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RESUMO

A criotolerancia embrionaria € um processo complexo que envolve mudancas estruturais e
moleculares dindmicas. Informacdes a respeito do perfil transcricional embrionério apos a
criopreservagdo ainda sdo insuficientes. O objetivo deste trabalho foi estabelecer o
transcriptoma de blastocistos bovinos produzidos in vitro com alta e baixa criotolerancia.
Odcitos imaturos (n = 3926) foram recuperados de ovarios derivados de abatedouro e
maturados, fertilizados e cultivados in vitro sob condi¢des padréo. A clivagem e producdo de
embrides foram registrados no dia trés e sete ap0s a fertilizacdo. Blastocistos expandidos (n =
894) com qualidade excepcional (apenas grau I) foram vitrificados pelo método Cryotop. Os
blastocistos vitrificados foram aquecidos, e a re-expansdo e eclosdo dos embrides foram
registradas as 6 e 12h apds o aquecimento, respectivamente. Uma rigorosa avaliacdo
morfolégica foi realizada e os embrides foram classificados em alta criotolerancia (HC), re-
expandido e baixa criotolerancia (LC) apds a criopreservacdo. A fim de aumentar a precisdo
das diferencas moleculares entre fenotipos, apenas blastocistos HC e LC (n = 3, total de 123
blastocistos por grupo, pool de 41/amostra) ap6s a criopreservacao foram submetidos a extracdo
total de RNA (PicoPure, Applied Biosystems®). O RNA extraido foi avaliado através do 2100-
Bioanalyzer (Agilent Technologies®). Somente amostras com integridade de RNA > 7,7 foram
submetidas ao protocolo padrdo de preparacdo da biblioteca NEBNext Ultra I (New England
Biolabs®) e RNAseq (lllumina®). Os dados foram limpos (seqyClean v1.3.12), mapeados
(Tophat v.2.0.8), as leituras contadas (HTSeg-count v0.5.4p2), e foi realizada anélise de
expressao diferencial (DESEqQ v1.12.1 de R/Bioconductor). Para analise de enriquecimento
génico, foi utilizado o software Ingenuity Pathway Analysis (IPA). As taxas de clivagem e
producéo de blastocistos foram 73,2% (2873/3926) e 29,0% (1137/3926), respectivamente. As
taxas de re-expansao (89,2 vs. 73,4%) e de ecloséo (23,7 vs. 8,4) foram maiores (P<0,05) as 12
h em comparacdo com 6 h ap6s o aquecimento, respectivamente. Uma média total de 17,8
milhGes de leituras por amostra foi utilizada na analise de expressao diferencial. As amostras
dos grupos de blastocistos HC e LC foram claramente separadas com individualizacdo
pronunciada na analise de componentes principais bi e tridimensionais e agrupamento de “Heat
Map” sustentando a caracterizacéo fenotipica do modelo (alta versus baixa criotolerancia). Um
total de 9.422 genes foram identificados, 114 genes foram diferencialmente expressos (GDE;
FDR: P <0,05), com 27 e 84 genes superexpressos em HC e LC, respectivamente. Na analise

de enriquecimento dos GDEs (FDR: P <0,1), as cinco principais funcdes bioldgicas
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identificadas foram movimento celular, o desenvolvimento celula, proliferacdo e crescimento
celular e sobrevivéncia e morte celular. Na anélise de predi¢cdo do IPA, as funcbes bioldgicas
de sobrevivéncia do organismo, sobrevivéncia e morte celular, crescimento e proliferacdo
celular foram preditas como sendo mais ativadas (z-score > +2), enquanto movimento celular
e a sinalizacdo célula a célula foram preditos mais inibidos (z-score < -2). O presente trabalho
forneceu uma andlise abrangente do perfil transcricional da criotolerncia de embrides bovinos
e elucidou o envolvimento de um grande nimero de processos bioldgicos nobres na retomada
do desenvolvimento apds a criopreservacao. Sobrevivéncia do organismo, movimento celular,
sobrevivéncia e morte celular, crescimento e proliferagdo celular foram fungdes bioldgicas

cruciais para a criopreservacao de embrides.

Palavras Chave: EmbriGes, producdo in vitro, criopreservacao, transcriptoma, bovinos.
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ABSTRACT

Embryo cryopreservation is an assisted reproductive technology that allows the storage of in
vitro produced or in vivo derived embryos for long periods while are not commercialized or
transferred. It is considered as one of the most challenging areas within the biotechnologies of
reproduction. The reduced pregnancy rate of the cryopreserved embryos associated with an
increase demand of qualified technician to handle this biotechnology could explain the reduced
number of embryos being cryopreserved. Embryo cryosurvival is a complex process involving
dynamic structural and molecular changes. Embryo transcriptional profile information after
cryopreservation is still lacking. The aim of this work was to establish the transcriptome of in
vitro produced bovine blastocysts with high and low cryosurvival. Immature oocytes (n= 3926)
were recovered from slaughterhouse-derived ovaries and in vitro matured, fertilized and culture
under standard conditions. Cleavage and embryo production were recorded on day three and
seven after fertilization. Expanded blastocysts (n= 894) with exceptional quality (grade I only)
were vitrified by the cryotop method. Vitrified blastocysts were warmed, and embryo re-
expansion and hatching were recorded at 6 and 12 h after warming, respectively. A rigorous
morphological evaluation was done by experienced technician considering: a) blastocoele re-
expansion; b) hatching; c) inner cell mass and trofoectoderm integrity and organization; and d)
color and extrusion of blastomeres. After morphological evaluation, embryos were classified
as high cryosurvival (HC: blastocysts with the blastocoele completely re-expanded followed by
hatching 12 h after warming and without or with mild and few signs of degeneration); re-
expanded (blastocysts with the blastocoele completely re-expanded but not followed by
hatching 12 h after warming and with mild and few signs of degeneration), and non-viable (low
cryosurvival - LC: blastocysts without the blastocoele completely re-expanded followed by
hatching 12 h after warming and with severe and frequently signs of degeneration) after
cryopreservation. In order to increase accuracy of molecular differences among phenotypes,
only HC and LC blastocysts (n= 3, total of 123 blastocysts per group, pool of 41 /sample) after
cryopreservation and submitted to total RNA extraction (PicoPure, Applied Biosystems®).
Extracted RNA was evaluated through 2100-Bioanalyzer (Agilent Technologies®). Only
samples with RNA integrity > 7.7 were submitted to through standard protocol of NEBNext
Ultra 11 library preparation (New England Biolabs®) and RNAseq (lllumina®). Data were
cleaned (seqyClean v1.3.12), mapped (Tophat v.2.0.8), reads counted (HTSeg-count v0.5.4p2),
and differential expression analysis was performed (DESEq v1.12.1 from R/Bioconductor). For

gene enrichment analysis, ingenuity pathway analysis (IPA) was used. Cleavage and blastocyst
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production rates were 73.2 % (2873/3926) and 29.0 % (1137/3926), respectively. The re-
expansion (89.2 vs. 73.4%) and hatching (23.7 vs. 8.4) rates were higher (P<0.05) at 12h
compared with 6h after warming, respectively. A mean 17.8 millions of reads per sample were
used on different expression analysis. Blastocysts group samples were clearly separated with
pronounced group individualization at two- and three-dimensional principal component
analysis and heat map clustering sustaining the phenotype characterization of the model (high
vs. low cryosurvival). A total of 9422 genes were identified, 114 were differently expressed
genes (DEG; FDR: P<0.05), with 27 and 84 genes up-regulated in HC and LC, respectively. At
the enrichment analysis of the DGE (FDR: P<0.1) the top five biological functions identified
were cellular movement (66 molecules), cellular development (82 molecules), cell grown and
proliferation (79 molecules), and cell death and survival (80 molecules). At IPA prediction
analysis, the biological functions of organismal injury, cell death and survival, cell grow and
proliferation were predicted to be more activated (z-score > +2), whereas cellular movement
and cell-to-cell signaling were predicted to be more inhibited (z-score < -2). The present work
provided a comprehensive analysis of the transcriptional profile of bovine embryo cryosurvival
and elucidated the involvement of a great number of noble biological processes molecules in
the embryo development resumption after cryopreservation. Organismal injury, cellular
movement, cell death and survival, cell growth and proliferation were crucial biological

functions for embryo cryosurvival.

Keywords: Embryos, in vitro production of embryos, cryopreservation, transcriptome, bovine.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil destaca-se por possuir o maior rebanho comercial do mundo, com
mais de 218 milhdes de cabecas de gado (IBGE, 2016). Neste cenério, a utilizacdo de técnicas
de reproducéo assistida se tornou uma realidade cada vez mais comum, nos programas de
melhoramento genético de bovinos, colaborando com a veloz disseminacdo de animais
geneticamente superiores que expressam caracteristicas econémicas importantes a producéo.
Dentre essas técnicas, a producéo in vitro de embrides (P1V) favorece a multiplicacdo animal,
aumentando o numero de produtos/vaca/ano, além de possibilitar a utilizacdo de diferentes
categorias animais como fémeas pré-puberes, vacas em fase inicial de gestacdo, vacas com
subfertilidade adquirida e senis (GONCALVES; et al., 2008).

O Brasil é lider mundial e referéncia na producao in vitro de embrides, grande parcela
desse sucesso esta associada ao elevado numero de odcitos obtidos por aspiracdo folicular
guiada por ultrassonografia em doadoras de ragas zebuinas, as quais compdem grande parte do
rebanho brasileiro, permitindo a aplicacdo comercial da técnica em programas de larga escala
(PONTES et al., 2010). Contudo, embora 0s avangos nos sistemas de producdo e aumento na
taxa embrionéria alcangados nas Ultimas décadas, a eficiéncia da PIV ainda é considerada
insatisfatoria, com taxas de blastocisto em torno de 40%, assim como os indices de prenhes 0s
quais também giram em torno de 40% (NEVES et al., 2010).

A transferéncia comercial de embries teve inicio na década de 70, no entanto o
reduzido nimero de receptoras disponiveis para a transferéncia dos embrides sempre foi um
fator limitante. Assim, os embrides produzidos eram mantidos somente por até 24 horas para
serem transferidos ou até mesmo descartados (ALVES et al., 2003). A criopreservacdo de
embrides representa uma ferramenta indispensavel para dinamizar e difundir o processo da PIV.
Todavia, embrifes bovinos oriundos da PIV sdo mais sensiveis a criopreservagao quando
comparados aos seus homélogos derivados in vivo.

Neste sentido, 0 método convencional de congelamento é considerado inviavel para a
criopreservacao destes embrides (MEZZALIRA, 2004), sendo a vitrificagdo a técnica de
eleicio para embrides produzidos in vitro (KUWAYAMA, 2007). Atualmente, a
criopreservacdo de embrides produzidos in vivo permite a obtencdo de taxas de prenhez
proximas aquelas alcangadas com a transferéncia de embrides a fresco. Entretanto, a maior
sensibilidade a criopreservacéo de embrides PIV dificulta a existéncia de eficientes taxas de
prenhez (PONTES et al., 2009).
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Na literatura, a baixa capacidade de criopreservagdo esta associada ao grande acimulo
lipidico nos embrides produzidos inteiramente in vitro. Os lipidios por sua vez, sdo
armazenados nas goticulas lipidicas, e no caso de embrides bovinos, os triglicerideos (TAG)
constituem a maior parte dos lipidios presente no citoplasma (SUDANO et al., 2011). Assim,
o grande acumulo de goticulas citoplasméticas em embriGes bovinos PIV tem sido atribuido a
utilizacdo de soro fetal bovino (SFB) no meio de cultivo, uma vez que essa substancia eleva o
teor lipidico no embrido, seja pela absorcéo de suas lipoproteinas pelas células embrionarias,
ou pela possivel alteragdo na fung¢do B-oxidacdo na mitocéndria causada pelo desequilibrio no
processo reducdo-oxidacdo (PEREIRA et al., 2007).

