuranosilbenzimidazole (DRB) nas doses 50, 75, e 100 uM;

a -Amanitina na dose de 25 pug/mL;

Actinomicina D na dose de 500 pg/mL.
Todas as drogas foram diluidas em DMSO e avaliadas quanto a intensidade
de florescéncia (nos estagios de 4,8 e 16 células) e de impacto durante o

desenvolvimento embrionario (reducéo na taxa de blastocisto).

Bloqueio intermitente da transcricdo (RNA polimerase Il)
Para o bloqueio de transcricao foi utilizada somente DRB, primeiro verificamos

a eficacia do DRB nas doses de 50, 75, e 100 yM e DMSO, para determinagao da
menor dose efetiva no bloqueio intermitente.

Apds a determinagado fizemos o cultivo dos embrides sobre influéncia da
droga e comparamos com o controle (DMSO) e avaliamos o desenvolvimento
embrionario e a intensidade de florescéncia conforme os grupos a seguir.

Primeira fase:

1C-2C, bloqueio com DRB a partir das 16 horas até 44 horas apos a FIV;
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2C-4C, bloqueio com DRB a partir das 30 horas até 58 horas apos a FIV;

4C-8C, bloqueio com DRB a partir das 58 horas até 72 horas apos a FIV;

1C-8C, bloqueio com DRB a partir das 16 horas até 72 horas apos a FIV;

CONTROL, exposi¢cao somente ao DMSO a partir das 16 horas até 72 horas apos a
FIV.

Segunda fase:
1C, bloqueio com DRB a partir das 16 horas até 30 horas apos a FIV;
2C, bloqueio com DRB a partir das 30 horas até 44 horas apos a FIV;
4C, bloqueio com DRB a partir das 44 horas até 58 horas apos a FIV;
8C, bloqueio com DRB a partir das 58 horas até 72 horas apos a FlIV;
1C-8C, bloqueio com DRB a partir das 16 horas até 72 horas apos a Fl1V;

CONTROL, exposicao somente ao DMSO a partir das 16 horas até 72 horas apos a
FIV.

Para o bloqueio intermitente os embrides foram cultivados em ksom
adicionado de BSA e DRB (na dose determinada). Foram feitas duas placas para
cada rotina, uma placa para cultivo convencional e uma placa de bloqueio. O grupo
CONTROL ficou o desenvolvimento todo apenas na placa de cultivo convencional.
Para a passagem do cultivo tradicional para o bloqueio, ou do bloqueio para o
cultivo, os embrides eram lavados em 5 gotas em meio ao qual seriam destinados,
sempre trocando-se as ponteiras da pipeta de manipulacdo entre as gotas.
Adicionalmente, antes da passagem para a placa destino, os embrides eram
depositados em uma gota adjacente a gota de cultivo/bloqueio e depois transferidos
para a gota aonde seria feito o cultivo/bloqueio. Em cada passagem eram
contabilizados os embrides clivados e o estadio de desenvolvimento afim de se

determinar a dinamica de clivagem entre os grupos.
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Anadlise Estatistica
Para os dados relativos ao desenvolvimento embrionario incorporagdo da Eu

utilizamos o software R de acordo com as recomendacdes de Chen & Peace (2010);
Baguley (2012) e de Avriva & Watson (2013). Foi utilizado o dia da obtenc&o dos
oo6citos como bloco e a placa de cultivo/bloqueio foi utilizada como fator aleatério.
Apds a confirmacdo da homocedasticidade dos dados pelo teste de Levene e
normalidade dos dados pelo teste de Cramér-Von Mises caso necessario foi feita a
transformacao por ranque de acordo com Canover & Iman (1981), e entdo a analise
de variancia com a aproximagao dos graus de liberdade de Satterthwaite, para tal
foi utilizado o pacote ImerTest (KUZNETSOVA et al., 2016). A comparagdo minima
significativa das médias foi obtida pelo teste de Tukey, com valor de p<0,05. Os
graficos para representacdo dos resultados foram gerados com o pacote do R

ggplot2 (Wickham, H.; 2009).

Resultados

Determinacao de sensibilidade de deteccao de transcricio e bloqueio da
permanente da transcrigao

Os resultados da deteccéao e sensibilidade de transcricdo e a comparagao das
drogas para bloqueio da transcricdo embrionaria permanente estdo resumidos na
Figura1l. A incorporagcdo da Eu durante uma hora aliada com a avaliagdo por
microscopia confocal, nas fases do desenvolvimento embrionario bovino, foi
suficientemente sensivel para detectar atividade transcricional a partir do estagio de
2 células (Figura 1 - A e B). O DRB se mostrou tao eficaz quanto o a -Amanitina e a
Actinomicina-D no bloqueio da transcricdo embrionaria, conforme mostrado na

Figura 1 - C. Nao houve diferenga na taxa de clivagem nos embrides tratados com

DRB nas diferentes doses utilizadas, além disso os embrides quando mantidos sob
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bloqueio ndo desenvolveram até o estagio de blastocisto, o bloqueio barrou o
desenvolvimento embrionario bovino na dose de 50uM, 75uM e 100uM (Figura1-D).
Sendo 50uM, entdo, a dose selecionada para a realizagdo do bloqueio da RNA POL
Il de forma intermitentemente.

Bloqueio intermitente da transcricao durante as fases do desenvolvimento
embrionario

O resultado do bloqueio intermitente com DRB esta resumido nas figuras 2 e
3.0 bloqueio nos estagios de zigoto até embrido de 2 células (1C-2C, figura 2 A) foi
o suficiente para reduzir a taxa de blastocistos, porém pudemos notar que o bloqueio
a partir dos estagios de 2 células reduziu mais a taxa de blastocisto aos 7 dias de
desenvolvimento. No bloqueio a cada 14 horas (figura 4 B), notamos que a partir do
estagio de zigoto (1C) ja pode comprometer o desenvolvimento embrionario, porém
apenas a partir do estagio de embrido de 2células (2C) que se obtém um resultado
similar ao bloqueio permanente (1C-8C). Ademais podemos notar que a clivagem
embrionaria ndo é afetada pelo bloqueio da RNA POL Il (figura 3). Nado houve
interagdo entre os grupos de bloqueio intermitente ao longo do tempo, o unico fator
significante durante a clivagem embrionaria foi o tempo. A clivagem ocorre
normalmente independente de ocorrer uma interferéncia ou ndo, mostrando assim
que os impactos das perturbacdes nessas fases podem se manifestar apenas na

fase de blastocisto.
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Figura 1 - Descricdo do teste de sensibilidade de transcricdo pela Eu e do teste de
comparagao das drogas para bloqueio de transcricdo em embrides bovinos. A-
Comparacao da intensidade de florescéncia entre os estagios de desenvolvimento
embrionario bovino; B- Quantificacdo da intensidade de florescéncia dos estagios de
zigoto a 16 células, em 3 rotinas e 300 embrides; C- Comparagao da intensidade de
florescéncia das drogas no bloqueio de transcricdo permanente durante os estagios

de 4, 8 e 16 células, em 4 rotinas e 560 embrides; D - determinagdo da menor dose
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efetiva de DRB para bloqueio da transcricdo em 4 rotinas e 391 embrides, a linha

tracejada na horizontal indica a média de todos os grupos.
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Figura 2 - Resultado do bloqueio transcricdo intermitente durante as fases de
desenvolvimento embrionario bovino. A - Primeira fase do bloqueio intermitente
abrangendo duas fases, a cada 28 horas, do desenvolvimento embrionario. B-
Segunda fase bloqueio intermitente abrangendo uma unica fase, a cada 14 horas,
do desenvolvimento embrionario, a linha tracejada na horizontal dos graficos de

barra indica a média de todos os grupos.
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Figura 3 - Dinamica do desenvolvimento embrionario de embrides bovinos durante o
ensaio de bloqueio da RNA plimerase |l intermitente, mostrando a percentagem de
embrides de 2,4 e 8 células avaliados as 30, 44, 58 e 72 horas apos a FIV. A -
Acompanhamento da dinamica de clivagem dos embrides bovinos durante o ensaio
de bloqueio intermitente por 28 horas; B - acompanhamento da dinamica de
clivagem dos embrides bovinos durante o ensaio de bloqueio intermitente por 14
horas, a linha tracejada na horizontal indica a média de todos os grupos. Letras
minusculas diferentes, dentro do grafico de barras, denota significancia na avaliagao

ao longo do tempo.
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Discussao

Neste experimento demonstramos a eficacia de bloqueadores de transcricéo
de forma permanente e de forma transitéria. Sobre a prova da intensidade de
florescéncia com a incorporacdo de Eu. E de notdério saber que o bloqueio
permanente da RNA polimerase |l durante as fases iniciais do desenvolvimento
embrionario impede o desenvolvimento além do estagio de 8 células (Memili e First;
1998). Assim como a eficacia das drogas utilizadas (Memili e First; 1998, Chandolia
et al.;1999). Porém neste trabalho foi explorado, apés a comprovagao da eficacia, o
efeito do bloqueio reversivel da RNA polimerase |l, de forma intermitente,
isoladamente nos estagios do desenvolvimento embrionario. Assim ha a
possibilidade de se desenvolver novos ensaios utilizando essa metodologia auxiliar
na determinagdo exata do inicio de transcricdo de um gene. No nosso trabalho
definimos a dose minima de DRB em 50uM, enquanto que para camundongos foi
definida em 80uM (Abe et. al.; 2018). Doses mais altas de DRB podem bloquear a
acao da RNA POL |, que coordena a transcricdo de rRNA. A transcricao de rRNA,
em bovinos, é retomada no estagio de 4 para 8 células (Kopecny et al.,, 1989;
Laurincik et al., 2000), o que corrobora com os resultados da intensidade de
transcrigcdo expostos na Figura 1-C. Portanto, se a Eu pode indicar a transcrigdo de
rRNA e os resultados da DRB sao semelhantes aos da Actinomicina D, a dose que
utilizamos bloqueia RNA POL Il, mas nao bloqueia RNA POL | e nem RNA POL Ill. A
diferencga, entdo, entre dose encontrada em nosso trabalho e o de Abe et a. (2018)
pode ser devido a questdes espécie especificas e a metodologia de deteccdo de
transcricdo, uma vez que utilizamos Eu ao invés de BrUTP.

Entre os estagios de odcito maturo e embrido de 2 células ha 324 DEGS,

entre embrides de 2 células e 4 células ha 97 DEGS, entre embrides de 4 células e 8
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células ha 2031 DEGS e entre os de 8 células e 16 células ha 236 DEGS (Jiang et
al.;2014). Segundo Graf et al.(2014a) cerca de 95 novos transcritos sdo expressos
entre as fases de oocito maturo e embrido de 4 células, 980 novos transcritos entre
embrides de 4 e 8 células e 1325 entre embrides de 8 e 16 células. Corroborando
com os resultados da intensidade de florescéncia (Figura 1-B).

De acordo com Jiang et al.(2014) e revisado por Graf et al.(2014b) os
transcritos entre as fases de odcito e embrido de 2 células estdo envolvidos com
ciclo celular e mitose. Segundo Rodriguez e Farin (2003), odcitos submetidos ao
bloqueio com DRB durante a maturacgao in vitro conseguem maturar e desenvolver
até o estagio de blastocisto, porém com menor competéncia, similarmente zigotos
quando bloqueados com DRB ja desenvolvem com menor competéncia (Figura 2-B).
Esperavamos que o bloqueio nas fases de 4 para 8 células seria 0 mais dramatico
ao desenvolvimento embrionario, uma vez que, como sugerido por (Kues et al,;
2008) e confirmado por Graf et al.(2014a) e Jiang et al. (2014) € o momento de
ativacdo do genoma embrionario maior. O que nossos dados mostram (Figura 2 A e
B) que um bloqueio entre as fases de 2 para 4 células, periodo de ativagdo do
genoma embrionario menor, tem um efeito similar ao bloqueio entre as fases de 4 e
8 células. Tais genes estdo relacionados principalmente com processamento de
RNA, translagdo e transporte, conforme revisado por Graf et al.(2014b). Esses
genes sao relacionados diretamente ou indiretamente aos genes que serdo
transcritos a partir dos estagios de 8 células, importantes para a manutencdo da
pluripoténcia, viabilidade embrionaria (Goissis & Cibelli; 2014), desenvolvimento
embrionario e renovagao celular ( Daigneault et al.; 2018; Simmet et al.; 2018).

O bloqueio durante a fase de EGA menor, compromete o desenvolvimento, o

embrido pode conseguir retomar o desenvolvimento embrionario normal, haja vista
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que nao ha diferenga no tempo de clivagem (Figura 3 - A e B) e alguns embrides
conseguem chegar a fase de blastocisto (Figura 2 - A e B). A manutengéo e a
coordenacao do desenvolvimento se deve aos transcritos herdados e tém-se
sugerido que o tempo de clivagem é essencial para a viabilidade sele¢do dos
embrides, sendo os embrides clivados com 2 células as 27 horas os embrides com
maior viabilidade (Sugimura et al. 2010, Sugimura et al. 2012 e revisado por
Sugimura et al. 2017), mostrando que essas etapas de EGA menor, mesmo tendo
menos genes e transcritos envolvidos, sdo tdo importantes quanto as demais.

Em camundongos também foi demonstrado que a EGA menor é essencial ao
desenvolvimento embrionario, a EGA ocorrendo em um processo passo a passo
dependente, em que a EGA menor é caracterizada por transcricbes “promiscuas”
produzindo transcritos ndo funcionais, com excegéo dos transcritos sem introns, de
tal forma que esse processo permite a reestruturacdo e o amadurecimento da
cromatina possibilitando a expressdo dos genes necessarios a EGA maior e o
desenvolvimento embrionario futuro (Abe et al. 2018). Em bovinos estudos
semelhantes sao necessarios para se elucidar os mecanismos por traz deste

processo.

