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RESUMO

O processo transcricional em embriões extremamente complexo, nosso trabalho

estimou o impacto de perturbações nos processos de transcricionais, durante as

fases de ativação do genoma embrionário sobre o desenvolvimento embrionário in

vitro de embriões; analisamos dados de sequenciamento de rna (RNA-seq)

depositados nos bancos públicos (GEO) desde o estágio de oóocito até o dia 19 do

desenvolvimento embrionário; 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 sêmen

convencional e caracterizamos e exploramos o transcriptoma desses isolados

celulares. Concluímos então que a EGA menor é essencial para o desenvolvimento

embrionário 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 está voltada para a manutenção da pluripotência, a TE está voltada ao

metabolismo energético. Os nossos dados sugerem que os embriões fêmeas são

mais sensíveis ao cultivo in vitro.

Palavras chave: Transcriptoma, Embriões, 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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CAPÍTULO 1 - Considerações gerais

Introdução

A produção in vitro de embriões (PIVE) é um procedimento para promover o

melhoramento genético em animais de interesse zootécnico, sendo alternativa à

técnica convencional de múltiplas ovulações e transferência de embriões (MOTE).

Conforme revisado por Hasler (2014) e Moore e Hasler (2017) a produção in vitro de

embriões bovinos associado a seleção genômica tem grande potencial para

contribuir com o melhoramento do rebanho bovino, porém com grandes obstáculos a

serem superados principalmente relacionados a qualidade embrionária. Assim,

durante as últimas décadas, a produção de embriões in vitro vem sendo

aperfeiçoada, principalmente, nos passos que visam imitar o sistema natural de

desenvolvimento embrionário (Jiang et al., 2014).

A quantificação da expressão dos genes que regulam o desenvolvimento

embrionário é parâmetro relevante para determinar a qualidade do embrião (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

diferenças metabólicas entre embriões produzidos in vitro e in vivo (Mohan et al.,

2004, Smith et al., 2009) e do padrão de diferenciação celular (Negrón-Pérez, et

al.,2017) . Quando este padrão de expressão é alterado, pode levar a desvios que

afetam o desenvolvimento embrionário diminuindo o potencial para sustentarem a

prenhes (Wrenzycki et al., 2005; Abe et al., 2018).

Mesmo que sabidamente haja diferenças adquiridas durante o processo de

produção embrionária (Sirard et al.,2017), a produção in vitro de embriões ainda é a

forma mais fácil de se obter informações biológicas durante o desenvolvimento

embrionário (Graf et al.,2014). Portanto, o uso de embriões bovinos, produzidos in

vitro, para a obtenção de dados sobre os eventos transcricionais durante o

desenvolvimento embrionário é essencial para o entendimento dos fenômenos

biológicos e consequentemente no desenvolvimento de metodologias para o

aprimoramento da técnica.
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SNRPN quanto IGF2R sofrem alterações epigenéticas nos estágios iniciais do

desenvolvimento embrionário ( dia 17), assim quando sobre influência desses

efeitos, existe a possibilidade de ser durante a fase de blastocisto, porém ainda

sujeito a investigação.

Genes ligados ao sexo
Encontramos uma diferença 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 terço da diferença dos níveis de expressão em blastocistos

bovinos era relacionada as diferenças sexuais. Além da forma de obtenção e

plataforma de obtenção 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 característica também seja touro dependente.

Dos 9 genes estavam mais expressos nos tipos celulares femininos 3 estão

ligados com stress metabólico e 4 com o controle da transcrição e divisão celular.

Em relação a resposta ao stress metabólico o SSR4 é um gene ligado ao

cromossomo X que codifica a proteína do complexo TRAP que se liga a oligosacaril

transferase (Losfeld et al., 2014), relacionado a sobrevivência celular devido ao

stress metabólico ligado a glicose (Singh et al., 2013), glicolisação e transporte da

transferrina (Ng et al., 2015) e em oócitos bovinos faz parte do processo de

transporte de proteína intracelular (Reys et al., 2015). BRWD3 é um gene ligado a

coordenação do crescimento tecidual e da expressão gênica (Shih et al., 2016), e

do “relógio” celular (Ozturk et al., 2013). OGT é um gene do cromossomo X que

codifica a glicosil-transferase ligando a n-acetil-glucosaminha aos resíduos de serina

e treonina no núcleo e nas proteínas do citosol, sendo essencial para o

desenvolvimento embrionário (O’Donnell et al., 2004) metabolizando a glucosamina

(Kimura et. al,2009), é mais expresso em fêmeas, sendo um biomarcador de

estresse plancentário sexo específico, diminui a expressão com stress crônico

(Howerton et al., 2013; Howerton e Bale, 2014, Briffa et al., 2017) em situações de

hiperglicemia (Dela Justina et al., 2018), aumentando os níveis de expressão na

presença de corticóides (Pantaleon et al., 2017).

Sobre o controle transcricional e divisão celular a UBA1 é essencial no

processo de capacitação espermática e de funcionamento do acrossoma, pois faz

parte da via ubiquitina-proteossoma que é essencial durante os processos
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Conclusões

Conseguimos isolar de forma eficiente e precisa a massa celular interna,

mantendo a viabilidade de tais isolados celulares. O perfil transcricional desse

isolados demonstrou diferenças entre os isolados celulares e uma sutil diferença

entre os sexos. Na ICM apontamos para o mecanismo de manutenção da

pluripotência enquanto que na TE os mecanismos ativados mostram uma

concentração no controle do metabolismo energético. Os embriões fêmeas embora

não tenham desenvolvido de forma diferente dos machos ativaram genes

relacionados a resposta de stress metabólico e ao controle das divisões mitóticas,

assim demonstram ser mais sensíveis ao cultivo in vitro.
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ANEXOS

Anexo 1 Protocolo de incorporação de etinil uridia em embriões bovinos

Adaptado do kit de etiquetagem de síntese de RNA Click-it

1- Rotulagem
Solução 2mM Eu: 1μL de 100mM em 50μL de KSOM + BSA (use a mesma gota que
os embriões) → 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 tampão de reação click-it aditivo de 10X + 45 μL de DDW
(água bidestilada) - 5μL de 10X tampão de reação aditivo
+45 μL de DDW
5- Faça clique cocktail - nesta ordem:
uma. 428μL de tampão de reação de RNA click-IT (componente C)
b. 20μL de CuSO4 (componente D)
c. 1,8μL de Alexa fluor.
d. 50μL de aditivo do buffer de reação Click-IT (feito na etapa 4)
7- Transferir os embriões para 100μL de cocktail e incubar à temperatura ambiente
durante 30 minutos (proteger da luz) → lavar primeiro em Solução de Enxaguamento
Click-it (componente F)
8- Coloração de DNA - solução de estoque de 1μL de hoescht por 100μL de PBS
9-Lave bem em PBS / PVA ou solução de enxaguamento Click-it (componente F)
10- Montar slide - semelhante ao vectashield
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