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RESUMO

AVALIACAO MOLECULAR E FUNCIONAL DE EMBRIOES BOVINOS
PRODUZIDOS IN VITRO VITRIFICADOS POR CRYOTOP

Ligiane de Oliveira Leme *; Margot Alves Nunes Dode * 2
! Universidade de Brasilia, Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria — Programa
de pos-graduacdo em Ciéncias Animais; 2 Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Brasilia / DF

O sucesso da criopreservacdo de embrides bovinos é essencial para
melhor aproveitamento de embrides produzidos em excesso, para o estabelecimento de
bancos de germoplasma e para comercializacdo de genética. Neste estudo, foi analisada
a alteracdo na expressdo de genes induzida pelo procedimento de vitrificacdo por
Cryotop em blastocistos bovinos usando laminas de microarranjo EmbryoGENE.
Embribes bovinos produzidos in vitro em estagio de blastocisto (144 a 156 horas p6s-
inseminacao) foram vitrificados com Cryotop e ndo vitrificados (controle). Apds 4
horas de cultivo, embrides que re-expandiram ou evoluiram para o estagio de blastocisto
expandido foram usados para analises do microarranjo e para quantificagdo em reacéao
de cadeia de polimerase em tempo real (QPCR). As analises da expressdo global
revelaram 43 genes diferencialmente expressos em embrides vitrificados comparados
aos do grupo controle (p<0,05). Um total de 9 genes foram validados por qPCR, dos
quais o FOSL1, envolvido no processo de apoptose, mostrou expressdo diferencial

(p<0,05) para ambos 0s métodos, estando super-expresso em embrides vitrificados. Os



resultados sugerem que a apoptose tem um papel fundamental na resposta de embrides
ao processo de vitrificacdo. Considerando que a resposta a vitrificagdo esta muito
relacionada a qualidade do embrido, levantou-se a hipotese de que a selecdo dos
embribdes para a vitrificacdo poderia influenciar também a diferenca na proporcéo
macho:fémea, devido a velocidade de desenvolvimento e tolerancia ao estresse. Por
isso, na segunda etapa deste estudo, foi avaliado o efeito de touros na cinética do
desenvolvimento embrionario e na resposta dos embrides a criopreservacdo. Para isso
foram utilizados 5 touros e comparou-se além da producdo de embribes, a resposta a
criopreservacdo pelo método Cryotop dos embrides produzidos. Inicialmente, embrides
em estagio de blastocisto foram vitrificados (144 a 156 horas pos-inseminagao), para
avaliacdo da criotolerancia relativa aos touros; enquanto que embrifes em estagio de
blastocisto expandido foram removidos do cultivo no D6, D7 e D8, e sexados, para
avaliacdo da cinética de desenvolvimento. Na segunda etapa, embribes em estagio de
blastocisto expandido foram vitrificados (168 horas pds-inseminagcdo). Todos 0s
embrides (re-expandidos, evoluidos para o estdgio de blastocisto eclodido e
degenerados), de ambos tratamentos, com 24 horas de cultivo pos-vitrificacdo foram
usados para sexagem. Os resultados sugerem que a escolha do touro, apesar de néo
interferir na cinética de desenvolvimento embrionario (p>0,05), afeta a produgdo de
blastocistos e também a resposta a criopreservacao (p<0,05). E ainda, que os touros que
produzem embrifes mais crioresistentes nem sempre sdo 0s que produzem maior taxa
de embrides PIV. Além disso, embriGes macho e fémea tém a mesma capacidade de

resposta a vitrificagdo por Cryotop.

Palavras-chave: Vitrificacdo; Transcriptoma; Expressdo Geénica; Microarranjo;

Sexagem; Proporcdo macho:fémea; Cinética Embrionaria.
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ABSTRACT

MOLECULAR AND FUNCTIONAL EVALUATION OF BOVINE IN VITRO
PRODUCED EMBRYOS VITRIFIED BY CRYOTOP METHOD

The cryopreservation success of bovine embryos is essential for the
better use of excess produced embryos, for the establishment of germplasm banks and
genetics commercialization. In this study, gene expression alteration induced by the
Cryotop vitrification procedure in bovine blastocysts using EmbryoGENE microarray
slides was analyzed. Bovine in vitro produced embryos at blastocyst stage (144 to 156
hours post-insemination) were vitrified with Cryotop and non-vitrified (control). After 4
hours of culture, re-expanded or expanded blastocyst stage embryos were submitted to
microarray analyzes and real time polymerase chain reaction (QPCR) quantification.
Global gene expression analysis revealed 43 differentially expressed genes in vitrified
embryos compared to control group (p <0.05). Nine genes in total were evaluated by
gPCR, of which FOSL1, involved in apoptosis process, showed differential expression
(p <0.05) for both methods, being overexpressed in vitrified embryos. The results
suggest that apoptosis plays a key role in embryos response of vitrification process.
Considering that vitrification response is closely related to embryo quality, it was
hypothesized that embryos selection for vitrification could also influence the difference
in male:female ratio due to developmental speed and stress tolerance. Therefore, in the
second stage of this study, the bull’s influence on embryo developmental kinetics and

embryo response to cryopreservation was evaluated. For this, five bulls were taken and



Xii

embryos cryopreservation by Cryotop method was compared in addition to embryo
production. Initially, blastocyst stage embryos were vitrified (144 to 156 hours post-
insemination), to evaluate the cryotolerance relative to the bulls; while expanded
blastocyst stage embryos were removed from culture at D6, D7 and D8, then sexed for
developmental kinetics. As a second experiment, expanded blastocyst stage embryos
were vitrified (168 hours post-insemination). All embryos (re-expanded, hatched
blastocyst stage e, and degenerated) of both treatments, with 24 hours post-vitrification
culture were used for sexing. The results suggest that sire’s choice, although not
interfering in embryonic development kinetics, affects the blastocysts rates and the
cryopreservation response. Besides, bulls producing more cryoresistent embryos are not
always the ones that produce the highest IVP embryo rate. In addition, male and female

embryos have the same Cryotop vitrification response.

Key words: Vitrification; Transcriptome; Gene Expression; Microarray; Sexing;

Male:Female ratio; Embryo kinetics.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA



1. INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) tem um grande potencial para
acelerar o ganho genético, pois possibilita a multiplicacdo mais rapida de animais
melhoradores e permite a producdo de embrides com valor agregado. Inicialmente a
técnica de PIVE era utilizada no Brasil apenas para fins de pesquisa. Entretanto, desde o
inicio da década passada, sobreveio 0 uso em larga escala para a multiplicacdo
comercial (Viana et al., 2010), sendo o pais atualmente um dos maiores produtores de
embrides PIV do mundo, respondendo por cerca de 67 % da produgdo mundial (Perry,
2016).

Todavia, um dos fatores limitantes na utilizacdo da técnica é a
necessidade de manter um grande nimero de receptoras a disposicdo para receber 0s
embrides produzidos nos laboratérios, o que eleva muito os custos dessa tecnologia. Em
2015 um total aproximado de 379.000 embrides bovinos foram produzidos no Brasil.
Destes, cerca de 94% foram embribes produzidos in vitro (PIV) e 6% in vivo pela
transferéncia de embrides classica (TE). Deste montante, aproximadamente 78% foram
transferidos a fresco (Viana e Figueiredo, 2016), sugerindo que a criopreservagao ndo
estd sendo empregada comercialmente na producdo de embriGes, devido,
provavelmente, aos resultados insatisfatorios das alternativas disponiveis.

Embora inimeras pesquisas tém sido conduzidas em escala mundial, a
criopreservagdo de embrides PIV de varias espécies ainda ndo apresenta resultados
satisfatorios. Os resultados mais promissores tém sido obtidos a partir do
desenvolvimento dos métodos de vitrificagcdo (Kim et al., 2012; Kuwayama, 2007; Liu
et al., 2008; Loutradi et al., 2008; Morato et al., 2008).



Diversos protocolos de vitrificacdo ja foram desenvolvidos desde o
primeiro relato da técnica, em que as principais alteracGes consistiram em aumentar
consideravelmente a taxa de resfriamento/aquecimento pela redugdo no volume da
solucdo de vitrificacdo (Kuwayama, 2007; Mucci et al., 2006; Vajta et al., 1998).
Dentre os protocolos existentes, a vitrificacdo pelo método Cryotop, descrito por
Kuwayama et al. (2005b), surgiu como uma alternativa para a criopreservacdo de
embrides por minimizar efeitos negativos e melhorar as taxas de sobrevivéncia.

Sabe-se que o embrido PIV detém caracteristicas distintas quando
comparado ao produzido in vivo. Essas diferencas entre embrides PIV e embrides in
vivo envolvem aspectos morfoldgicos (Papis et al., 2000) e moleculares que afetam a
qualidade e o desenvolvimento embrionario (Abe et al., 2002; Enright et al., 2000),
diminuindo a criotolerancia e as taxas de prenhez (Abe et al., 2002; Enright et al., 2000;
Mundim et al., 2009; Rizos et al., 2002a; Tesfaye et al., 2004). Além das diferencas
devido ao sistema onde sdo produzidos, os embrides ainda sofrem influéncia do sexo.
Estudos tem mostrado que embriGes machos e fémeas sdo diferentes quanto a
velocidade de desenvolvimento (Avery et al., 1992; Avery et al., 1991), ao seu
metabolismo, ao padrdo de expressdo de genes (Bermejo-Alvarez et al., 2010a; Gad et
al., 2012c; Machado et al., 2013a), aos padrdes epigenéticos (Bermejo-Alvarez et al.,
2008) e a resisténcia a varias condi¢des de estresse (Alomar et al., 2008; Ghys et al.,
2016).

Portanto, estudos que visam esclarecer os efeitos que a criopreservagdo
causa nos embrides devem levar em conta também o sexo dos embrides, ja que esse
pode influenciar na resposta a esse procedimento. Este estudo busca a identificacdo das
mudancas moleculares que ocorrem em consequéncia da criopreservacdo em embrides
PIV e, se essas mudancas variam de acordo com o touro utilizado para a inseminacao e

com o sexo do embrido.



1.1. Objetivos
O objetivo geral deste projeto foi avaliar o perfil transcricional de
embrides PIV submetidos a vitrificagdo por Cryotop e identificar o efeito do touro e do

Sexo na resposta a esse procedimento.

Objetivos Especificos

e Avaliar, por microarranjo, o perfil transcricional de embrides bovinos PIV
vitrificados pelo método Cryotop;

e Validar os resultados do microarranjo pela quantificacdo da expressdo de genes
selecionados por gPCR,;

e Caracterizar a resposta de embrides macho e fémea a vitrificacdo por Cryotop.

1.2. HipoOtese
O método de vitrificagdo por Cryotop ndo afeta demasiadamente o perfil

transcricional de embrides bovinos PIV.
A selecdo morfolégica dos melhores embrides PIV para a

criopreservacao é tendenciosa para selecao de embrides machos.



2. REVISAO DE LITERATURA

O desenvolvimento embrionario inicial € um dos periodos mais criticos
no desenvolvimento do mamifero. Esta fase inicial envolve diversas mudancas
morfolodgicas e bioquimicas, muitas ainda desconhecidas, relacionadas a genémica e aos
processos fisiologicos (Gad et al., 2012c; Niemann e Wrenzycki, 2000). Existem
evidéncias de que os embribes PIV sdo mais sensiveis a criopreservacdo do que 0s
produzidos in vivo (Abe et al., 2002; Barcelo-Fimbres e Seidel, 2007; De La Torre-
Sanchez et al., 2006; Gardner et al., 2000; Mucci et al., 2006; Rizos et al., 2003; Rizos
et al., 2002c; Sudano et al., 2012) e que essa criotolerancia reduzida pode estar
associada ao alto contetdo lipidico presente no citoplasma desses embrides (Abe et al.,
2002; Mucci et al., 2006; Rizos et al., 2003; Rizos et al., 2002b; Sudano et al., 2011).

Portanto, estratégias que superem esses problemas buscando resultados
melhores e mais estaveis para criopreservacao de embrides PIV, tém sido propostas
enfocando, principalmente, duas areas. A primeira se refere as alteragdes nos métodos
de criopreservacdo, como por exemplo, alteracdo na concentracdo e tipo de crioprotetor,
e alteracdo nos tempos e temperaturas de resfriamento (Block et al., 2009; Inaba et al.,
2011; Kuwayama, 2007; Kuwayama et al., 2005b; Liu et al., 2008; Loutradi et al.,
2008; Taniguchi et al., 2007; Vajta et al., 1998; Vajta e Kuwayama, 2006). A outra € a
inducdo de modificagdes nas células do embrido de forma que se tornem mais
criotolerantes, como por exemplo, alteracdes nas condi¢des de cultivo para minimizar a
influéncia negativa no alto contetdo de lipideos (Abe et al., 2002; Paschoal et al., 2014;
Rizos et al., 2002b; Sanches et al., 2013; Seidel, 2006; Sudano et al., 2011; Sudano et
al., 2012).



Agregado a esses fatores, adquirir conhecimento mais abrangentes sobre
o funcionamento fisiologico, ultraestrutural e molecular das diferentes fases do
desenvolvimento embrionério é imprescindivel para que sejam aclaradas exigéncias
inerentes a cada etapa, e se obtenha resultados mais eficientes e estaveis com as técnicas

de criopreservacao.

2.1. Diferencas entre embrifes produzidos in vitro e produzidos in vivo

O desenvolvimento embrionério inicial € um dos periodos mais criticos
no desenvolvimento do mamifero. Esta fase inicial envolve diversas mudangas
morfoldgicas e bioquimicas, muitas ainda desconhecidas, relacionadas a genémica e aos
processos fisioldgicos (Gad et al., 2012c; Niemann e Wrenzycki, 2000). Existem
evidéncias de que os embrides PIV sdo mais sensiveis a criopreservacao do que 0s
produzidos in vivo (Abe et al., 2002; Barcelo-Fimbres e Seidel, 2007; De La Torre-
Sanchez et al., 2006; Gardner et al., 2000; Mucci et al., 2006; Rizos et al., 2003; Rizos
et al., 2002c; Sudano et al., 2012) e que essa criotolerancia reduzida pode estar
associada ao alto contetdo lipidico presente no citoplasma desses embrides (Abe et al.,
2002; Mucci et al., 2006; Rizos et al., 2003; Rizos et al., 2002b; Sudano et al., 2011).

Portanto, estratégias que superem esses problemas buscando resultados
melhores e mais estaveis para criopreservacdo de embrides PIV, tém sido propostas
enfocando, principalmente, duas areas. A primeira se refere as alteragdes nos métodos
de criopreservacgdo, como por exemplo, alteragdo na concentracéo e tipo de crioprotetor,
e alteracdo nos tempos e temperaturas de resfriamento (Block et al., 2009; Inaba et al.,
2011; Kuwayama, 2007; Kuwayama et al., 2005b; Liu et al., 2008; Loutradi et al.,
2008; Taniguchi et al., 2007; Vajta et al., 1998; Vajta e Kuwayama, 2006). A outra é a
inducdo de modificagdes nas células do embrido de forma que se tornem mais
criotolerantes, como por exemplo, alteracdes nas condi¢fes de cultivo para minimizar a
influéncia negativa no alto contetdo de lipideos (Abe et al., 2002; Paschoal et al., 2014;
Rizos et al., 2002b; Sanches et al., 2013; Seidel, 2006; Sudano et al., 2011; Sudano et
al., 2012).

Agregado a esses fatores, adquirir conhecimento mais abrangentes sobre
o funcionamento fisioldgico, ultraestrutural e molecular das diferentes fases do

desenvolvimento embrionario é imprescindivel para que sejam aclaradas exigéncias



inerentes a cada etapa, e se obtenha resultados mais eficientes e estaveis com as técnicas

de criopreservagéo.

2.2. Fatores que afetam a criopreservacao

O objetivo da criobiologia € a preservacdo das funcgdes celulares apos
conservacdo em baixas temperaturas. Para alcancar isto, € necessario eliminar duas
causas principais de morte celular associada com a criopreservacdo — a formacéo de
cristais e as concentracdes letais de solutos, enquanto se mantém a capacidade funcional
das organelas intracelulares (Edgar e Gook, 2012).

Todos os embrides sofrem consideraveis injurias morfolégicas e
funcionais durante a criopreservacdo, mas a extensdo dos danos assim como as
diferengas nas taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento pds-criopreservacao podem
variar de acordo com fatores como a espécie, o tipo de embrido, o método de
congelamento, a idade e o estagio de desenvolvimento, o ambiente de cultivo, o sexo,
dentre outros. Neste sentido, esforcos tém sido concentrados e estudos realizados em
torno de todos esses fatores. Entretanto, as inUmeras varidveis diferentes e existentes

entre os trabalhos tornam as comparag6es bastante restritas.

2.2.1. Métodos de criopreservacao

Atualmente, dois métodos sdo utilizados para a criopreservacdo de
embrides: congelamento lento ou classico, e vitrificacdo. A principal questdo sobre eles
permanece em qual dos métodos satisfaz melhor o principio fundamental que é o de
minimizar danos durante 0 armazenamento na criopreservacao.