Concluséo

Os ensaios com Eu associados a microscopia confocal permitem a deteccao
da transcricdo durante os estagios iniciais do desenvolvimento embrionario bovino.
A DRB na dose de 50uM bloqueia a atividade da RNA POL Il em embrides bovinos.
A RNA POL Il quando bloqueada durante fase de ativagcdo menor do genoma
embrionario bovino pode acarretar em redugdo na taxa de blastocisto bovino

produzidos in vitro similarmente com o que ocorre durante ativagdo maior do
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genoma embrionario, portanto a EGA menor é essencial ao desenvolvimento

embrionario bovino.
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CAPITULO 3 - Transcriptoma de embrides bovinos de odcito ao dia 19 do

desenvolvimento embrionario obtidos a partir de banco de dados publicos

Resumo
Até o surgimento do RNA-seq os estudos com microarranjos ofereciam as melhores

informacgdes sobre o transcriptoma no inicio do desenvolvimento embrionario, no
entanto o RNA-seq possui varias vantagens sobre a técnica de microarranjos,
permite a determinacao direta dos pares de bases da sequencia do cDNA, com
resolugdo a partir de um unico nucleotideo, maior alcance, menos ruido e maior
sensibilidade. O estudo do transcriptoma de embrides pode contribuir de forma
significativa para o esclarecimento de questbes bioldgicas do desenvolvimento
embrionario. Através dessa metanalise de dados depositados no “Gene Expression
Omnibus” (GEO), 9 experimentos e 112 amostras, avaliamos e identificamos
padroes das diferengas transcricionais entre os estagios de odcito até o dia 19
desenvolvimento embrionario bovino. Encontramos 6457 genes diferentemente
expressos entre os contrastes avaliados, sendo a fase de blastocisto a fase com
maior diferenca entre os estagios anterior e posterior. Através da analise de
coexpressao génica identificamos 62 genes com nivel de expressdao mais alto
durante as fases de transicdo materno zigoto que enriqueciam as vias de
reprodugao sexuada, modificagdo, alquilacdo, metilacdo e demetilagcdo do DNA. 33
genes que apresentaram os niveis meédios de expressdo mais baixos apenas
durante a estagio de blastocisto, enriquecendo a via de organizagdo de
lamelipodium. 189 genes apresentaram os niveis médios de expressdo mais altos

durante o periodo de implantagdo, enriquecendo assim as vias de metabolismo
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lipidico, efluxo de colesterol, organizacao a estimulos externos e migragao celular.
Concluimos que os dados publicos de sequénciamento de embrides bovinos podem
ser utilizados para obtencédo de informagdes das caracteristicas transcricionais e as
principais vias metabdlicas do periodo de transigdo materno zigoto, da fase de
blastocisto e do periodo de implantagdo embrionaria.

Palavras chave: Desenvolvimento embrionario, bovinos, Transcriptoma, RNA-seq.

Introducao

O transcriptoma de embrides bovinos foi investigado de varias maneiras e por
diferentes técnicas, as técnicas com maior poder de descricao até o momento sao
as técnicas de hibridagao (Microarranjos) e as técnicas baseadas nas tecnologias de
sequenciamento de nova geracao (RNA-seq). As técnicas de Microarranjo foram
utilizadas para comparar o transcriptoma de embriées bovinos produzidos in vitro e
in vivo (Mohan et al., 2004, Smith et al.,, 2009), por transferéncia nuclear e
produzidos in vitro e oriundos de inseminacgéao artificia (Smith et al., 2005, Betsha et
al., 2013), explorar o periodo de transicdo materno zigoto, ativagdo do genoma
embrionario, bovino (Kues et al.,2009), o periodo de pré implantacdo e implantagcao
embrionaria (Clemente et al., 2011). Investigagdo dos efeitos da estimulagao
hormonal (Gad et al., 2011,Labrecque et al., 2014), da Puberdade (Dorji et al.,
2012), a viabilidade e a competéncia (Held et al., 2012, Orozco-Lucero et al., 2014,
Gupta et al., 2017), do metabolismo lipidico (Valour et al., 2014, Salehi et al., 2016),
o dimorfismo sexual (Dobbs et al., 2014, Forde et al.; 2016), a suplementacao de
Metionina (Saadi et al., 2016) e da hiperinsulinemia (Laskowski et al., 2017).

Contudo, apesar da alta correlagdo encontrada (Su et al., 2011; Wang et al.,

2014; Zhao et al., 2014; Nault et al., 2015) e a possibilidade de integracdo de dados
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entre os estudos de microarranjo e RNA-seq (Zuo et al., 2016), o RNA-Seq

demonstra ter acuidade e repetibilidade para quantificar niveis de expressédo génica,

com menor quantidade de RNA nas amostras permitindo sequenciar o transcriptoma
inteiro em alto rendimento e de maneira quantitativa podendo ainda identificar SNPs

e alteragdes génicas nado identificadas previamente (Huang e Khatibe, 2010;

Chitwood et al.,2013).

O primeiro transcriptoma de embrides bovinos por técnicas de RNA-seq foi
feito por Huang e Khatibe (2010) utilizando a 20 embriées por amostra (“pool”), em
seguida Chitwood et al.(2013) demonstrou ser possivel sequenciar o transcriptoma
de um unico embrido (“single”) e assim revolucionando a forma de se avaliar o o
transcriptoma de embrides bovinos. Criamos, entdo, a hipotese que o
sequenciamento de RNA completo (transcriptoma por RNA-seq) de embrides
bovinos pelas técnicas de “novissima geracdo” é comparavel entre experimentos e
os dados depositados nos bancos de dados publicos podem ser usados para avaliar
e identificar  padrbes das diferengcas transcricionais entre os estagios do
desenvolvimento embrionario bovino.

Para isso objetivamos:

1. Identificar nos bancos de dados publicos experimentos que utilizaram embrides
bovinos em diferentes estagios do desenvolvimento e que podem ser
comparados.

2. Avaliar e identificar as diferengas transcricionais e por analise de co-expressao
encontrar padrdes nas diferencas transcricionais especificas de cada estagio do
desenvolvimento e por analise de enriquecimento de vias identificar as principais

vias metabdlicas de cada estagio.
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Material e métodos

Coleta dos dados
Os arquivos contendo os dados de expressdo génica global (transcriptoma)

por RNA-seq foram obtidos do Gene Expression Omnibus do NCBI (GEO) com
amostras contendo as fases do desenvolvimento: odécitos imaturos (GV), odcitos
maturos (MIl), embrido de 2 células (2 cells), embrido de 4 células (4 cells), embrido
de 8 células (8 cells), embrido de 16 células (16 cells), Morulas (morula), blastocisto
(Blast) e botdes embrionarios dos dias 10 (D10), 13 (D13), 16 (D16) e 19 (D19) do
desenvolvimento embrionario. As amostras foram também sub-divididas nos
periodos de odcito (oocyte), ativagdo menor do genoma (minor EGA) contendo os
periodos 2 cells e 4 cells, ativacdo maior (major EGA) contendo as fases 8 cells e 16
cells, pre implantacdo (pre implantatation) contendo as fases Morula e Blast e
implantacéo (implantation) contendo as fases D10, D13, D16 e D19. Como critério
para selegdo dos dados adotou-se como critério a forma como foram produzidos os
embrides, forma de identificacdo dos estagios de desenvolvimento, plataforma de
sequenciamento utilizada, semelhanga entre os do desenho experimentais,
amostras controle sem utilizagdo de drogas ou qualquer tipo de bloqueio que nao
fosse comum a todos os demais estudos, a disponibilidade dos dados “brutos” e por
fim a qualidade das informagbes sobre os dados e dos proprios dados

disponibilizados.

Processamento dos dados e bioinformatica
Foram baixados os arquivos em formato SRA diretamente do GEO para o

cluster do laboratorio de Genética molecular e bioinformatica da (LGMB) da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (FMRP-

USP). Todos os dados tiveram a qualidade de sequenciamento verificada pelo
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software FASTQC (Andrews S.;2010). e em seguida realizou-se a remogao das
reads de acordo com a qualidade dos dados (“timagem”) com o software
TRIMMOMATIC (Bolger, A. M., Lohse, M., & Usadel, B.; 2014), utilizando os
parametros “ -threads 24 LEADING:22 TRAILING:22 SLIDINGWINDOW:4:26
MINLEN:36 AVGQUAL:24”; ou seja qualidade minima do inicio e fim da read de 22
phreds, qualidade média de 24 phreds e tamanho minimo de 24 reads. Apos feita a
selecao for qualidade das “reads” repetiu-se a analise com o software FASTQC. As
amostras que passaram pelo teste de qualidade foram entdo alinhadas com o
genoma bovino Bos_taurus_ UMD_3.1.1 com o software STAR (Dobin et. al.; 2013),
utilizando os parametros padroes do software. A qualidade do alinhamento foi entéao
verificada com o software QUALIMAP, um relatério final foi gerado usando o
software MULTIQC (Ewels et al., 2016).
Analise de diferenca de expressao génica

A anadlise de diferenca de expressdo génica foi realizada com o pacote
DESEQ2 (Love, M.l., Huber, W., Anders, S.; 2014) do software R (R Core Team,
2018), foi realizada a andlise de componentes principais (PCA, Figural) e os
contrastes entre as fases subsequentes do desenvolvimento embrionario bovino,
para um gene ser considerado diferentemente expresso foi adotado um valor de p
ajustado menor que 0,05 (padj <0,05), pelo método de Benjamini-Hochberg (“BH”) e
um “log2 fold change” maior que 2 ou menor que -2. Para a representagdo dos
valores de expressdo génica foi utilizada a transformagdo de normalizacdo da
variancia (fungéo “varianceStabilizingTransformation” do pacote DESEQZ2) e que foi
utiizada para fornecer os dados para a andlise de co-expressdo génica, feita
utilizando o algoritmo SOTA (do inglés “Self-organizing Tree Algorithm”) do pacote

clValid (Brock et. al.; 2008) do R, e definimos maximo 21 grupos de genes. Para a
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analise de ontologia génica e enriquecimento de vias foi utilizado o pacote
ClusterProfiler (Yu et. Al.; 2012) do software R. Os grupos de genes obtidos da
funcdo SOTA foram entdo identificados quanto a sua ontogenia genética e a analise
de enriquecimento de vias com a fungao “compareCluster” e a fungao “enrichGO”.
Para visualizacdo dos resultados foram utilizadas as funcbes Heatmap.2 do pacote
gplots (Warnes et. Al. 2016) e pheatmap do pacote pheatmap (Kolde, 2015) ambos

do software R.

RESULTADOS

Sequenciamento e analise de expressao génica

A descricao dos dados utilizados encontra-se na Tabela 1. Foram utilizadas
um total de 112 amostras de um total de 9 experimentos diferentes, a maioria (44
amostras) encontrada foi de blastocisto, foi possivel a identificacdo de 24273 genes.
Para a analise de diferenca de expressao génica a origem experimental e o tipo de
material biolégico (“pool” quando foi utilizado mais de um embrido por amostra ou
"single” quando foi usado um unico blastocisto por amostra) usado para a extragao
do RNA e producgao da biblioteca de sequenciamento foram usados como bloco no
modelo estatistico. Na Figural temos a analise de componentes principais, as
amostras se agruparam segundo o desenvolvimento embrionario e o periodo do
desenvolvimento embrionario (Figura3.1-A,C) independentemente da origem dos
dados e de como o material foi processado para a produgcdo da biblioteca de
sequenciamento (Figura3.1-B,D). Por se tratar de 12 fases do desenvolvimento
embrionario, Tabela3.2, exploramos o0s contrastes respeitando as fases mais
proximas e a sequéncia biologica, assim os contrastes de estagios muito distantes

como GV versus D19 nao foram explorados. A Figura2 traz os contrastes escolhidos
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representados na forma de volcanoplots, mostrando um grande numero de genes
diferencialmente expressos nas fases de moérula para Blast e de Blast para o D10.
De todos os contrastes o que apresentou maior diferenca absoluta foi a comparacao
‘moérula vs Blast”, demonstrando 44 genes mais expressos em “morula” e 3021
genes mais expressos em “Blast”. Desse contraste 669 genes (mais expressos em
“Blast”) enriqueceram as vias de processo biolégico para montagem de jungdes
célula a célula. Dos 3065 genes diferencialmente expressos deste contraste foram
escolhidos os genes cuja a média de expressao fosse maior que a média de
expressao somada de um desvio padrao, o resultado esta resumido na forma de um
heatmap na Figura3.3.

Ao longo de todos os contrastes explorados foram encontrados 6457 genes
diferencialmente expressos, a Figura3.4 traz um Heatmap com a representagao
grafica dos valores de expressdo desses genes ao longo das 112 amostras e
ordenadas de acordo com os estagios do desenvolvimento embrionario (GV até
D19) e ao longo dos periodos de desenvolvimento embrionario (oocyte até
implantation).