No entanto, apesar do conteudo lipidico ser apontado como uma das principais causas
da sensibilidade do embrido PIV a criopreservacdo, foi descrito que o perfil de fosfolipidios
varia nos embrides bovinos de acordo com as subespécies (Bos taurus indicus x Bos taurus
taurus) e quanto a sua origem (PIV x TE), e que ndo somente o contetdo mas também a
composicdo lipidica, estdo envolvidos na criotolerancia embrionaria (SUDANO et al., 2012).
Contudo, embora todo envolvimento dos lipidios na elevada sensibilidade dos embribes PIV a
reduzidas temperaturas, a competéncia dos embrides representada pela porcentagem de células
em apoptose prediz melhor a sua competéncia e habilidade de sobreviver ao processo de
criopreservacdo (SUDANO et al., 2011).

Ja foi descrito que o padrdo de expressdo génica pode ser utilizado como marcador de
qualidade embrionaria, efetividade do meio de cultivo e capacidade de sustentar uma prenhes
bem-sucedida (KUZMANY et al., 2011; STINSHOFF et al., 2011). Além disso, genes
diferencialmente expressos (GDES) ja foram observados em embrides P1V quando comparados
aos embrides TE (SUDANO et al., 2012b), ainda no estudo de Leme et al. (2016), foi
demonstrado um nimero de GDEs associados a resposta ao processo de vitrificagao.

Deste modo, esforcos para a compreensdo a nivel molecular do funcionamento e
metabolismo embrionério sdo necessarios para esclarecer as vias bioquimicas que estdo
envolvidas na competéncia embrionéria.

Portanto, a presente proposta testou a hipdtese de que GDEs em blastocistos com alta
(HC) e baixa criotolerancia (LC) ap0és a criopreservacdo modulam processos bioldgicos nobres
ligados a competéncia e capacidade embrionaria apds a criopreservacdo, tendo como objetivo
identificar GDEs entre embrides HC e LC, afim de estabelecer assinaturas moleculares da

competéncia e criotolerancia embrionaria.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Competéncia e qualidade embrionaria

A capacidade de avaliar com eficiéncia e agilidade a qualidade e viabilidade de embrides
no periodo pré-implantacdo tem sido almejada durante muito tempo. A utilizacdo de embrides
que sdo mais propensos a promover prenhez ajudaria a otimizar o tempo, acelerar o progresso
genético e reduzir perdas financeiras associadas as técnicas que envolvem a producao
embrionaria propriamente ditas, bem como a manutencdo dos animais. Além disso, o valor
comercial de um embrido comprovadamente competente seria valorizado (VAN SOOM et al.,
2001).

Na maioria das espécies mamiferas, a avaliacdo da morfologia do embrido utilizando
um estereomicroscépio padrdo, continua sendo o método mais aplicado para diferenciar
embrides viaveis e ndo viaveis para transferéncia. E considerada uma abordagem prética e
clinicamente util, principalmente na transferéncia de embri6es bovinos e humanos (ALIKANI
et al., 1999). Em contrapartida, esta abordagem pode ser considerada pouco precisa, visto que
muitos embrides com morfologia fora do padrdo também resultam em prenhez, e ainda existe
a possibilidade de variacdes nos escores de avaliacdo entre os profissionais (FARIN et al.,
1999). Além disso, com a crescente aplicacdo das tecnologias de reproducéo assistida, como a
PIV, transferéncia nuclear e transgenia, tornou-se evidente que a competéncia embrionaria pode
ser gravemente comprometida sem alteracGes ébvias na morfologia embrionaria (VAN SOOM
etal., 2001).

Alem da morfologia, taxas de clivagem e de blastocistos tém sido critérios utilizados
para avaliacdo da competéncia embrionaria (ALIKANI et al., 2002). Adicionalmente, estudos
em embrides humanos indicam que o momento das divisdes celulares embrionarias parece estar
associado a viabilidade do embrido, relacionando 0 momento da primeira divisdo a qualidade
embrionaria (LEMMEN et al, 2008; CIRAY et al, 2006). Em contrapartida, outros estudos
sugerem que os embrides que se desenvolvem a um ritmo moderado sdo 0s mais competentes,
e ainda desconfiam da qualidade de embrides de progressdo muito rapida ou muito lenta
(CUMMINS et al., 1986; WEITZMAN et al., 2010). No caso de embrides bovinos PIV, ha
relatos que descrevem que estes embrides apresentam desenvolvimento mais acelerado, menor
numero de células e deficiéncia no niumero de blastbmeros em comparacao aos produzidos in
Vivo, e que pode ser devido a diferente cinética de conversao a blastocistos (HOLM et al., 1999).

Além disso, uma avaliagdo rotineiramente utilizada é a taxa de eclosdo, a qual geralmente
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ocorre no dia 8 do cultivo, assim os embrides que eclodem até esta data sdo considerados
melhores que aqueles que né&o eclodem (VAN SOOM, 1997).

Ainda, de acordo com a “Quiet Embryo Hypothesis” a qual propde que embrides viaveis
apresentam um metabolismo “mais tranqiiilo”, este termo relaciona a gama de atividade
metabdlica a um fendtipo viavel, ou seja, viabilidade (LEESE, 2002). A hipétese diz que em
um embrido viavel o genoma, transcriptoma e proteoma ndo se apresentam exageradamente
comprometidos, assim sustentardo o desenvolvimento, sendo que esta condi¢do leva a um
menor consumo de oxigénio e nutrientes. Por outro lado, os embrides menos viaveis apresentam
maiores danos moleculares/celulares estando desprovidos a nivel de transcriptoma e proteoma
para lidar com situacOes adversas. Neste caso, as células na tentativa de realizar reparos ou
sofrer processos apoptéticos, consumirdo uma maior quantidade de nutrientes, resultando em
um metabolismo mais “ativo” (LEESE et al., 2007).

A mortalidade embrionaria precoce pode resultar de diferentes fatores, como defeitos
intrinsecos no embrido, de um ambiente materno improprio, assincronia entre a mae e o
embrido, ou ainda da incapacidade da fémea associar adequadamente os sinais embrionarios.
No caso de embrides PIV estas possiveis falhas tornam-se mais evidentes ainda, na qual a maior
incidéncia de mortalidade ocorre nas 2-3 semanas apos a fertilizacdo (HANSEN et al., 2010).
A competéncia em gerar prenhes ap0s a transferéncia pode ser um problema, em especial, para
os embrides PIV, visto que as taxas de prenhes de embrides transferidos a fresco séo
frequentemente inferiores nas transferéncias de embrides in vitro quando comparadas as de
embrides obtidos in vivo (LONERGAN et al., 2007; PONTES et al., 2009). Além da reduzida
sobrevivéncia embrionéria apos a transferéncia, a PIV de embrides esta associada a alteracbes
na expressdo génica. Frente a isso, mais importante que conseguir excelentes taxas de
blastocistos na PIV, é alcangar embrides com competéncia e qualidade, para que além de gerar
e manter a prenhez, proporcione o nascimento de animais devidamente saudaveis (HANSEN et
al., 2010).

Diversos fatores estdo relacionados a competéncia embrionaria, neste sentido, sabe-se
gue a viabilidade do odcito e o acumulo de componentes fundamentais para o inicio do
desenvolvimento embrionario sdo obtidos durante o processo de maturagdo. Sendo que a
auséncia da adequada sincronia entre a maturacdo citoplasmatica e nuclear e a ocorréncia de
estresse oxidativo, sdo elementos que afetam o desenvolvimento e a qualidade do embrido, com
consequéncias diretas na competéncia em garantir a gestacdo e criotolerancia (ESFANDIARI
et al., 2007). Em adicdo, embrides produzidos a partir de maturacdo, fertilizagéo e cultivo in

vitro demonstram propriedades moleculares e bioquimicas alteradas quando comparados aos
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embrides obtidos in vivo. Este desvio da funcdo embrionaria esta relacionado, em parte, a um
ambiente de cultivo embrionario ineficiente, conforme estudo realizado por Rizos et al. (2002)
demonstrou-se que embrides PIV cultivados fisiologicamente, ou seja, no oviduto de ovelhas
apos a fertilizacdo apresentaram padrdes de expressdo génica e criotolerancia mais proximos
ao perfil de um embrido produzido in vivo do que os produzidos inteiramente in vitro.

Alteracdes morfoldgicas e a nivel molecular causadas pelo cultivo in vitro tém sido
responsaveis pela reduzida qualidade e viabilidade apo6s inovulacdo ou criopreservacdo dos
embrides, figura 1 (Mc EVOY, 2003). Entre elas, estio o aumento do nimero de células
apoptdticas e diminuicdo do nimero total de células, alteracdes da densidade (com acimulo de
lipideos), do metabolismo (com elevacdo da producdo de lactato) e da expressdao génica
(KHURANA & NIEMANN, 2000; RIZOS et al., 2003; LONERGAN et al., 2006). Estudos
demonstram uma maior incidéncia de células apoptoticas em embrides produzidos in vitro em
comparagao aos seus homologos produzidos in vivo (LONERGAN; RIZOS; FAIR; et al., 2003;
RIZOS et al., 2002).

O mecanismo de apoptose € uma forma altamente conservada de morte celular com
papel fundamental no desenvolvimento embrionario e na homeostase do organismo. Atua como
um mecanismo de controle da qualidade celular removendo células danificadas, ndo-funcionais,
ou mesmo em excesso. Entretanto, a ocorréncia desproporcional deste tipo de morte celular esta
relacionada a reducdo da viabilidade embrionéria (R1ZOS, 2003). A técnica de TUNEL permite
a deteccdo in situ de células apoptoticas pela marcacao da fragmentacdo oligonucleossomal do
DNA gerado pela atividade de DNAses enddgenas durante o processo de apoptose (GJORRET
et al., 2003). Existem ainda moléculas marcadoras de apoptose que auxiliam no estudo deste
mecanismo, como por exemplo a proteina anexina-V (HAYES et al., 2004), as caspases 2-3
(LOLICATO et al., 2015) e BCL-2 (DEB et al., 2012).

Conforme Van Soom (1997) embrides PIV que possuem maior nimero de células
apresentam maior probabilidade em manter a gestacdo, assim a contagem do nimero total de
celulas vem sido amplamente utilizada como marcador de viabilidade (KHURANA &
NIEMANN, 2000; CORREA, 2008), este método pode ser aplicado a partir de corantes que
possuem afinidade pelo DNA, deste modo o nucleo celular torna-se visivel permitindo a
contagem do numero total de células. Como exemplos, hd a coloracdo de Hoechst em
microscopia de epifluorescéncia, a qual é amplamente utilizada, bem como o corante Orceina
em microscopia de campo claro (CORREA, 2007; GUIMARAES, 2013). No entanto, o método
de coloracdo diferencial é considerado ainda mais preciso na avaliagdo da qualidade

embrionaria, onde as células do trofectoderma e da massa celular interna (MCI) podem ser
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quantificadas individualmente. A correlacdo da propor¢do da MCI:Trofectoderma esta
relacionada a viabilidade embrionaria, no qual blastocistos de 6tima qualidade demonstram
razdo igual ou acima de 1:2 (AVELINO, 2004).