O congelamento classico ¢ utilizado em bovinos, principalmente, para a
criopreservacao de embrides produzidos in vivo. Esse método tem a vantagem de usar
baixas concentra¢des de crioprotetores, mas isso permite a formacao de cristais de gelo,
que em maior ou menor escala resultardo em lesGes as membranas e organelas. De
forma pratica e resumida, envolve equilibrio das estruturas em uma ou duas solucées de
desidratacdo, por um periodo de até 10 minutos antes de serem envasadas em palhetas
plasticas (volume de até 0,25 mL), as quais s@o seladas em ambos os lados. As palhetas
sdo entdo alocadas em suporte, dentro de um equipamento programavel para

congelamento que reduz lentamente a temperatura (aproximadamente 0,3 a 0,5 °C/



minuto) até atingir -30 a -35 °C. Durante esta fase de resfriamento, a inducdo da
cristalizacdo (seeding) ¢ manual entre as temperaturas -5 e -8 °C. Quando alcangam -30
°C, a temperatura diminui rapidamente para -150 °C antes de serem armazenadas em
nitrogénio liquido (Edgar e Gook, 2012; Kuleshova e Lopata, 2002). O répido
descongelamento € seguido de reidratacdo em concentracdes decrescentes de
crioprotetores permeéveis, normalmente na presenca inicial de concentra¢fes maiores
de crioprotetores ndo permedaveis (Edgar e Gook, 2012).

Na vitrificacdo se utiliza altas concentracbes de crioprotetores, que
formam uma solucéo viscosa, e durante o resfriamento fazem com que a agua da célula
se solidifique em estado vitreo, sem se expandir, inibindo a formagao de cristais de gelo
(Rall e Fahy, 1985; Vajta e Nagy, 2006). Entretanto, a toxicidade dos crioprotetores é
tanta, que as células s6 podem ser expostas a essa solu¢do por um periodo muito curto
de tempo e/ou um volume minimo de solucdo (Edgar e Gook, 2012; Kuwayama et al.,
2005a). Desde que esse método foi desenvolvido, o objetivo dos diferentes protocolos e
modelos propostos visam a reducdo na concentracdo e volume dos crioprotetores e no
aumento da curva de congelamento. Com base nisso, diferentes dispositivos de suporte
foram desenvolvidos para reduzir o volume e permitir o contato rapido com nitrogénio
liquido, incluindo grades de cobre de microscopia eletrénica (Martino et al., 1996),
open pulled straw — OPS (Vajta et al., 1998), CryoLoop (Lane et al., 1999), micro-gotas
(Papis et al., 2000), superficie solida (Dinnyes et al., 2000), grades de nylon
(Matsumoto et al., 2001), sistema hemi-straw (Vanderzwalmen et al., 2003) e Cryotop
(Kuwayama et al., 2005b).

Apesar de o congelamento classico continuar sendo mais utilizado para
embribes in vivo, a técnica OPS desenvolvida por Vajta et al. (1998) provocou um
grande impacto no uso da vitrificacdo, sendo até meados de 2010 a técnica mais
utilizada para embrides PIV de vérias espécies de mamiferos. Apesar de alguns autores
ndo encontrarem diferencas entre a vitrificagio em palheta de 0,25 mL e o
congelamento classico quanto & eclosdo pos-criopreservacdo em bovinos (Barcelo-
Fimbres e Seidel, 2007; Sanches et al., 2016), a maioria relata resultados melhores com
a vitrificagdo em embrides bovinos PIV (Block et al., 2009; Leme, 2008; Siqueira Filho
etal., 2011; Vajta et al., 1998).

Ja a vitrificacdo pelo método de Cryotop (Kuwayama et al., 2005b), tem
recebido especial atengdo em vérias espécies, mas principalmente em humanos. Esse

consiste de uma haste de polipropileno na qual os embrides sdo alocados junto a



volumes minimos de solucdo de crioprotetor. O método tem-se mostrado como melhor
alternativa para vitrificagdo de ovécitos (Cobo et al., 2008; Kuleshova e Lopata, 2002;
Kuwayama et al., 2005b; Morato et al., 2008; Spricigo et al., 2014; Zhou et al., 2010),
apesar dos baixos indices obtidos. Com relacdo a criopreservacdo de embrides, 0s
relatos comparando esse método com outros procedimentos tém tomado lugar nas
pesquisas, mas muitas vezes sao de dificil comparagdo. Inaba et al. (2011) compararam
embribes in vivo e PIV criopreservados com congelamento cléssico, vitrificagdo em
palheta e em vitrificacdo por Cryotop, e observaram que a taxa de ecloséo as 48 horas
foi maior na técnica Cryotop do que nos outros metodos. Entretanto, nem o método nem
o tipo de embrido afetou a taxa de prenhez. Resultados anteriores, comparando a técnica
de vitrificagdo por Cryotop ao congelamento classico. utilizou embrides em estagio de
blastocisto expandido (BX), mostrando taxas de eclosdo as 48 horas maiores em
embrides vitrificados do que nos submetidos ao congelamento classico (Didgenes et al.,
2012).

A comparagdo entre os métodos de congelamento cléssico e vitrificacdo
tem sido realizada principalmente em relacdo a morfologia, tais como numero de
células, re-expansdo e eclosdo. O grupo de Stinshoff et al. (2011) comparando a
vitrificagdo e a criopreservagdo lenta ndo encontraram diferencas entre estes métodos no
que se refere a re-expansdo, eclosdo e numero de células mortas. Entretanto, mostraram
claramente que a criopreservacdo em ambos os métodos afetou a qualidade dos
embrides em nivel molecular, causando alteracdes na expressao de alguns genes. Por
sua vez, a alteracdo foi menor nos embrides vitrificados do que nos submetidos ao

congelamento cléssico.

2.2.2. Estagio / Qualidade do embrido

Tem sido sugerido que a sensibilidade ao resfriamento depende do
estagio de desenvolvimento e das condi¢cdes de cultivo, bem como da presenca de
lipideos no estagio inicial de desenvolvimento. A criopreservagdo de embrides bovinos
nos primeiros estagios de desenvolvimento pré-implantacional (moérula inicial ou
compacta) mostram menor taxa de recuperacdo apos o descongelamento em relagdo aos
estagios mais adiantados, como blastocistos (Tominaga, 2004), diferentemente do que

acontece com embrides humanos (Kuleshova e Lopata, 2002).
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De acordo com Dinnyes et al. (2006), a sobrevivéncia de embrides
criopreservados ¢é fortemente correlacionada a idade, ao estagio de desenvolvimento e a
qualidade morfologica dos mesmos. Apesar disso, a predicdo para criotolerancia
baseada nessas carateristicas é instavel, pois muitos embrides classificados como bons
por técnicos experientes, seguindo critérios pré-estabelecidos para boa qualidade,
mostraram caracteristicas de estagios degenerativos sob microscopia eletrénica em 30%
dos casos (Aguilar et al., 2002).

N&o existe um consenso de qual o melhor estagio de desenvolvimento a
ser criopreservado (Saragusty e Arav, 2011). Entretanto, resultados tém mostrado que o
momento da primeira clivagem apds a inseminagdo tem maior potencial ao
desenvolvimento e influenciam a taxa de blastocistos, o nimero total de células e a
sobrevivéncia dos blastocistos bovinos submetidos a vitrificacdo (Carrocera et al., 2016;
Grisart et al., 1994; Holm et al., 1998; Van Soom et al., 1992). Soma-se a isso, diversos
estudos com embrides bovinos sugerem que 0s primeiros embrides a alcangar o estagio
de duas células e/ou os que atingem estagio mais avancado no mesmo dia de cultivo,
isto &, os que se desenvolvem mais rapido ou apresentam maior diametro sdo de melhor
qualidade e mais propensos a sobreviver a criopreservacdo (Carrocera et al., 2016;
George et al., 2008; Saha et al., 1996).

Quando blastocistos (BL) e BX de D6,5 e D7,5 foram cultivados na
presenca de soro fetal bovino (SFB) e/ou albumina sérica bovina livre de acidos graxos
(BSA-FAF) como suplementos proteicos na maturacao in vitro (MIV) e no cultivo in
vitro (C1V), foi observado que embrides BX mostraram melhores taxas de re-expansao
e eclosdo, comparados aos do estagio de BL, independente do tratamento utilizado
(Leme, 2008), quando vitrificados pelo método de OPS (do inglés, Open Pulled Straw).
Da mesma forma, outro grupo de pesquisa (Morato et al., 2010) avaliando a taxa de
eclosdo apds a vitrificacdo com Cryotop de embrides PIV de D7 e D8 nos estagios de
blastocisto inicial, expandido e eclodido, observaram que 0s mais avancados no
desenvolvimento tiveram melhor taxa de eclosdo em relagcdo aos menos desenvolvidos.
Outro estudo (Florentino et al., 2013) mostrou que embrides transferidos em D7, com
estdgio mais avancado de desenvolvimento (BX e Blastocisto em eclosdo [BE])
apresentaram maior indice de prenhez, quando comparados aos estagios embrionarios
iniciais. Além disso, BX transferidos em D6 apresentaram taxas de prenhez superiores
aos transferidos em D7, que por sua vez obtiveram taxas melhores aos BX transferidos

em D8 (Zucolloto et al., 2003). Esses resultados confirmam que a qualidade se refere
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ndo soO a aparéncia morfoldgica e ao estagio de desenvolvimento, mas também a idade

em que este atinge determinado estagio.

2.2.3. Sexo/ Qualidade do embrido

Embrides bovinos macho e fémea mostram diferencas contrastantes ndo
apenas no cromossomo complementar, mas também nas atividades transcricionais
(Bermejo-Alvarez et al., 2010a; Bermejo-Alvarez et al., 2010b; Peippo et al., 2001) e
epigenéticas (Bermejo-Alvarez et al., 2010a; Bermejo-Alvarez et al., 2008; Bermejo-
Alvarez et al., 2010b; Peippo et al., 2001). Alteracdes no ambiente de desenvolvimento
embrionario podem causar efeitos a longo prazo, que se estendem para a vida pés-natal
(Hansen et al., 2010). Os fatores que levam a predilecdo de um ou outro cromossomo de
origem masculina no momento da fecundacédo séo variados (Alomar et al., 2008; Avery
et al., 1992; Avery et al., 1991; Enright et al., 2000; Gutierrez-Adan et al., 1996;
Hansen et al., 2010; Lonergan et al., 1999; Parrish et al., 1995; Rizos et al., 2008a;
Thornhill e Burgoyne, 1993).

Dentre os fatores que tém sido relatados como influenciadores da
proporcdo macho:fémea em embrides bovinos, estdo o nivel de testosterona do fluido
folicular, tempo de inseminacdo, estagio de maturacdo do ovocito no momento da
inseminacdo. Cita-se ainda que no momento da ovulacdo, o0 ovOlcito ja esta
fisiologicamente suscetivel a receber o espermatozoide X ou Y (Hylan et al., 2009).
Alteracdes fisioldgicas que interferem na proporcéo entre géneros tém sido associadas a
diversos fatores ambientais e intrinsecos como o clima, praticas de reproducéo, saude
materna e historico reprodutivo, ou mesmo o0 sexo da prole anterior. Existem muitas
evidéncias de que hormdénios maternos tém papel importante no controle da razéo entre
sexo (Garcia-Herreros et al., 2010; Grant et al., 2008). O horménio mais
frequentemente relacionado na alteracdo deste balango € a testosterona, que em altas
concentracdes no fluido folicular tem sido correlacionada ao nascimento de machos em
ratos e ovinos. Sugere-se também que essa associacdo de género da prole com a
testosterona pode desencadear a dominancia materna ou o estresse do ambiente. Em
conjunto, estas observagdes sugerem que hormonios esteroides in vitro podem causar

impacto na razao entre sexos (Garcia-Herreros et al., 2010; Macaulay et al., 2013).
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Em bovinos, atribui-se a diferenca da razdo entre géneros dos embrides
PIV como uma das possiveis consequéncias dos sistemas utilizados (Tan et al., 2016;
Tarin et al.,, 2014), podendo ainda ser oriunda dos ovarios selecionados, devido
influéncia hormonal fisiolégica (Grant et al., 2008; Hylan et al., 2009; Macaulay et al.,
2013) para aspiracéo folicular e sele¢do ovocitaria.

Além disso, diversas considera¢des no planejamento experimental sdo
necessarias para averiguar quais alteracdes nos meios PIV irdo afetar essa proporgdo. A
utilizacdo de 6leo e materiais plasticos nos sistemas de PIVE devem também ser
levados em conta, visto que ambos atuam removendo alguma quantidade de hormonios
dos meios. A pureza dos suplementos é também um fator relevante, pois em geral os
regentes sollUveis em &gua sdo adicionados diretamente ao meio, mas substancias
hidrofobicas na maioria das vezes sdo dissolvidas em agentes organicos, como etanol e
dimetilsulfoxido (DMSO), para depois serem incorporados ao meio final. Agentes
orgdnicos j& demonstraram anteriormente exercer impactos negativos ao
desenvolvimento embrionario (Macaulay et al., 2013).

O sexo do embrido influencia a cinética do seu desenvolvimento (Alomar
et al., 2008; Avery et al., 1992; Avery et al., 1991; Kochhar et al., 2003), seu
metabolismo e a resisténcia a varias condicdes de estresse, sendo que embrides machos
sdo considerados mais resistentes que os embrides fémeas (Alomar et al., 2008; Ghys et
al., 2016; Rubessa et al., 2011; Tominaga, 2004). Em camundongos e bovinos,
embribes machos PIV tendem a se desenvolver mais rapido do que embrides fémeas
(Alomar et al., 2008; Kochhar et al., 2003; Peippo et al., 2001). O dimorfismo sexual na
transcricdo embrionéaria é afetado pelo metabolismo de carboidratos e aminoacidos,
sendo que embrides fémeas mostram metabolismo mais lento (Rubessa et al., 2011).

Como mencionado, as condi¢des de cultivo também podem influenciar o
desenvolvimento de embrides dependendo do seu género. Por exemplo, glicose pode
acelerar o desenvolvimento de embrides machos e retardar o de embriGes fémeas
(Bredbacka e Bredbacka, 1996; Peippo et al., 2001; Rubessa et al., 2011), enquanto que
condicBes de estresse estdo associadas a morte de mais embrides fémeas do que machos
(Ghys et al., 2016; King et al., 1992). Machado et al. (2012), que cultivaram embrifes
no sistema PHD (post hatching development) até D14, observaram que a porcentagem
de machos que cresceram no sistema foi maior (p < 0,001) no grupo de embrides
qualidade | (95%), mas similar em qualidade 2 (39%) e qualidade 3 (71%). EmbriGes

que ndo foram utilizados para essa finalidade, em D9 foram sexados e mostraram ser,
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em sua maioria, fémeas (60%). Porém para embrides in vivo, ndo observou-se diferenca
entre a propor¢do macho:fémea ou quanto ao tamanho desses embrides no D14
(Machado et al., 2013b).

Apesar de blastocistos macho e fémea possuirem o mesmo DNA
autossémico, a transcricdo ou traducdo especifica do género, acontecem. As diferencas
relacionadas ao sexo podem ser exacerbadas na PIV quando comparadas aos embrides
in vivo, uma vez que a inativagdo do cromossomo X parece ser prejudicada por alguma
condicdo presente quando in vitro (Bermejo-Alvarez et al., 2010a; Bermejo-Alvarez et
al., 2010b).

Em mamiferos, a expressdo de diversos genes, como o Xist de
camundongo, o0 G6PD, ZFX, HPRT e INF-t de bovino e Zfy e Sry de camundongo, é
diferente em cada sexo (Kobayashi et al., 2006). Avaliando o gene G6PD em embrides
bovinos, uma maior expressao foi encontrada em embrides fémeas de D15 (Machado et
al., 2013a); entretanto, Bermejo-Alvarez et al. (2010a), avaliando os mecanismos em
nivel transcricional ligados ao dimorfismo sexual através do perfil da expressdo génica
por microarranjo em embrides pré-implantacdo PIV, ndo encontraram diferencas entre a
expressao desses seis genes avaliados em blastocistos bovinos, machos e fémeas, in vivo
e in vitro, mostrando que as condicdes de cultivo oferecidas ndo alteraram o dimorfismo
sexual.

Porém, existem poucos relatos sobre analise global de expressao de genes
em embrides sexados, muito pelo fato da dificuldade técnica em sexar muitos
blastocistos de forma rapida e eficiente (Kobayashi et al., 2006). A maioria dos estudos
evidenciam poucos genes e em relagdo a avaliagdo do transcriptoma quanto a
determinacdo do sexo ainda sdo escassos, principalmente considerando-se a espécie

bovina.

2.3. Efeito do Touro na Producdo in vitro de embrides

Apesar da PIVE estar bem estabelecida e sendo rotineiramente utilizada,
existe uma grande variacdo com relacdo as taxas de clivagem e producdo de
blastocistos. Essas diferencas sdo determinadas por varios fatores decorrentes das etapas
que constituem o sistema, entre eles a variacdo individual entre reprodutores.