Analise de co-expressdao génica e identificagao de grupos de genes e vias
especificas dos estagios do desenvolvimento

Com os 6457 genes diferencialmente expressos identificamos 21 grupos de
genes ou “clusters” génicos pela funcdo SOTA, focamos entdo nos periodos do
desenvolvimento pois nao foi encontrado um grupo de genes estagio especifico.
Assim, foi possivel identificar 285 genes que apresentaram a média de expressao
mais alta durante a EGA, esse grupo de genes foi denominado “EGA”. 162 genes
apresentaram reducao na média de expressao durante o estagio de blastocisto e,

portanto, esse grupo de genes foi denominado “Blastocyst”. 509 genes
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demonstraram a maior média de expressao durante o periodo de implantagao e,
portanto, foram chamados de “Implantation”. 5501genes que nao foi possivel
restringir a um estagio ou periodo especifico e ndo enriqueceram nenhuma via. A
analise de enriquecimento desses genes esta resumida na Figura3.5. 62 genes do
“cluster EGA” enriqueceram as vias de reprodugao sexuada, alquilagdo, metilacao,
demetilagdo e modificacdo do DNA. 33 genes do grupo “ Blastocyst” enriqueceram
as vias de organizagdo de lamelipodium. 189 genes do grupo “Implantation”
enriqueceram as vias de migragdo celular, regulagcdo de resposta a estimulos
externos, regulacdo de sinalizagdo para tradugcdo da proteina Rho, efluxo de

colesterol, processo de metabolismo e metabolismo celular de lipideos.
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Tabela 1. Contendo a descricdo dos dados obtidos que foram utilizados.

NUMERO DE AMOSTRAS Estagio Periodo Origem GSE PLATAFORMA Tipo de biblioteca
3 GV Oocyte GRAF_et_al. GSE52415 lllumina_Genome_Analyzerll pool
3 GV Oocyte REYS et al. GSE61717 lllumina HiSeq 2000 single
3 Mil Oocyte GRAF_et_al. GSE52415 lllumina_Genome_Analyzerll pool
2 Mil Oocyte JIANG et _al. GSE59186 AB_5500xI_Genetic_Analyzer single
3 Mil Oocyte REYS et _al. GSE61717 lllumina HiSeq 2000 single
2 2cells Minor_EGA JIANG et _al. GSE59186 AB_5500xI_Genetic_Analyzer single
3 4cells Minor_EGA GRAF_et_al. GSEb52415 lllumina_Genome_Analyzerll pool
2 4cells Minor_EGA JIANG et _al. GSE59186 AB_5500xI_Genetic_Analyzer single
3 8cells Major_EGA GRAF_et_al. GSEb52415 lllumina_Genome_Analyzerll pool
2 8cells Major_EGA JIANG et _al. GSE59186 AB_5500xI_Genetic_Analyzer single
3 16¢cells Major_EGA GRAF_et_al. GSE52415 lllumina_Genome_Analyzerll pool
2 16cells Major_EGA JIANG et _al. GSE59186 AB_5500xI_Genetic_Analyzer single
4 Morula Pre_Implantation JIANG et _al. GSE59186 AB_5500xI_Genetic_Analyzer single
2 Blast Pre_Implantation HUANG et _al. GSE25082 lllumina_Genome_Analyzerll pool
3 Blast Pre_Implantation GRAF_et_al. GSEb52415 lllumina_Genome_Analyzerll pool
2 Blast Pre_Implantation JIANG et _al. GSE59186 AB_5500xI_Genetic_Analyzer single
16 Blast Pre_Implantation HERAS et al. GSE74675 lllumina HiSeq 2000 single
5 Blast Pre_Implantation CHITWOOD _et_al. GSE44023 illumina_HiSeq2500 single
16 Blast Pre_Implantation PENAGARICANO et _al. GSE48147 lllumina HiSeq 2000 pool
7 D10 Implantation MAMO _et_al. GSE56513 lllumina_Genome_Analyzerll pool
5 D13 Implantation MAMO _et_al. GSE56513 lllumina_Genome_Analyzerll pool
5 D16 Implantation MAMO_et_al. GSE56513 lllumina_Genome_Analyzerll pool
5 D19 Implantation MAMO_et_al. GSE56513 lllumina_Genome_Analyzerll pool
11 D19 Implantation FORDE_et_al. GSE85563 lllumina HiSeq 2000 pool
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Figura 1. Analise de componentes principais: (A) cores indicam as fases do
desenvolvimento embrionario;(B) cores indicam a origem dos dados; (C) as cores
indicam o periodo do desenvolvimento embrionario; (D) as cores indicam como o

material foi processado para a produgao da biblioteca de sequenciamento.
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Tabela 2. Diferenca de expressé&o de cada contraste, em vermelho se encontram os valores do total genes “up regulated” e em
azul os “down regulated”, em destaque na diagonal os contrastes usados para analise de co-expressao

Mil 2 Cells 4 Cells 8 Cells 16 Cells Morula Blastocyst Day 10 Day 13 Day 16 Day 19
oy 135 104 191 306 1341 4701 2800 1469 1459 1327 2142
135 45 25 948 1442 1265 3190 4394 3640 3951 3967
- - 52 41 639 1888 5199 3593 2174 2159 1992 2799
- 33 24 1350 1911 1660 4073 5432 4612 5020 4875
- - 14 80 516 2206 1304 889 866 797 1142
2 Cells
- - 33 486 902 712 2033 3090 2649 2790 2703
- - - 56 1032 4460 2738 1398 1383 1210 1886
4 Cells
- - - 985 1539 1471 3365 4419 3765 4093 3997
- - - - 72 3461 1728 769 755 668 1402
8 Cells
- - - - 33 35 1362 2661 2163 2539 2452
- - - - - 1777 407 272 254 308 704
16 Cells
- - - - - 9 753 2659 2086 2595 2321
- - - - - - 44 200 155 248 516
Morula
- - - - - - 3021 6534 5411 6220 5992
- - - - - - - 358 242 368 1258
Blastocyst
- - - - - - - 2303 1472 2016 2746
- - - - - - - - 5 42
Day 10
- - - - - - - - 4 3 12
- - - - - - - - - 2 10
Day 13
- - - - - - - - - 1 17
- - - - - - - - - - 51
Day 16
- - - - - - - - - - 59
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Figura 2. Volcano plots dos contrastes escolhidos para serem explorados, no eixo Y
temos o valor de log10 do padj e no eixo x temos o valor de “log2 fold change”, os
genes diferentemente expressos estdo representados pela cor azul, expressao
reprimida (“down regulated”), e pela cor vermelha, expressdao aumentada (“‘up

regulated”).
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Figura 3. Heatmap gerado com a média de expressdo por periodo do
desenvolvimento e com os genes diferentemente expressos mais relevantes do
contraste “Morula vs Blastocyst” .

Periodo

Estigic

2  Periodo
Implantation
Major EGA
Minor EGA
Oocyte
Pre_Implantation

Mil
2cells
4cells
8cells
16cells
Blast
Morula
D10
D13
D16
Dig

Figura 4. Heatmap gerado com todas as amostras e todos os 6457 genes
considerados diferentemente expressos em algum dos contrastes explorados ao
longo do desenvolvimento embrionario bovino.
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Andlise de enriquecimento de vias de processo biolégico
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Figura 5. Analise de enriquecimento de vias para processo bioldgico contendo as
vias mais enriquecidas para os grupos de genes obtidos da analise de co-expressao
génica dos 6457 genes diferentemente expressos.

Discussao

Dados utilizados e replicabilidade dos estudos de RNA-seq

Como mostrado na Figura3.1 os dados se mostraram muito coerentes com a
sequéncia biologica dos fatos, demos preferéncia para experimentos com
metodologias experimentais e plataformas de sequenciamento mais proximas,
porém os experimentos de Graf et.,al.(2014) e de Jiang et., al.(2014) usaram
plataformas diferentes, métodos de obtencdo de amostras e RNA diferentes e foram
mantidos na analise pois se mantiveram congruentes. O estagio de Blastocyst foi a
que mais conseguimos dados e com uma maior diversidade de tipos experimentais,
pelo grande numero de dados de diversas fontes encontramos, também, uma maior
variacdo (Figura 1,B). Porém notamos que dados obtidos através do

sequenciamento de um unico blastocisto ficaram mais préximas entre si, mesmo
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quando eram de obtengao in vivo e in vitro, do que amostras obtidas através de
“‘pool” em relacdo a “single”. Contudo, tendo usado embrides in vitro (Graf
et.,al,2014) e in vivo (Jiang et al.,2014) os dados se mantiveram muito proximos,
porém na Figura3.1-D podemos ver uma tendéncia de distingdo entre bibliotecas
produzidas com embrides unicos e com grupos de embrides (“pool”), testamos essa
possivel distincdo o que nao resultou em diferenca estatistica, entdo mantivemos
essa caracteristica das amostras como bloco. A principal vantagem em se utilizar
amostras em “pool” é evitar os desvios que cada embrido possa trazer a analise,
trazendo assim um viés que nao representaria a realidade do transcriptoma do
estagio estudado (Graf et al.,, 2014). A vantagem em se utilizar as amostras em
“single” é que podemos explorar a expressao alelo especifica através de SNPs
(Chitwood et al., 2013). Pela analise de componentes principais que tanto “single”
quanto “pool” podem ser tao precisas e congruentes (Figura 1)

Os experimentos de Forde et.al (2017), amostras de D19, e Mamo
et.al.(2011), amostras de D10 a D19, ficaram mais proximas entre si dos que dos
demais, neste caso o unico tipo de biblioteca possivel serial em “pool” e por serem
do mesmo grupo e em fases mais proximas das demais apresentam muitas
semelhangas experimentais entre si que em comparacao ao demais, de todo modo
mantiveram uma proximidade com os estagio anteriores mais proximos, obedecendo
a sequéncia bioldgica. Além disso na Figura 2 e na Tabela 2 é possivel notar que
nesse periodo houve uma menor diferengca de expressdo entre os estagios do
desenvolvimento. Diferengas no numero de genes diferencialmente expressos entre
os estagios e os periodos do desenvolvimento em comparagdo com a nossa analise

e a analise feita em cada uma das fontes pesquisadas era esperada, uma vez que
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os programas e metodologias de alinhamento (Wu et al.,2018) e o modelo estatistico

(Assefa et al.,2018) podem influenciar o resultado final.

Analise de diferenga de expressao ao longo do desenvolvimento embrionario
Durante as estagios que abrangem GV e MIl encontramos 3 experimentos os

de Graf et. al.(2014) e de Reys et. al.(2015), enquanto que as Jiang et.al.(2014)
apenas as de MIl. As amostras de Graf et. al.(2014) e de Reys et. al.(2015)
identificaram respectivamente 106 e 1553 genes mais expressos em GV e 14 e 313
em MIl, adicionando os dados de Jiang et. al.(2014) identificamos 135 mais
expressos em GV e 135 em MIl.

As amostras de 4,8,16 cels foram usadas amostras de Graf et. al.(2014) e
Jiang et. al.(2014) enquanto as amostras de 2 Cells e Morula apenas de Jiang et.
al.(2014). Quando comparando MIl contra 2 Cells Jiang et. al.(2014) relatou 159
genes mais expressos em MIl e 165 em 2 Cells, adicionando as amostras de Graf et.
al.(2014) e Reys et. al.(2015) encontramos 52 em MIl e 33 em 2 Cells. Entre 2 € 4
Cells encontramos 14 genes mais expressos em 2 Cells e 33 genes mais expressos
em 4 Cells contra 69 genes mais expressos por Jiang et. al. (2014) nesta fase. Jiang
et. al.(2014) encontrou 2031 genes diferencialmente expressos entre 4 e 8 células ,
enquanto que Graf et. al.(2014) encontrou 1295 genes diferencialmente expressos
nessa fases, esses experimento divergem principalmente no tipo de plataforma
utilizada e no método de extragcédo (“single” contra “pool”), ambos os dados estao
homogéneos e muito proximos um dos outros (Figura3.1). No nosso experimento,
utilizando ambos os dados, chegamos a um numero muito mais proximo do
experimento de Graf et. al.(2014), 1041 genes diferencialmente expressos sendo
que 56 mais expressos em 4 Cells e 985 mais expressos em 8 Cells. Nossos dados

corroboram com a literatura (Kopecny et al.,, 1989, Barnes & First, 1991, Jiang et
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al.,2014; Graf et al., 2014) que durante a EGA o periodo de 4 para 8 células € um
estagio de alta atividade transcricional e provavelmente o maior desse periodo,
corroborando também com os nossos achados do Capitulo 2 (Figura 2.1). Jiang et.
al.(2014) sugere um segundo periodo de alta atividade transcricional durante o
periodo de 16 Cells que também foi notado no nosso experimento (Tabela 2).
Contudo o periodo de maior atividade transcricional quando comparado aos
estagios imediatamente anterior e posterior, no entanto parece o estagio de
Blastocyst, apresentando 3021 genes mais expressos que Morula e 2303 a mais que
D10. Nessa fase podemos notar (Figura 3) a expressao genes (IFNT2, IFN-tau-c1)
relacionados a producao de Interferon tau que estdo envolvidos no reconhecimento

da prenhez e regulacdo da pgf-2a e da progesterona durante a manutencédo da

prenhez em ruminantes (UNIPROT, 2017) e podem ser desregulados em processos
como a clonagem (Biase et al., 2016). Outra familia de genes que nos chamou a
atencdo nesse estagio do desenvolvimento foram os genes KRT8, KRT18, GATA2
que sao genes restritos ao trofectoderma e essenciais para o desenvolvimento

embrionario (Goosens et al., 2010; Bai et al., 2011).