Apesar de ser considerada uma técnica estabilizada, a PIV ainda enfrenta um de seus
fatores mais limitantes que ¢ a alta sensibilidade dos embrides a criopreservacéo. Os embries
produzidos in vitro sdo considerados mais sensiveis a criopreservacao quando comparados aos
seus homologos derivados in vivo, esta sensibilidade esta fortemente associada principalmente
ao elevado conteudo lipidico presente no citoplasma desses embrifes, incluindo diversas
diferengas morfoldgicas, fisiologicas e metabdlicas. Entre essas diferencas pode-se mencionar
maior quantidade de vacuolos, reduzida expressdo de comunicagdes intercelulares,
compactacdo menos pronunciada, menor quantidade de células totais e zona peltcida mais
fragil (CROSIER et al., 2001; ABE et al.,, 2002). Como também elevadas taxas de
anormalidades metabolicas (“efeito crabtree” e “quiet metabolism”), superexpressao génica,
maior taxa de apoptose, maior teor lipidico e reduzida criotolerancia (MUCCI et al., 2006;
SUDANDO, et al., 2011).

Muitas das diferencas na qualidade desses embrides podem ser atribuidas as condicdes
de cultivo in vitro. Exemplo disto, SFB nos meios de cultivo, o qual tem sido responsabilizado
pelo aumento no acimulo de lipidios no interior dos blastémeros, tornando esses embriGes mais
sensiveis ao processo de congelamento, seja pelo maior aporte de lipidios fornecidos pelo meio,

seja por distdrbios no metabolismo mitocondrial (ABE et al., 2002).

2.2. Abordagens holisticas transcricionais

O transcriptoma é todo o conjunto de moléculas de RNA (transcritos) de uma célula,
tecido ou organismo em um estégio especifico de desenvolvimento ou condicao fisioldgica, o
qual representa um elo chave entre a informacao codificada, entre 0 DNA e o fendtipo. Assim,
0 seu entendimento é fundamental para interpretar os elementos funcionais do genoma e revelar
0s constituintes moleculares das células e dos tecidos, e desta forma compreender o seu
desenvolvimento (WANG et al., 2009). Ademais, o custo e a facilidade do sequenciamento do
transcriptoma quando comparado ao sequenciamento do genoma o fazem uma alternativa
economicamente mais plausivel para muitos pesquisadores (CHAPELEYV et al., 2009).

A capacidade de mensurar os niveis de expressdao de RNA mensageiro (RNAmM) de
milhares de genes simultaneamente proporcionou um grande impulso a pesquisa bioldgica

desde a introdugdo dos microarranjos, hd aproximadamente 10 anos. O qual, atualmente, é o
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método mais comum para a avaliagdo do transcriptoma, no entanto, estes séo utilizados para
estudos comparativos e fornecem apenas informacdes limitadas sobre os niveis absolutos da
expressao génica (HELD et al., 2006; AUER et al., 2010).

O microarranjo € um conjunto de sequéncias de DNA (DNA complementar ou
oligonucleotideo) projetadas artificialmente, complementares aos transcritos dos genes que se
deseja questionar a expressao, e distribuidas em sitios especificos (spots ou probe cell) em uma
superficie solida. Cada spot contém centenas de coOpias das sequéncias de
desoxirribonucleotideos complementares a um unico RNA alvo (KAUFFMANN & HUBER,
2010).

Neste sentido, na area da pesquisa médica, a anlise do perfil de expressdo génica por
microarranjos surge como uma excelente ferramenta para auxiliar na compreensédo de doencas,
identificacdo de novos alvos terapéuticos, e subclassificacdo de doencas para indicar estratégias
mais individualizadas de tratamento (AUER et al., 2010). Além disso, sua analise também
possibilita acessar o perfil molecular de uma determinada amostra; revelar novos
biomarcadores; como também proporcionar informacbes para fazer novas anotagdes do
genoma. As duas analises principais desta técnica baseiam-se em testar GDES entre duas ou
mais condicg0es, e observar as categorias funcionais mais representadas pelos GDEs em um
determinado estudo (KAUFFMANN & HUBER, 2010).

Apesar de existirem algumas limitac6es na técnica de microarranjos, como por exemplo,
sua incapacidade de descobrir novos RNA mensageiros, necessidade de conhecimento prévio
das sondas utilizadas para hibridizacdo, mensuracao relativa da expressdo génica (visto que se
mede a intensidade de luz emitida), ineficiéncia no estudo de genes raros e de isoformas, ela
pode ser considerada uma tecnologia consolidada e muito bem-sucedida para a anélise de
transcriptoma (Revisado por MALONE & OLIVER, 2011).

Atualmente, a técnica de microrranjo vem sendo substituida pelo sequenciamento de
RNA em larga-escala (RNA-seq), uma das técnicas de sequenciamento de ultima geragdo (next-
generation sequencing - NGS), a qual supera as limitacdes proporcionadas pelo microarranjo.
Esta técnica ndo requer o conhecimento prévio das sequéncias dos genes do organismo em
estudo, e utiliza de maneira direta a contagem das sequéncias dos RNAs sequenciados como
medida de expressdo de cada gene; apresentando, dessa forma, maior reprodutibilidade de
resultados. De modo geral, a técnica de RNA-seq se define por converter RNA em uma
biblioteca de fragmentos de cDNA, de maneira que cada molécula pode ser sequenciada
produzindo pequenas sequéncias (reads) com tamanho variando entre 21 e 500 pares de bases

(WANG et al., 2009). Contudo, acredita-se que a sua existéncia ndo extinguira a utilizacdo dos
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microarranjos, a escolha estara relacionada ao custo, disponibilidade, e a necessidade de cada

pesquisa.

2.3. Nivel de transcritos de RNAm para genes preditores ou indicadores de competéncia

embrionaria

O processo de desenvolvimento embrionario em mamiferos inicia durante a oogénese
quando as populacdes de RNAmM materno e proteinas sdo acumuladas, a medida que, o o0cito
se desenvolve e amadurece. A embriogénese inicia apos a fertilizacdo dos gametas feminino e
masculino, e seus estagios iniciais de desenvolvimento sdo regulados por componentes
herdados maternalmente armazenados no odcito. Ao passo que o embrido se desenvolve, as
moléculas informacionais herdadas do oocito se deterioram, o embrido torna-se entéo
dependente da expressdo de informacbes genéticas derivadas do seu proprio genoma. Este
processo é conhecido como ativacdo do genoma embrionario, o qual ocorre na fase de 8 a 16
células. Os principais eventos que caracterizam o momento da mudanga do controle do genoma
materno para o embriondrio incluem: 1) perda ou decomposicdo de moléculas de RNAm de
origem materna, 2) ativacdo da transcricdo do genoma embrionario, 3) bloqueio no
desenvolvimento na presenca de inibidores da transcricdo e 4) alteragdes qualitativas marcadas
em padrdes sintéticos de proteina de um estagio para o seguinte (TELFORD et al., 1990).

A avaliacdo precisa da viabilidade do embri&o é fundamental para o estabelecimento e
manutencdo da gestacdo apds a transferéncia embrionaria. Apesar da avaliacdo mais fidedigna
de viabilidade ser, de fato, a prenhez e o nascimento de uma prole saudavel, este procedimento
é demorado e oneroso. Assim, € necessario 0 estabelecimento de testes confidveis e praticos
para avaliar-se a qualidade do embrido. O principal critério que vem sendo utilizado é baseado
especialmente na morfologia do embrido (VAN SOOM et al., 2003).

No mecanismo das células eucariontes, os RNAmM sdo moléculas amplamente
distribuidas em todo citoplasma, sdo sintetizadas no nacleo através do processo de transcricao
do DNA. Sendo os responsaveis pela transferéncia da informacdo genética do DNA aos
ribossomos, local onde ocorre a sintese de proteinas (CHAMAYOQOU et al., 2011). Neste
contexto, os padrbes de expressdo de RNAm aliados a outros parametros de qualidade podem
ser vistos como critérios de sele¢éo, facilitando a distingéo entre embrides considerados viaveis
e ndo viaveis (KUZMANY et al., 2011).

A expressdo génica tem um papel fundamental na coordenacdo dos mecanismos

homeostaticos e metabdlicos do organismo ao longo da vida. Nas espécies domésticas, existem
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evidéncias de que as condic¢des de cultivo in vitro podem alterar a expressdo de genes no
embrido em desenvolvimento, com consequente efeito sobre sua qualidade (WRENZYCKI, C
et al., 2001). Este é o caso, ndo somente quando sistemas de cultivo in vitro e in vivo sdo
comparados, mas também quando se comparam diferentes sistemas de cultivo in vitro
(LONERGAN et al., 2003; NATALE et al., 2001; RIZOS et al., 2002). Neste sentido a anlise
das diferengas dos niveis de transcritos de RNAm pode esclarecer os contrastes observados na
criotolerancia entre embribes PIV e produzidos in vivo e possibilitar a modificacdo da expressdo
de genes através da adaptacdo de sistemas de cultivo, superando a reduzida viabilidade
embrionaria apds o descongelamento (R1ZOS et al., 2002).

Aksu et al. (2012) compararam 0 padrdo de expressdo global de embrides bovinos
frescos e vitrificados oriundos da PIV utilizando palhetas de 0,25 mL, o trabalho demonstrou
uma evidente diferenca na expressao génica provocada pelo processo de vitrificacdo, foram
encontrados 962 genes GDEs entre os grupos. Ja Sudano et al. (2014) realizaram um estudo
comparativo entre as subespécies Bos indicus e Bos taurus, em que embribes produzidos in
vitro foram vitrificados utilizando a técnica de vitrificagdo, demonstrando que o transcriptoma
de ambas as subespécies foi significativamente afetado pelo processo de criopreservacdo. Neste
mesmo trabalho, também foram encontrados 532 GDEs entre embrifes produzidos in vitro e in
Vivo.

E quando pela primeira vez, foram testados os efeitos da vitrificagdo pelo método de
Cryotop no perfil de expressdo génica de embriGes bovinos, demonstrou-se a partir da analise
de microarranjo um discreto nimero de GDE associados a resposta da vitrificacdo. O fator de
transcricdo FOSL 1 foi superexpresso em embrides vitrificados, sugerindo que o mecanismo de
apoptose esta envolvido na resposta a criopreservacao, indicando a ativacdo de uma resposta
protetora ou que a apoptose fora induzida pelos danos provocados as células (LEME et al.,
2016).