As diferencas existentes entre touros podem ocorrer, tanto na capacidade

fecundante como na competéncia de desenvolvimento embrionério (De Alencar Coelho
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et al.,, 1998), e ndo podem ser explicadas somente por analises de viabilidade ou
morfologia espermaéticas convencionais. Essas diferengas podem ser vislumbradas na
cinética de desenvolvimento (Ward et al., 2001), na taxa de fecundagdo (Ward et al.,
2003), na taxa de clivagem (Fernandes et al., 2008; Ward et al., 2003) e de blastocisto
(Fernandes et al., 2008; Ward et al., 2001; Zhang et al., 1997) e no desenvolvimento
pos-eclosdo (Carreira et al., 2012; Samardzija et al., 2006a).

O efeito individual do touro tem sido comprovado em diversos estudos
(An et al., 2017; Demyda-Peyras et al., 2015; Flowers, 2013; Palma, 2001; Parrish,
2014), sendo que os relatos de Palma (2001) mostraram uma variacao de producéo de
blastocistos de 10 a 57% quando compararam 40 e 60 touros, em dois experimentos.

Vaérios fatores podem ser responsaveis pela variacdo observada entre
touros na PIVE. Dentre eles, a concentracdo de heparina e a concentracdo de
espermatozoides na dose inseminante tém sido relatadas influenciando positiva ou
negativamente dependendo de cada reprodutor. O uso de sémen congelado, tdo comum
na PIV, apresenta esses dois pontos criticos de ajuste para maximizar os resultados de
fertilidade de um dado touro: ou altera-se a concentracdo de heparina e/ou a dose
inseminante, 0 necessario para melhorar a penetracdo espermatica e minimizar a
poliespermia (Parrish, 2014).

Considerando que a heparina induz a capacitagdo do espermatozoide
bovino (Parrish, 2014), e que a resposta a esse estimulo depende de receptores na
membrana plasmatica do espermatozoide, é esperado que haja uma variacdo entre
reprodutores de acordo com a concentracdo de heparina. De fato, Barcelo-Fimbres et al.
(2011) demonstraram que h& touros que tém 6timas taxas de producdo de blastocistos
com baixa concentracdo de heparina e diferentes concentracdes de espermatozoides na
dose inseminante. An et al. (2017), testaram diferentes concentracfes (0 a 100 pg/mL)
de heparina em sémen bovino sexado e ndo sexado para quatro touros, mostrando que
alguns animais responderam com melhores taxas de clivagem e blastocistos com doses
menores, outros com doses maiores e uns que ndo tiveram diferenca nas taxas
independentemente da concentragédo de heparina utilizada.

Com relacdo a concentracdo espermatica, Demyda-Peyras et al. (2015)
mostraram que concentracGes muito elevadas de espermatozoides na dose inseminante
(10 milhdes /mL), diminuiram a taxa de clivagem e também o nimero de embrides PIV
sem alteragBGes cromossémicas. Outro fator que mostra diferenca entre touros é o padrao

de congelamento para 0 sémen sexado, em que a concentracdo de espermatozoides por
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palheta congelada é bastante reduzida. Devido a isso, alguns autores atribuem a baixa
eficiéncia de sémen sexado ao processo de separagdo dos espermatozoides, por
citometria de fluxo. O processo alterou as caracteristicas morfolégicas das células, mas
ndo comprometeu a fecundacdo ou o desenvolvimento embrionario (Carvalho et al.,
2010). Xu et al. (2006) relatam que a citometria de fluxo afetou a FIV de
espermatozoides sexados para alguns dos touros testados, entretanto ndo foi um fator
significante para todos.

Mesmo quando algumas variaveis (como a concentracdo espermatica e
de heparina) sdo padronizadas, os problemas de morfologia podem aparecer por outros
motivos. Fernandes et al. (2008) fizeram uma relacdo entre as caracteristicas das células
espermaticas e a FIV de touros da raca Nelore, que tiveram degeneracdo testicular
induzida por insulacdo escrotal, um método classico para avaliar para o estudo da
variacdo da qualidade espermatica. As andlises foram realizadas 7, 14 e 21 dias apds o
procedimento. A incidéncia de defeitos de cabeca, vacuolos nucleares e anormalidade
de cromatina aumentaram nos touros dos grupos 14 e 21 dias ap6s a remocgdo do
adereco para induzir a insulacdo escrotal, e também houve diminuicdo das taxas de
clivagem e, principalmente, as taxas de producdo de embrifes nestes mesmos grupos,
comparadas aos tratamentos controle e o de 7 dias apds o término da insulacéo.

As caracteristicas como membrana plasmatica intacta, presenca de
proteinas na membrana, cromatina normal ou danificada medem o desempenho
relacionado a morfologia do espermatozoide. H& outros tracos, tais como ligacao
espermatica e fecundacdo in vitro, que aferem propriedades funcionais devido a
combinacdo de muitas caracteristicas individuais (Flowers, 2013).

Estas diferencas de origem paterna em resposta a inseminacdo
heterospérmica podem ser visualizadas como falhas de espermatozoides
competentemente férteis e apontam para o envolvimento de outros fatores que
interagem com o0s espermatozoides durante a fecundacdo. Um desses fatores é a
presenca de proteinas do plasma seminal (Flowers, 2013). As proteinas do plasma
seminal tém mostrado influenciar muitos processos importantes associados a
fecundacdo, incluindo a regulacdo da funcdo uterina apds a monta (Rozeboom et al.,
1998), ovulacdo (Waberski, 1997), capacitagdo no oviduto (Petrunkina et al., 2001) e
interacdes ovocito-espermatozoide (Caballero et al., 2008).

Acrescido a isto, sabe-se que outro fator que afeta a producdo de

blastocistos na PIV é o método de selecdo espermética (Abraham et al., 2016; Parrish,
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2014; Samardzija et al., 2006a), pois a preparacdo do sémen é capaz de aumentar
significativamente a sua qualidade em relacdo a motilidade progressiva e porcentagem
de espermatozoides morfologicamente normais (Samardzija et al., 2006a). A selegéo
morfologica, dependendo do método, pode eliminar a maioria dos defeitos de cauda e
de peca intermediaria (Abraham et al., 2016; Alomar et al., 2008; Avery e Greve, 1995;
Dode et al., 2002; Machado et al., 2009; Parrish, 2014; Parrish et al., 1995; Samardzija
et al., 2006a).

Diversos métodos estdo disponiveis para a sele¢do espermatica, incluindo
swim up, gradientes de densidade e lavado por centrifugacdo. Embora exista diferenca
entre esses métodos em relagdo as taxas de fecundacdo ou producdo de blastocistos,
gradientes de densidade (Percoll, PureSperm e BoviPure) sdo os mais utilizados na
PIVE de bovinos (Abraham et al., 2016; Avery e Greve, 1995; Machado et al., 2009;
Mendes et al., 2003; Parrish et al., 1995; Samardzija et al., 2006a). Apesar de
amplamente utilizado, o Percoll apresenta efeito toxico para as células, e por isso
alternativas como o BoviPure e 0 PureSperm, tém sido propostas como substitutos a ele
(Mendes et al., 2003; Samardzija et al., 2006a).

Em estudos pioneiros, Parrish et al. (1995) e Somfai et al. (2002) nédo
encontraram diferenca de caracteristica morfol6gicas entre os métodos swim up e
Percoll, embora concentracdo espermatica e motilidade inferiores tenham sido notadas
no método de swim up. Quanto as taxas de clivagem, Cesari et al. (2006) ndo
encontraram diferenca entre os protocolos, mas as taxas de blastocistos foram maiores
quando o Percoll foi utilizado. Quando confrontados os métodos de lavagem e Percoll,
Demyda-Peyras et al. (2015) obtiveram maiores taxas de clivagem embrionaria com o
Percoll. Mendes et al. (2003), corroboram com o0s achados de que os métodos de
selecdo espermatica por gradiente, produzem melhores taxas de clivagem e blastécitos.
Comparando-se os principais protocolos de selecdo por gradiente, ndo foi encontrado
diferenca entre os parametros de avaliacdo espermatica. Para Samardzija et al. (2006b),
as taxas de clivagem e blastocistos em D7 foi maior para o método BoviPure, mas o
namero de embrides eclodidos ndo diferiu entre os protocolos.

Independentemente do método utilizado, os melhores resultados de
fecundacéo sdo obtidos em periodos de co-incubacéo entre ovocitos e espermatozoides
diversos. Para bovinos, em condigdes in vitro, a penetracdo espermatica ocorre entre 5-
12 horas (Dode et al., 2002; Hyttel et al., 1988; Xu e Greve, 1988). Como mencionado

por Puglisi et al. (2004), as diferencas de velocidade da penetragdo espermatica estdo
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relacionadas a capacitacdo espermatica, reacdo acrossomal e ligacdo a zona pelucida.
Quanto a cinética de desenvolvimento, a comparacao entre os estudos em bovinos se
torna dificil devido ndo s a escassez de avaliagdes desse parametro, mas também aos
distintos métodos e sistemas adotados pelos diferentes autores. Entretanto, Alomar et al.
(2008) comparando 4 touros e observando o desenvolvimento embrionario com auxilio
do time-lapse, mostraram que ndo houve diferenca entre os touros no desenvolvimento
entre a clivagem e o estagio de blastocisto. Da mesma forma, Carvalho et al. (2010)
utilizando sémen sexado de 4 touros, e Barcelo-Fimbres e Seidel (2007), utilizando
meios enriquecidos para melhorar a qualidade do embrido, também ndo encontraram
diferenca entre touros na cinética de desenvolvimento embrionério.

Em relag&o a proporgdo de embriGes macho e fémea, pouco se sabe sobre
0 possivel impacto do touro na distribuicdo de sexo apés a FIV, mas existe um consenso
de que embriBes PIV sdo na sua maioria machos (Darwish et al., 2009; Lonergan et al.,
1999; Machado et al., 2012; Machado et al., 2009; Machado et al., 2013a; Xu et al.,
1992), e a diferenca se torna mais evidente a medida que o embrido cresce (Machado et
al., 2012; Machado et al., 2013b), quando avaliados em D14 e D15. Os fatores que
levam a predilecdo de um ou outro cromossomo de origem masculina no momento da
fecundacédo sdo variados (Alomar et al., 2008; Avery et al., 1992; Avery et al., 1991,
Burgoyne, 1993; Enright et al., 2000; Gutierrez-Adan et al., 1996; Hansen et al., 2010;
Lonergan et al., 1999; Machado et al., 2013a; Parrish et al., 1995; Rizos et al., 2008a).

O uso de espermatozoides que passaram por estresse térmico ou
radiacBes gama resultam claramente em menores taxas de blastocistos e maiores indices
de apoptose apés a FIV (Walters et al., 2005a; Walters et al., 2005b). O
desenvolvimento embrionario normal depende da manutencdo da populacdo de células
normais e saudaveis dentro de cada embrido. O efeito de espermatozoides normais
qualitativamente na apoptose embrionaria, bem como a funcéo exata desse mecanismo
no embrido permanece ndo elucidado completamente (Vandaele et al., 2006). No
desenvolvimento embrionario, essa influéncia ocorre antes da clivagem até o estagio de
2 células, anterior até mesmo da expressdo do genoma embrionario. (Walters et al.,
2005b).

Ao penetrar o0 ovocito, a cromatina espermatica é submetida a um
remodelamento extenso, resultando na reorganizacdo do genoma paterno dentro do pro-
nacleo masculino. Por isso, qualquer forma de anormalidade na cromatina espermatica

ou dano ao DNA pode resultar em infertilidade masculina ou levar a falha na
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concepcao, abortos, malformacGes e doencas geneticas (Evenson, 1999; Sakkas et al.,
1999; Walters et al., 2005a). A integridade do DNA é essencial para a transmissdo
acurada da informacdo genética, sendo que as causas de danos ao DNA espermatico séo
variadas, como apoptose, metabolismo celular alterado e estresse oxidativo (Fernandez-
Gonzalez et al., 2008; Walters et al., 2005b), fragmentacdo do DNA, compactacédo
anormal da cromatina e defeitos epigenéticos (Tavalaee et al., 2009). Em mamiferos, a
metilacdo correta do DNA para reprogramacdo e manutencdo do imprinting gendmico
durante a gametogénese sdo essenciais para 0 desenvolvimento embrionario (Newell-
Price et al., 2000). Estudos em humanos e animais sugerem que mecanismos
epigenéticos podem servir na transmissdo de caracteristicas fenotipicas induzidas pelo
ambiente de pais para os descendentes. Tais caracteristicas tém sido associadas com
expressao de genes alterada na primeira, segunda e terceira geracdo (Siklenka et al.,
2015).

Uma das causas de perda embrionaria por efeito do touro é a indugéo de
anormalidades cromossomicas devido a espermatozoides defeituosos. Dessa forma,
touros com cromatina normal, estavel tém maior probabilidade de gerar descendentes do
que touros com esse déficit (Walters et al., 2005b). E importante ressaltar que mesmo
quando um espermatozoide com algum dano de DNA ¢ utilizado, a descondensa¢édo
nuclear, a formacdo de pré-nacleos e inclusive, o desenvolvimento embrionario
normalmente podem ocorrer. De fato, relatos utilizando camundongos como modelo,
indicaram que a célula espermatica com DNA danificado pode fecundar um ovdcito e
produzir embribes de boa qualidade no periodo inicial, pois o ovécito tem capacidade de
reparar parte dos danos, desde que a populacdo de espermatozoides com DNA
prejudicado ndo ultrapasse 8% (Ahmadi e Ng, 1999). Em bovinos, déficit na
compactacdo da cromatina parecem estar associados ao aumento da dimensao da cabeca
do espermatozoide, e quando presente até 16% numa amostra, essa menor compactacdo
ndo afetou embriGes PIV (Kipper et al., 2017). No entanto, a medida que os danos ao
DNA aumentam, o sucesso de desenvolvimento e/ou levar uma prenhez a termo
diminui. Uma alternativa interessante para evitar o efeito do touro, seria 0 uso de pools
de sémen de varios touros, ao invés de apenas um (Ahmadi e Ng, 1999; Kipper et al.,
2017).

A transmissdo materna e paterna de tais efeitos tem sido relatada como
alteradores da metilagdo do DNA em células germinativas. No espermatozoide, a

metilacio do DNA em promotores de genes em que elementos repetitivos sdo
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frequentemente metilados é incomum. A maioria dos estudos relatam apenas alteragdes
minimas na metilacdo de DNA em espermatozoides em regides enriquecidas com CpG
que tem sido associada com a transmissao de caracteristicas induzidas ambientalmente.
A heranca epigenética paterna transgeracional pode, no entanto, envolver alteracées no
padrdo de histonas, RNA e /ou outros componentes espermaticos. A funcéo das histonas
espermaticas e suas alteracdes no desenvolvimento embrionario e heranga epigenética
sdo desconhecidas (Siklenka et al., 2015). Poucos sdo os estudos que avaliam as
alteracdes no padrdo de metilacdo das células espermaticas devido a fatores ambientais
e seus efeitos na producao de embrides. Carvalho et al. (2012) avaliaram a metilacdo do
DNA dos genes imprinted IGF2 e IGF2R de espermatozoides submetidos ao processo
de sexagem e ndo encontraram diferenca para a producdo de blastocistos em D7
(Carvalho et al., 2010). Esses autores assumiram que 0 estresse causado pelo processo
de sexagem das células espermaéticas ndo afetou o desenvolvimento embrionario até o
estagio de blastocisto, mas ndo descartaram a possibilidade de que esse estresse poderia
causar danos tardios no embrido, como apds a implantacéo.

Alguns estudos tém mostrado que defeitos moleculares correlacionados
com a falha na fecundacdo podem ocorrer em espermatozoides morfologicamente
normais. Atualmente sabe-se que espermatozoides provém proteinas e RNAs que sdo
essenciais para o desenvolvimento subsequente. Os microRNAs (miRNAS) s&o uma
classe nova de reguladores pés-transcricionais. Estes RNAs ndo codificam proteinas,
entretanto funcionam como moduladores da expressdo génica (Yadav e Kotaja, 2014).
Suas funcbes conhecidas, e estabilidade intrinseca fazem deles fortes candidatos para a
regulacdo da expressdo de genes em gametas e embrides (Tscherner et al., 2014).

Muitas evidéncias tém mostrado que eles sdo expressos de uma forma
especifica para a célula ou o estagio durante a espermatogénese. Determinados miRNAS
tém sido identificados como mediadores da diferenciacdo de espermatogdnias, embora
poucos trabalhos relatam as fun¢des dos microRNAs na espermatogénese e fertilidade
(Chen et al., 2017). Em mamiferos, os espermatozoides transmitem RNA mensageiro
com funcbes desconhecidas durante a fecundagéo. Apesar disso implicar em heranca
epigenética, seu desempenho na fecundagéo e/ou desenvolvimento embrionario ainda é
desconhecido (Liu et al., 2012).