Analise de coexpressao génica
Com os 6457 genes diferencialmente expressos conseguimos atraves da

analise de coexpressao pela fungdo génica identificar precisamente trés grupos
génicos que marcaram periodos e estagios. Na nossa analise ficou claro o
agrupamento dos estagios durante a oocyte até Major_ EGA que chamamos de EGA
e Blastocyst e durante o periodo de Implantation. Jiang et. al.(2014) conseguiu isolar
grupos génicos es periodos menos abrangentes que 0 nosso, no entanto para isso
ele utilizou apenas amostras proprias. Mamo et. al.(2011) que também utilizou

apenas amostras préprias, de Blastocyst até D19, conseguiu restringir em periodos



50

menores. Acreditamos que com colocando todos o0s experimentos juntos
conseguimos isolar genes bem caracteristicos de cada fase, porém um grande
numero de genes (5501) que foi identificado como diferencialmente expresso em
algum contraste analisado ndo agrupou um estagio ou um periodo especifico e
falharam na anadlise de enriquecimento. Porém os genes que conseguimos agrupar
nos periodos especificos estdo em conformidade com a literatura (Jiang et al., 2014;

Graf et al., 2014; Mamo et al., 2011 e Zuo et al., 2016).

Concluséo
Conseguimos identificar analisar dados publicos com qualidade que utilizaram

embrides bovinos em diferentes estagios e assim que podem ser comparados. O
estagio de blastocisto foi a que mais forneceu dados e com maior variabilidade entre
os dados. Notamos que a metodologia de produgédo de bibliotecas partindo de um
unico blastocisto pode ser tdo precisa quanto quando se agrupa amostras
(“pooling”). Foi possivel encontrar as caracteristicas transcricionais e as principais
vias metabdlicas do periodo de transicdo materno zigoto, da fase de blastocisto e do

periodo de implantagdo embrionaria.
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CAPITULO 4 - Transcriptoma da massa celular interna e do trofectoderma de
embrides bovinos produzidos in vitro com espermatozoides sexados por

citometria de fluxo

Resumo

O sexo pode influenciar o desenvolvimento embrionario logo no estagio de
blastocisto, além disso, o processo de sexagem de espermatozoides por citometria
de fluxo pode levar a danos no DNA e alteragdes no perfil de transcricdo de
embrides produzidos com esse tipo de espermatozdide. Este estudo teve como
objetivo identificar as alteragdes transcricionais na Trofectoderma (TE) ou na massa
celular interna (ICM) de embrides machos e fémeas de blastocistos produzidos in
vitro com espermatozoéides convencionais ou sexados por citometria de fluxo.
Usamos sémen, de um unico touro conhecido pela fertilidade, sexado (X e Y) e
convencional na producao in vitro de embrides (PIVE). A taxa de clivagem as 48
horas e taxa de blastocistos e embrides foram coletados no dia 7,5. TE foram
isolados a partir de embrides por microcirurgia, em seguida, aplicamos a
imunocirurgia na ICM, do mesmo embrido, para remover as células da TE restantes.
As células da TE removidas da Imuno foram usadas para verificar e confirmar o sexo
do embrido por PCR. Avaliamos o processo de isolamento celular com
imunomarcagcao com SOX2 (ICM) e CDX2 (TE). Verificamos a viabilidade da ICM
por cultivo in vitro em meio modificado com TeSR1. Utilizamos quatro TE e ICM,
pareadas, machos e fémeas, produzidos com sémen sexado e convencional para a
analise de RNA-seq. Nao houve diferenca na taxa de clivagem e na produgao de

embrides. A imunocoloragdo mostrou que foi possivel isolar com preciséo as células
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da ICM e da TE, mantendo a viabilidade celular no cultivo in vitro. Fomos capazes
de identificar o sexo do embrido usando as células da TE que estavam aderidas a
ICM. O sémen convencional produziu 60% de embrides do sexo masculino e 40%
do sexo feminino. Tivemos uma precisao de 80% para ambos 0s sexos no semen
sexado. Além disso, foram identificados 2065 transcritos diferencialmente expressos
entre ICM (1101 genes) e TE (964 genes). Genes importantes para a manutencao
da pluripoténcia celular (NANOG) e o desenvolvimento da massa celular interna
(SOX2) foram identificados. Usando o gene SRY e os genes homdlogos do
cromossomo Y (EIF1AY, UTY, ZRSR2y, DDX3Y, EIF2S3Y) fomos capazes de
confirmar o sexo do embrido. Entre os embrides machos e fémeas de a diferenca foi
sutil encontrando uma diferenga de 9 genes mais expressos nos embrides fémeas,
embora o log2foldchange foi menor que 1. Nao houve diferenca entre os embrides
produzidos com semen sexado e convencional. Estes resultados contribuem com
informagdes robustas sobre diferenciagdo celular durante o estagio de blastocisto
bovino.

Palavras chave: massa celular interna, trofectoderma, RNA-seq, diferenciacao

celular

Introducgao

Na bovino cultura a selegdo do sexo tem valores econdmico e genético
significativo pois a produtividade é favorecida pela progénie de um dos sexos (Splan
et al., 1998; Hohenboken, 1999). Neste sentido e dentre as biotecnologias da
reproducdo se destaca o uso do sémen sexado. Na bovino cultura leiteira pode
reduzir o custo da bezerra produzida e aumentar o lucro durante a primeira lactagao

(Chebel et al., 2010), demonstrou-se, na bovino cultura de corte, associando com a
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transferéncia de embrides um aumento da taxa de bezerros machos nascidos de
forma eficaz (Morroti et al., 2014, Pellegrino et al., 2016), prometendo ainda diminuir
os custos dos testes de progénie, da transferéncia de embrides e estimular o uso de
marcadores moleculares (De Vvries et al., 2008). Neste contexto a tecnologia de
sexagem por citometria de fluxo se tornou dominante e dificilmente sera substituida
num futuro préximo (Seidel Jr, 2014).

Com este horizonte em vista ha um esforco para melhorar a eficiéncia da
producao in vitro de embrides (PIVE) com sémen sexado que demonstra resultados
muito variaveis podendo apresentar taxas de blastocisto superiores a 45%
(Underwood et al., 2010; Pellegrino et al., 2016), mas outros estudos observam em
média, 25% (Puglise et al., 2006; Bermejo-Alvarez et al., 2008; Blondin et al., 2009;
Bermejo-Alvarez et al., 2010). Relatando-se ainda diminuicdo na qualidade
embrionaria e descompasso das divisdes celulares (Mikkola et al., 2017), podendo
variar ainda de forma diferente entre touros (Inaba et al., 2016, Oliveira et al., 2016).
Em contrapartida houve avancgos, conforme revisado por Vishwanath e Moreno
(2018), a fertilidade do sémen sexado aumentou nos ultimos anos e 0 processo
evoluiu trocando-se os meios, diminuindo o tempo de processamento e aumentado a
concentracdo do sémen sexado que era 70% da dose do sémen convencional.
Resultados promissores ja foram relatados, mostrando uma diferenga de 60% contra
52% nas taxas de prenhez na inseminacao artificial em tempo fixo com sémen
convencional versus sémen sexado, respectivamente (Thomas et al., 2017). Além
disso quanto aos danos da integridade do DNA, que ja foi apontado como a causa
da menor fertilidade, aparentemente foi superado (Gonzalez-Marin et al., 2018).

Assim enquanto o sémen sexado vai se consolidando percebe-se que ha algo

mais que foi negligenciado, as diferencas entre os sexos durante o periodo inicial do
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desenvolvimento embrionario. O sexo pode influenciar varios tipos celulares (Shah
et al., 2014), nos embrides bovinos produzidos in vitro ja foi relatado uma diferenca
de 168 genes diferencialmente expressos (Chitwood et al., 2013). Tal diferenca
pode explicar a razao producgao in vitro de embrides desvia a proporcdo dos sexos
para o masculino (Gutiérrez-Adan et al., 2001a, 2001b; 2004) e o numero mais
elevado de células apoptdticas em embrides fémeas cultivadas in vitro (Oliveira et
al., 2016).

Os blastocistos possuem ao menos dois tipos celulares a Trofectoderma (TE)
e a massa celular interna (ICM) que por sua vez pode dar origem ao epiblasto (EPI)
e a endoderma primitiva (PE) (Igbal et al., 2015; Hosseini et al., 2015; Zhao et al.,
2016; Petropoulos et al., 2016). Para melhor elucidar esse problema de forma global
a obtencdo do transcriptoma por RNA-Seq, pois demonstra ter acuidade e
repetibilidade para quantificar niveis de expressdo génica, como determinado por
PCR quantitativo (qQPCR) e requer menor quantidade de RNA nas amostras. Além
disso, 0 RNA-Seq € o primeiro método de sequenciamento que permite sequenciar o
transcriptoma inteiro em alto rendimento e de maneira quantitativa (MArtin e Wang,
2011).

Criamos, entdo, a hipotese que existe diferenca no perfil transcricional da
massa celular interna e na trofectoderma de embrides produzidos in vitro com
sémen convencional e espermatozoides X e Y sexados pela citometria de fluxo.
Para isso objetivamos:

1. Isolar e caracterizar a ICM e a TE dos sexos masculino e feminino, oriundos de
um mesmo blastocistos produzidos in vitro com espermatozoides sexados (X e

Y) e com sémen convencional.
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2. Identificar os genes diferentemente expressos na ICM e na TE eentre aICM e a
TE dos sexos masculino e feminino, de blastocistos produzidos in vitro com
espermatozoides sexados (X e Y) e com sémen convencional por meio da
analise do conjunto de dados obtidos pelo transcriptoma por RNA-seq utilizando

RNA extraido da ICM e TE de embrides isolados individualmente.

Material e métodos

Experimento 1 - Isolamento da Massa celular interna e do Trofectoderma

Obtengao dos espermatozoides e formagao dos grupos experimentais
Foram utilizadas doses de sémen congelado convencional (grupo controle) e

sexado (grupo X e grupo Y) dos mesmos touros da raga Angus, da mesma partida e
do mesmo dia, adquiridas de empresa especializada, com eficiéncia comprovada na
producgao in vitro. Assim, formamos os seguintes grupos experimentais:

Grupo X controle (C-X): embrides do sexo feminino produzidos com sémen
convencional;

Grupo Y controle (C-Y): embrides do sexo feminino produzidos com sémen
convencional;

Grupo X sexado (S-X): embrides do sexo feminino produzidos com sémen sexado
para X;

Grupo Y Sexado (S-Y): embrides do sexo feminino produzidos com sémen sexado

para Y.

Producao in vitro de embrides

Um total de 7 rotinas de produgdo in vitro de embrides bovinos foram

realizadas segundo o protocolo Chitwood et al. (2013). Foram utilizados ovarios
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fornecidos por abatedouro, coletados e transportados para o laboratério em solugao
salina a 30-33°C. A aspiragdo dos foliculos antrais de 3 a 8 mm de diametro feita
com uma agulha de 19-g acoplada a uma seringa de 20 mL. O fluido folicular obtido
pela aspiragcdo foi transferido para tubos cénicos de 50 mL e apdés 15 minutos o
sedimento foi transferido para uma placa de poliestireno de 100 mm de didmetro e
realizada uma avaliacdo em microscopio estereoscopico. Utilizou-se os COCs
(complexo odcito cumulus) que apresentaram no minimo 4 camadas de células e
ooplasma de coloragdo uniforme, somente graus 1 e 2. Os odcitos considerados

atrésicos e desnudos foram descartados.

Maturacgao in vitro (MIV)

Os COCs foram lavados duas vezes em meio de lavagem H-199 (constituido
por meio TCM-199, suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 20 mM de HEPES, 5
mM de Bicarbonato de sddio, 75 ug de gentamicina/mL) e entdo lavados uma vez
em meio de maturagcdo B-199 (constituido por meio TCM-199, suplementado com
0,2 mM de Piruvato, 25 mM de Bicarbonato de sédio, 75 pg de gentamicina/mL 1 ug
de 17-B Estradiol/mL, 0,5 yM de FSH/mL, 100 Ul de hCG/mL) acrescido de 10% de
SFB . Apds as lavagens os COCs foram transferidos para as placas de maturagao (4
pocos) contendo gotas de 400uL, sendo 50 odcitos por gota, de meio de maturagéo,
cobertas com 6leo mineral. Cultivando-os durante 22 horas em estufa a 38,5°C, 100
% de umidade e atmosfera de 5% de CO.. Apos o periodo de maturagéo, para se
obter a taxa de maturagéo (oo6citos maturos/ total de odcitos avaliados) uma amostra
dos odcitos (25 por rotina) foram transferidos para placas com gotas de 100uL de
PBS e agitados com uso de uma micro pipeta automatica até os odcitos ficarem

desnudos, e entdo, fixados por 5 min com paraformoldeido a 4% em PBS por 15
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minutos e entdo lavados em solugdo de 1mg/mL de PVA em PBS e armazenados a
4°C. Posteriormente (maximo 15 dias) os odcitos foram corados com corante
Hoechst 33342 e montados entre |amina e laminula sob solugdo anti clareamento
(“anti-fade”) (ProLong Gold; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), vedados com esmalte,
e levados ao microscopio de epifluorescéncia, para observagdo do estadio de
maturagao nuclear.

Os oocitos foram classificados da seguinte forma (WANG et al.,1998): (1)
oo6citos maturados, onde € possivel observar a formacdo de um eixo em metafase
com extrusao do primeiro corpusculo polar; e (2) odcitos imaturos, nos quais a placa
metafasica ndo € observada. O restante dos odcitos serdo destinados a fecundagao

in vitro.