Neste contexto, diversos genes vem sendo analisados e considerados potenciais
marcadores de qualidade e viabilidade embrionéria, dentre os quais podemos apontar genes
relacionados a diferenciacdo e implantagdo: CDX2, DSC2, IFNT2 (RAYON et al., 2016;
STINSHOFF et al., 2011); ao desenvolvimento embrionario: B2M, EGFR, IGF2 (ARIAS et
al., 2013; KLIEM et al., 1998; KUIJK et al., 2007); a pluripoténcia: NANOG, REST, POU5F1
(MAO et al., 2011; OZAWA et al., 2012; WU; SCHOLER, 2014); a viabilidade: FOXO3,
GPX4 (SIQUEIRA FILHO et al., 2011; KUSCU; CELIK-OZENCI, 2015); ao metabolismo:
PGK1, SLC2Al1, SLC2A3 (ARIAS-ALVAREZ et al., 2011; EL-SAYED et al., 2006;
STINSHOFF et al., 2011); ao metabolismo lipidico: ACSL6, ACSL5 (SUDANO et al., 2014;
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BOWMAN et al., 2016). Além de serem vistos como potenciais marcadores de qualidade
embrionéria, os niveis de expressdo de RNAm podem estar relacionados a efetividade do meio
de cultivo e capacidade de sustentar uma prenhez bem-sucedida (STINSHOFF et al., 2011).
Assim, a compreensao da expressdo de genes envolvidos no processo de desenvolvimento
embrionério pré-implantacdo em resposta a diferentes estimulos apoiara a selecdo de genes
candidatos a marcadores de qualidade embrionaria, promovendo o conhecimento sobre o
mecanismo de desenvolvimento embrionario e melhorando os sistemas de producéo
embrionaria (GAD et al., 2012).

2.4. Criopreservagao e criotolerancia de embrides bovinos produzidos in vitro

A criopreservagdo embrionéria € uma tecnologia assistida da reproducéo que possibilita
0 armazenamento de embrides excedentes derivados da producdo in vitro e programas de
transferéncia de embrides, a fim de comercializa-los ou transferi-los no momento mais
conveniente. E considerada uma estratégia para superar problemas de logistica associados com
a transferéncia de grande nimero de embribes frescos e principalmente para incrementar a
expansdo da comercializacdo de embrides entre diferentes paises (SUDANO et al., 2012).

Desde o primeiro sucesso da criopreservacdo de embrides, quando Whittingham e seus
colaboradores no ano de 1971, obtiveram éxito com a transferéncia de embriGes de
camundongos criopreservados, diferentes procedimentos foram desenvolvidos para a
criopreservacao de embrides. As técnicas fundamentam-se nos principios da criobiologia, ramo
da biologia que descreve a vida em reduzidas temperaturas. O principal principio da
criobiologia é a reducdo da temperatura seguida por uma severa queda do metabolismo celular
até a obtencdo de um estado de repouso (quiescente), sem reacfes bioguimicas notaveis
ocorrendo. Este estado possibilita 0 armazenamento do recurso genético por um periodo de
tempo indeterminado, com a capacidade de restabelecimento das fungdes celulares apds o
descongelamento/aquecimento (SUDANO et al., 2016).

A criopreservagdo de embrides € rotineiramente utilizada em programas comerciais de
transferéncia de embrides (TE) bovinos produzidos in vivo; de acordo com a “International
Embryo Transfer Society” (IETS), em 2015, aproximadamente 61% das transferéncias de
embrides bovinos produzidos in vivo foram realizados utilizando embrides criopreservados. O
numero de embrides PIV criopreservados e transferidos, de odcitos obtidos a partir de “Ovum

Pick-Up” (OPU), teve um aumento de 45% do ano de 2014 para 2015. No entanto, em 2015, a
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TE criopreservados foi de apenas 24% a nivel mundial, o que revela a preferéncia pela
utilizacdo de embrides frescos (PERRY, 2016).

Atualmente, duas técnicas basicas regem o campo da criopreservacdo de o0citos e
embrides, o congelamento lento ou classico e a vitrificagdo. Em meados de 1949, o glicerol foi
designado como um eficiente crioprotetor para proteger espermatozoides durante o
congelamento e curvas de congelamento lento foram apontadas como uma abordagem eficiente
para a criopreservacao celular (POLGE et al., 1949). A primeira técnica, afim de criopreservar
embrides, desenvolvida foi a de congelamento lento (WHITTINGHAM, 1971), a qual possui a
vantagem de utilizar baixas concentra¢des de crioprotetores, no entanto, permite a formagéo de
cristais de gelo, responsaveis por causar lesbes as membranas e organelas. A queda da
temperatura é controlada mantendo-se uma curva constante até alcancar a temperatura de -32°C,
guando as palhetas sdo expostas ao nitrogénio liquido. Sendo considerada a técnica de eleicdo
para embrides produzidos in vivo, na qual o crioprotetor mais utilizado é o etilenoglicol (DODE
etal., 2013).

Em contraste com os espermatozoides, no qual a técnica de congelamento lento é quase
que exclusivamente utilizada, e métodos alternativos sao utilizados apenas a nivel experimental
(ISACHENKO, 2004) na criopreservacdo de embriGes de mamiferos e especialmente odcitos,
a vitrificacdo tornou-se uma alternativa promissora as abordagens classicas. Ainda, a
sobrevivéncia e as estatisticas de desenvolvimento in vitro e in vivo fornecem evidéncias de que
os efeitos cumulativos tdxicos e osmoticos durante a vitrificacdo sdo inferiores aos causados
pelo congelamento lento (KUWAYAMA, 2007).

O processo de vitrificacdo é a solidificacdo de uma solucdo a base de agua sem a
formagc&o de quaisquer cristais de gelo, o que evita danos causados pela formacdo destes. E
caracterizada por uma extrema elevacdo da viscosidade durante o resfriamento, resultando na
formacdo de uma forma sélida muito semelhante a vidro. Para induzir este fenbmeno sob
condigBes praticas, existem dois requisitos: concentragdes relativamente elevadas de
crioprotetores, substancias penetrantes ou nao-penetrantes que interferem na formacdo de
cristais de gelo e protecdo de estruturas biologicas, e maiores taxas de resfriamento e
aquecimento (> 20.000° C/min). Assim, a vitrificacdo contorna dois dos principais fatores
limitantes para o0 sucesso na criopreservacao: as lesdes de resfriamento e formacao de cristais
de gelo (VAJTA, 2000). No entanto, além da vitrificacdo, ndo possibilitar a transferéncia direta
de embrides, a toxicidade dos crioprotetores utilizados no método € elevada e as células apenas
podem ser expostas a essa solugdo por um periodo muito curto de tempo e/ou um volume
minimo de solucdo (VAJTA et al., 1998).
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A velocidade de resfriamento depende do volume da solucdo utilizada, de modo que
quanto menor o volume da amostra, maior a taxa de resfriamento. Neste caso, o contato direto
com o nitrogénio liquido também colabora com as altas taxas de resfriamento. Com o objetivo
de evitar a formacéo de cristais de gelo altas concentracdes de crioprotetores sao utilizadas, as
quais foram descritas como toxicas para as células. Contudo, a combinagéo destes pode atenuar
a toxicidade individual especifica, na qual a mais comumente utilizada é etilenoglicol,
dimetilsulfoxido e sacarose (Revisado por MORATO et al., 2008).

Para desenvolver a técnica e propiciar mudancas extremamente rapidas de temperatura,
foram desenvolvidas ferramentas especificas como a “Open Pulled Straw” (VAJTA, et al.,
1998) e 0 “Cryotop” (KUWAYAMA et al., 2005). Ambas as técnicas permitem o carregamento
de amostras em volumes muito pequenos (< 1 uL) e proporcionam o contato direto entre a
solucdo e o nitrogénio liquido, como também nas solucdes de aquecimento, nas quais essas
ferramentas sdo submersas. A técnica de “Open Pulled Straw” (figura 1) provocou um grande
impacto no uso da vitrificagdo, sendo uma técnica bastante utilizada para ovécitos e embrides
de diversas espécies de mamiferos. Varios autores relataram resultados positivos com o uso
dessa técnica em embrides, demonstrando boas taxas de re-expansdo e eclosdo (VAJTA et al.,
1998; SIQUEIRA FILHO et al., 2011).

Figura 1 — Método Open Pulled Straw (OPS)

o
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Na legenda da figura 1: a) Os ovdcitos ou embrides sdo carregados na extremidade
estreita da palheta por efeito capilar; b) O resfriamento € realizado pela introducdo direta em
N2; ¢) No aquecimento, as palhetas sdo imersas no meio “holding”, 0 meio de vitrificagdo torna-
se liquido e é imediatamente diluido. Mediante efeito da sedimentacdo, os embrides saem da
palheta para o meio (VAJTA et al., 1998).
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A abordagem de volume minimo do método Cryotop (figura 2) aumenta as taxas de
resfriamento e especialmente as de aquecimento (até 40,000° C/min) o que pode contribuir com
a sobrevivéncia e taxas de desenvolvimento tanto in vitro quanto in vivo. Pode ser utilizada uma
variedade de solucdes crioprotetoras com este método e os padrbes de equilibrio e diluicdo
podem variar conforme os requisitos especificos da espécie ou fase de desenvolvimento. O
etilenoglicol, como um crioprotetor altamente permedvel com toxicidade moderada, é
considerado um componente padrdo das solucbes de vitrificacdo mais bem-sucedidas
(KUWAYAMA, 2007).

Figura 2 — Ferramenta de vitrificacdo Cryotop

Na descricdo da figura 2, a tira de polipropileno a) é presa a uma alca de plastico rigido;
b) Apds a vitrificacdo, uma tampa de plastico rigido; (c) € fixada para proteger a tira durante o
armazenamento em N2 (KUWAYAMA et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Estabelecer o modelo de alta e baixa criotolerancia de embrides bovinos produzidos in
Vitro;

Identificar genes diferencialmente expressos entre embrides com alta e baixa
sobrevivéncia ap6s a criopreservacao para o estabelecimento de assinaturas moleculares da

competéncia e criotolerancia embrionaria.

3.2. Objetivos Especificos

Conduzir uma abordagem holistica do padrdo diferencial de expressdo génica entre
blastocistos com alta e baixa criotolerancia através da tecnologia de sequenciamento de nova
geracdo (RNA-seq) visando identificar assinaturas moleculares de processos bioldgicos nobres
associados com a competéncia e criotolerancia embrionaria para apontar mecanismos de
resposta celular e retomada do desenvolvimento apés a vitrificacdo e identificar potenciais

moléculas moduladoras de tais eventos.
4. HIPOTESE
Genes diferencialmente expressos em blastocistos com alta (HC) e baixa criotolerancia

(LC) modulam processos biologicos nobres ligados a competéncia e capacidade de

sobrevivéncia embrionaria apds a criopreservagao.

5. CAPITULO I

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de artigo
cientifico. As sec¢des Introducéo, Materiais e Metodos, Resultados, Discussdo, Conclusdo e

Referéncias Bibliogréaficas, econtram-se no préprio manuscrito, que segue.



27

ARTIGO CIENTIFICO

PERFIL TRANSCRICIONAL DA CRIOTOLERANCIA EM EMBRIOES
PRODUZIDOS IN VITRO

Diana P. Caetano!, Rafaela Rodrigues?, Clara Barrela?, Andrea Basso?, Fernando S.
Mesquital, Sonia C.S. Andrade®, Mateus J. Sudano®”

1School of Veterinary Medicine, Federal University of Pampa, Uruguaiana - RS, Brazil.
?In Vitro Brasil — IVB | ABS Pecplan, Mogi Mirim — SP, Brazil.

3Department of Genetics and Evolutionary Biology, University of S&o Paulo, S3o Paulo — SP,
Brazil.