Alguns miRNAs especificos tém sido explorados como potenciais
biomarcadores para infertilidade do macho (Yadav e Kotaja, 2014). Outros levam a uma

alteracdo na progressdo meidtica, ao aumento significativo da apoptose em
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espermatocitos, um namero reduzido de espermatides ovais e defeitos morfoldgicos em
espermatozoides (Chen et al., 2017). Os perfis dos pequenos RNAs de espermatozoides
podem representar um parametro Gtil que é correlacionado com a fertilidade do macho,
de modo que o status de alta ou baixa fertilidade de touros tém mostrado diferentes
assinaturas de miRNAs (Tscherner et al., 2014).

A maioria dos miRNAs desaparecem durante a espermiogénese. O
miRNA-34 esta presente no espermatozoide e em zigotos de camundongos, mas ndo em
ovocitos e embrides nos estagios apos uma célula (Liu et al., 2012). Em bovinos, todos
os membros da familia miRNA-34 estdo presentes no espermatozoide, enquanto
somente 0 MiRNA-34a e -34c sdo encontrados em ovocitos e embrides com duas
células. O miRNA-34c mostrou variacdo entre diferentes touros e esta bastante expresso
durante a maturacdo ovocitaria e no embrido. O transcrito primario do miRNA-34b/c,
bicistron, é abundante em tecidos testiculares e ovarianos, mas indetectavel em ovocitos
e espermatozoide maturo (Tscherner et al., 2014).

Sobre a fecundacdo, em camundongos, 0 miRNA-34c €é transmitido do
espermatozoide para 0 zigoto, e reduz a expressdo de Bcl-2 e p27, permitindo a entrada
na fase S e primeira divisdo da clivagem. Estes autores identificaram 16 miRNAs
zigbticos que sugerem ser importantes para o desenvolvimento embrionario inicial,
devido a um teste em que a inser¢do de um inibidor de miRNA-34c no zigoto blogueou
a sintese de DNA e suprimiu a primeira divisdo da clivagem, sugerindo que este
miRNA é necessario para o inicio da clivagem (Liu et al., 2012).

As anotacdes dos miRNAs e a elucidacdo dos mecanismos que 0s
regulam irdo esclarecer as causas de esterilidade e infertilidade masculina, juntamente

com as principais funcbes na espermatogénese e fertilidade (Chen et al., 2017).
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RESUMO

O presente estudo analisou as mudancas na expressao de genes induzidas
pela técnica de vitrificagdo por Cryotop em blastocistos bovinos, usando laminas de
microarranjo Agilent EmbryoGENE. Embrides produzidos in vitro foram vitrificados e
comparados com embrides ndo vitrificados (controle). Apos a vitrificacdo, os embrides
foram desvitrificados e cultivados por 4 horas adicionais. EmbriBes sobreviventes foram
utilizados para analise de microarranjo e quantificacdo em reacdo de cadeia polimerase
(QPCR). As taxas de sobrevivéncia foram maiores (P<0,05) nos embrides do grupo
controle (100%) do que nos embrides vitrificados (87%). A analise de expressao global
de genes mostrou que apenas 43 dos 21.139 genes foram diferentemente expressos para
0s embrides vitrificados comparados aos embrides controle, com um fold change muito
pequeno (P<0,05). Dos 10 genes que foram avaliados pela qPCR, apenas o gene FOS-
like antigen 1 (FOSL1) mostrou expressédo diferencial (P<0,05) em ambos os métodos
do microarranjo e reacdo em qPCR, e foi super-expresso em embrides vitrificados. A
maior consequéncia da vitrificagdo parece ser a ativagdo da via de apoptose em algumas
células. De fato, 0 FOSL1 faz parte do complexo do fator de transcricdo da AP-1 e esta
relacionado com diversos processos celulares, incluindo a proliferacdo, diferenciacéo e
apoptose. Assim, estes resultados sugerem que um aumento limitado da taxa de

apoptose foi a Unica resposta detectavel dos embrides ao estresse da vitrificagéo.

Palavras-chave: Cryotop, Vitrificagdo, Bovino, Embrido, Transcriptoma, Expressao

Génica, Microarranjo.
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ABSTRACT

The present study analyzed the changes in gene expression induced by
Cryotop vitrification technique in bovine blastocysts stage embryos, using Agilent
EmbryoGENE microarray slides. Bovine in vitro-produced embryos were vitrified and
compared with nonvitrified (control) embryos. After vitrification, embryos were
warmed and cultured for an additional 4 hours. Survived embryos were used for
microarray analysis and quantitative polymerase chain reaction (QPCR) quantification.
Survival rates were higher (P<0.05) in the control embryos (100%) than in the vitrified
embryos (87%). Global gene expression analysis revealed that only 43 out of 21,139
genes exhibited significantly altered expression in the vitrified embryos compared to the
control embryos, with a very limited fold change (P<0.05). A total of 10 genes were
assessed by gPCR. Only the FOS-like antigen 1 (FOSL1) gene presented differential
expression (P<0.05) according to both the array and gPCR methods, and it was over-
expressed in vitrified embryos. Although, the major consequence of vitrification seems
to be the activation of the apoptosis pathway in some cells. Indeed, FOSL1 is part of the
AP-1 transcription factor complex and is implicated in a variety of cellular processes,
including proliferation, differentiation and apoptosis. Therefore, our results suggest that
a limited increase in the rate of apoptosis was the only detectable response of the

embryos to vitrification stress.

Key words: Cryotop, Vitrification, Cattle, Embryo, Transcriptome, Gene Expression,

Microarray.
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, um progresso significativo tem sido feito para
melhoria dos sistemas de producdo in vitro (PIV). Entretanto, embrides PIV ainda sado
mais sensiveis a criopreservacdo do que os embriGes produzidos in vivo (Aksu et al.,
2012; Sudano et al., 2014a). Este problema permanece sendo o fator limitante para o
amplo uso da tecnologia PIV na industria pecuaria (Bruyere et al., 2012; Sudano et al.,
2014b).

Melhorar a capacidade do sucesso de embribes criopreservados antes de
transferi-los a uma receptora é crucial para solver problemas de logistica associados a
transferéncia de embrides frescos (Aksu et al., 2012), especialmente em programas de
producdo de embriBes em larga escala comercial, em que a disponibilidade e o manejo
de receptoras pode ser desafiador.

Atualmente, dois métodos de criopreservacdo estdo sendo empregados
para a preservacdo de embrides — o congelamento lento e a vitrificagdo. O congelamento
lento vem sendo gradualmente substituido pela vitrificacdo para evitar os efeitos de
injaria no resfriamento e formacdo de cristais de gelo, reduzindo assim danos nas
membrana e organelas (Vajta e Nagy, 2006).

Entretanto, devido a alta concentracdo de agentes crioprotetores na
solucéo de vitrificagdo, embrides vitrificados sdo expostos a alto nivel de estresse toxico
(Vajta et al., 1998). Para superar este problema, diversas modificacbes do método de
vitrificacdo usando diferentes dispositivos tem sido empregado para reduzir o volume
da solucdo e aumentar as taxas de resfriamento (Kuwayama et al., 2005a; Lane et al.,
1999; Martino et al., 1996; Papis et al., 2000; Vajta et al., 1998). Dessa forma, o

desenvolvimento do sistema Cryotop (Kuwayama et al., 2005b) marcou um importante
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avanco na vitrificagdo. Este método, que é considerado um procedimento de
resfriamento de minimo volume, consiste em colocar os embrides na superficie de uma
haste de polipropileno muito fina usando um volume muito pequeno (<0,01 pL) de
solucdo de vitrificacdo e imediatamente serem colocados em nitrogénio liquido. A
quantidade reduzida do meio de vitrificagdo ao redor dos embrides permite que eles
passem rapidamente através da zona critica de temperatura na presenca do agente
crioprotetor. Estas mudancas sdo os principais fatores responsaveis pelos melhores
resultados obtidos dentro deste contexto para diversas espécies. De fato, € o método
mais utilizado no presente para criopreservacdo de ovécitos e embribes humanos na
rotina diaria (Cobo et al., 2010; Parmegiani et al., 2011; Rienzi et al., 2010; Sole et al.,
2013).

Esta claro que qualquer méetodo de criopreservacdo pode afetar o perfil
molecular de diferentes espécies, e ha evidéncias de que a vitrificacdo cause menos
danos do que outros métodos (Barcelo-Fimbres e Seidel, 2007; Gupta et al., 2010; Inaba
et al., 2011; Kim et al., 2012; Kuwayama, 2007; Larman et al., 2011; Martino et al.,
1996; Nicacio et al., 2012; Park et al., 1999; Stinshoff et al., 2011; Vajta et al., 1998;
Vajta e Kuwayama, 2006). Portanto, pode-se assumir que diferentes métodos de
vitrificacdo que respondem diferentemente a preservacdo, podem ter impacto distintos a
nivel molecular.

Avaliacdo dos niveis de transcritos de genes especificos que podem ser
afetados pela criopreservacdo prové informacBGes importantes, mas limitadas com
relagdo as alteracBes no perfil molecular. Todavia, para avaliar melhor a resposta
embrionaria ao estresse da criopreservagdo, pesquisas com métodos de alto rendimento
como o microarranjo e o sequenciamento de RNA (RNA-Seq) sdo necessarios
(Cagnone e Sirard, 2014; Malone e Oliver, 2011).

Algumas publicagfes investigaram o efeito da criopreservacdo em
embrides bovinos PIV usando estas técnicas de alto rendimento (Chitwood et al., 2013;
Gad et al., 2012a; Gad et al., 2012b; Larman et al., 2011; Mamo et al., 2011). Aksu et
al. (2012) compararam a expressao global de genes de embrides bovinos PIV frescos e
vitrificados usando a palheta francesa de 0,25 mL, encontrando uma diferenga marcante
na expressdo de genes devido a vitrificacdo. Também, Sudano et al. (2014a) fizeram um
estudo comparando embrifes PIV Bos indicus e Bos taurus, usando a técnica de
vitrificacdo em dois passos, relatando que os transcriptomas de ambas as subespécies

foram significantemente afetados pela vitrificagdo. Em contraste, em coelhos, nenhuma
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diferenca na expressdo de genes foi detectada entre embrides congelados e vitrificados
(estdgio de mdrula), mas a vitrificagdo resultou em maior implantacéo e nascimentos do
que o congelamento lento (Saenz-De-Juano et al., 2014). Contudo, poucos estudos tém
relatado o padrdo de expressdo global de genes em blastocistos (BL) usando uma
técnica de volume reduzido (Cryoloop) (Larman et al., 2011).

Assim sendo, efeitos potencias do uso de uma técnica de volume minimo
em embrides bovinos no perfil transcricional ndo foram avaliados. Desse modo, 0
objetivo desse trabalho foi investigar o efeito da vitrificacdo por Cryotop na expressdo

de genes em embrides bovinos através da analise por microarranjo e gPCR.
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2 MATERIAIS E METODOS

A menos que seja indicado, os reagentes utilizados foram comprados da
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). As hastes do método Cryotop foram compradas
da Vitringa (Maringa, PR, Brasil).

2.1. Local dos experimentos

Os experimentos relativos a PIV de embribes, criopreservacdo e
quantificacdo de genes por qPCR foram realizados nos laboratérios da EMBRAPA
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, Brasil. O microarranjo foi realizado
na Université Laval, Quebec, Canada.

2.2. Producao in vitro de embrides bovinos

Os embribes foram produzidos a partir de ovdcitos oriundos de ovarios
de abatedouro, transportados ao laboratério em solucdo salina (NaCl, 0,9%),
suplementada com amicacina (0,075 mg/mL) a 35 - 38 °C. Foram aspirados foliculos de
tamanho entre 3 e 8 milimetros com o auxilio de seringa e agulha hipodérmica. Apenas
complexos cumulus-ovécitos (COCs) com homogeneidade do citoplasma e pelo menos
trés camadas com integridade das células dos cumulus, foram utilizados. Apos a
selecdo, os ovocitos foram lavados e transferidos para gotas de 200 pL do meio de
maturagdo, sob dleo de silicone. Os COCs foram incubados por 22 a 24 horas a 38,8 °C

com atmosfera de 5% de CO.. O meio de maturacgao consistia de TCM 199 com sais de



41

Earl’s (Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino SFB (Gibco®), 12 UI/mL
de hormdnio luteinizante (LH), 0,01 Ul/mL de horménio foliculo estimulante (FSH),
0,1 mg/mL de L-glutamina, 0,1 pg/mL de cisteamina, e 0,0755 mg/mL de sulfato de
amicacina. Os ovdcitos maturados foram transferidos entdo para gotas de 200 pL de
meios de fecundacdo, que consistia do meio Tyrode’s albumina lactato piruvato (TALP
- (Parrish et al., 1995), suplementado com 2 mM de penicilamina, 1 mM de hipotaurina,
250 mM de epinefrina e 10 pg/mL de heparina. Doses de sémen congelado de um touro
Bos indicus, previamente testado e selecionado foi utilizado na concentracao final de 1 x
10° espermetozoides /mL. Os espermatozoides moéveis foram obtidos através da técnica
de gradiente (90%:45%) de Percoll (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) em
microtubos (Machado et al., 2009). Ovocitos maturados e espermatozoides
permaneceram co-incubados por 18 horas a 38,8 °C com atmosfera de 5% de COy,
sendo o dia da inseminacdo considerado do dia 0. Apds a co-incubacdo, 0s possiveis
zigotos foram transferidos entdo para gotas de 200 pL o meio de cultivo embrionério
Fluido Sintético de Oviduto (SOF) (Holm et al., 1999), suplementado com aminoacidos
esséncias e ndo essenciais 0,34 mM de sodium tri citrato, 2,77 mM de myo-inositol e
5% SFB (Gibco®) e mantidos em cultivo a 38,8 °C com atmosfera de 5% de CO,. Entre
D6 e D6,5 (144 a 156 horas pi), BL foram classificados (grau I) de acordo com critérios
estabelecidos pela International Embryo Transfer Society (IETS) e distribuidos

igualmente em dois grupos: Controle (C) e Vitrificados (V).

2.3. Vitrificagao dos embrides

A vitrificacdo dos embribes foi realizada como descrito previamente
(Kuwayama, 2007; Kuwayama et al., 2005b), com pequenas modificacdes. Uma
solugdo de manutencdo (SM), foi utilizada para manipulagdo dos embries durante a
vitrificacdo e desvitrificacdo, composta de TCM-199 com HEPES (GIBCO®/Life
Technologies) suplementado com 20% SFB. Os embrides foram submetidos a 3 banhos
sequenciais em solucdo de equilibrio (SV1), constituida de SM acrescido de 7,5%
etileno glicol (EG) e 7,5% de dimetil-sulféxido (DMSQO), permanecendo em cada gota
(banho) por 3 minutos; o tempo total de exposicdo a SV1 ficou entre 9 e 15 minutos.
Apos o equilibrio os embrides foram transferidos para a solucéo de vitrificagdo (SV2),

composta por SM suplementado com 15% EG, 15% DMSO e 0,5 M de sacarose; nesta
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solucé@o os embrides passaram por 4 banhos sequenciais, em um tempo total de 45 - 60
segundos. As estruturas foram entdo colocadas nas hastes Cryotop de vitrificagdo com
auxilio de uma micro-pipeta de vidro com didmetro aproximado de 150 pm.
Imediatamente ap6s a deposicdo das estruturas nas hastes, o excesso de solucdo foi
retirado, deixando somente uma fina camada (aproximadamente 0,1ul) sobre as
estruturas. Entdo, a haste foi mergulhada diretamente, em posicdo vertical, no nitrogénio
liquido (N2L). Os embriGes do grupo V, permaneceram pelo menos 30 minutos em NoL,
antes do procedimento de desvitrificacdo. Para a desvitrificacdo, a haste foi retirada do
N2L com o auxilio de uma pinca e a extremidade contendo os embrides era mergulhada
na solucdo de desvitrificacdo 1 (DV1), composta por SM adicionado de 1 M de
sacarose, pré-aquecida a 37 °C. Os embriGes permaneceram na DV1 por 1 minuto, e
posteriormente foram transferidos para uma solucdo menos concentrada (DV 2)
composta por SM acrescido de 0,5 M de sacarose, durante 3 minutos. Finalmente, foram
lavados em 2 gotas de SM, permanecendo 5 minutos em cada. Os embriGes foram
recolocados em meio SOF, permanecendo por 4 horas adicionais na incubadora.
Embrides do grupo C foram mantidos na bancada em SM, a 37 °C,
enguanto o grupo V foi submetido ao processo de vitrificacdo/desvitrificacdo. Ao final
do periodo adicional de cultivo, os embrifes foram avaliados quanto a re-expansao e
aqueles considerados com aspecto morfoldgico normal, foram colocados em RNA later

e armazenados a -20 °C até a extracdo de RNA.