Fecundacgao in vitro (FIV)

A fecundacao foi realizada entre 22 a 24 horas apo6s o inicio do cultivo de
maturagdo. Uma dose de sémen convencional congelada que contém de 15 a 20
milhdes de espermatozoides, foi descongelada a 35°C, por 30 segundos. O sémen
foi depositado sobre 4 mL de gradiente descontinuo de densidade de Percoll™ (45%
e 90%) a temperatura ambiente e centrifugado a uma forga de 900 x g durante 15
minutos, a fim de sedimentar os espermatozoides viaveis. O sedimento espermatico
resultante (100uL) foram transferidos para 4 mL de meio TALP-Sémen e
centrifugado a 500 x g durante 5 minutos. Foram retiradas uma amostra de 5uL para
determinar a concentragdo/uL. Aproximadamente 100 x 103 espermatozoides foram
adicionados a cada gota de 50 pL de meio SOF-FIV.

Para o grupo de espermatozoides sexados por citometria de fluxo, uma dose

de sémen sexado para fémeas (X) ou um dose de sémen sexado para macho (Y),
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que contém 2 milhdes de espermatozoides, foi descongelada e submetida a um
mini gradiente 500ul de Percoll 45/90%, o qual foi centrifugado a 900 x g por 7
minutos. Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi retirado e sobre o pélete serdo
adicionados 500 uL de meio TALP-Sémen e centrifugado a 500 x g por 5 minutos.
Apds a centrifugagdo o sobrenadante foi retirado, deixando apenas 100 uL. O
procedimento para confirmag¢ao da concentragao foi repetido da mesma maneira que
para o sémen convencional. Cada placa de FIV continha 8 gotas de 50 pL de meio
SOF-FIV. Depositados em cada microgota 10 pL de meio contendo
espermatozoides.

Foi adicionado 20 a 25 odcitos por gota de FIV e incubados por 18 a 20 horas
em atmosfera de 5% de CO2 em ar, na temperatura de 38,5°C.

ApOs o periodo de Fertilizagdo, uma amostra dos odcitos (provaveis zigotos
25 /grupo/rotina) foram transferidos para placas com gotas de 100uL de PBS e
agitados com uso de uma micro pipeta automatica até os odcitos ficarem desnudos,
e entao, fixados por 15 min com paraformoldeido a 4% em PBS, lavados em solucao
de 1mg/mL de PVA em PBS e armazenados a 4°C. Em no maximo 15 dias os
provaveis zigotos foram corados com corante Hoechst 33342 e montados entre
ldamina e laminula sob solug¢do anti clareamento (“anti-fade”) (ProLong Gold;
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), vedados com esmalte, e levados ao microscopio de
epifluorescéncia. E assim se obteve a taxa de fertilizagdo (oocitos fertilizados/total
de odcitos avaliados), sendo considerados zigotos (ou odcitos fertilizados) somente

aqueles que apresentaram dois pro-nucleos.

Cultivo in vitro (CIV)
Os provaveis zigotos foram lavados por trés vezes em SOF-HEPES e lavados

uma ultima vez e cultivados em meio KSOM® suplementado com 4 mg/mL de BSA e
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5% SFB e transferidos para placas (35mm) em gotas de 50uL sob 6leo mineral.
Foram cultivados de 20-25 zigotos por pogo, em estufa, com atmosfera de 5% de
CO2, 5% de O2 e 90% N2, 100% de umidade saturada e temperatura de 38,5°C. A
clivagem foi avaliada 48 horas apds a FIV. Para garantir que apenas embrides de
boa qualidade fossem selecionados para o RNA-Seq os embrides clivados foram
colocados em gotas separadas dos demais, porém na mesma placa, assim se
obteve a taxa de clivagem e o numero de células de cada embrido selecionado
nessa fase. A taxa de desenvolvimento embrionario foi avaliado 7,5 dias apds a

fecundacéo, considerando o dia da FIV como dia 0.

Obtencao de isolados celulares

A ICM e TE foram isoladas por microcirurgia e imunocirurgia segundo IQBAL
et al. (2014) e BOGLIOTTI et. al. (2018) modificado, utilizando ambas as técnicas no
mesmo embrido. Para a microcirurgia os blastocistos foram lavados uma vez em
PBS e entao transferidos para uma placa (60 mm) contendo PBS (entre 7 a 9 mL)
cuidadosamente movimentados até se aderirem ao fundo da placa de forma
alinhada uns com os outros, uma vez aderidos a TE e a ICM foram separadas
usando uma l|amina acoplada ao micro-manipulador e entdo coletadas
separadamente pipetando delicadamente SOF-HEPES imediatamente sobre elas
até que se interrompesse a adesao com o fundo da placa. Assim que coletados a TE
e ICM foram transferidas para gotas individuais com aproximadamente 50uL de
SOF-HEPES com 10 % de SFB sob 6leo mineral e previamente identificadas.
Rapidamente a TE foi lavada individualmente 5 vezes em gotas de PBS/PVA
(1mg/mL) e transferidas para um microtubo (DNAase/RNAase free) identificados e

mergulhados em N: liquido (“SNAP Frozen”) e em seguida armazenadas a -80°C até
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o0 momento da preparagao das bibliotecas. Para se isolar somente as células da
MCI, submeteu-se as MCI, individualizadas e previamente identificadas, a
imunocirurgia segundo IQBAL et al. (2014). Brevemente as ICM foram incubadas em
gotas de 25uL SOF-HEPES com 20% de soro anti-bovino sob éleo mineral por 1
hora a 37°C (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA), lavadas 6 vezes em SOF-
HEPES e entdo incubadas em (por 1 hora) em gotas de 25uL SOF-HEPES com
20% de soro complemento de cobaia sob 6leo mineral por 1 hora a 37°C ( Innovative
Research, Novi, Ml), lavadas seis vezes em SOF-HEPES seguida por pipetagem
com pipeta de vidro um pouco maior que o diametro da ICM para remog¢ao dos
debris celulares da TE. Lavadas 6 vezes em PBS/PVA (1mg/mL) e submetidas ao
snap-frozen conforme relatado para as TEs. As gotas por onde as ICM foram
lavadas e realizadas a imunocirurgia foram guardadas em microtubos ( “DNAase” e
‘RNAase” free) para posterior extragdo de DNA e PCR para identificagcdo do sexo
do embrido, usando um gene housekeeping (GADPH2) e o SRY. O resumo do

desenho experimental se encontra na figura1 e na figura2.
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Figura 1. Esquema do desenho experimental para isolamento e sexagem da massa
celular interna (ICM) e do trofectoderma de embrides bovinos produzidos in vitro

com a utilizagdo ou ndo do sémen sexado por citometria de fluxo.
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Figura 2. Etapas da produgao de embrides in vitro e do isolamento da massa celular
interna (ICM) e do trofectoderma de embrides bovinos por micro cirurgia seguida de
imuno cirurgia: (A) chegada dos ovarios ao laboratério (aproximadamente 400
ovarios na foto); (B) odcitos maturos; (C) embrides bovinos no dia 7,5, a seta
vermelha indica os embrides que eram selecionados para o procedimento; (D)
resultado da microcirurgia, a seta amarela indica a ICM ainda com a TE e a seta
vermelha apenas a TE; (E) ICM isolada apds a imuno cirurgia (seta amarela), é
possivel observar as células remanescentes (seta vermelha) que foram utilizadas

para a identificagcdo do sexo dos embrides.

Imuno coloragao dos embrioes e dos isolados celulares

Para verificar a qualidade, a quantidade de células presentes e a
confiabilidade dos isolados celulares, 20 embrides e 20 pares de isolados celulares
nao utilizados para o RNA-Seq foram fixados em paraformoldeido 4% em pbs por 15

minutos, lavados em PBS/PVA (1mg/mL) e submetidos a Imuno coloragao segundo
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Goissis e Cibelli (2014) para determinar o numero de células da massa celular
interna e da trofectoderma). Foi criado assim os seguintes grupos:

Blastocyst : blastocistos inteiros

ICM-WTE: massa celular interna obtida de embrides que passaram apenas pela
microcirurgia;

ICM: Massa celular interna que passou pela microcirurgia e pela imunocirurgia;

TE: Trofectoderma obtido pela microcirurgia.

Resumidamente apds serem fixados e lavados os embrides e isolados foram
mantidos em PBS/PVA 4°C até o momento das analises (maximo 15 dias).
Permeabilizados com solucdo de 1%Triton X-100 em Pbs por 30 minutos em
temperatura ambiente e entdo incubados em solugéo de bloqueio (1% Triton X100,
1% BSA e 10 % soro normal de Jumento (normal donkey serum) em D-PBS por 2
horas. Apds o bloqueio os embrides foram incubados “overnight” em solu¢cdo do
anticorpo primario a 4°C em D-PBS com 0.1% Triton X-100 e 1% BSA. Os
anticorpos primarios usados foram do tipo homeobox 2 (CDX2) (AM392-5M;
BioGenex, Fremont, CA,USA) e anti-sex determining region Y-box 2 (SOX2)
(AN579-5M; BioGenex). Apos seis lavagens em solucado de 0,1% Triton X-100 os
embrides foram incubados em solu¢do com os anticorpos secundarios (donkey anti-
mouse Alexa Flour 568(A10037) e donkey anti-rabbit Alexa Flour 488 (A21206) (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) por 1 hora em temperatura ambiente. O DNA foi
tingido com Hoechst 33342. Apds corados os blastocistos foram montados em
lamina e laminula sob solugdo anti clareamento (“anti-fade”) (ProLong Gold;
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As imagens foram analisadas em aumento de 40X

microscopio de epifluorescéncia. As células foram contadas segundo National
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Institutes of Health (Bethesda, MD, USA; Schneider et al. 2012) Imaged version

1.40.

Cultivo e confirmagao da viabilidade dos isolados celulares
Baseado nos experimentos de BOGLIOTTI et. al.(2018), que conseguiu isolar

de forma eficiente células tronco embrionarias bovinas, e devido a natureza do
processo de obtencao dos isolados celulares. Para se obter uma estimativa do quao
viavel poderia ser os isolados celulares obtidos, foram feitas 3 rotinas de cultivo de
isolado da massa celular interna (ICM) com 5 isolados e &5 blastocistos
contemporaneos como controle em cada rotina. Conforme os autores supracitados,
brevemente, usando o meio de cultivo celular base TeSR1, suplementado com 20
ng/mL FGF2 humano e 2.5 pM IWR1 humano, os blastocistos ou os isolados foram
colocados em uma placa de 12 pogos, previamente colonizada (células feeders) com
uma monocamada de fibroblastos embrionarios murinos gamma irradias (MEFs),
cultivados a 37 °C, sob atmosfera de 5% CO2 por 48 h. Blastocistos ou ICM que
falharam em aderir a monocamada foram fisicamente fixadas ao fundo da placa com
o auxilio de uma agulha de 22G, somente entdo as células foram deixadas em
cultivo por mais 5 dias (totalizando 7 dias de cultivo), trocando-se o meio a cada 24
horas, no fim desse periodo foi feita a avaliagdo da expansao celular sobre as
células feeders. Cada ICM ou blastocistos que cresceram durante esse periodo
foram marcadas como um “sucesso” daquela rotina, sendo comparado entdo o
namero de “sucessos” por rotina das ICM versus numero de “sucessos” por rotina

dos blastocistos.
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Analise Estatistica
Para os dados relativos ao desenvolvimento embrionario € a Imuno coloragao

a estatistica foi feita utilizando-se o software R e de acordo com as recomendacgdes
de Chen & Peace (2010); Baguley( 2012) e de Avriva & Watson (2013) Apods a
confirmagédo da homocedasticidade dos dados pelo teste de Levene e normalidade
dos dados pelo teste de Cramér-Von Mises caso necessario foi feita a
transformacao por ranque de acordo com Canover & Iman (1981), e entdo a analise
de variancia com a aproximagao dos graus de liberdade de Satterthwaite, para tal
foi utilizado o pacote ImerTest (KUZNETSOVA et al., 2016). A comparagédo minima
significativa das médias foi obtida pelo teste de Tukey, com valor de p<0,05. Para os
valores qualitativos foi construida uma tabela de contingéncia e posteriormente
realizado o teste Qui-quadrado para avaliar a independéncia entre os fatores, sendo
considerada significativa para o p menor que 0,05 ( p < 0,05), os graficos para
representacao dos resultados foram gerados com o pacote do R ggplot2 (Wickham,

H.: 2009).

Experimento 2 - Transcriptoma da massa celular interna e do trofectoderma

Producao da biblioteca de sequenciamento
Foram utilizados um total de isolados de 4 embrides (4 ICM e 4 TE) por grupo

de 4 rotinas diferentes, coletados entre os dias 7 e 8 do desenvolvimento (blastocisto
eclodido) e previamente sexados por PCR. Foram usados na preparagao de
bibliotecas com o kit Ovation SoLo RNA-Seq Systems (NuGen, San Carlos, CA)
customizado para bovinos e, que permite produzir bibliotecas “strand” especificas. O
cDNA produzido foi amplificado (11 a 15 ciclos) com a distribuicado de tamanho entre
100 a 200bp e 200 ng de cDNA no laboratério de genética molecular da

Universidade da Califérnia - Davis, seguindo as recomendacgbes do fabricante. As
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bibliotecas produzidas foram sequenciadas no Genome Center Sequencing Core na

Universidade da Califérnia com o aparelho Illumina Hiseq4000.