*Corresponding author: Mateus José Sudano, Rod. BR 472, Km 587, CP 118, 97.500-970,
Uruguaiana/RS/Brasil: mjsudano@gmail.com

Abstract

Embryo cryosurvival is a complex process involving dynamic structural and molecular
changes. The aim of this work was to establish the transcriptome of bovine blastocysts with
high and low cryosurvival. Immature oocytes (n= 3926) were recovered from slaughterhouse-
derived ovaries and in vitro matured, fertilized and culture under standard conditions. Cleavage
and embryo production were recorded on day three and seven after fertilization, respectively.
Expanded blastocysts (n= 894) with exceptional quality (grade | only) were vitrified by the
cryotop method. Vitrified blastocysts were warmed and embryo re-expansion and hatching
were recorded at 6 and 12 h after warming, respectively. A rigorous morphological evaluation
was done by experienced technician and embryos were classified as high cryosurvival (HC:
blastocysts with the blastocoel completely re-expanded followed by hatching 12 h after
warming and without or with mild and few signs of degeneration); re-expanded (blastocysts
with the blastocoel completely re-expanded but not followed by hatching 12 h after warming
and with mild and few signs of degeneration), and low cryosurvival (LC: blastocysts without
the blastocoel completely re-expanded followed by hatching 12 h after warming and with severe
and frequently signs of degeneration) after cryopreservation. In order to increase accuracy of
molecular differences among phenotypes, only HC and LC blastocysts (n= 3, total of 123
blastocysts per group, pool of 41 /sample) were used. Extracted RNA (PicoPure,
ThermoFisher®) was evaluated through 2100-Bioanalyzer (Agilent®). Only samples with
RNA integrity > 7.7 were submitted to NEBNext Ultra II library preparation (New England
Biolabs®) and RNAseq (Illumina®). Data were cleaned (seqyClean), mapped (Tophat), reads
counted (HTSeg-count), and differential expression analysis was performed (DESEq,
R/Bioconductor). For gene enrichment analysis, ingenuity pathway analysis (IPA) software was
used. Cleavage and blastocyst production rates were 73.2% (2873/3926) and 29.0%
(1137/3926), respectively. The re-expansion (89.2 vs. 73.4%) and hatching (23.7 vs. 8.4) rates
were higher (P <0.05) at 12h compared with 6h after warming, respectively. A total of 17.8
millions of reads per sample were used in different expression analysis. Blastocysts samples
were clearly separated with pronounced group individualization at two- and three-dimensional
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principal component analysis and heat clustering mapping sustaining the phenotype
characterization (high vs. low cryosurvival). A total of 9422 genes were identified, 114 were
differently expressed genes (p-adjusted <0.05), with 27 and 84 genes up-regulated in HC and
LC, respectively. Among the top five biological functions identified (p-adjusted <0.1),
organismal survival, cell death and survival, cellular growth and proliferation were predicted to
be activated (z-score > +2) whereas cellular movement and cell-to-cell signaling were predicted
to be inhibited (z-score < -2) at IPA. Therefore, the present work provided a comprehensive
analysis of the transcriptional profile of bovine embryo cryosurvival and elucidated the
involvement of a great number of noble biological processes molecules in the embryo
development resumption after cryopreservation.

Keywords: Embryos, in vitro production, cryopreservation, cryotolerance, transcriptome,
bovine.

Resumo

A criotolerancia embrionaria € um processo complexo que envolve mudancas estruturais e
moleculares dindmicas. O objetivo deste trabalho foi estabelecer o transcriptoma de blastocistos
bovinos com alta e baixa criotolerancia. Os o6citos imaturos (n = 3926) foram recuperados de
ovarios derivados de abatedouros e maturados, fertilizados e cultivados sob condi¢6es padréo.
A clivagem e a producdo embrionaria foram registradas no dia trés e sete ap0s a fertilizag&o,
respectivamente. Blastocistos expandidos (n=894) com qualidade excepcional (apenas grau 1)
foram vitrificados pelo método Cryotop. Os blastocistos vitrificados foram aquecidos e a re-
expansao e eclosdo foram registradas as 6 e 12 h ap6s o aquecimento, respectivamente. Uma
avaliacdo morfoldgica rigorosa foi realizada por técnicos experientes e 0s embrides foram
classificados como alta criotoleréncia (HC: blastocistos com a blastocele completamente re-
expandida) seguido de eclosdo 12 h ap6s o0 aguecimento, sem sinais de degeneracdo); re-
expandido (blastocistos com a blastocele completamente re-expandida, mas nao seguido de
eclosdo 12 h apés o aquecimento, com leves e poucos sinais de degeneracdo), e baixa
criotolerancia (LC: blastocistos com auséncia de blastocele completamente re-expandida
seguido de eclosdo 12 h apds o aquecimento, e com sinais graves e frequentes de degeneracéo)
apos a criopreservacao. A fim de aumentar a precisdo das diferencas moleculares entre 0s
fenotipos, foram utilizados apenas blastocistos de HC e LC (n = 3, total de 123 blastocistos por
grupo, pool de 41/amostra). O RNA extraido (PicoPure, ThermoFisher®) foi avaliado através
do 2100-Bioanalyzer (Agilent®). Apenas amostras com integridade de RNA > 7,7 foram
submetidas a preparacio da biblioteca NEBNext Ultra Il (New England Biolabs®) e RNAseq
(llumina®). Os dados foram limpos (seqyClean), mapeados (Tophat), as leituras contadas
(HTSeqg-count) e anélise de expressao diferencial realizada (DESEQ, R / Bioconductor). Para a
analise do enriquecimento génico, foi utilizado o software “Ingenuity Pathway Analysis ”
(IPA). As taxas de clivagem e producdo de blastocistos foram 73,2% (2873/3926) e 29,0%
(1137/3926), respectivamente. As taxas de re-expanséo (89,2 vs. 73,4%) e de eclosédo (23,7 vs.
8,4) foram maiores (P <0,05) as 12 h em comparacdo com 6 h apds o aquecimento,
respectivamente. O total de 17,8 milhdes de leituras por amostra foi utilizado em diferentes
analises de expressdo. Amostras de blastocistos foram claramente separadas com
individualizagdo de grupo pronunciada na analise de componentes principais bi e
tridimensionais e mapeamento de agrupamento térmico sustentando a caracterizagdo do
fenotipo (alta versus baixa criotolerancia). Um total de 9.422 genes foram identificados, 114
foram diferencialmente expressos (p <0,05), com 27 e 84 genes superexpressos em HC e LC,
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respectivamente. Entre as cinco principais fungdes bioldgicas identificadas (p <0,1), a
sobrevivéncia do organismo, sobrevivéncia e morte celular, proliferacdo e crescimento celular
foram preditos ativados (escore z > +2), enquanto movimento celular e sinalizacdo célula a
celula foram preditos inibidos (escore z < -2) no IPA. Portanto, o presente trabalho forneceu
uma andlise abrangente do perfil transcricional da criopreservacdo de embriGes bovinos e
elucidou o envolvimento de um grande nimero de processos bioldgicos nobres na retomada do
desenvolvimento embrionario apds a criopreservagao.

Palavras-chave: EmbriGes, producao in vitro, criopreservacao, criotolerancia, transcriptoma,
bovinos.

1. INTRODUCAO

A criopreservacdo embrionaria é uma tecnologia da reproducéo assistida que possibilita
0 armazenamento de embriBes excedentes derivados da producao in vitro (PIV) e in vivo (IVD)
por longos periodos, enquanto ndo sdo comercializados ou transferidos. E considerada uma das
areas mais desafiadoras dentre as biotecnologias da reproducdo, a qual promove efeitos
estruturais e bioguimicos prejudiciais a viabilidade embrionaria (SUDANO et al., 2011). Os
embribes PIV criopreservados apresentam reduzidas e heterogéneas taxas de prenhez apés a
transferéncia, as quais giram em torno de 10-40%. J& embrides IVD criopreservados
demonstram taxas mais elevadas e homogéneas de prenhez (40-60%) muito proximas as obtidas
com embrides PIV e IVD frescos (50-60%) (NEDAMBALE et al., 2004; SARAGUSTY AND
ARAV, 2011).

Atualmente, na criopreservacao de embrides PIV e especialmente o0citos, a vitrificacdo
tornou-se uma alternativa promissora as abordagens classicas, pois contorna dois dos principais
fatores limitantes para o sucesso na criopreservacéo: as lesdes de resfriamento e a formacéo de
cristais de gelo (VAJTA, 2000). No entanto, a toxicidade dos crioprotetores utilizados no
método ¢ elevada e as células apenas podem ser expostas a essa solugdo por um periodo muito
curto de tempo e/ou um volume minimo de solugdo (VAJTA et al., 1998). Contudo, a
sobrevivéncia apés a vitrificacdo e as taxas de desenvolvimento in vitro evidenciam que 0s
efeitos cumulativos toxicos e osmoticos durante a vitrificacdo sdo inferiores aos danos causados
pela técnica de congelamento lento (KUWAYAMA, 2007).

A avaliacdo da morfologia embrionaria ainda é o método mais utilizado para diferenciar
embrides viaveis e ndo viaveis para a transferéncia (ALIKANI et al., 1999). No entanto, esta
abordagem pode ser considerada pouco precisa, além de existir a possibilidade de variaces nos
escores de avaliagdo entre os profissionais (FARIN et al., 1999). Além da morfologia, taxas de
clivagem e de blastocistos (ALIKANI et al., 2002), taxa de eclosdo (VAN SOOM, 1997),
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cinética embrionéria (LEMMEN et al, 2008), metabolismo embrionério (LEESE, 2002), bem
como a avaliacdo molecular s&o utilizados no intuito de predizer a viabilidade e competéncia
do embri&o.

E bem descrito que o processo de criopreservacio de embrides PIV afeta a sobrevivéncia
e qualidade embrionaria, diversos estudos investigaram os efeitos a nivel molecular do
congelamento lento e vitrificagdo nestes embrides demonstrando a presenca de genes
diferencialmente expressos (GDES) (STINSHOFF et al., 2010; LARMAN et al., 2011; LEME
et al., 2016). No estudo de Gupta et al., (2017) melhores taxas de re-expansdo embrionaria
foram demonstradas em morulas vitrificadas quando comparadas as criopreservadas pelo
método de congelamento lento, no entanto dados de microarranjo revelaram um perfil
transcricional perturbado (comprometimento da implantacéo e placentacdo no utero, etc.) dos
blastocistos sobreviventes desenvolvidos a partir de morulas vitrificadas.

Os avangos e a maior parte das alteracGes nos protocolos de criopreservacdo basearam-
se em medidas empiricas, avaliando-se taxas de sobrevivéncia e subsequiente desenvolvimento
embrionario, e em ultima analise, como um indicador mais aprimorado do sucesso de um
protocolo, o potencial de implantacdo e a gestacdo a termo (LARMAN, 2011). Assim, o perfil
molecular pode ser utilizado como marcador de qualidade embrionaria, efetividade do meio de
cultivo e capacidade de sustentar uma prenhez bem-sucedida (KUZMANY et al., 2011;
STINSHOFF et al., 2011). Além disso, GDEs ja foram observados em embrifes PIV quando
comparados aos embries IVD (SUDANO et al., 2012), ainda no estudo de Leme et al. (2016),
foi demonstrado um numero de GDEs associados a resposta ao processo de vitrificagdo.
Contudo, ainda hd uma grande lacuna no conhecimento de como a criopreservacdo afeta o
funcionamento embrionario. Neste sentido, na busca do melhor entendimento e
aperfeicoamento de uma técnica de criopreservagdo, a combinacédo do estudo da biologia celular
e molecular é muito promissora (GARDNER et al., 2007).