2.4. Determinacdo de genes diferencialmente expressos por microarranjo

Quatro réplicas do C e V foram realizadas, com 10 blastocistos cada. O
RNA total de cada réplica foi extraido e purificado usando o Kit PicoPure RNA
Isolation (Life Technologies), incluindo a digestdo com DNase | na purificagdo com
coluna (Qiagen). A qualidade e concentracdo do RNA extraido foram analisadas com
um Bioanalyser (Agilent). Todas as amostras tinham boa qualidade, com numero de
integridade de RNA >8,5.

Para o microarranjo, o RNA purificado foi amplificado (aRNA) por
transcrigdo in vitro com T7 RNA, usando o Kit de amplificagdo RiboAmp HS Plus
RNA (Life Technologies) e marcados com Cy3 e Cy5 usando o Kit ULS Fluorescent
Labeling de arranjos da Agilent (Kreatech). O aRNA marcado (825 ng / réplica) foi

hibridizado em laminas de microarranjo da EmbryoGENE fabricadas pela Agilent
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(GEO #GPL13226), em um delineamento de alternancia de corantes, usando o Kit Gene
Expression Hybridization (Agilent). Ap6s 17 horas de hibridizacdo a 65° C, as laminas
de microarranjo foram lavadas por 3 minutos em solucdo Expression Wash Buffer |
(temperatura ambiente), 3 minutos em solugdo Expression Wash Buffer 11 (42 °C), 10
segundos em acetonitrilo 100% (temperatura ambiente) e 30 segundos em Solucdo de
Estabilizacdo e Secagem (temperatura ambiente) (Agilent). As laminas foram lidas com
0 auxilio do PowerScanner (Tecan) e a leitura dos dados foi feita no programa Array-
pro 6.3 (MediaCybernetics). Arquivos maiores foram analisados com o FlexArray, que
é um programa de analise estatistica de dados para expressdo de genes em microarranjo

(Genome Quebec, Montreal, Canada; http://genomequebec.mcqill.ca/FlexArray) -

(Makarenkov et al., 2007; Miron et al., 2006). Os dados de intensidade de fluorescéncia
foram corrigidos pela subtracdo simples do background, normalizado dentro do arranjo
usando o Loess e entre cada arranjo usando o Quantile. Comparacdes estatisticas entre o
grupo C e o grupo V foram realizadas com o programa Limma, que atribui a cada sonda
a probabilidade da diferenca do fold-change entre V e C. Foram consideradas

diferencialmente expressas as sondas com o fold-change > 1,5 e o valor de P < 0,05.

2.5. Analise Funcional da expresséo diferencial de genes

O programa Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Ingenuity Systems;

http://www.ingenuity.com) foi utilizado para identificar as fungdes dos transcritos

diferencialmente expressos e estabelecer interacfes entre os genes diferencialmente
expressos (DEGs) dentro da base de dados, com outras moléculas da base de dados do
IPA, para esclarecer o que esta direcionando sua transcricdo. Além do mais, o IPA for
usado também para gerar vias candnicas e as vias de interacGes dos genes (networks)
que s&o enriquecidos significantemente com os DEGs identificados entre embrides V e
C.

2.6. Validagcdo dos resultados do microarranjo pela PCR em Tempo Real
(qPCR)

Nove genes (FOS-like antigen 1 — FOSL1, Heat shock 70kDa protein 5 —

HSPA5, Heat shock 27kDa protein 1 — HSPB1, Keratin 8 — KRT8, Thioredoxin

interacting protein — TXNIP, CD38 molecule — CD38, Solute carrier family 1 member 4


http://genomequebec.mcgill.ca/FlexArray
http://www.ingenuity.com/
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— SLC1A4, Pregnancy-associated glycoprotein 2 — PAG2, DNA mismatch repair protein
MSH, mutS homolog 6 — MSH6) dos 43 DEGs foram selecionados de acordo com sua
fungéo para serem avaliados pela gPCR. A gPCR for realizado em um 7500 Fast Real
Time PCR System (Applied Biosystem, Foster City, Califérnia, USA) usando réplicas
bioldgicas independentes. Os embrides para quantificacdo dos genes foram produzidos
com a mesma metodologia descrita anteriormente, coletando amostras para formar 4
pools de 30 embrides para cada tratamento. O RNA total foi isolado usando o Kit
RNeasy Plus Micro (Quiagen® Hilden, Germany), de acordo com instrucdes do
fabricante (com pequenas modificacdes). O volume total de RNA das amostras foi
incubado diretamente com 1 U DNase | (Invitrogen®/Life Technologies, New York,
USA) a 37 °C por 30 minutos. A sintese de cDNA foi realizada usando SuperScriptli|
(200 U / pL, Invitrogen®) e primer (do inglés, oligonucleotideo iniciador) Oligo-dT (0,5
ug / pL, Invitrogen®) em um volume final de 28 pL. As reacdes foram realizadas a 65
°C por 5 minutos e 42 °C por 60 minutos, seguido pela inativacdo da enzima a 70 °C
por 15 minutos.

A anélise da qPCR foi realizada usando Fast Sybr Green Master Mix
(Applied Biosystems). As reacdes foram otimizadas para promover eficiéncia de
amplificacdo méxima para cada gene (90 — 100%) por célculos usando as curvas
padrdes relativas no programa 7500 2.0.3 (Applied Biosystems). Cada amostra foi
analisada em triplicata e a especificidade de cada produto de PCR foi determinada pela
analise da curva de melting e tamanho do amplicon (do inglés, fragmento amplificado)
em gel de agarose. As reagdes foram realizadas em um volume final de 25 pL usando
cDNA correspondente a 0,8 embrido. As condigdes dos ciclos do PCR foram 95 °C por
5 minutos, seguido de 50 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos e entdo
anelamento a 60 °C por 1 minuto. O nome, a sequéncia e concentracdo do primer,
tamanho do amplicon e temperatura de anelamento de cada gene estdo listadas na
Tabela 2.1.

O nivel de expressao dos trés genes constitutivos, Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), B-Actin (ACTB) e Peptidylprolyl isomerase A
(PPIA) foram submetidos ao programa de analise GeNorm (Vandesompele et al., 2002),
que indicou 0 GAPDH como o gene mais estavel. Este gene foi usado como referéncia
para normalizacdo dos dados. A expresséo relativa de cada gene foi calculada usando o

método de AACt com corregdo da eficiéncia pelo método Pfaffl (2001).
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Tabela 2.1: Informacdes sobre os primers especificos usados para analise da
amplificacdo dos fragmentos dos genes pela gPCR.

Tamanho  Concentracéo GeneBank
Genes Sequéncias de Primer Amplicon Primer NUm. Accesso
(pb) (nM) [referéncia
GAPDH | S0 CTEAAC CAC BAS MO TATAA 11 300 NM_001034034.2
sLciag | Qe Tel 007 TACCOS CAT RS 116 300 NM_001081577.1
o0 DETIEASEMNEI o xm wwswen
o OpESMEECCTOTIE o o s
HSPAS - o O T A S 119 300 NM_001075148.1
HSPBL %TG?AGCA/:\CGTGCAAQSACQS N I;CAC 180 300 NM_001025569.1
PAG2 ?’.?‘é gég éé?ig:fg:ﬁ%p‘ G 208 200 NM_176614
TXNIP A AT A 181 250 NM_001101875.2
FOSLL L o o T A s e oA e 200 300 NM_001205985.1
MsHe F-CCCAGGTCC TTA AAG GTATG 186 300 NM_001192737.1

:GGA CCATGT CAG AAT CCA AG

F: primer forward; R: primer reverse

2.7. Analise Estatistica

A comparacdo das taxas de blastocistos, sobrevivéncia e expansao apés 4

horas da desvitrificagdo foi realizada pelo teste Chi-quadrado. Os dados comparando

expressao de genes foram analisados pelo Test t ou teste de Mann-Whitney para dados

com ou sem distribuicdo normal, respectivamente. Todas as analises estatisticas foram

realizadas usando o Programa Prophet, versdo 5.0; 1997, considerando valor de p <

0,05.
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3. RESULTADOS

Durante 0 experimento, a taxa média de clivagem foi 78% e de BL foi
39,5% na avaliacdo em D6, apds a inseminacdo. Dos BLs avaliados entre 144 — 156
horas pds-inseminacdo, 66% encontravam-se neste estagio preferido para vitrificacdo. A
taxa de sobrevivéncia foi avaliada dentro de 4 horas ap0s a vitrificacdo/desvitrificacéo e
foi baseada na avaliacdo morfologica. Os embrides que re-expandiram e/ou evoluiram
para o estagio de blastocisto expandido (BX) foram considerados vivos. O grupo V
mostrou uma taxa de sobrevivéncia inferior comparado ao grupo C (Tabela 2.2). Além
disso, a porcentagem de embriGes que evoluiram para o estagio de BX, foi maior no

grupo C em relacéo ao V (p < 0,05).

Tabela 2.2: Taxas de sobrevivéncia e re-expansdo/progressdo de blastocistos (BL)
vitrificados e ndo vitrificados (Controle), pelo método Cryotop avaliadas as 4 horas de
cultivo apds a desvitrificagdo.

Total N Re-expanséo Evolugdo Taxa
Tratamento
(BL) em BL (%0) para BX* (%)  Sobrevivéncia (%)
CONTROLE 91 50 (54.9) @ 41 (45.0)2 1002
VITRIFICADO 109 64 (58.7) @ 31(28.4)° g7°P

ab Diferem estatisticamente entre tratamentos (P < 0.05).
* BX: Blastocisto Expandido
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3.1. Andlise do Transcriptoma em larga escala

Analises de microarranjo foram realizadas para comparar o perfil da
expressao génica de BLs PIV, C e V. Do total de 38.519 transcritos inclusos na lamina
de microarranjo, 130 foram diferencialmente expressos, quando se usou valores de corte
para > 1,5 e < 0,05 de fold change e valor de p, respectivamente. Aplicando-se a False
Discovery Rate (FDR), que é uma abordagem mais restringente, o nimero de DEGs
reduziu para apenas 43, sendo 18 upregulated (mais expressos) e 25 downregulated
(menos expressos) para o grupo V. A Figura 2.1 mostra a distribuicdo e a localizagdo
dos DEGs que tiveram fungdes avaliadas; a significAncia € maior considerando a
distancia de —log10 (valor de p ajustado) quanto mais aumenta o valor de p e/ou valor

Log2 (fold change) se afastando de zero.

Volcano plot of adjusted p-values of Blast_Vitrified - Blast_ctr
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Figura 2.1: Grafico de Volcano mostrando as mudancas significativas na expressdo de genes
entre embriBes Vitrificados e Controle. Os 43 genes diferencialmente expressos estdo
representados pelos pontos em vermelho mais intenso.

3.2. Caracterizacéo Funcional

As caracteristicas funcionais de cada transcrito diferencialmente expresso
foram analisadas pelo programa IPA. As analises indicaram as principais funcdes
moleculares e celulares relacionadas as listas dos DEGs, as quais estdo envolvidos no
metabolismo de carboidratos, drogas e lipideos, alem da producdo de energia e

bioquimica de pequenas moléculas.

O IPA foi usado também para estabelecer as interaces entre os DEGs

dentro dos dados e com outras moléculas na base de dados do programa. As vias
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moleculares mais importantes geradas pelo programa estdo associadas ao
desenvolvimento e fungdo do sistema nervoso, cancer e morfologia dos 6rgéos, também
com metabolismo de carboidratos, drogas e lipideos, além da producg&o de energia; ciclo
celular, replicacdo e reparo de DNA, transporte molecular; desenvolvimento,
crescimento e proliferacdo celular e movimento; e funcéo e desenvolvimento do sistema
hematoldgico. A classificagdo ontolégica dos DEGs no programa IPA mostrou um pequeno
nimero de moléculas importantes nas principais vias candnicas, dentre elas a sinalizacdo para
ERK5 (ATF2, FOSL1 e SFN), Xenobiotic Metabolism (CYP3A4, CYP3A5, HS3ST5,
HSP90B1, PPP2R2B), Sphingosin-1-phosphate (PDGFRA, RHOQ, S1PR1),
Hereditariedade do Cancer de Mama (GADDA45B, MSH6, SFN) e PI3K/AKT (HSPB90B1,
PPP2R2B, SFN). Alguns desses genes que sdo destacados nessas principais vias candnicas,
corroboram com a importancia dos mesmos nas vias moleculares e funcionais, pois aparecem
em ambas.

Com base nos dados desse estudo, através da andlise das principais
funcBes nessas vias, 9 genes (FOSL1, HSPA5, HSPB1, KRT8, TXNIP, CD38, SLC1A4,
PAG2, MSH6) foram selecionados para avaliacdo de qPCR, e um gene constitutivo

(GAPDH) foi utilizado para normalizagdo

3.3. Validacéo dos genes pelo gPCR

Dos 9 genes avaliados, o padrdo de expressdo na qPCR para 5 deles
(SLC1A4, HSPA5, TXNIP, FOSL1 e MSH6) foi de acordo com os resultados do
microarranjo. Para os outros 4 genes (KRT8, CD38, HSPB1 e PAG2) o padrdo de
expressdo observado foi contrario (Figura 2.2). Além disso, para a maior parte dos
genes estudados, a expressao diferencial detectada nas analises do microarranjo nédo foi
detectado pela gPCR (Figura 2.3). De todos os genes analisados, apenas o FOSL1
mostrou expressdao diferencialmente significativa (P<0,05) para os dois métodos,
estando super-expresso em embrides vitrificados (Figura 2.3).

Uma vez que o gene FOSL1 esta presente nas principais vias funcionais e
também foi o Unico DEG em embribes vitrificados detectados pela gqPCR, foi
selecionado para ser melhor estudado. Na avaliacdo macro da cadeia de regulagdo da
principal via canbnica, a sinalizacdo do ERKS5, que é ativada por elementos
extracelulares como o estresse, a presenca do cFOS e FOSL1 (Fral) foi identificada
(Figura 2.4).
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Figura 2.3: Fluxo simétrico de fold-change (log2) de analise de comparagdo da Validagdo pelo qPCR e
Microarranjo, comparando-se embrides vitrificados. Cinco genes (SLC1A4, HSPA5, TXNIP, FOSL1 e MSH6)
tiveram o mesmo padrdo de expressdo (up- ou downregulated), e o FOSL1 (marcado com retangulo)
apresentou expressao diferencial para os dois métodos.
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Figura 2.2: Quantidade relativa de mRNA dos genes FOSL1, SLC1A4, KRT8, CD38, HSPA5, HSPB1,
TXNIP, PAG2 e MSH6 analisados pelo qPCR em blastocistos bovinos de tratamentos Controle e
Vitrificados. Média + Erro padrdo das médias de quatro réplicas bioldgicas. Dados (Média + SEM) foram
normalizados usando a formula AACT (Pfaffl, 2001), usando-se 0 GAPDH como controle enddgeno.
Diferencas foram consideradas significantes quando P<0,05 (Teste-t).
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Figura 2.4: Andlise de interacdo das vias do Ingenuity. Macro-analise (A) e Micro-analise (B) de genes
envolvidos na resposta ao estresse e resposta celular compartilham a via, que foi diferencialmente expresso
entre os tratamentos de blastocistos, como apresentado. A via mostra nédulos (genes ou produtos de genes) e
linhas (a correlacdes bioldgicas entre os nddulos). A coloracdo dos nédulos indica aumento (vermelho) ou
diminuicéo (verde) do fold-change em embrides Vitrificados comparados ao Controle. A correlacdo entre as
moléculas é indicada por trago so6lido (direta) ou pontilhado (indireta), e a mesma cor indica nédulos
compartilhados entre as vias.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, buscou-se identificar, pela metodologia de microarranjo, o
efeito da vitrificacdo pelo método Cryotop no perfil da expressdo de genes em embrides
bovinos. Existem diversas razGes para ter escolhido este processo de vitrificacao,
incluindo que é um método com volume minimo amplamente utilizado para embrides
humanos e apresenta resultados encorajadores (Cobo et al., 2012; Kuwayama, 2007,
Liu et al., 2008; Loutradi et al., 2008; Roy et al., 2014). Em bovinos existem evidéncias
claras que o volume minimo durante a vitrificagdo pode minimizar danos, aumentar
taxas de sobrevivéncia e eclosdo quando comparados a vitrificacdo em palhetas
convencionais de 0,25 mL (Inaba et al., 2011; Park et al., 2006) ou a criopreservagédo
pelo congelamento classico (Inaba et al., 2011; Nicacio et al., 2012; Stinshoff et al.,
2011).

Considerando que encontramos uma alta taxa de sobrevivéncia de
blastocistos vitrificados (87%, tabela 2.2) apds 4 horas da desvitrificacdo, assumiu-se
que os resultados sdo consistentes com o conceito de que a vitrificagdo com Cryotop
causa danos minimos aos embrides. Estes resultados de sobrevivéncia embrionéaria
observados para os embrides vitrificados foram apoiados por resultados do microarranjo
e da gPCR, nos quais um numero pequeno de genes foram afetados. Uma das razdes
pela qual o Cryotop causa menos danos € a reducdo do volume da solucdo de
vitrificacdo para <0,1 pL, que promove um aumento na taxa de resfriamento e,
especialmente, na de desvitrificacdo (até 20.000 °C/min), permitindo uma transi¢éo
rapida pela zona perigosa de temperatura, correspondente a sensibilidade ao

resfriamento (Kuwayama, 2007; Liu et al., 2008). Além disso, no método Cryotop, bem
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como em outros procedimentos de vitrificacdo, a formacao de cristais de gelo é inibida
pela inducdo do estado vitreo (Kuwayama, 2007).