Processamento dos dados e bioinformatica

Os dados foram processados no cluster do laboratério de Genética molecular
e bioinformatica da (LGMB) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo (FMRP-USP). Todos os dados tiveram a qualidade de
sequenciamento verificada pelo software FASTQC (Andrews S.;2010). e em seguida
realizou-se a remogao das reads de acordo com a qualidade dos dados (“trimagem”)
com o software TRIMMOMATIC (Bolger, A. M., Lohse, M., & Usadel, B.; 2014),

“®

utilizando os  parametros -threads 24 LEADING:22 TRAILING:22
SLIDINGWINDOW:4:26 MINLEN:36 AVGQUAL:24”; ou seja qualidade minima
(phred) do inicio e fim da read de 22, qualidade média (phred) de 24 e tamanho
minimo de read de 24. Apds feita a selecao for qualidade das reads repetiu-se a
analise com o software FASTQC. As amostras que passaram pela triagem de
qualidade foram entao alinhadas com o genoma bovino Bos_taurus_ UMD _3.1.1 com
o software STAR (DOBIN et. al.; 2013), utilizando os parametros padrbes do
software. A qualidade do alinhamento foi entdo verificada com o software

QUALIMAP, um relatdrio final foi gerado usando o software MULTIQC (EWELS et

al., 2016).

Analise de diferenca de expressao génica
A anadlise de diferenca de expressdao génica foi realizada com o pacote

DESEQ2 (LOVE, M.l.,, HUBER, W., ANDERS, S.; 2014) do software R (R Core

Team, 2018), foi realizada a analise de componentes principais, para um gene ser
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considerado diferentemente expresso foi adotado um valor de p ajustado menor que
0,05 (padj <0,05), pelo método de Benjamini-Hochberg (“BH”) e um “log2 fold
change” maior que 2 ou menor que -2. Para a representagdo dos valores de
expressao génica foi utilizada a transformacgéo de normalizagéo da variancia (fungao
“varianceStabilizingTransformation” do pacote DESEQZ2). Para a analise de ontologia
génica e enriquecimento de vias foi utilizado o pacote ClusterProfiler (YU et. Al;
2012) do software R, com a funcdo “compareCluster” e as flags “goupGO” e
“‘enrichGO”. Para visualizagdo dos resultados foram utilizadas as funcdes
Heatmap.2 do pacote gplots (Warnes et. Al. 2016) e pheatmap do pacote pheatmap
(KOLDE, 2015) ambos do software R.

As condigdes tipo celular, sexo e tipo de sémen foram usadas como fatores
no modelo. Os seguintes contrastes foram avaliados entre os tipos celulares e ICM
versus TE ; Male (S-Y+C-Y) versus (S-X +C-X) e sexado versus controle. Para a
auxiliar a interpretacdo dos resultados foram realizadas analise de componentes
principais (PCA), volcanoplots e Heatmaps. Para a andlise de ontologia génica e

enriquecimento de vias foi utilizado o pacote ClusterProfiler do software R.

Resultados

Experimento1.
Producao de embrides in vitro

Os resultados estdo apresentados em média + erro padrao da média. A taxa
de maturacao foi de 79,04 + 1,76 %. A Taxa de clivagem, taxa de blastocisto e
blastocisto por embrido clivado estdo resumidos na Figura3, para as variaveis

relativas ao desenvolvimento embrionario nao foi encontrada diferenca estatistica.
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Confirmacgao da viabilidade e da qualidade dos isolados celulares
Foi possivel determinar o sexo dos embrides usando as células

remanescentes da imunocirurgia e o resultado encontra-se resumido na Figura 3. O
resultado da Imunocoloragdo dos embrides (resumido na Figura 4. A
Imunocoloragao anti CDX2 (Figura 4 - A), demonstra que pouca ou nenhuma célula
do trofectoderma continuou aderida a ICM apds a imunocirurgia e colaborando com
o resultado demonstrado na figura 5 (C), quando comparado com ICM-WTE é
possivel observar células pertencentes ao trofectoderma ainda aderidas a massa
celular interna, essas células podem ser visualizadas na figura 5 (B - merged). A
Imuno coloragdo anti SOX2 (figura 5 - B), podemos dizer que a microcirurgia é
precisa, ndo foi notada nenhuma célula da massa celular interna nas amostras de
TE, corroborando com os resultados representados na figura 29 (D). Ademais foi
possivel verificar que o numero de células isoladas da massa celular interna no
grupo ICM nao diferiu do numero de células encontradas nos blastocistos avaliados
(figura 4 - B). E possivel verificar na figura 6 um exemplo de ICM apds 7 dias de
cultivo, 38,88% das ICM cultivadas proliferaram durante o periodo de cultivo contra

64,44% de sucesso de proliferagéo dos blastocistos.
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Figura 3. (A)-Taxa de Fertilizacdo, (B)- Taxa de clivagem, (C)- Estagio de
desenvolvimento embrionario ; (D)- Taxa de produgdo de Blastocistos por embribes
clivados; (E)- Taxa producdo de Blastocisto; (F)- Exemplo de resultado da
imunofluorecéncia dos embriées; (G)- Exemplo do Gel de PCR para determinagéo
do Sexo; H- Taxa de Sexagem embrionaria por grupo.
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Figura 4. Numero de células para os diferentes tipos de Imuno coloragdo: (A) CDX2
para a identificagdo do numero de células oriundas do Trofectoderma e (B) SOX2

para a identificagcdo de células pertencentes a massa celular interna.
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Figura 5. Exemplo dos resultados obtidos na Imuno coloragdo nos diferentes grupos
avaliados nas diferentes coloragbes e na versdo fundida ou ‘merged”. (A) -
Blastocisto; (B) - Massa celular interna isolada apenas com a microcirurgia; (C) -
Massa celular interna isolada por microcirugia seguida de imunocirurgia; (D) -

Trofectoderma isolada com microcirurgia.



76

Blastocyst ICM

64,44%

Figura 6. Exemplo do resultado do cultivo por 7 dias, no meio TeSR1 modificado,
dos embribes bovinos (Blastocyst) e da massa celular interna (ICM) obtida por

microcirurgia seguida de imunocirurgia

Experimento2.

Resultado do sequenciamento

As 32 amostras sequenciadas passaram nos critérios de qualidade pré-
estabelecidos, gerando amostras entre 3 milhdes de reads (ICM S-Y) e 12 milhdes
de reads (TE C-X), o resultado da avaliagdo da qualidade esta resumido na Figura 7.

Foram considerados como expressos 23099 transcritos.
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Figura 7. Resumo gréafico do software MULTIQC das anadlises de qualidade; A -
Resultado do software FASTQC da qualidade das reads das amostras apés a
“trimagem” com o software TRIMMOMATIC; B - Resultado da Analise da qualidade

de alinhamento do software STAR.

Analise de diferenca de expressao génica

Os resultados dos contrastes ICM versus TE estdo expostos na figura 8,
demonstrando a dispersdo dos dados e 0 agrupamento de acordo com o tipo celular.
Na figura 9 esta exposto os transcritos considerados diferentemente expressos entre
ICM e TE, 1101 transcritos (4,8% dos transcritos) estavam mais expressos na massa
celular interna do que no trofectoderma, tais transcritos serdo tratados como
especificos da ICM. 964 transcritos (4,2% dos transcritos) estavam mais expressos
na trofectoderma quando comparado com a ICM, portanto serdo tratados como
transcritos especificos da TE. Entre os 200 transcritos com a maior diferenga de
expresséo (log2foldchange) da ICM estavam o NANOG e SOX2 dois importantes
marcadores da massa celular interna. Para representacdo dos genes desse

contraste escolhemos os genes com nivel de expressdo, “basemean” Tabela 1,
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acima da média e com isso estao representados na Figura 9 e na Tabela 1, 33
genes relativos a ICM, Figura 9 - A, e 19 genes relativos a TE, Figura 9 - B. A
analise de enriquecimento para todos os genes diferencialmente expressos entre
ICM e a TE estdo resumidos na Figura 9 - C. Além desses genes buscamos também
o nivel de expressdo dos genes POUSF1, SOX2, NANOG, KLF4, DNMT3B, ID2,
DPPA4, SALL4, FGFR4, PRDM14, ID1, OTX2, STAT3 e FGF19, (marcadores da
ICM), dos genes METRNL, IFNT2, WNT4, CDX4, GATA2, GATA3 e TFAP2A
(marcadores da TE), os genes GATA4, GATA6, FOXA2, HNF4A e PDGFRA
relacionados a formagao da endoderma primitiva (PE), o resultado esta resumido na
Tabela 2 . Adicionalmente buscamos o nivel de expresséo dos genes imprinting dos
quais identificamos 17 genes sendo que destes os genes SNRPN e IGF2R
apresentaram padj menor que 0,05, o resultado esta resumido na Tabela 2.

Sobre os genes de interesse para confirmagdo do sexo dos embrides. O
gene XIST, importante para a inativagdo do cromossomo X, que se espera estar
expresso apenas nos embrides fémeas, nao foi identificado em nenhuma amostra. O
gene SRY n&o foi expresso em nenhum embrido classificado como fémea, porém
foi identificado apenas em 5 embrides machos. Para se confirmar o sexo dos
embrides foi usado a mesma técnica usada por CHITWOOD et. Al.(2013), na qual se
explorou genes associados ou homologos ao cromossomo Y e que se espera que
sejam mais expressos apenas nos machos, o resultado esta exposto na figura 10.
Mantendo o mesmo limiar para consideracdo de diferenca de expressao nao foi
possivel identificar diferenga entre os grupos produzidos com espermatozoides
sexados e ndo sexados, tdo pouco houve diferenca entre embrides macho e fémeas.
Embora, quando consideramos apenas o valor de p ajustado € possivel observar 9

genes mais expressos em fémeas, esses genes possuem um valor de “log2 fold



79

change” abaixo de 1, ademais tais transcritos falham na analise de enriquecimento
de vias, figura 10. Logo no contraste Male vs Female foram considerados os genes
SSR4, BRWD3, OGT, UBA1, TIMP1, MSN, KDM6A, USP9X e EIF2S3 com os
valores de “log2foldchange”, respectivamente, igual a -0,89, -0,92, -0,98, -0,63, -
0,86, -0,66, -0,81, -0,62, -0,64, -0,62.
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Figura 8. Resumo do resultado da analise de Diferenca de expresséo com
DESEQZ2; A - Heatmap com todos os 2065 genes diferencialmente expressos; B -
Anélise de componentes principais do contraste ICM vs TE; C - Volcanoplot do
contraste ICM vs TE; D - Andlise de componentes principais do contraste Male vs
Female; E - Volcanoplot do contraste Male vs Female.
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Figura 10. Representagdo grafica do contraste Male vs Female; A - os genes
relacionados com o sexo de acordo com a metodologia proposta por CHITWOOD et.
al.(2013); B - Heatmap com os 9 genes com valor de padj menor que 0,05.
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Tabela 1. Valores de expressao dos genes da ICM (33 genes) e TE (19 genes) do
contraste ICM vs TE