O conhecimento da expressdo génica global de embriGes com alta e baixa criotoleréncia
permitird aos pesquisadores obter informacGes sobre os mecanismos moleculares envolvidos
na sobrevivéncia embrionaria apos a criopreservagdo e contribuir com o melhoramento genético
e aumento da lucratividade nos rebanhos bovinos. Muito pouco se conhece acerca do perfil
transcricional de embrides PIV com alta e baixa criotolerancia apos reduzidas temperaturas.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi realizar uma analise de
transcriptoma em embrides com alta e baixa criotolerancia apo6s a vitrificacdo, a fim de elucidar

estratégias e entender os mecanismos envolvidos na capacidade de sobrevivéncia de embries
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PIV ap0s a criopreservacdo, bem como identificar diferencas no perfil transcricional entre os

fendtipos embrionarios.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Local dos experimentos
Os experimentos relativos a PIV de embrides, criopreservacéo e re-cultivo embrionario

foram realizados nos laboratérios da In Vitro Brasil — IVB | ABS Pecplan, Mogi Mirin, SP. O

RNA-seq foi realizado em um laboratorio de facilidades gendmicas.

2.2. Coleta e maturacdo in vitro (MIV) de odcitos

Os od6citos foram obtidos de ovarios Bos taurus (predominantemente Bos taurus
indicus) coletados em abatedouro e transportados até o laboratorio a 35°C por até 6 horas.
Foram aspirados os foliculos ovarianos entre 2 e 8 mm de didmetro, com agulha 21-gauge
acoplada a seringas de 10 mL. O fluido folicular foi mantido em tubo cénico de 15 mL com
temperatura de 38°C para a selecdo dos complexos cumulus o6citos (CCOs) que apresentavam
ooplasma homogéneo e com mais de 3 camadas de células do cumulus. Um total de 3926
odcitos foram maturados in vitro e incubados a temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% de
CO2 em ar e umidade saturada, durante 24h. O processo de maturacao foi conduzido em grupo
de 25 a 30 CCOs, em gotas contendo 90 puL de meio MIV (Meio In Vitro Brasil — IVB | ABS

Pecplan, Mogi Mirim, SP), alocadas em placa de Petri, e cobertas com éleo mineral.

2.3. Fecundacéo in vitro

Apbs o periodo de maturacdo, grupos de 25-30 odcitos foram transferidos a gotas
contendo 90 uL de meio de fertilizacdo, cobertas com 6leo mineral. Os od6citos foram
submetidos a fertilizagdo in vitro (FIV) com sémen congelado proveniente de 3 touros com
fertilidade comprovada. Os espermatozoides foram selecionados pelo método de Percoll
(PARRISH, 1995), na concentragdo de 2 x 10° espermatozoides/mL. A fertilizagdo ocorreu em
Tyrodes modificado para o meio de fertilizag&o in vitro (Meio In Vitro Brasil — IVB | ABS
Pecplan, Mogi Mirin, SP). Os odcitos e espermatozoides foram co-cultivados sob as mesmas

condigdes que a MIV durante aproximadamente 18 horas.
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2.4 Cultivo in vitro

Apo6s o co-cultivo entre odcitos e espermatozoides, 0s provaveis zigotos foram
desnudados (Tyrode modificado sémen) atraveés de sucessivas pipetagens e transferidos
aleatoriamente para placas de cultivo em gotas (25-30 estruturas) de 90 uL de mSOF, cobertas
com 6leo mineral. O periodo de cultivo realizou-se em meio mSOF (Meio In Vitro Brasil — VB
| ABS Pecplan, Mogi Mirim, SP). Os embrides permaneceram incubados a temperatura de
38,5°C e atmosfera de 5% de CO., 5% de O, balanc¢o de N2 e umidade saturada até o dia 7 apos

a fertilizac&o.

2.5. Vitrificagdo dos embrides

Todos os embrides no estadio de blastocisto expandido (Bx) no dia 7 do cultivo, foram
vitrificados de acordo com o método Cryotop, como descrito por Sanches et al., (2013).
Brevemente, blastocistos expandidos de excelente qualidade (grau I) foram lavados em meio
base (TCM-HEPES + 20% de SFB), e ap0s transferidos para solu¢do V1, a qual consiste em
meio base suplementado com 10% de etilenoglicol e 10% de DMSO (WakoPure Chemical
Industries Co.) por 1 minuto a temperatura ambiente. Em seguida, os embrides foram
transferidos para a solugdo V2, consistindo 20% de etilenoglicol, 20% de DMSO e 0,5 M de
sacarose em meio base, mantidos durante 20 segundos a temperatura ambiente, e carregados
até o topo da faixa de polipropileno de um Cryotop (de trés a cinco embrides) com uma

quantidade minima de solucéo de vitrificacdo e rapidamente imerso em nitrogénio liquido (N2).

2.6. Aquecimento e re-cultivo dos embrides

Apbs 0 armazenamento por mais de 2 meses em N2 liquido, os blastocistos foram
expostos a temperatura ambiente durante 4 segundos, aquecidos por imersdo da faixa de
polipropileno em meio base (TCM-HEPES + 20% SFB e 0,3 M sacarose) a 35°C e transferidos
imediatamente ao meio base a temperatura ambiente, em duas dilui¢cdes sequenciais, (0,3 e 0,15
M sacarose por 5 minutos cada). Os blastocistos foram re-cultivados em gotas de 90 uL de meio
mSOF (Meio In Vitro Brasil — IVB | ABS Pecplan) sob 6leo mineral a 38,5°C, umidade
saturada, e atmosfera contendo 5% de CO2, 5% de O e balango de N2. Ap6s aquecimento e re-
cultivo durante 12h, os blastocistos foram submetidos a avaliagdo morfologica considerando:
a) expansdo da blastocele; b) eclosdo da blastocele; c) organizacdo e integridade da massa
celular interna e trofectoderma; e d) coloragéo e extruséo de blastdmeros. Em seguida, baseado
na avaliagdo morfoldgica, os blastocistos foram estratificados em trés grupos distintos: 1)

Blastocistos viaveis ap6s a criopreservacao (alta criotolerancia — definido como blastocistos



33

que apresentaram a blastocele completamente re-expandida seguida da eclosdao com 12h de re-
cultivo apds o aquecimento, e sem sinais de degenera¢do); 2) Blastocistos re-expandidos apos
a criopreservacao (definido como blastocistos que apresentaram a blastocele completamente re-
expandida ndo seguida da eclosdo com 12h de re-cultivo apds o aquecimento, e com poucos
sinais leves de degeneragdo); 3) Blastocistos ndo vidveis ap6s a criopreservacdo (baixa
criotolerancia - definido como blastocistos que ndo apresentaram a blastocele completamente
re-expandida ndo seguida da eclosdo com 12h de re-cultivo ap0s o aguecimento, e com sinais
severos e frequentes de degeneracéo).

Ap0s estratificacdo dos blastocistos nos trés grupos (fenétipos), foram utilizados apenas
0S grupos extremos, ou seja, blastocistos classificados como viaveis/alta criotolerancia (HC) ou
ndo-viaveis/baixa criotolerancia (LC) ap0s a criopreservacdo (grupos 1 e 3) para reduzir a
chance de ocorrer alguma eventual sobreposicdo dos fenotipos estabelecidos. Os demais

embrides (grupo 2) ndo foram utilizados.

2.7. Determinacao de genes diferencialmente expressos por RNA-seq

Trés réplicas de blastocistos HC e trés réplicas de blastocistos LC ap0s a criopreservacao
(3 pools contendo 41 blastocistos em cada; total de 123 por grupo) foram submetidas ao
sequenciamento de nova geracdo (RNA-seq) para a investigacdo do perfil holistico
transcricional em um laboratério de facilidades genémicas. O RNA total de cada replica foi
extraido e purificado utilizando o Kit Pico Pure RNA Isolation (Life Technologies), incluindo
a digestdo com DNAse | na purificacdo com coluna (Qiagen). As réplicas foram submetidas
por todas as avaliacdes de controle de qualidade pré-sequenciamento, e entdo submetidas ao
RNA-Seq.

A qualidade do RNA foi avaliada com o Qubit 3 (Invitrogen) e a integridade foi
verificada com o 2100 Bioanalyzer (Agilent). Todas as amostras apresentaram boa qualidade e
RIN (RNA integrity number) > 7,7 sendo consideradas adequadas. Para a analise dos perfis de
expressao, as bibliotecas foram preparadas usando um protocolo NEBNext Ultra II RNA
Library Prep Kit for Illumina (New England, Biolabs, MA, EUA), de acordo com a
recomendacéo do fabricante.

A  filtragem de qualidade foi realizada por seqyClean v1.3.12.
(https://bitbucket.org/izhbannikov/seqyclean/get/stable.zip) utilizando um minimo de 26

vetores de qualidade Phred e sequéncias de adaptadores do banco de dados Univec

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/univec/) foram utilizadas como guia para

remover possiveis e comprimento minimo de leituras de 65 bases. Apenas sequéncias de alta
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qualidade pareadas foram mantidas para analises posteriores. As leituras foram mapeadas com
Tophat v.2.0.8 (KIM et al., 2013) e Bowtie2 v2.1.0 (LANGMEAD & SALZBERG, 2012) no
genoma bovino “mascarado” (Bos taurus UMD 3.1, NCBI). As isoformas foram obtidas com
o pacote Cufflinks v.2.1.1 (TRAPNELL et al., 2012), com o arquivo de anotacédo (.gtf) como
guia através da opgcdo — G (o conjunto RABT) e especificamente as isoformas do gene PGR
foram pesquisadas.

O arquivo de mapeamento foi classificado usando SAMTools v 0.1.18 (LI et al., 2009)
e as contagens de leitura foram obtidas usando o script de HTSeg-count v0.5.4p2 (http://www-
huber.embl.de/users/anders/HTSeq/ doc/count.html). A anélise de expressdo diferencial foi
realizada com o pacote DESEq v1.12.1 (ANDERS, 2010), de R/Bioconductor (GENTLEMAN

et al., 2004). Utilizando a fung¢do “estimar fatores de tamanho”, foram obtidas as contagens
normalizadas (valores baseMean, que sd@o o numero de leituras dividido pelo fator de tamanho
ou constante de normalizagdo). O desvio padrdo ao longo dos valores baseMean também foi
calculado para cada transcricdo. A fim de evitar artefatos causados por baixos perfis de
expressao e alta variancia de expressdo, apenas transcritos que obtiveram uma média de
baseMean > 5 e a média maior que a variacdo padrdo foram analisados. O método para testar a
expressdo diferencial foi a distribuicdo binomial negativa, através da funcdo nbinon Test no
DESeq. O limiar para avaliar a significancia foi obtido pela aplicagdo de um valor p de 0,05
FDR-Benjamini-Hochberg.

2.8. Andlise Funcional da expressao diferencial de genes

O programa Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Ingenuity  Systems;
http://www.ingenuity.com) foi utilizado para identificar os processos bioldgicos e as funcdes
dos transcritos diferencialmente expressos e estabelecer interagdes entre os GDEs dentro da
base de dados, com outras moléculas da base de dados do IPA, para elucidar o que esta
direcionando sua transcri¢cdo. Adicionalmente, o IPA foi usado também para gerar vias
candnicas e as vias de interagcdes dos genes (networks) que sao enriquecidas significantemente

com os GDEs identificados entre embrides HC e LC.