Apesar de haver inimeros estudos comparando o efeito de métodos de
criopreservacao nos aspectos morfoldgicos e funcionais de embrides bovinos, poucos
tém relatado o perfil génico de embrides bovinos vitrificados (Asgari et al., 2012;
Barcelo-Fimbres e Seidel, 2007; Dinnyes et al., 1999; Enright et al., 2000; Kim et al.,
2012; Morato et al., 2010; Nedambale et al., 2004; Nedambale et al., 2006; Nicacio et
al., 2012; Park et al., 1999; Pugh et al., 2000; Stinshoff et al., 2011; Sudano et al.,
2014a; Sudano et al., 2014b). A maioria dos trabalhos usam principalmente volumes
maiores (palheta de 0,25 mL) de solucéo de vitrificacdo (Aksu et al., 2012; Sudano et
al., 2014a). Pelo nosso conhecimento, este trabalho apresenta pela primeira vez, o efeito
da vitrificacdo por Cryotop no perfil de expressdo génica de embrides bovinos.
Entretanto, um estudo usando embrides de camundongos (Larman et al., 2011), mostrou
que a vitrificacdo por volume minimo (cryoloop) ndo causou alteracdo estatistica na
expressdo de genes, avaliados pelo método de microarranjo, enquanto o congelamento
classico induziu mudancas significativas no transcriptoma, em que varios DEGs foram
identificados. Estes resultados reafirmam que o método de vitrificacdo com volume
minimo diminui danos causados pela criopreservacao.

Similarmente aos resultados deste trabalho, alguns estudos encontraram
que menos de 30% dos genes selecionados mantiveram a diferenca significativa apds a
analise do microarranjo quando realizada a quantificacdo por gq°PCR (Cagnone e Sirard,
2014; Dode et al., 2006; Fair et al., 2004). Desconhece-se 0 porqué apenas um gene foi
confirmado pela gPCR, mas tem-se que considerar que sdo duas ferramentas distintas.
O microarranjo é baseado na hibridizacdo e a qPCR é gerado pela amplificacdo
exponencial. Além disso, € importante dizer que 0 microarranjo € mais propenso a erros
comparado a qPCR devido aos milhares de genes que séo analisados simultaneamente
apo6s um procedimento de diversas etapas (Uyar et al., 2013). No entanto, € possivel que
0s genes selecionados para a gPCR, por ser uma técnica mais sensivel, ndo detectou a
alteracdo na expressdo. Estes resultados apoiam afirmacOes anteriores de que a
informacdo obtida por microarranjo requer uma confirmagéo da expressao diferencial
por uma técnica mais acurada, como a gPCR (Uyar et al., 2013).

Comparando os perfis de expressdo de genes de blastocistos PIV (C e V)
usando a plataforma de microarranjo EmbryoGENE, encontramos 130 DEGs com

diferenca de 1,5 fold-change. Quando o FDR foi aplicado como um fator de ajuste mais
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rigido, o numero de DEGs identificados caiu para apenas 43. Considerando que a maior
amplitude de fold-change foi 2,61 e que este chip contém aproximadamente 21.139
genes referéncia conhecidos do total de 38.519 sondas, concluimos que o perfil
transcriptémico foi pouco afetado. Estudos utilizando a mesma ferramenta séo bastante
escassos e a diferenca entre os métodos, espécies, tipo e volume do crioprotetor usado
torna a comparagdo com outros resultados extremamente dificil. N&o obstante, olhando
para os resultados de outros relatos de anélises do transcriptoma de embrides bovino, é
possivel encontrar um ndmero maior de DEGs quando diferentes condi¢bes sao
comparadas. Como exemplo, 532 DEGs foram encontrados entre embrides in vivo e in
vitro (Sudano et al., 2014a) e 962 DEGs foram detectados comparando embrides PIV
frescos e vitrificados em D7 (Aksu et al., 2012). Entretanto, em camundongos, Larman
et al. (2011), encontraram apenas 115 DEGs comparando embribes frescos e
congelados pelo método classico, e nenhum DEG comparando embrides frescos e
vitrificados (cryoloop). Por isso, consideramos que os poucos DEGs deparados em
nesse estudo, pode ser devido a alta eficiéncia do protocolo de vitrificacdo, a boa
qualidade dos embribes usados que tornou-0s mais crioresistentes ou mesmo devido ao
curto periodo de tempo dado aos embribes para recuperacdo apds a desvitrificacdo (4
horas), enquanto que em grande parte dos estudos cultiva-se por pelo menos 12 horas
(Aksu et al., 2012; Larman et al., 2011; Sudano et al., 2014a; Sudano et al., 2012).
Embora seja possivel que estas 4 horas ndo foram suficientes para os embrifes
expressarem as possiveis injdrias, alteracdo na expressao de genes podem normalmente
ser detectadas dentro deste espaco de tempo.

Com o intuito de validar os achados do microarranjo, a expressao dos
nove genes foi quantificada pela gPCR. Os genes selecionados estavam inclusos na lista
dos 43 DEGs, e envolvidos no controle de proliferacdo diferenciacdo e apoptose, bem
como no controle de respostas ao estresse. Tém também papel importante nos diversos
eventos essenciais como a organogénese, resposta imune e controle de funcdes

cognitivas (IPA, http://www.ingenuity.com). Destes nove genes estudados apenas um

foi validado pela gqPCR (P<0,05), através de amostras bioldgicas coletadas
separadamente das que foram utilizadas para o microarranjo. As menores diferencgas dos
efeitos da vitrificagdo por Cryotop detectadas em ambos 0s métodos, sugerem que nosso
sistema PIV produziu embrides de alta qualidade e que o procedimento de vitrificagdo

foi muito eficiente.
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A validacdo do microarranjo pela gPCR revelou que o gene FOSL1 esta
super-expresso em embrides vitrificados. As proteinas codificadas por este gene fazem
parte do complexo do fator ativador de transcricdo da proteina-1 (AP-1) e estdo
envolvidos em varios processos celulares, incluindo proliferacdo, diferenciacdo e
apoptose (Young e Colburn, 2006). O FOSL1 tem sido relatado como um regulador
chave da placentacio e como regulador do fendtipo de invasdo do trofoblasto. E
essencial como micro-regulador da via de sinalizagdo PI3K/AKT, responsavel pelo
desenvolvimento de linhagens do trofoblasto em estabelecer a ligacdo materno-fetal em
humanos (Kent et al., 2011). Desde de que sua funcdo é bem caracterizada, o FOSL1
pode ter um papel conservador na regulacdo da invasdo do trofoblasto em espécies que
possuem placentacdo hemocorial. Estas agdes do FOSL1 ainda séo consistentes com seu
papel proeminente na regulacdo da invasédo de células cancerigenas.

Em contraste com esta atividade de proliferacdo, o FOSL1 é também
sinalizado pelo estresse. De fato, a super-expressao em linhagens de cultivo celular tem
sido mostrada devido ao aumento da apoptose (Hamdi et al., 2008; Shirsat e Shaikh,
2003) e a exposicdo UV também induz esse aumento.

Uma das principais vias geradas pelo programa IPA mostrou que a agédo
da proteina ERK ativa diretamente os complexos cFOS e CREB. A sinalizacdo do
ERKS5, por meio de estresse extracelular, afeta diretamente complexos de proteinas
nucleares como o FOSL1 (FRA-1), CREB e c-FOS (Figura 2.4A), que por sua vez,
promovera alteracdo da expressdo de diversos genes. Na Figura 2.4B, vé-se que o
complexo FOS atinge diretamente a expressdo dos genes FOSL1 e KRTS, e
indiretamente o gene HSPA5. O complexo CREBL, além de se autorregular, pode
também interferir no complexo FOS e outros genes, incluindo o HSPAS.
Adicionalmente, o complexo de resposta tumoral celular, aparece em resposta ao
estimulo pelo estresse e correlaciona estas duas principais proteinas (FOS e CREBL1)
desta via. O complexo de resposta tumoral celular influencia estas proteinas e
consequentemente altera a expressdo génica de outras moléculas importantes, como o
CD38 e 0o HSPA5. O método de vitrificagdo € um procedimento extremamente
estressante; por isso é possivel que o aumento da expressdo do FOSL1 seja devido a
morte celular pelo mecanismo de apoptose ou devido a reacdo do embrido tentando
proteger-se contra o estresse.

Concluindo, este estudo fornece um esbogo do efeito da vitrificagcdo no

perfil molecular de embries bovinos PIV. Um nimero pequeno de DEGs associados
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com a resposta a vitrificagdo foi detectado nas analises do microarranjo. O fator de
transcricdo FOSL1 foi super-expresso em embrides vitrificados, sugerindo que a via
apoptdtica estd envolvida na resposta do embrido a criopreservacdo. O aumento de
transcritos de mRNA para este gene pode tanto indicar que o embrido estd se

protegendo do estresse, como que a apoptose foi induzida por algum dano celular.
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RESUMO

EFEITO DO SEXO NA CRIOTOLERANCIA DE EMBRIOES
BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO

Sabe-se que embrides macho e fémea sdo diferentes entre si
morfofisioldgica, molecular e estruturalmente. Essas diferencas se referem ndo sé a
aparéncia morfologica e ao estdgio de desenvolvimento, mas também a idade ou
velocidade em que atingem determinado estagio. Existe um consenso de que embrides
produzidos in vitro (PIV) machos desenvolvem-se mais rapidamente do que as fémeas,
e que sdo mais tolerantes a estresses diversos. Essas diferencas podem induzir uma
predilecdo no sexo dos embrides quando a criopreservacdo é preconizada. O objetivo
deste experimento foi avaliar se 0 sexo afeta a resposta dos embrides a vitrificacdo. Para
isso foram utilizados 5 touros e comparou-se além da producdo de embriBes, a resposta
a criopreservacdo dos embrifes produzidos, pelo método Cryotop. Inicialmente,
embribes em estadgio de blastocisto foram vitrificados (144 a 156 horas pos-
inseminacdo), para avaliagdo da criotolerancia relativa aos touros; enquanto que
embrides em estagio de blastocisto expandido foram removidos do cultivo no D6, D7 e
D8, e sexados, para avaliacdo da cinética de desenvolvimento. Na segunda etapa,
embribes em estagio de blastocisto expandido foram vitrificados (168 horas poés-
inseminacdo). Todos os embrides (re-expandidos, evoluidos para o estagio de
blastocisto eclodido e degenerados), de ambos tratamentos, com 24 horas de cultivo
pos-vitrificacdo foram usados para sexagem. Os resultados sugerem que a escolha do
touro, apesar de ndo interferir na cinética de desenvolvimento embrionario, afeta a

producéo de blastocistos e também a resposta a criopreservacdo. E ainda, que 0s touros
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que produzem embrides mais crioresistentes nem sempre sdo 0s que produzem maior
taxa de embrides PIV. Além disso, embrides macho e fémea tém a mesma capacidade
de resposta a vitrificagdo por Cryotop.

Palavras-chave: Cinética embrionaria; Sexagem; Efeito Touro; Vitrificacdo; Cryotop.
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ABSTRACT

EFFECT OF SEX ON CRIOTOLERANCE OF BOVINE IN VITRO PRODUCED
EMBRYQOS

It is known that male and female embryos are morphophysiological,
molecular and structurally different. These differences refer not only to the
morphological appearance and developmental stage, but also to age or speed at which
they reach a certain stage. There is a consensus that in vitro produced (IVP) male
embryos develop faster than females, and that they are more tolerant to external
stresses. These differences may induce an embryo sex predilection, when performing
cryopreservation. The objective of this experiment was to evaluate if sex respond
differently to cryopreservation. For this, five bulls were taken and embryos
cryopreservation by Cryotop method was compared in addition to embryo production.
Initially, blastocyst stage embryos were vitrified (144 to 156 hours post-insemination),
to evaluate the cryotolerance relative to the bulls; while expanded blastocyst stage
embryos were removed from culture at D6, D7 and D8, then sexed for developmental
Kinetics evaluation. As a second part, expanded blastocyst stage embryos were vitrified
(168 hours post-insemination). All embryos (re-expanded, hatched blastocyst stage e,
and degenerated) of both treatments, with 24 hours post-vitrification culture were used
for sexing. The results suggest that sire’s choice, although not interfering in embryonic
development kinetics, affects the blastocysts rates and also cryopreservation response.

Besides, bulls producing more cryoresistent embryos are not always the ones that
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produce the highest IVP embryo rate. In addition, male and female embryos have the

same Cryotop vitrification response.

Key words: Embryo kinetic; Sexing; Bovine embryo; Sire’s influence; Vitrification.

Cryotop.
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1. INTRODUCAO

A producdo in vitro é um dos diversos métodos bem estabelecidos de
biotécnicas de reproducdo assistida utilizada globalmente em varias espécies, em
particular para a indUstria pecuaria, e a criopreservacao € uma parte importante para o
comeércio de embrides.

Na espécie bovina, variacdes individuais entre touros bem como entre
ejaculados ou partidas de sémen congelado de um mesmo individuo séo relatadas tanto
para fecundacéo in vivo como para as condi¢es in vitro. O inicio e a duracdo da fase de
replicacdo de DNA sdo afetados por diversos fatores de origem paterna e a duracao
desta fase estd correlacionada ao potencial de desenvolvimento embrionario
subsequente. Contudo, existem muitos fatores conflitantes e desconhecidos para o
completo entendimento do efeito do macho no desenvolvimento embrionério inicial
(Alomar et al., 2008). De fato, ndo se pode ignorar a influéncia paterna e materna de
acordo com as variaveis em que sao submetidos tanto os ovocitos, como o sémen.

Tem sido relatado que o sémen, de modo geral, possui uma proporcéo de
espermatozoides Y:X com razdo Mendeliana, isto é igual a 1 (Tarin et al., 2014). Uma
das caracteristicas da programacgdo do desenvolvimento embrionario é que o fenotipo
pos-natal varia entre descendentes machos e fémeas. Alteracdes no ambiente de
desenvolvimento embrionario podem causar efeitos a longo prazo, que se estendem para
a vida pds-natal (Hansen et al., 2010). Logo, os fatores que levam a predilecdo de um ou
outro cromossomo de origem masculina no momento da fecundagdo s&o variados
(Alomar et al., 2008; Avery et al., 1992; Avery et al., 1991; Enright et al., 2000;
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Gutierrez-Adan et al., 1996; Hansen et al., 2010; Lonergan et al., 1999; Parrish et al.,
1995; Rizos et al., 2008a).

Ao final da fecundacdo do ovocito, os periodos seguintes de clivagem
embrionaria e formacdo de blastocisto dependerdo das condi¢cdes de cultivo in vitro
(Holm et al., 1999; Rizos et al., 2008b). Burgoyne (1993) relata que em camundongos o
cromossomo Y carrega um fator que acelera a taxa de desenvolvimento pré-
implantacdo. A predile¢do do sexo devido as condigdes de cultivo podem ocorrer apds o
estdgio de morula (Gutierrez-Adan et al., 1996) e pouco se sabe sobre o possivel
impacto do touro na distribuicdo de sexo apés a FIV e o impacto pelo estresse, como a
criopreservacao.

Embora inlmeras pesquisas estejam sendo conduzidas em escala
mundial, a criopreservacdo de embrides PIV de vérias espécies ainda ndo apresenta
resultados satisfatorios. Somente 5% dos embries PIV transferidos na América do Sul
sdo criopreservados (Blondin, 2015), e no Brasil apenas 4% dos embrides in vivo e
13,5% de embrides produzidos in vitro oriundos de OPU (Perry, 2016) sdo submetidos a
esta biotécnica. Os resultados mais promissores tém sido obtidos a partir do
desenvolvimento dos métodos de vitrificacdo (Kim et al., 2012; Kuwayama, 2007; Liu
et al., 2008; Loutradi et al., 2008; Morato et al., 2010), principalmente o método
Cryotop (Kuwayama et al., 2005b), que minimiza os efeitos negativos e melhora as
taxas de sobrevivéncia.

Sabe-se que o embrido PIV detém caracteristicas distintas quando
comparado ao produzido in vivo, sendo que essas envolvem aspectos morfoldgicos
(Papis et al., 2000) e moleculares que afetam a qualidade e o desenvolvimento
embrionario (Abe et al., 2002; Enright et al., 2000), diminuindo a criotolerancia e as
taxas de prenhez (Abe et al., 2002; Clemente et al., 2011; Enright et al., 2000; Hansen
et al., 2010; Machado et al., 2013b; Mundim et al., 2009; Rizos et al., 2008b; Rizos et
al., 2002b; Sudano et al., 2012; Tesfaye et al., 2004).