ENSEMBL SYMBOL ENTREZID baseMean log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj
ICM vs TE
ICM
ENSBTAG00000001403 PRKCI 528478 91,887 2,017 0,232 8,692 0,000 0,000
ENSBTAG00000047339 BCOR 784529 70,413 2,207 0,249 8,844 0,000 0,000
ENSBTAG00000008300 FN1 280794 2594,625 2,852 0,275 10,366 0,000 0,000
ENSBTAG00000013761  STMN1 616317 49,677 2,294 0,264 8,681 0,000 0,000
ENSBTAGO00000030674 AK4 517063 53,335 2,324 0,285 8,161 0,000 0,000
ENSBTAG00000015582 HMOX1 513221 57,288 3,313 0,424 7,810 0,000 0,000
ENSBTAG00000018137 A2M 513856 98,243 2735 0,394 6,941 0,000 0,000
ENSBTAGO00000020916 NANOG 538951 99,456 4,932 0,403 12,229 0,000 0,000
ENSBTAG00000001754 AHCYL2 532836 134,332 3,432 0,301 11,405 0,000 0,000
ENSBTAG00000007173 PDGFRA 282301 151,751 3,574 0,377 9,470 0,000 0,000
ENSBTAG00000002699 KIT 280832 145,450 3,230 0,351 9,208 0,000 0,000
ENSBTAG00000005718 PLIN2 280981 52,928 2,226 0,261 8,536 0,000 0,000
ENSBTAGO00000019915 GSN 535077 53,609 2,057 0,261 7,892 0,000 0,000
ENSBTAG00000010543  FGFR4 317696 53,858 3,566 0,335 10,656 0,000 0,000
ENSBTAG00000014835  SPARC 282077 204,129 2,421 0,340 7,325 0,000 0,000
ENSBTAG00000007895 SLC20A1 514255 241,325 2,078 0,227 9,172 0,000 0,000
ENSBTAG00000014788 AKAP12 513774 101,642 2,270 0,252 9,015 0,000 0,000
ENSBTAG00000014741 oTX2 538953 53,387 2,452 0,614 3,992 0,000 0,001
ENSBTAG00000009923 CIPC 506130 66,357 2,560 0,258 9,923 0,000 0,000
ENSBTAG00000032603 LOC515333 515333 307,975 4,325 0,345 12,549 0,000 0,000
ENSBTAG00000012849 COL4Al 282191 65,829 2,136 0,264 8,081 0,000 0,000
ENSBTAG00000016959 LAPTM4B 404155 68,868 2,337 0,256 9,136 0,000 0,000
ENSBTAG00000003319  FLRT3 529416 70,124 2,984 0,368 8,118 0,000 0,000
ENSBTAGO00000008293 GPCPD1 518469 178,062 2,825 0,275 10,287 0,000 0,000
ENSBTAG00000010718 RALGPS2 789713 85,904 2,017 0,238 8,463 0,000 0,000
ENSBTAG00000002328 KDM2B 614487 59,929 2,576 0,275 9,359 0,000 0,000
ENSBTAG00000001961  MAP1B 514739 53,098 2,249 0,335 6,709 0,000 0,000
ENSBTAG00000017745 IL6ST 522155 76,280 2,515 0,324 7,763 0,000 0,000
ENSBTAG00000008084 ZNF382 518291 50,452 2,210 0,253 8,750 0,000 0,000
ENSBTAG00000016312 LGALS4 614804 45,470 4,038 0,348 11,595 0,000 0,000
ENSBTAG00000021523  STAT3 508541 72,889 3,094 0,292 10,596 0,000 0,000
ENSBTAG00000012938  JARID2 528253 153,891 2,271 0,234 9,712 0,000 0,000
ENSBTAG00000009210 ZBTB44 540532 63,963 2,937 0,280 10,481 0,000 0,000
TE
ENSBTAG00000016748 LOC516378 516378 457,308 -2,045 0,448 -4,561 0,000 0,000
ENSBTAG00000039346 LOC528262 528262 518,962 -2,286 0,571 -4,001 0,000 0,001
ENSBTAGO00000005629 CRYBG2 507142 57,900 -2,321 0,426 -5,454 0,000 0,000
ENSBTAG00000001517  KRT18 506480 1538,369 -2,082 0,437 -4,762 0,000 0,000
ENSBTAG00000000836 KRT8 281269 1892,548 -2,157 0,519 -4,155 0,000 0,001
ENSBTAGO00000001545 SLC34A2 282484 592,480 -2,007 0,583 -3,442 0,001 0,006
ENSBTAG00000012757 GCNT1 281778 95,991 -2,136 0,395 -5,408 0,000 0,000
ENSBTAG00000015426 ~ PDLIM4 515410 57,827 -2,056 0,448 -4,587 0,000 0,000
ENSBTAG00000002326  LGALS3 786492 742,062 -2,026 0,369 -5,496 0,000 0,000
ENSBTAG00000001881 SLC10A1l 532890 52,774 -2,002 0,368 -5,435 0,000 0,000
ENSBTAGO00000020485  ARRB1 281637 53,313 -2,157 0,397 -5,436 0,000 0,000
ENSBTAG00000016315  COTL1 617165 274,439 -2,075 0,360 -5,756 0,000 0,000
ENSBTAG00000011700 PLLP 613446 66,554 -2,310 0,386 -5,978 0,000 0,000
ENSBTAGO00000007512 PLA2G15 282271 109,013 -2,295 0,374 -6,139 0,000 0,000
ENSBTAG00000013550 PRKCG 282002 81,077 -2,151 0,389 -5,534 0,000 0,000
ENSBTAG00000019707  GATA2 506809 102,111 -2,125 0,515 -4,125 0,000 0,001
ENSBTAG00000015177 PRSS23 538575 87,650 -2,540 0,401 -6,341 0,000 0,000
ENSBTAG00000022294  FADS1 533107 60,571 -2,208 0,426 -5,180 0,000 0,000
ENSBTAG00000015511  FADS3 515925 181,219 -2,105 0,356 -5,919 0,000 0,000
MALE vs FEMALE
FEMALE

ENSBTAGO00000021421 SSR4 504438 155,980 -0,890 0,230 -3,820 0,000 0,040
ENSBTAG00000016230 BRWD3 534539 45,280 -0,920 0,210 -4,340 0,000 0,030
ENSBTAG00000000902 OGT 532053 46,980 -0,990 0,250 -3,910 0,000 0,049
ENSBTAG00000016764 UBA1 282869 118,630 -0,630 0,160 -3,890 0,000 0,049
ENSBTAG00000005043  TIMP1 282092 90,600 -0,860 0,230 -3,820 0,000 0,049
ENSBTAG00000003418 MSN 540426 362,220 -0,660 0,160 -4,280 0,000 0,030
ENSBTAGO00000003740 KDMBA 280952 84,210 -0,810 0,210 -3,850 0,000 0,049
ENSBTAG00000006242  USP9X 507307 181,710 -0,620 0,150 -4,040 0,000 0,049
ENSBTAG00000014337 _ EIF2S3 100271721 72,020 -0,630 0,170 -3,790 0,000 0,040
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Tabela 2. Valores de expressao dos genes especificos da ICM, especificos da TE,
relativos a endoderma primitiva e os genes “imprinted” tidos como expressos
obtidos do contraste ICM vs TE.

ENSEMBL SYMBOL ENTREZID baseMean log2FoldChange IfcSE stat pvalue padj
ICM vs TE
genes ICM especificos
ENSBTAG00000021111 POUSF1 282316 87,057 1,005 0,205 4,909 0,000 0,000
ENSBTAG00000011598 S0X2 784383 17,734 3,443 0,474 7,258 0,000 0,000
ENSBTAG00000020916 NANOG 538951 99,456 4,932 0,403 12,229 0,000 0,000
ENSBTAG00000020355 KLF4 520842 106,502 1,798 0,231 7,774 0,000 0,000
ENSBTAG00000021187 D2 505025 53,503 1,713 0,291 5,887 0,000 0,000
ENSBTAG00000038103 DPPA4 783813 18,433 1,295 0,254 5,104 0,000 0,000
ENSBTAG00000003101 SALL4 541170 100,777 1,073 0,212 5,063 0,000 0,000
ENSBTAG00000010543 FGFR4 317696 53,858 3,566 0,335 10,656 0,000 0,000
ENSBTAG00000000060 PRDM14 100140032 19,496 2,942 0,427 6,887 0,000 0,000
ENSBTAG00000016169 ID1 497011 4,305 2,421 0,619 3,909 0,000 NA
ENSBTAG00000014741 oTX2 538953 53,387 2,452 0,614 3,992 0,000 0,001
ENSBTAG00000021523 STAT3 508541 72,889 3,094 0,292 10,596 0,000 0,000
ENSBTAG00000017285 FGF19 521475 1,382 0,770 0,928 0,830 0,407 NA
genes TE especificos
ENSBTAG00000004787 METRNL 534297 11,676 -1,759 0,518 -3,399 0,001 0,007
ENSBTAG00000047551 IFNT2 317698 111,085 -1,945 0,588 -3,308 0,001 0,009
ENSBTAG00000022671 WNT4 789600 0,973 -0,488 1,157 -0,421 0,673 NA
ENSBTAG00000001726 CDX4 519648 1,609 -0,798 0,937 -0,852 0,394 NA
ENSBTAG00000019707 GATA2 506809 102,111 -2,125 0,515 -4,125 0,000 0,001
ENSBTAG00000017243 GATA3 505169 68,994 -1,915 0,280 -6,835 0,000 0,000
ENSBTAG00000001250 TFAP2A 505849 23,945 -1,811 0,446 -4,062 0,000 0,001
genes endoderma primitiva
ENSBTAG00000005425 GATA4 327716 6,733 1,351 0,433 3,120 0,002 0,015
ENSBTAG00000005734 GATAB 654400 117,921 1,061 0,174 6,102 0,000 0,000
ENSBTAG00000012407 FOXA2Z 503580 1,104 0,378 0,983 0,385 0,700 NA
ENSBTAG00000012116 HNF4A 509200 23,243 4,107 0,544 7,550 0,000 0,000
ENSBTAG00000007173 PDGFRA 282301 151,751 3,574 0,377 9,470 0,000 0,000
genes Imprinted
ENSBTAG00000002402 IGF2R 281849 47,298 -0,627 0,220 -2,848 0,004 0,030
ENSBTAG00000008251 SNRPN 780877 36,028 0,775 0,187 4,145 0,000 0,001
ENSBTAG00000026769 ASCL2 664650 1,386 -0,908 0,995 -0,913 0,361 NA
ENSBTAG00000038093 PEG10 618138 5,864 0,683 0,519 1,316 0,188 0,486
ENSBTAG00000010128 NAP1L5 508508 7,934 0,323 0,536 0,603 0,546 0,833
ENSBTAG00000017086 GRB10 407210 21,064 0,101 0,242 0,417 0,676 0,897
ENSBTAG00000018207 MGPR 281291 49,764 0,025 0,173 0,144 0,886 0,969
ENSBTAG00000026523 PLAGL1 539761 1,702 0,784 1,057 0,742 0,458 NA
ENSBTAG00000017475 GNAS 281793 87,001 -0.357 0,207 -1,722 0,085 0,287
ENSBTAG00000047223 GNAS 281793 2,609 0,090 0,554 0,162 0,871 NA
ENSBTAG00000003212 NNAT 353114 9,317 1,059 0,495 2,141 0,032 0,143
ENSBTAG00000031194 PHLDA2 618810 2,208 0,371 0,925 0,401 0.689 NA
ENSBTAG00000045998 MAGEL2 538665 2,762 0,102 0,764 0,134 0,894 NA
ENSBTAG00000047793 TSsC4 509559 2,849 0,274 0,534 0,513 0,608 NA
ENSBTAG00000017223 MEST 404180 8.175 0,181 0,636 0,285 0,775 0,935
ENSBTAG00000046585 RTL1 606737 4,021 0,833 0,765 1,089 0,276 NA
ENSBTAG00000013066 IGF2 281240 2,349 -0,161 0,866 -0,186 0,852 NA
. ~
Discussao
Experimento1.

Producao de embrides in vitro
Como nao houve diferenga no desenvolvimento embrionario (taxa de

fertilizacado, taxa de clivagem e na taxa de blastocisto), tampouco ndo houve um
descompasso no tempo de clivagem dos embrides, o que é indicativo, ao menos em
nosso experimento, de embrides qualidade semelhante (Sugimura et al. 2010,
Sugimura et al. 2012). Nossos achados também corroboram com os de Bremejo-
Alvarez et al.(2010) quanto ao desenvolvimento embrionario, e com os de Inaba
et.al., (2016) quanto a fertilizagdo, assim a diferenga nas taxas no desenvolvimento
embrionario podem ser mais dependentes a variacdes individuais do touro e de
laboratdrio (Ferré et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Inaba et al., 2016).
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Durante o desenvolvimento embrionario ha uma troca no metabolismo
energético dos embrides, dessa forma criou-se a hipétese que o ambiente in-vitro
poderia ser mais favoravel a um dos sexos (Gomez et al., 2018) . No nosso grupo
controle houve uma maior produgdo de embrides macho que fémeas (Figura 3 - H),
mas n&o houve diferenga no desenvolvimento embrionario, o que sugere que se ha
um favorecimento ao sexo masculino no ambiente in-vitro ele pode ocorrer na

fertilizacao.

Confirmagao da viabilidade e da qualidade dos isolados celulares
Nao houve diferengca entre o numero de células entre os tratamentos, a

quantidade de células da ICM é um indicativo de qualidade embrionaria associado
ao touro, meio de cultivo e a interacdo entre esses fatores (Ferré et. al,2015), como
utilizamos apenas um touro e os meios foram os mesmo, conseguimos isolar esse
fatores.

A microcirurgia seguida de imuno cirurgia, ndo diminuiu o numero de células
da ICM, os resultados da microcirurgia fora semelhantes ao relatado por Igbal et.
Al.(2014). O teste de cultivo da ICM foi semelhante ao relatado por Bogliotti et.
al.(2018), ressaltamos assim a importancia da TE a adesao dos embrides ao fundo

da placa.

Experimento2.

Genes da Massa celular interna
Conseguimos identificar os genes especificos da ICM (POUSF1, SOX2,

NANOG, KLF4, ID2, SPP1, DPPA4, SALL4, FGFR4, PRDM14, ID1, OTX2, STATS3,
FGF19). Os genes AK4, AHCYL2, A2M, GSN, FGFR4 ,AKAP12, OTX2, CIPC,
LOC515333, COL4A1, GPCPD1, KDM2B, IL6ST, LGALS4, JARID2, também foram
encontrados mais expressos na ICM que na TE (Ozawa et al., 2012; Igbal et al.,
2014; Goissis e Cibelli , 2014; Zhao et al., 2016; Hosseini et al., 2015). Conseguimos
identificar ainda os genes GATA4, GATA6, FOXA2, HNF4A, PDGFRA , marcadores
da PE (Negron-Pérez et al.,, 2017; Petropoulos et al., 2016). GATA4/6 sao
essenciais para o desenvolvimento das linhagens celulares que dao origem ao
epiblasto e a PE (Do et al., 2013). PDGFRA esta diretamente envolvido na

diferenciagdo da ICM em endoderma (Petropoulos et al., 2016), na formacédo do
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hipoblasto (Negron-Pérez et al., 2017), com o desenvolvimento embrionario e o
metabolismo de tirosina quinase (Chitwood et al., 2013), embora possa ser expresso
na TE esta envolvido com a regulagdo da migracao celular em ICM equina (lgbal et
al., 2014).

O gene BCOR (co-repressor de BCL6), controla a renovagédo e a
diferenciagcdo de células tronco de trofoblasto (Zhu et al., 2015), reprime a
expressao de IGFBP2 (Wang et al., 2017). O IGFBP2 esta ligado ao crescimento de
células tronco cancerosas (Tombolan et al., 2011), sendo assim alvo de novos
tratamentos para evitar a proliferacdo, metastase, desse tipo celular (Tang et al.,
2018); também ja foi encontrado mais expresso na ICM bovina (Jiang et al., 2011),
em nosso trabalho com apresentou “log2folchange” igual a 3,46. Assim, BCOR
pode ser um gene regulador da pluripoténcia da ICM bovina, assim como ZNF382
que € expresso nos estagio iniciais do desenvolvimento embrionario (Luo et al.,
2002), suprime a expressao dos genes STAT3 (Cheng et.al.,, 2010). STAT3, em
camundongos, comega a ser expresso nos oocitos (Do et. Al,2013) em bovinos
comecga a ser expresso entre 4 e 8 células (Jiang et.al.,2014),em nosso estudo foi
encontrado mais expresso na ICM, porém em equinos ndao houve diferenca entre os
niveis de expressao entre a ICM e a TE (Igbal et al., 2014), sendo essencial para
manutencdo da ICM, ligando-se aos promotores de POU5F1 e NANOG e assim
modulando a expressao e mantendo a pluripoténcia (Do et.al., 2013).