2.9. Anélise estatistica

Para analise estatistica, modelos uni e multivariados de dados foram utilizados com o
auxilio de softwares estatisticos robustos capazes de avaliar uma grande quantidade de dados.
Resumidamente, os dados do RNA-Seq foram avaliados com auxilio do com o pacote DESEq

v1.12.1 do software R. A analise de enriquecimento foi realizada com os softwares Ingenuity



35

Pathway Analysis (IPA). Adicionalmente, o procedimento GLIMMIX (SAS Inst. Inc., Cary,
NC, USA) foi utilizado pelo método dos quadrados minimos. Fontes de variagdo nos modelos
incluindo criotolerancia (HC e LC ap0s a criopreservacdo) e réplica foram consideradas como
efeito fixo e aleatorio, respectivamente. Foi adotado o nivel de significancia de 5% (P<0,05)
para a analise de expressdo génica diferencial e criotolerancia, enquanto de 10% (P<0,1) para

analise de enriquecimento.

3. RESULTADOS

Durante 0 experimento, a taxa média de clivagem foi de 73,2% e de producdo de
blastocistos foi de 29,0%, na avaliacdo em D7 apés a fertilizacdo. Dos 1137 blastocistos
expandidos (Bx) produzidos, 894 Bx foram classificados como grau | e selecionados para a
técnica de vitrificacdo. A partir de avaliagcbes morfoldgicas, a taxa de re-expansao dos embrides
aquecidos com 6 horas de re-cultivo foi menor (P<0,0001) comparada com a de 12 horas. Da
mesma forma, a taxa de eclosdo com 6 h de re-cultivo foi menor (P<0,0001) quando comparada

com 12 horas apds o aquecimento (Tabela 1).

Tabela 1: Taxas de re-expansao e eclosdo dos blastocistos vitrificados, avaliadas as 6 e 12 h de
re-cultivo ap6s o aquecimento.

Horas ap6s Aquecimento

Re-expansao (%o)

Eclosédo (%)

6hs
12hs

P value

73,4 (656/894)
89,2 (797/894)°
<0,0001

8,4 (72/894)?
23,7 (212/894)°
<0,0001

b Sobrescritos incomuns na mesma coluna indicam diferenca.

3.1. Analise do transcriptoma

A analise de RNA-seq foi realizada para comparar o perfil da expressdo génica em
embrides LC e HC ap0s a criopreservacdo. Uma média total de 17,8 milhdes de leituras por
amostra foi utilizada nas andlises de expressao diferencial. As amostras de grupos de
blastocistos HC e LC foram claramente separadas com individualizagdo pronunciada na analise
de componentes principais bi e tridimensionais (Figura 1. A e B, respectivamente) e
agrupamento de Heat Map (Figura 2), sustentando a caracterizacao fenotipica do modelo (alta

vs. baixa criotoleréncia). Do total de 9.422 transcritos, 114 foram expressos de forma diferente
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(DEG; FDR: P <0,05), dos quais 87 genes demonstraram reduzida expressdo e 27 genes
estavam superexpressos nos embrides HC (Figura 3). Os 20 principais genes superexpressos

nos embrides HC e LC, respectivamente, encontram-se na tabela 2 e 3.

Figura 3 — Andlise de componentes principais bidimensionais (A) e tridimensionais (B)
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Figura 4 — Andlise de agrupamento de Heat Map.
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Figura 5 — Diagrama de Venn ilustrando os genes pouco expressos (down-regulated) e
superexpressos (up-regulated) em embrides com alta criotolerancia (Viable).
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Tabela 2: Top 20 genes superexpressos em embrides HC.
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Gene Nome Fold Change P-adjusted
DQX1 DEAQ-box RNA dependent ATPase 1 2,740 0,000
KCNHE potassium voltage-gated channel subfamily H member 6 2,399 0,001
CLDN8 claudin 8 2,066 0,002
NANOG Nanog homeabox 2,383 0,002
SLC1A3 solute carrier family 1 member 3 2,144 0,002
ATPBV1B1 ATPase H+ transporting V1 subunit B1 1,864 0,002
NIMTK NIM1 serine/threonine protein kinase 4,410 0,004
LOXL3 lysyl oxidase like 3 2,236 0,006
LEFTY2 left-right determination factor 2 2,959 0,008
FREM1 FRAS1 related extracellular matrix 1 2,541 0,009
PSTPIP2 proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 2 1,795 0,013
VEGFA vascular endothelial growth factor A 1,880 0,013
ZCWPW1 zinc finger CW-type and PWWP domain containing 1 2,811 0,015
RGL2 ral guanine nucleotide dissociation stimulator like 2 1,715 0,017
ZNF135 zinc finger protein 135 2,496 0,018
OSBPL7 oxysterol binding protein like 7 1,809 0,018
RASL10A RAS like family 10 member A 2,029 0,021
MYH1 myosin, heavy chain 1, skeletal muscle, adult 2,524 0,023
ZNF131 zinc finger protein 131 1,683 0,033
ECI2 enoyl-CoA delta isomerase 2 1,720 0,038

Tabela 3: Top 20 genes superexpressos em embrides LC.

Gene Nome Fold Change P-adjusted
PTPRN protein tyrosine phosphatase, receptor type N 3,343 0,000
PLK2 polo like kinase 2 2,566 0,000
DYRK3 dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 3 2,911 0,000
CXCL16 C-X-C motif chemokine ligand 16 2,824 0,000
KRTBA keratin 6A 6,878 0,000
MGC148328 uncharacterized LOC783058 11,819 0,000
TNFRSF8 TNF receptor superfamily member 9 4,505 0,000
TM4SF1 transmembrane 4 L six family member 1 3,385 0,000
CLU clusterin 2,330 0,000
CDKN1A cyclin dependent kinase inhibitor 1A 2,274 0,000
GNAT2 G protein subunit alpha transducin 2 2,651 0,000
LRRC8C leucine rich repeat containing 8 family member C 5,755 0,000
MAFF MAF bZIP transcription factor F 2,436 0,000
PMP22 peripheral myelin protein 22 3,287 0,001
ETS1 ETS proto-oncogene 1, transcription factor 2,943 0,001
GJB2 gap junction protein beta 2 4,896 0,001
MMP14 matrix metallopeptidase 14 2,337 0,001
PTRF polymerase | and transcript release factor 2,431 0,001
FOSL1 FOS like 1, AP-1 transcription factor subunit 2,724 0,002
COL17A1 collagen type XVII alpha 1 chain 2,298 0,002
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3.2 Caracterizacao Funcional

As caracteristicas funcionais dos transcritos diferencialmente expressos foram
analisadas pelo programa IPA. Na anélise de enriquecimento dos GDE’s (FDR: P <0,1), as
cinco principais funcgdes biologicas identificadas foram movimento celular (66 moléculas),
desenvolvimento celular (82 moléculas), crescimento e proliferacdo celular (79 moléculas) e
morte e sobrevivéncia celular (80 moléculas), Figura 4A. O IPA foi usado também para
estabelecer as interacdes entre os GDEs dentro dos dados e com outras moléculas na base de
dados do programa. As vias moleculares mais importantes geradas pelo programa, além de
estarem associadas as cinco principais fungdes citadas acima, foram associadas ao trafego de
células imunes, sobrevivéncia do organismo, injarias e anormalidades do organismo,
desenvolvimento do organismo e sinalizacdo célula-célula.

Na andlise de predicdo do IPA, as funcBes bioldgicas sobrevivéncia do organismo,
sobrevivéncia e morte celular, crescimento e proliferagdo celular pareciam ser mais ativadas (z-
score > 2), a0 passo que o movimento celular e a sinalizacdo de célula a célula pareciam ser
mais inibidas (z-score < 2) conforme a figura (Figura 4B). A classifica¢do ontoldgica dos GDEs
no programa mostrou um pequeno numero de moléculas importantes nas principais vias
candnicas (Figura 4C), dentre elas a sinalizacdo para IL-9 e IL-10, juncGes de ocluséo, resposta
de fase aguda e via STAT 3 (Figura 5).

Figura 6 — A. Principais fun¢des bioldgicas identificadas. B. Heat Map demonstrando as
fungdes preditas ativadas e inibidas nos embrides com alta criotolerancia. C. Principais vias
candnicas indicadas.
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Figura 7 — Via candnica da Sinalizagdo STAT3. Na andlise de enriquecimento do IPA, a via
JAK2/STAT3 foi predita ativa, possivelmente estimulando processos anti-apoptéticos,
crescimento celular, sobrevivéncia, diferenciacdo e oncogénese (a nivel citoplasmético), como
também induziu a transcricdo de fatores envolvendo proliferacdo e sobrevivéncia,
migracao/evasao e angiogénese.
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4. DISCUSSAO
Neste estudo buscou-se identificar, pelo sequenciamento de nova gera¢cdo (RNA-seq), o

efeito da criopreservacdo no perfil transcricional de embrides bovinos com alta (HC) e baixa
(LC) criotolerancia. A vitrificacdo foi escolhida pelo fato de, atualmente, ser o método mais
indicado para embrides PIV, além de existirem evidéncias claras que esta pode minimizar
danos, elevar taxas de sobrevivéncia e eclosdo quando comparada a técnica de congelamento
lento (VAJTA et al., 2006; STINSHOFF et al., 2011).

No presente trabalho, foram identificados um total de 9422 genes, e a0 comparar 0sS
perfis transcricionais de embrides PIV, foram encontrados 114 GDEs, com 27 e 84 genes
superexpressos em HC e LC, respectivamente. Na analise de enriquecimento, um total de 177
genes foram considerados e as cinco principais funcbes bioldgicas identificadas foram

movimentacédo celular (66 moléculas), desenvolvimento celular (82 moléculas), proliferacéo e
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crescimento celular (79 moléculas) e morte e sobrevivéncia celular (80 moléculas). Na analise
de predicdo do IPA, revelou que nos embrides HC as fungbes bioldgicas de sobrevivéncia do
organismo, sobrevivéncia e morte celular, proliferacdo e crescimento celular pareciam mais
ativadas (z-score > +2), a0 passo que movimento celular e sinalizacdo de célula a célula
pareciam mais inibidas (z-score < -2).

O principal fundamento da criobiologia é a redugdo da temperatura seguida por uma
severa queda do metabolismo celular até a obtencéo de um estado de repouso (quiescente), sem
a ocorréncia de reacBes bioquimicas notaveis. Este estado possibilita 0 armazenamento do
recurso genético por um periodo de tempo indeterminado, com a capacidade de
reestabelecimento das funcdes celulares ap6s o descongelamento/aquecimento (SUDANO et
al., 2016). Neste sentido, o embrido PIV possui caracteristicas distintas quando comparado ao
produzido in vivo, diferencas que envolvem condi¢des morfologicas (PAPIS et al., 2000) e
moleculares que comprometem a qualidade e o desenvolvimento embrionario (ENRIGHT et
al., 2000), reduzindo a criotolerancia e as taxas de prenhez (TESFAYE et al., 2004; ENRIGHT
et al., 2000). Assim, a criopreservacdo deixa efeitos deletérios nestes embrides, podendo
acometer com frequéncia a membrana plasmatica e o citoesqueleto celular (ZERON et al.,
2002; DOBRINSKY et al., 2000). Adicionalmente, Aksu et al., (2012), também descreveram
uma maior sensibilidade dos embriGes PIV frente a criopreservacdo a nivel molecular,
representada por um maior numero de GDEs entre embrides PIV frescos x vitrificados (962
genes) comparado aos frescos x vitrificados (17 genes) produzidos in vivo.