Em se tratando de qualidade dos embrides e criopreservacdo, relatos que
apresentam as melhores taxas de gestacdo de embriGes PIV criopreservados obtidas até
0 presente utilizam para criopreservacdo apenas embrides de D7 no estdgio de
blastocisto expandido e de “excelente” qualidade (Marinho et al., 2015; Sanches et al.,
2016). Assim sendo, a selecdo morfologica de embrides é parte dos protocolos de
criopreservacao, sendo a velocidade de desenvolvimento um fator decisivo no momento

de indicar quais sd&o os embrides de melhor qualidade e quais devem ser
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criopreservados. Isso porque indmeros estudos tém mostrado que os embrifes que
clivam mais cedo e que se desenvolvem mais rapido séo de melhor qualidade (George et
al., 2008; Saha et al., 1996), apresentando maior taxa de gestacdo (Florentino et al.,
2013; Hasler et al., 1995; Lonergan et al., 1999) e melhor taxa de eclosdo apds
criopreservacao (Leme, 2008; Morato et al., 2010). Portanto, a qualidade se refere ndo
sO a aparéncia morfoldgica e ao estagio de desenvolvimento, mas também a idade ou
velocidade em que eles atingem determinado estagio.

Por outro lado, também existe um consenso de que embrides PIV machos
desenvolvem-se mais rapidamente do que as fémeas, e que existe um desvio na
propor¢do macho:fémea em embrides in vitro avaliados no D7, D11 e D14 (Machado et
al., 2013a). E, as condi¢bes de cultivo podem resultar em alteracdo do padrdo na
expressao de genes relacionados ao desenvolvimento e comprometer o desenvolvimento
embrionario (Salilew-Wondim et al., 2014). A condicao de cultivo, como a adicdo de
glicose, por exemplo, pode acelerar o desenvolvimento de embrides machos e diminuir
fémeas (Bredbacka e Bredbacka, 1996; Peippo et al., 2001).

Portanto, € importante esclarecer se a selecdo morfoldgica de embrides
de melhor qualidade em D7 para a criopreservacdo nao induziria a predilecdo no sexo
dos embriGes. Da mesma forma, é fundamental identificar se o sexo influencia a
resposta dos embriGes PIV a criopreservacdo. Esse questionamento foi levantado visto
que embribes machos e fémeas sdo diferentes ndo sé quanto velocidade de
desenvolvimento (Avery et al., 1992; Avery et al.,, 1991), mas também quanto ao
metabolismo, padrdo de expressdo de genes (Machado et al., 2013b), padrOes
epigenéticos (Bermejo-Alvarez et al., 2008) e resposta ao estresse (Alomar et al., 2008;
Bermejo-Alvarez et al., 2010b).

O presente trabalho visa esclarecer se o touro afeta a resposta a
criopreservacao, se os embrides selecionados para a criopreservacdo desviam a razéo
entre géneros, e se 0s efeitos que a criopreservacao causa nos embrides podem variar de

acordo com o sexo.
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1.1. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito do touro e do sexo de

embrides PIV em resposta a vitrificacdo por Cryotop.

Objetivos Especificos

o Caracterizar a resposta de embrides macho e fémea a vitrificacdo por Cryotop.

1.2. Hipdtese
A selecdo morfolégica dos melhores embrides PIV para a
criopreservacao € tendenciosa para selecdo de embriGes machos, e esses respondem
diferente de fémeas a vitrificacao
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2. MATERIAIS E METODOS

A menos que indicado, os reagentes utilizados foram adquiridos da
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). As hastes tipo Cryotop foram adquiridas da
Vitringa (Maringé, PR, Brasil).

Para atender aos objetivos propostos, foram realizados dois
experimentos:
e Experimento | — Efeito dos touros na velocidade do desenvolvimento embrionario e

resposta a criopreservacao.

e Experimento Il — Efeito do sexo do embrido bovino na sobrevivéncia a vitrificagéo.

2.1. Local dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Reprodugcdo Animal
(LRA) da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.

2.2. Producéo in vitro de embrides bovinos

Os embrides foram produzidos a partir de ovdcitos oriundos de ovarios
de abatedouro, transportados ao laboratério em solucdo salina (NaCl, 0,9%),
suplementada com amicacina (250 pg/mL). Foram aspirados foliculos de tamanho entre

2 e 8 milimetros com o auxilio de seringa e agulha hipodérmica. A selecdo foi feita
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considerando a homogeneidade do citoplasma e o nimero de camadas e a integridade
das células dos cumulus, sendo que apenas ovacitos de grau | e Il foram utilizados.

Ap0s a aspiracdo e selecdo, os ovocitos foram separados em grupos de
25-30 e maturados in vitro em meio de maturagdo (TCM 199 sais de Earl’s
(Invitrogen®) suplementado com 10% de soro fetal bovino SFB (Invitrogen®), 24
Ul/mL de hormonio luteinizante (LH), 10 pg/mL de horménio foliculo estimulante
(FSH), 1 pg/mL de L-glutamina, 0,1 mM de Cisteamina, 0,2 mM de Piruvato de Sédio
e 250 mg/mL de sulfato de amicacina, em gotas de 150 pL cobertas por 6leo de silicone
e incubados por 22 — 24 horas em atmosfera de 5% de CO- e temperatura de 38,8 °C.

Para a fecundag&o in vitro, inicialmente foram utilizadas doses de sémen
congelado de cinco touros da raca Nelore, previamente testados e selecionados,
valendo-se da mesma partida inicial de cada touro para o estudo. Para o experimento de
criotolerdncia e cinética do desenvolvimento embrionario, os touros foram
aleatoriamente escolhidos para as manipulaces, até a obten¢do do nimero de embrides
necessarios para avaliar a diferenga entre os touros na criotolerancia, sexo do embrido e
cinética do desenvolvimento embrionario. Mediante os resultados, o touro que teve a
proporcdo macho:fémea mais proxima de 50% em D7, além de ndo apresentar diferenca
para os tratamentos C e V (p < 0,05), foi eleito para a segunda parte do experimento,
que envolveu a avalia¢do da crioresisténcia relacionada ao sexo.

A técnica para selecio espermatica foi o gradiente de Percoll® (400 pL de
Percoll 90% e 400 pL de Percoll 45%, centrifugado a 5000g/5min), segundo descrito
por Machado et al. (2009), tendo a dose inseminante a concentracio final de 1 x 10°
espermatozoides/mL. As estruturas (ovocitos maturados e espermatozoides) foram co-
incubadas em meio TALP (Parrish et al., 1995) suplementado com 2 mM de
penicilamina, 1 mM de hipotaurina, 250 mM de epinefrina e 10 pug/mL de heparina, por
14 — 16 horas a temperatura de 38,8° C, com atmosfera de 5% de CO..

Os possiveis zigotos foram transferidos entdo para o meio de cultivo
embrionario Fluido Sintético de Oviduto (SOF) — (Holm et al., 1999), suplementado
com aminodcidos esséncias e ndo essenciais 0,34 mM de sodium tri citrato, 2,77 mM de
myo-inositol e 5% SFB (Invitrogen®), onde permaneceram até o momento da
vitrificacdo.

Considerando dia 0 (zero) o dia da inseminagdo, as estruturas foram
avaliadas quanto a taxa de clivagem no D2 (48 horas pds-inseminacéo [pi]) e entre D6 e
D6,5 (144 a 156 horas pi), D7 (168 horas pi) e D8 (192 horas pi) para taxa de
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blastocistos. Os embrides (BL ou BX) criopreservados foram classificados (grau 1) de
acordo com critérios estabelecidos pela International Embryo Transfer Society (IETS) e
distribuidos igualmente em dois grupos: Controle (C) e Vitrificados (V), dependendo do
experimento.

No experimento I, embrides BL em D6 e D6,5 foram utilizados para
criopreservacao, enquanto os embriGes em estdgio de BX em D6, D7 e D8 foram
armazenados para avaliagdo do sexo, de acordo com os touros empregados na FIV.

No experimento 1l, apenas um touro foi usado na PIVE, que apresentou
mesma proporc¢do de embrides macho e fémea, além de ndo apresentar diferenca para 0s
tratamentos C e V (p < 0,05) no experimento anterior. Os BX de D7 foram

criopreservados e avaliados posteriormente quanto a sobrevivéncia e ao sexo.

2.3. Vitrificacdo dos embrides

A vitrificacdo dos embrides foi realizada como descrito previamente por
Kuwayama et al. (2005b), com pequenas modificagdes. Todos os meios utilizados
permaneceram em temperatura ambiente, com excecdo da solucdo de desvitrificacdo 1
(DV1), aquecida a 38,8 °C. Uma solucdo de manutencdo (SM), foi utilizada para
manipulacdo dos embrifes durante a vitrificacdo e desvitrificacdo, cuja composi¢do é
TCM-199 com HEPES (Invitrogen®) suplementado com 20% SFB.

Os embrides foram submetidos a 3 banhos sequenciais em solucdo de
equilibrio (SV1), constituida de SM acrescido de 7,5% etileno glicol (EG) e 7,5% de
dimetil-sulfoxido (DMSO), permanecendo em cada gota (banho) por 3 minutos; o
tempo total de exposicéo & SV1 foi entre 9 e 15 minutos. Ap6s o equilibrio, os embrides
foram transferidos para a solucdo de vitrificacdo (SV2), composta por SM
suplementado com 15% EG, 15% DMSO e 0,5 M de sacarose; nesta solucdo os

embrides passaram por 4 banhos sequenciais, em um tempo total de 45 - 60 segundos.

As estruturas foram entdo colocadas nas hastes de vitrificagdo com
auxilio de uma micro-pipeta de vidro com didmetro aproximado de 150 pm.
Imediatamente ap0s a deposicdo das estruturas nas hastes, o excesso de solucdo era
retirado, deixando somente uma fina camada (aproximadamente 0,1pl) sobre as

estruturas. Entdo, a haste foi mergulhada diretamente, em posicéao vertical, no nitrogénio
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liquido (N2L). Os embrides do grupo V, permaneceram pelo menos 30 minutos em NaL,
antes do procedimento de desvitrificagéo.

Para a desvitrificacdo, a haste foi retirada do NoL com o auxilio de uma
pinca e a extremidade contendo os embriGes mergulhada na primeira solucdo de
desvitrificacdo (DV1), composta por SM acrescido de 1 M de sacarose. Os embrides
permaneceram em DV1 por 1 minuto, e posteriormente transferidos para uma solucao
menos concentrada (DV2) composta por SM acrescido de 0,5 M de sacarose, durante 3
minutos. Finalmente, foram lavados em 2 gotas de SM, permanecendo 5 minutos em
cada. Embrides do grupo C foram mantidos na bancada em SM, a 37° C, enquanto o
grupo V foi submetido ao processo de vitrificagdo/desvitrificacdo. Os embrides foram
recolocados em meio SOF, permanecendo por 4 e/ou 24 (dependendo do experimento)
horas adicionais na incubadora.

Ao final do periodo adicional de cultivo, os embrides foram avaliados
quanto a re-expansdo e/ou eclosdo e aqueles considerados com aspecto morfoldgico
compativel a sobrevivéncia (expandidos ou eclodidos) foram colocados em PBS
adicionados de RNA later e armazenados a -80° C até a extracdo de DNA para
sexagem. Os embrides degenerados foram também armazenados, da mesma forma, para

sexagem.

2.4. Avaliacéo do Sexo dos Embribes

A determinacdo do sexo dos embriBes produzidos para os dois
experimentos, foi realizada pela técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR), em que
foram utilizados dois pares de primers (do inglés, oligonucleotideos iniciadores)
distintos (Ludwig®), adaptado do protocolo adotado pelo laboratorio e descrito por De
Sousa et al. (2017). O primeiro par de primer é especifico para regido do cromossomo
Y, enquanto o segundo é especifico para um gene autossémico bovino. Inicialmente, os
embrides foram expostos por 5 min a 50 °C em uma solucédo de lise, contendo 1X
tampéo de PCR, e 15 pg de proteinase K (Invitrogen®) em um volume final de 10 pL;
posteriormente a proteinase K foi inativada a 95 °C por 5 min. O PCR foi realizado pela
adicdo de mix-PCR contendo 50 nM do par de primer autossomico bovino e 75 nM do
par de primers Y, 200 uM de dNTP, tampédo PCR 1X e 1U Taq Polimerase Platinun®
(Invitrogen®), com volume final de 30 pL, em cada amostra colocada individualmente

em micro tubos. O programa da PCR utilizado consistiu de aquecimento a 94 °C por 2
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minutos, 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 57 °C por 40 segundos e 72 °C por 40
segundos, seguido pela extensdo final de 72 °C por 3 minutos. A visualizagdo dos
produtos da PCR foi realizada em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio
(10 mg/mL), sob iluminacdo ultra-violeta. Para fins de leitura dos resultados: quando
dois amplicons (do inglés, fragmento amplificado) de 280 e 210 pares de base foram
detectados, o embrido foi considerado macho; enquanto da detecgcdo de um amplicon de

280 pares de base, o embrido foi considerado fémea (Figura 3.1).

Marcador

Figura 3.1: Resultados da reacdo de cadeia polimerase para embrides bovinos individuais, em
gel de agarose 1,5%. EmbriGes machos (M), embrides fémeas (F), marcador molecular
(Marcador).

2.5. Anélise Estatistica

A comparacdo das taxas de blastocistos, sobrevivéncia e expansdo apos a
desvitrificacdo foi realizada pelo teste de Tukey. Os dados comparando os touros foram
analisados pelo teste de Mann-Whitney. Os dados de frequéncia do sexo foram
analisados pelo teste Q-quadrado e Mann-Whitney. Todas as analises estatisticas foram
realizadas usando o Programa Prophet, verséo 5.0; 1997 e Action Stat Pro, considerando

valor de p < 0,05.
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3. RESULTADOS

Inicialmente, para avaliar o efeito do touro na producdo de embriGes,
foram utilizados cinco reprodutores, denominados aqui por T1, T2, T3, T4 e T5.
Considerando p < 0,05, a taxa de clivagem foi menor para o T2 em relagcdo aos demais
touros (Tabela 3.1). Ja para taxa de blastocisto total em D6, o T2 foi diferente do T1,
mas ndo dos demais touros. Em D7, todos os animais tiveram maior taxa de blastocisto
total em relacdo ao T2. Entretanto, em D8, essa diferenca de producdo de blastocistos
do T2 ndo foi detectada na comparagdo com T1 e T5. Todavia, no tocante a velocidade
de desenvolvimento em D6, observou-se semelhanca para todos os animais.

No que se refere a criotolerancia, inicialmente foi avaliado se o touro
afetaria a resposta a vitrificagdo. Os dados mostraram que ndo houve diferenca entre
touros quando os grupos C ou V foram comparados (Tabela 3.2). Contudo, quando se
analisou a resposta de cada touro individualmente pode-se observar que para 0s touros 2
e 5 a taxa de sobrevivéncia foi semelhantes entre C e V. Da mesma forma, para esses
dois touros os grupos C e V apresentaram porcentagem de embrides que evoluiram para
0 estdgio de BX e porcentagem de embrides degenerados as 24 horas ap6s o
aquecimento semelhantes (P>0,05).

Para avaliar o efeito do touro na propor¢do macho:fémea, os embries
que atingiram o estagio de BX foram removidos do cultivo nos dias 6, 7 e 8 e utilizados
para a sexagem. Quando se desconsiderou o efeito individual do touro, ndo foi
observada diferenga na propor¢do macho:fémea nos embrides BX de D6 (Tabela 3.3).
Entretanto, a presenca de mais embriGes machos do que embriGes fémeas € evidente

quando se analisa BX de D7 e D8. Considerando os touros individualmente, apenas o
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T2 e T4 apresentam diferenca na proporcdo de embribes macho:fémea no D7 de
desenvolvimento.

No experimento Il foi avaliado o efeito da vitrificacdo na sobrevivéncia
de embrides bovinos machos e fémeas. O Touro 5 foi escolhido para PIV. Apenas
embrides em estagio de BX foram utilizados para a vitrificacdo nesta etapa. Os dados
de producdo de embrides do touro selecionado estdo apresentados na Tabela 3.4. As
taxas de clivagem e blastocisto em D6 foram similares as obtidas em experimento
anterior (Tabela 3.1). Cerca de 62% dos blastocistos em D7 encontravam-se em estagio
de BX, nas manipulacdes realizadas para producdo destas estruturas. Destes, 89,8%
foram considerados viaveis para vitrificacdo, isto é: possuiam qualidade I, segundo
classificacdo da IETS.

Na avaliacdo da taxa de sobrevivéncia ap6s 24 horas da desvitrificacéo,
ndo houve diferenca entre C e V quando se avaliou o nimero de embrides degenerados
(Tabela 3.4). Neste periodo, a maioria dos embrides haviam eclodido em ambos os
tratamentos, mas o grupo C apresentou mais embrifes em estagio de BE em
comparagdo ao V. Ao verificar o sexo desses embrides criopreservados ou ndo (Tabela
3.5), quanto ao desenvolvimento no periodo analisado, observou-se que a propor¢ao

macho:fémea foi semelhante.
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Tabela 3.1: Taxas de clivagem (D2) e de Blastocistos no dia 6 de desenvolvimento (D6) de 5 touros (T) da raca Nelore utilizados para a
producdo in vitro de embrides.