FN1 (Fibronectina 1), € mais expressa na ICM equina (Ilgbal et al., 2014) e
bovina (Zhao et al., 2016), na endoderma primitiva bovina (Negrén-Péréz et al.,
2017) e humana (Petropoulus et al., 2016). Faz parte do desenvolvimento na
placentario bovino (Salilew-Wondim et al.,2013), e humano (Yabe et al., 2016).
SPARC esta envolvido com a regulagdo da pluripoténcia em embrides humanos
(Theunissen e Rudolf, 2017) e na reprogramacao celular bovina (Salilew-Wondim et
al.,2013). FN1 e SPARC possuem a expressao dependente do POU5F1 (Simmet et
al.; 2018) . O bloqueio da expressdo de POU5F1 em zigotos (Daigneault et al.; 2018)
e em clones bovinos (Simmet et al; 2018) compromete o desenvolvimento
embrionario e a expressdao de NANOG. Assim como o SOX2 que € um fator de
transcricdo importante para a manutencao da pluripoténcia (Fang et al.;2011) em
bovinos € marcadamente restrito a ICM e quando sua transcrigdo € bloqueada afeta

a transcricdo do gene NANOG diminuindo a viabilidade embrionaria, que é um gene
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importante para manutencao da pluripoténcia e renovagao celular que impede a
diferenciagao celular embrionaria para as linhagens do trofectoderma e endoderma
extra embrionaria (Goissis e Cibelli; 2014).

STMN1 coordena a motilidade e adesdo celular (Ringhoff e Cassimeris,
2009), também é mais expresso na ICM do que na TE bovina (Hosseini et al.,
2015), esta envolvido na implantacdo embrionaria (DOMINGUEZ et al., 2009; Gou
et al., 2017) e manutengao da gestagao (Tian et al., 2015) e a expressdo de MAP1B.
O MAPB1 (microtubulos associado a proteina 1 B) participa da interagdo entre a os
micro filamentos de actina e os micro tubulos na espermatogénese (Li et.al.,2012),
da estabilidade do citoesqueleto oocitario (Magalhdes-Padilha et al., 2013), da
morfogenese, diferenciagao, regeneragao e organizagao celular da ICM (Igbal et.al.,
2014), é expresso no endométrio pré implantacional (Bauersachs e Wolf, 2012) e
conforme revisado por Kropp et al.(2014) esta associado a fertilidade bovina. PLIN2
em bovinos esta envolvido no transporte de acidos graxos de cadeia longa (Connor
et al., 2013), no endométrio (Forde et al., 2012; Waters et al., 2014), em COCs
(Yang et al., 2012) e no acumulo de lipidios nos odcitos cultivados in-vitro (Del
Collado et.al., 2017). PRKCI (proteina quinase C iota) esta relacionado com a
organizacao do citoesqueleto durante a maturagdo oocitaria (Reys et al., 2015) e
com a desregulacdo da angiogénese placentaria em clones bovinos (Salilew-
Wondim et al.,2013).

Genes da Trofectoderma
Conseguimos identificar os genes especificos da TE (METRNL, IFNT2,

WNT4, CDX4, GATA2, GATA3, TFAP2A, KRT8/18 ). GATA2 se destacou entre os
genes especificos do trofectoderma, pois além de ser um gene de expressao
seletiva ao TE (Home et al., 2017; Igbal et al., 2014; Hosseini et al.,2015) em
primatas demonstrou-se que agindo em conjunto com GATA3, TFAP2A e TFAP2C
ativa os genes placentarios e inibe a expressdo de OCT4/POUS5SF1 inibindo a
pluripoténcia celular (Krendl et al., 2017). Em nossos dados as “tetrade” GATA2/3 e
TFAP2A/C foi significativo e com os seguintes valores de “log2foldchange” no
contraste ICM vs TE -2,12; -1,91; -1,81 e -1,11, podendo assim ocorrer um
mecanismo de formacao do trofectoderma em bovinos semelhante ao de primatas.
Os genes SLC10A1, PLA2G15 e PRKCG também foram encontrados mais
expressos na TE que na ICM (Ozawa et al., 2012; Igbal et.al., 2014; Zhao et al.,
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2016).Enquanto que os genes LOC516378, LOC528262, CRYBG2, LGALSS,
COTL1, PLLP, nao haviam sido reportados anteriormente como expressos na TE
bovina.

Os genes SLC34A2, GCNT1, ARRB1, PRSS23, FADS1 e FADS3 estédo
envolvidos principalmente com o metabolismo energético, sendo que SLC34A2 esta
envolvido no processo de desenvolvimento embrionario bovino (Chitwood et

al.,2014), codificando o co-transportador de soédio fosfato tipo Ilb (NaPi-IIb),

envolvido no metabolismo de fosforo inorganico in vivo, sendo essencial no
desenvolvimento embrionario inicial e na formacado da placenta (Shibasaki et al.,
2009). GCNT1 expressou duas isoformas (ENSBTAG00000012757 e
ENSBTAG00000015426), regula a velocidade de crescimento controlando
positivamente o gasto energético, atuando no balango entre carboidratos e lipidios
(Liu et al., 2017). ARRB1 esta relacionado com o metabolismo de lipidios de
embrides bovinos (Cagnone e Sirard, 2014; Waters et al., 2014). PRSS23 esta
envolvido no processo de alongamento do embrido bovino (Forde et al., 2012) e no
metabolismo lipidico embrionario (Waters et al., 2014), degrada a matriz extra
celular (Tsuchiya et al.,, 2005) e tem acao sensivel a horménios (Wahlberg et al.,
2008; Forde et al., 2012). FADS1 também esta envolvido no processo de elongagao
embrionaria (Clemente et al., 2011) e no metabolismo lipidico das células da
granulosa (Hughes et al, 2011). Ja FADS3 esta envolvido no metabolismo

energético oocitario (Reyes et al., 2015).

Genes imprinting

O IGF2R esta envolvido na sindrome da descendente gigante (“large
offspring syndrome”, Young et al.,, 2001), a identificacdo desse gene na fase de
blastocisto chama a atencéao, pois € mais investigado durante a fase de implantagao
(Smith et al., 2015). Conforme revisado por Cassidy e Charalambous (2018), IGF2R
€ o receptor do fator de crescimento fetal IGF2, sendo também um dos primeiros
genes identificados como maternalmente expresso. Fazendo parte dos genes
envolvidos com metabolismo energético e uma vez que a TE se tornara a placenta e
assim “nutrira” o embrido, € compreensivel a sua maior expressao neste isolado
celular.

Conforme revisado por Kropp et. al.(2014) SNRPN é um gene paternalmente

expresso € mais expresso no cultivo in vitro. Conforme Smith et al., (2015), tanto
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SNRPN quanto IGF2R sofrem alteracbes epigenéticas nos estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario ( dia 17), assim quando sobre influéncia desses
efeitos, existe a possibilidade de ser durante a fase de blastocisto, porém ainda

sujeito a investigacao.

Genes ligados ao sexo

Encontramos uma diferenga sutil entre os sexos, apenas 9 genes, enquanto
que Chitwood et al.,(2013) encontraram 168 genes e Bermejo-Alvarez et al., (2010a)
anunciaram que um terco da diferenca dos niveis de expressdo em blastocistos
bovinos era relacionada as diferengas sexuais. Além da forma de obtencédo e
plataforma de obtengcdo dos dados, nosso estudo e o de Chitwood et al.,(2013)
utilizou-se apenas um touro e Bermejo-Alvarez et al., (2010a) utilizaram 3 touros,
pode ser que essa caracteristica também seja touro dependente.

Dos 9 genes estavam mais expressos nos tipos celulares femininos 3 estao
ligados com stress metabdlico e 4 com o controle da transcrigao e divisdo celular.

Em relagdo a resposta ao stress metabdlico o SSR4 € um gene ligado ao
cromossomo X que codifica a proteina do complexo TRAP que se liga a oligosacaril
transferase (Losfeld et al., 2014), relacionado a sobrevivéncia celular devido ao
stress metabdlico ligado a glicose (Singh et al., 2013), glicolisacdo e transporte da
transferrina (Ng et al., 2015) e em odcitos bovinos faz parte do processo de
transporte de proteina intracelular (Reys et al., 2015). BRWD3 é um gene ligado a
coordenacao do crescimento tecidual e da expressao génica (Shih et al., 2016), e
do “reldgio” celular (Ozturk et al., 2013). OGT é um gene do cromossomo X que
codifica a glicosil-transferase ligando a n-acetil-glucosaminha aos residuos de serina
e treonina no nucleo e nas proteinas do citosol, sendo essencial para o
desenvolvimento embrionario (O’'Donnell et al., 2004) metabolizando a glucosamina
(Kimura et. al,2009), € mais expresso em fémeas, sendo um biomarcador de
estresse plancentario sexo especifico, diminui a expressdao com stress cronico
(Howerton et al., 2013; Howerton e Bale, 2014, Briffa et al., 2017) em situagbes de
hiperglicemia (Dela Justina et al., 2018), aumentando os niveis de expressdo na
presenca de corticoides (Pantaleon et al., 2017).

Sobre o controle transcricional e divisdo celular a UBA1 é essencial no
processo de capacitacdo espermatica e de funcionamento do acrossoma, pois faz

parte da via ubiquitina-proteossoma que ¢é essencial durante os processos
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progressao do ciclo celular e endocitoce por receptores de membrana (Yl et al.,
2012). TIMP1 é um inibidor de metaloproteinase tecidual, envolvido com a
regeneragao e reparo tecidual (Alvarez Rojas, et al., 2015), envolvido na formacgéao
do trofoblasto (Tian et al., 2015) e da placenta (Salilew-Wondim et al.,2013).
Segundo Hosseini et al.,, (2015) KDM6A € um gene envolvido na ativagéao
transcricional mais expresso na ICM, é essencial para o desenvolvimento
embrionario atuando como mediador na desmetilagdo de histona reduzindo o niveis
de H3K2me3 durante o processo de ativacdo do genoma embrionario (Chung et al.,
2017). USP9X é um gene associado ao cromossomo X que esta envolvido na
manutencao da estabilidade cromossomal durante as divisbes mitéticas (Skowyra et
al., 2018).

Segundo OLIVEIRA et. al.(2016) os embrides fémea sdo mais propensos a
fragmentacao celular a partir do estagio de mérula devido principalmente ao stress
metabdlico durante o processo de cultivo in vitro. Nao fizemos as mesmas analises e
selecionamos os melhores embrides, muito parecidos morfologicamente, para a
analise do transcriptoma. Contudo, mesmo que possa ser considerada baixa essa
diferenga, os genes diferencialmente expressos estdo apontando para uma maior

fragilidade metabdlica dos embrides fémeas.

Conclusoes

Conseguimos isolar de forma eficiente e precisa a massa celular interna,
mantendo a viabilidade de tais isolados celulares. O perfil transcricional desse
isolados demonstrou diferengas entre os isolados celulares e uma sutil diferencga
entre os sexos. Na ICM apontamos para o mecanismo de manutencido da
pluripoténcia enquanto que na TE o0s mecanismos ativados mostram uma
concentracdo no controle do metabolismo energético. Os embrides fémeas embora
ndo tenham desenvolvido de forma diferente dos machos ativaram genes
relacionados a resposta de stress metabdlico e ao controle das divisdes mitéticas,

assim demonstram ser mais sensiveis ao cultivo in vitro.
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ANEXOS

Anexo 1 Protocolo de incorporagao de etinil uridia em embrides bovinos
Adaptado do kit de etiquetagem de sintese de RNA Click-it

1- Rotulagem

Solucdo 2mM Eu: 1uL de 100mM em 50uL de KSOM + BSA (use a mesma gota que
os embrides) — Incube durante 1 hora em incubadora.

2- Fixar em 4% de PFA durante 15 minutos — lavar em PBS / PVA

3 - Adicione 1mL de Triton x100 a 0,5% em PBS, incube em temperatura ambiente
por 15 minutos

4- Make (FRESH) 1x de tampao de reacgao click-it aditivo de 10X + 45 uL de DDW
(agua bidestilada) - 5uL de 10X tampé&o de reacao aditivo

+45 yL de DDW

5- Faca clique cocktail - nesta ordem:

uma. 428uL de tampao de reacdo de RNA click-IT (componente C)

b. 20uL de CuSO4 (componente D)

c. 1,8uL de Alexa fluor.

d. 50uL de aditivo do buffer de reagao Click-IT (feito na etapa 4)

7- Transferir os embrides para 100uL de cocktail e incubar a temperatura ambiente
durante 30 minutos (proteger da luz) — lavar primeiro em Solugdo de Enxaguamento
Click-it (componente F)

8- Coloracao de DNA - solucao de estoque de 1uL de hoescht por 100uL de PBS
9-Lave bem em PBS / PVA ou solugao de enxaguamento Click-it (componente F)

10- Montar slide - semelhante ao vectashield
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