Como resposta fisiologica das células quando expostas a condi¢des desfavoraveis, por
exemplo, a exposicdo abrupta a diferentes temperaturas, mecanismos de defesa séo ativados, 0s
quais envolvem diferentes moléculas, incluindo as proteinas de choque térmico (HSPS)
(BECKER & CRAIG, 1994). Na criopreservagédo, os embrides sdo expostos a uma variacéo de
temperatura muito grande, a passagem da temperatura ambiente para -196°C, e novamente no
descongelamento, que retornam a 35°C. Neste estudo, a expressao dos transcritos de HSPA5 e
HSPB8 apresentaram-se superexpressos nos embrides LC, sugerindo um elevado estresse e
menor capacidade deste grupo em vencer os desafios impostos pela técnica. Bem como no
estudo de Sudano et al., (2014) no qual a expressdo de HSPA5 também apresentou-se
superexpressa em embrides PIV comparados a embrides produzidos in vivo, estando associada
a viabilidade embrionéaria reduzida, seguida de uma reducdo da sobrevivéncia apds a
criopreservacao.

Na analise de enriquecimento, duas importantes vias candnicas foram apontadas, a via

de sinalizacdo IL-9 e a via de sinalizacdo STAT3. O STAT3 € um membro da familia STATSs



42

(Transdutores de sinal e ativadores de transcricdo), é fundamental no desenvolvimento
embrionario, de modo que a sua perda causa letalidade embrionaria precoce (TAKEDA et al.,
1997). STAT3 foi originalmente identificado como fator de resposta de fase aguda, podendo
ser ativado em resposta a uma variedade de citocinas, como por exemplo a IL-9. Ja foi descrito
seu papel no combate a apoptose em muitos tipos de células e é considerado um oncogene (LI1U
et al., 2010). A grande variedade de citocinas e fatores de crescimento podem ativar a
sinalizacdo de Jak-STATS3, incluindo interferons (IFNs), interleucinas, proteina morfogenética
Ossea 2 (BMP2), fator de crescimento epidérmico (EGF), entre outros (O'SHEA et al., 2002).
Assim, a cascata JAK/STAT traduz um sinal extracelular em uma resposta transcricional em
resposta a estimulos celulares, e por isso tem um papel vital em varios processos celulares
envolvendo apoptose e crescimento celular (VOGEL et al., 2015). A via JAK2/STAT3 foi
predita ativa, possivelmente estimulando processos anti-apoptoticos, crescimento celular,
sobrevivéncia, diferenciacdo e oncogénese (a nivel citoplasmatico), como também induziu a
transcricdo de fatores envolvendo proliferacdo e sobrevivéncia, migragdo/evasao e
angiogénese. Logo, esta via pode indicar ser de fundamental importancia na retomada
embrionaria apds a criopreservacao.

Em blastocistos bovinos o gene KRT18 pode ser utilizado como marcador para
diferenciacdo celular do trofectoderma (GOOSSENS et al., 2007). Em nosso trabalho, os niveis
de transcritos para KRT6A e KRT78 apresentaram-se superexpressos em embrides LC; achados
similares foram encontrados anteriormente em embrides com qualidade inferior e com niveis
de transcritos elevados para KRT18 (SUDANO et al., 2014). Apesar desses genes estarem
relacionados com a ocorréncia de um processo bioldgico nobre ao longo do desenvolvimento
embrionério inicial, acredita-se que deva ocorrer um equilibrio transcricional associado a
diferenciacéo e formacéo do trofectoderma para a adequada formacgé&o de um blastocisto, e com
uma qualidade superior, representada por uma elevada criotolerancia.

Ha relatos de que o gene FOS-like antigen 1 (FOSL1) é sinalizado como resposta ao
estresse, sua superexpressdo foi demonstrada em linhagens de cultivo celular, estando
relacionada ao aumento da apoptose (SHIRSAT & SHAIKH, 2003). No estudo de Leme et al.,
(2017) o gene FOSL1 apresentou-se superexpresso em embrides submetidos a vitrificagdo, os
autores sugeriram que 0 aumento da expresséo para este gene pode tanto indicar que o embrido
esté se protegendo do estresse ou que a apoptose foi induzida por algum dano celular, nossos
resultados estdo de acordo com esses achados, visto que FOSL1 apresentou-se superexpresso
nos embrides LC, ou seja, embrides que ndo foram capazes de retomar o seu desenvolvimento

apos a criopreservagao.
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Claudin 8 (CLDS8) codifica um membro da familia Claudin. As claudinas sdo as
principais constituintes envolvidas nas juncdes celulares. Estas juncfes regulam o transporte
paracelular (o0 movimento de agua e solutos entre as células epiteliais) e a manutencdo da
polaridade das células epiteliais (WATSON, 2004). Uma reduzida expressdo de genes
relacionados a Claudina e Actina foi associada com o atraso da eclosdo de blastocistos ap6s a
vitrificacdo (GUPTA et al., 2017). Ainda no estudo de Stinshoff et al., (2011) a vitrificagéo
causou reduzida expressdo em genes relacionados a juncdes celulares e diferenciacao celular
(DSC2) em blastocistos bovinos. Neste estudo, Claudin 8 apresentou-se superexpresso em
embrides com HC, o que pode ser considerado um marcador de viabilidade embrionaria pés-
criopreservacao, apds uma adequada re-expansdo da blastocele, seguida de eclosdo, apds o
aquecimento, visto que as juncbes celulares suportam 0s processos de expansdo e eclosdo
embrionaria (WATSON, 2004).

O gene NANOG possui um importante papel na auto-renovacdo de células-tronco
embrionarias (CHAMBERS et al., 2003) e na manutencdo da MCI (MITSUI et al., 2003),
estando superexpresso em multiplos estagios iniciais de embrides bovinos, principalmente na
MCI logo em que o blastocisto é formado (KHAN et al., 2012). Ainda, na analise de Hart et.
al, (2004) foi demonstrado pela primeira vez que NANOG ¢é expresso em epiblasto no embrido
pos-implantacdo e estd presente em niveis reduzidos em muitos tecidos adultos. No presente
trabalho, a abundancia de RNAmM do NANOG apresentou-se superexpresso em embrides com
HC, provavelmente ativando processos bioldgicos associados a proliferacdo de células da MCI
e epiblasto, sugerindo que sua expressdo € necessaria para a manutencdo da pluripoténcia e
retomada do desenvolvimento do embrido apo6s a vitrificacéo.

Da mesma maneira, 0s niveis de transcritos de RNAm para o gene VGFA (fator de
crescimento endotelial vascular A) estavam elevados nos blastocistos com maior sobrevivéncia
apos a criopreservacdo. A expressdo de VEGF foi estudada pela primeira vez em blastocistos
bovinos por Harvey et al., (2004) estando relacionada a diferentes concentrac6es de O. no meio
de cultivo. Estudos anteriores relataram a sua expressao tanto em embrides in vitro e in vivo em
camundongos (INGMANN et al., 2002), e em blastocistos humanos (KRUSSEL et al., 2001).
O papel especifico de VEGF expressado pelo blastocisto ainda é pouco elucidada, sugere-se
que este gene pode ser fundamental na inducdo da angiogénese durante a implantacéo inicial
no embrido humano (KRUSSEL et al., 2001). Além disso, Ferrara et al., (1996) demonstraram
que a perda de um Unico alelo de VEGF é letal em embrifes de camundongo, resultante de
modelos de knockout. Pela primeira vez demonstramos a expressédo de VEGFA em embrifes
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com elevada sobrevivéncia apds a criopreservacdo, estando possivelmente associado com a
retomada do desenvolvimento embrionario apds a criopreservagao.

Os ativadores de plasminogénio (PAs) sdo serinas-proteases, que convertem o0
plasminogénio inativo em protease potente. O plasminogénio e seus ativadores e inibidores
estdo envolvidos no processo de implantacdo em humanos e ratos (AFLALO et al., 2004,
KHAMSI et al.,, 1996). A redugdo da expressdo do ativador de plasminogénio do tipo
uroquinase (PLAU) foi associada a reabsorcéo de embrides bovinos (EL-SAYED et al., 2006)
como também a falha de implantacdo em camundongos (AXELROD, 1985), ambos o0s estudos
realizados em embrides frescos. Contrariando os achados anteriores, neste estudo, o gene PLAU
demonstrou-se pouco expresso em embrides HC, no entanto, sabe-se que as alteragfes no
transcriptoma podem ser diferentes quando se trata de embrides criopreservados x frescos,
como também descrito por Gupta et al., (2017) em que o gene PLAU também apresentou-se

pouco expresso em blastocistos oriundos de morulas vitrificadas.

5. CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo fornece o perfil global molecular de embrides com alta e
baixa criotolerdncia, um significativo nimero de GDEs associados com a resposta a
criopreservacao foi identificado na analise de RNA-seq, demonstrando diferencas evidentes no
nivel transcricional dos diferentes fendtipos. Foram identificados genes diferencialmente
expressos com papéis conhecidos e genes cujas fungdes ainda precisam ser esclarecidas dentro
do contexto estudado. A partir da analise de enriquecimento as funcgdes biologicas
sobrevivéncia do organismo, movimento celular, sobrevivéncia e morte celular, proliferacéo e
crescimento celular parecem ser cruciais para a criotolerancia e retomada do desenvolvimento
embrionario apds a criopreservagdo. Adicionalmente, os genes relacionados ao estresse térmico
(HSPA5, HSPBS), diferenciagdo (KRT6A, KRT7), pluripoténcia (NANOG), implantacdo
(VEGFA) podem estar associados a capacidade de sobrevivéncia apds a criopreservacao.
Assim, os dados gerados neste estudo poderdo servir de suporte para experimentos futuros no

ambito da criopreservagdo embrionaria.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho forneceu uma analise abrangente do perfil transcricional da
criotolerancia de embrides bovinos e elucidou o envolvimento de um grande numero de
moléculas e processos bioldgicos nobres associados a retomada do desenvolvimento apés a
criopreservagao. Ainda, os resultados encontrados demonstraram que embrides com alta e baixa
criotolerancia apresentam diferentes perfis transcricionais.

Conforme a analise de enriquecimento do IPA as fungbes biologicas sobrevivéncia do
organismo, movimento celular, sobrevivéncia e morte celular, proliferacdo e crescimento
celular parecem ser cruciais para a retomada do desenvolvimento embrionario apos a
criopreservacao.

Adicionalmente, foram identificados GDEs com papéis conhecidos, bem como, genes
cujo as funcdes ainda precisam ser esclarecidas dentro do contexto estudado. Neste sentido, os
genes relacionados ao estresse térmico (HSPA5, HSPB8), diferenciacdo (KRT6A, KRT7),
pluripoténcia (NANOG), implantacdo (VEGFA) podem estar associados a capacidade de
sobrevivéncia apds a criopreservacao. Assim, os dados gerados neste estudo poderdo servir de

suporte para experimentos futuros no ambito da criopreservacdo embrionaria.
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