Touro N Clivagem D6 D7 D8
Ovocitos N Total % Bl % BL % BX % Total % Total % Total %
T1 1832 1496 81.7% @ 126 19.7%?* 428 67.1%%* 82 12.9%* 636 34.7%% 719 39.2%? 732 40%2°
T2 616 350 56.8% " 43 30.5%2 87 61.7%°* 11 7.8%?% 141 @ 22.9%° 145 23.5%°" 152 24.7%"
T3 1779 1614 90.7% ? 249  33.2%?% 460 61.3%?% 42 5.6%2* 751 42.2%%® 851 47.8%:2 927 52.1%?
T4 2172 1789 82.4%? 302 30.9%% 584 59.7%?% 92 9.4%?2 978  45.0%? 950 43.7%:2 1001 46.1%?
T5 1056 881 83.4%? 138 32.4%?* 257 60.3%* 31 7.3%% 426 40.3%% 418 39.6%? 432 40.9%%®

ab | etras diferentes na mesma coluna, representam diferenca entre tratamentos: Comparacdo entre touros, por ANOVA, Teste Tukey (p < 0,05).
D7: dia 7 do desenvolvimento embrionario (estimativa, considerando os embrifes removidos em D6); D8: dia 8 do desenvolvimento embrionario (estimativa, considerando os
embrides removidos em D6 e D7); Bl: embrifes no estagio de blastocisto inicial; BL: embrides no estagio de blastocisto; BX: embrides no estagio de blastocisto expandido.
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Tabela 3.2: Efeito do touro (T) na taxa de sobrevivéncia e desenvolvimento as 4 e 24 horas apds o aquecimento, dos embrides produzidos in
vitro e vitrificados em estagio de blastocistos (BL) em D6.

Desenvolvimento pés-desvitrificagéo

o N Taxa ah 24h

é Tratamento '{gta)l Sobrevivéncia N BL BX Degenerados N BL BX Degenerados

N % Total N % N % N % Total N % N % N %

T1 Controle 237 232 97.9%? 142 110 775%?* 31 21.8%° 1 0.7%? 78 6 7.7%2*B 67 85.9%°* 5 6.4%?
Vitrificado 191 162 84.8%° 191 136 71.2%* 47  24.6% A 8 42%? 110 26 23.6%"° 55 50.0% " 29 26.4%"

T2 Controle 51 50 98.0%? 34 33 97.1%* 0 0.0%* 1 2.9%? 17 3 17.6%°%"8 13 76.5%°* 1 5.9%?
Vitrificado 31 28 90.3%°? 31 26 83.9%°? 0 0.0%32B 5 16.1%*? 17 4  23.5%? 10 58.8%? 3 17.6%°*

T3 Controle 256 255 99.6%°? 175 142 81.1%°* 33 18.9%°? 0 0.0%¢? 93 26 28.0%34 66 71.0%?* 1 1.1%?
Vitrificado 197 170 86.3%°" 197 148 75.1%? 11 5.6% "B 38  19.3%"° 115 50 43.5%:* 38 33.0%° 27 23.5%"

T4 Controle 310 309 99.7%? 200 149 745%?* 51 25.5%? 0 0.0%* 101 22 21.8%2*"8 78 77.2%?* 1 1.0%*?
Vitrificado 267 211 79.0%"° 267 165 61.8%* 28 10.5% "B 74 27.7%" 166 44 26.5%? 66 39.8%°" 56 33.7%"

T5 Controle 121 121 100.0%? 80 53 66.3%°? 27 33.8%° 0 0.0%¢? 40 6 15.0%%"8 27 67.5%?* 0 0.0%?
Vitrificado 99 88 88.9%°? 98 75  76.5%°? 9  9.209PAB 24 24.5%" 55 9 16.4%°* 35 63.6%° 11 20.0%?

Letras diferentes na mesma coluna, representam diferenca: ® ® Comparagéo entre tratamentos: Controle e Vitrificado / Touro; ~ B Comparagio entre Touros / Tratamento
(Controle ou Vitrificado), por ANOVA, Teste Tukey (p < 0,05).
BL: embriBes no estagio de blastocisto; BX: embrifes no estagio de blastocisto expandido.
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Tabela 3.3: Efeito do touro (T) no sexo de embrifes bovinos produzidos in vitro em
estdgio de blastocisto expandido (BX) nos dias 6 (D6), 7 (D7) e 8 (D8) de

desenvolvimento.

Touro Tglta| Macho Fémea
BX (%) N (%)

D6 36 19  (52.8%) 17 (47.2%)

T1 D7 33 18  (54.5%) 15 (45.5%)

D8 11 7  (63.6%) 4 (36.4%)

D6 14 8 (57.1%) 6 (42.9%)
T2 D7 29 20 (69.0%)2 9 (31.0%)°
D8 19 13  (684%)* 6  (31.6%)"

D6 19 8  (42.1%) 11 (57.9%)

T3 D7 43 25 (58.1%) 18 (41.9%)
D8 42 34 (81.0%)2 8 (19.0%)°

D6 23 11 (47.8%) 12 (52.2%)
T4 D7 42 27 (64.3%)? 15 (35.7%)°
D8 43 30 (69.8%)° 13  (30.2%)"
D6 27 18  (66.7%)* 9  (33.3%)"

T5 D7 34 15  (44.1%) 19 (55.9%)
D8 25 17  (68.0%)° 8 (32.0%)"

D6 119 64  (53.8%) 55  (46.2%)
(Som?digitms) D7 181 105 (58.0%)° 76  (42.0%)"
D8 140 101 (72.1%)® 39  (27.9%)"

a b | etras diferentes na mesma linha representam diferenca: Comparagdo entre embrides macho e
embrides fémea, por dia de desenvolvimento, pelo teste de Q-quadrado (p < 0,05). D7: dia 7 do
desenvolvimento embrionario; D8: dia 8 do desenvolvimento embrionario;
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Tabela 3.4: Taxa de sobrevivéncia e desenvolvimento de blastocistos expandidos (BX)
em D7, vitrificados pelo método Cryotop e avaliados as 24 horas ap6s 0 aquecimento.

BX (D7) Taxa 24 horas apo0s desvitrificagédo
Sobrevivéncia BX BE Degenerados
Tratamento N total N (%) N (%) N (%) N (%)
Controle 130 130 (100%)® 20 (15,4%)* 110 (84,6%) ® 0 (0,0%) ?
Vitrificado 231 224 (96.9%) 2 108 (46,8) ® 116 (50,2%) ° 7 (3,0%) ?

&b | etras diferentes na mesma coluna, representam diferenca: Comparacdo entre tratamentos: Controle e
Vitrificado, pelo Teste t (p < 0,05). D7: dia 7 do desenvolvimento embrionario; BX: embries no estagio
de blastocisto expandido; BE: embries no estagio de blastocisto eclodido.

Tabela 3.5: Frequéncia do sexo de embrides bovinos criopreservados por Cryotop no
dia 7 (D7) de desenvolvimento e avaliados 24 horas apds o aquecimento conforme o
estagio de desenvolvimento.

Estagio N Macho Fémea

Tratamento o 5s0  Total N (%) N (%)

BE 106 46 (43.4%) 60 (56.6%)
Controle BX 23 11 (47.8%) 12 (52.2%)
Dg 0 0 (0.0%) 0 (0.0%)
BE 111 61 (55.0%) 50 (45.0%)
Vitrificado BX 47 26 (55.3%) 21 (44.7%)
Dg 7 2 (28.6%) 5 (71.4%)
Comparacdo entre embrides macho e embrifes fémea, por estagio de desenvolvimento, pelo teste de

Mann-Whitney (p < 0,05). BX: embrides no estagio de blastocisto expandido; BE: embrides no estagio de
blastocisto eclodido; Dg: embriGes degenerados.
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4. DISCUSSAO

O principal objetivo deste estudo foi verificar se 0 sexo dos embrides
PIV influencia a resposta dos embrides PIV a criopreservacdao. Entretanto, como a
proporcao do sexo dos embrides pode ser afetada por vérios fatores, tal como o touro
utilizado e no intuito de confirmar como a propor¢do do género responde a velocidade
de desenvolvimento embrionario, outros experimentos foram realizados antes de se
avaliar se o sexo afeta a resposta a vitrificacdo. Inicialmente, foi verificado se o touro
afeta a cinética de desenvolvimento embrionério. Para isso, os dados de clivagem,
cinética do desenvolvimento embrionario em D6 e taxa de producdo total de
blastocistos em D6, D7 e D8 de cinco touros, foram utilizados.

Conforme ja esperado os resultados mostraram diferenca na producgéo
total de blastocistos entre alguns touros. Esses dados corroboram os trabalhos de
Machado et al. (2009) e outros (Alomar et al., 2008; Palma e Sinowatz, 2004; Ward et
al., 2001) que relatam a diferenca na taxa de clivagem e producédo de blastocistos entre
os touros em D7 e D8. De fato, variagdes individuais entre touros bem como entre
ejaculados ou partidas de sémen congelado de um mesmo individuo séo relatadas tanto
para fecundacdo in vivo quanto para as condi¢cdes in vitro. Quanto a cinética de
desenvolvimento, nenhuma diferenca foi detectada entre os animais envolvidos. A
comparagdo com outros trabalhos em bovinos se torna dificil devido ndo so a escassez
de estudos que avaliem esse parametro, mas também aos distintos metodos e sistemas
adotados pelos diferentes autores. Entretanto, Alomar et al. (2008) comparando 4 touros
e observando o desenvolvimento embrionario com auxilio do time-lapse, mostraram que

ndo houve diferenca entre os touros no desenvolvimento entre a clivagem e o estagio de
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blastocisto. Da mesma forma, Carvalho et al. (2010) utilizando sémen sexado de 4
touros, e Barcelo-Fimbres e Seidel (2007), utilizando meios enriquecidos para melhorar
a qualidade do embrido também ndo encontraram diferenca entre touros na cinética de
desenvolvimento embrionario.

Considerando que um dos objetivos era avaliar o quanto o macho
utilizado na PIV afetaria o desenvolvimento embrionario, ndo se poderia descartar um
possivel efeito do touro na resisténcia ao estresse. Portanto, o efeito do touro na
criotolerancia de embrides PIV também foi avaliado neste estudo. Quando os animais
foram comparados individualmente e por tratamento, ndo foi observada diferenca entre
embrides C ou V. Todavia, quando os tratamentos foram avaliados entre si por touro,
dois animais ndo tiveram diferenca entre C e V, e um deles foi o T2, o Unico que
apresentou menor taxa de blastocisto em relacdo aos demais touros. Além deste, o T5
também ndo mostrou diferenca entre os tratamentos. Esses resultados indicam que
existe um componente paterno na criotolerancia dos embrides e que na escolha do touro
para a PIV também deve-se levar em consideracdo esse fator. Até o momento, ndo se
conhece outros estudos em bovinos que relatem o efeito do touro na criotolerancia de
embrides, sejam esses de origem in vivo ou in vitro. Sendo assim, ndo se tem nenhum
conhecimento de como o macho afeta a resisténcia a criopreservacio dos embrides. E
possivel que esse efeito esteja relacionado aos danos que a célula espermatica possa ter
sofrido durante o processamento do sémen, visto que a integridade do DNA espermatico
é de crucial importancia para transmissao balanceada da informacdo genética para
futuras geracdes (Fernandez-Gonzalez et al., 2008).

Algumas evidéncias sugerem que 0 espermatozoide com fragmentacao
de DNA pode levar a falha na concepcao, abortos, malformacGes e doencas genéticas
(Evenson, 1999; Kipper et al., 2017; Sakkas et al., 1999; Walters et al., 2005b). As
causas de danos ao DNA espermatico séo variadas, como apoptose, metabolismo celular
alterado e estresse oxidativo. E importante ressaltar que mesmo quando um
espermatozoide com danos severos de DNA é utilizado, a descondensagdo nuclear, a
formacdo de pro-nucleos e inclusive, o desenvolvimento embrionario podem ocorrer.
Isso é possivel, uma vez que os danos de cromatina e desenvolvimento anormal podem
ndo ser percebidos, até os estagios pos-implantacionais (Fernandez-Gonzalez et al.,
2008). Relatos utilizando camundongos como modelo, indicam que a célula espermatica
com DNA danificado pode fecundar um ovdcito e produzir embrides de boa qualidade

no periodo inicial, pois o0 ovocito tem capacidade de reparar parte dos danos (quando
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esse prejuizo ndo ultrapassa 8%). No entanto, a medida que os danos ao DNA
aumentam, o sucesso de desenvolvimento e/ou levar uma prenhez a termo diminui
(Ahmadi e Ng, 1999). Enfim, quando se objetiva alcancar a qualidade do embrido deve-
se considerar varios parametros da qualidade espermatica, pois ha indicios de que touros
que produzem embrides de boa qualidade podem afetar a crioresisténcia embrionaria.

Como um dos objetivos deste estudo foi avaliar o efeito do sexo do
embrido a criopreservacgdo, era fundamental identificar se existe um dimorfismo sexual
na cinética de desenvolvimento. Isso porque, varios estudos mostram que os blastocistos
que se desenvolvem mais rapidamente em condic@es in vitro sdo de melhor qualidade, e
mais capazes de sobreviverem a diferentes condi¢des de estresse, comparados aos que
se desenvolvem mais lentamente (Carrocera et al., 2016; Dinnyes et al., 1999; Leme,
2008; Morato et al., 2010; Rizos et al., 2008a; Zucolloto et al., 2003). E, tem sido
relatado também que embrides fémeas sdo mais tardios do que machos (Gutierrez-Adan
et al., 2001; Rubessa et al., 2011; Tominaga, 2004) e tendem a apresentar mais células
em apoptose do que embrides machos (Ghys et al., 2016); portanto, menos embrides
fémeas seriam considerados de para a selecdo na criopreservacdo com relacdo a
qualidade.

Neste trabalho, foi avaliado o sexo de embriGes que atingiram o estagio
de BX em D6, D7 e D8 de desenvolvimento, ou seja, embrides com diferentes
velocidades de desenvolvimento. Dos cinco touros utilizados, dois apresentaram maior
namero de embrides machos em relacdo as fémeas em D7; em D8, apenas um touro nao
apresentou diferenga na razdo macho:fémea. Na analise geral, foi observado que no D7
0s embrides sdo predominantemente machos e, 0 desvio no sexo dos embrides se torna
mais acentuado em D8. Resultados anteriores da equipe também mostram um
favorecimento de embribes machos para o sistema in vitro (Machado et al., 2012;
Machado et al., 2009; Machado et al., 2013a), e a diferenca se torna mais evidente a
medida que o embrido cresce (Machado et al., 2012; Machado et al., 2013b), quando
avaliados em D14 e D15.

Outros estudos mostram resultados semelhantes aos do presente trabalho
com estagios de blastocistos expandidos e eclodidos de embribes avaliados em D7 e D8,
indicando que embrides PIV sdo predominantemente machos (Darwish et al., 2009;
Lonergan et al., 1999; Xu et al., 1992). Porém, isto ndo condiz com os achados de
Larson et al. (2001) em que mais embriGes fémeas atingiram o estagio de moérula e

blastocisto expandido no D6. Esses autores, entretanto, utilizaram um pool do sémen de
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seis touros para a fecundacao, além da privacdo parcial ou total de glicose no meio de
cultivo, o que tem sido indicado como fator que favorece o desenvolvimento de
embrides machos, devido a afinidade do metabolismo do embrido macho para essa fonte
de energia (Barcelo-Fimbres e Seidel, 2007; Bredbacka e Bredbacka, 1996; Gardner et
al., 2000; Peippo et al., 2001; Rubessa et al., 2011).

Para avaliar se 0 sexo afeta a resposta a vitrificacdo foi utilizado apenas
um touro para produzir os embrides na fase seguinte. Uma vez que o T5 ndo apresentou
diferenca entre a propor¢do macho:fémea em D7 e também ndo diferiu nas taxas de
sobrevivéncia e evolucdo apos a vitrificacdo, este foi o touro eleito para realizar esse
experimento. Nessa etapa, os embrides utilizados para vitrificagdo foram BX de
qualidade |, pois é o estagio de preferéncia no uso para a vitrificagdo em ambito
comercial (Sanches et al., 2016; Sanches et al., 2013). Apesar destes embrides terem
sido submetidos as mesmas condic6es de cultivo e vitrificacdo do experimento anterior,
a taxa de evolucdo foi menor para os embrides do grupo V, embora a taxa de
sobrevivéncia ndo tenha diferido entre eles. Estes sdo critérios rotineiramente utilizados
como padrdo de qualidade embrionaria, e conguanto a taxa de eclosao dos embrifes V
tenha sido inferior aos do grupo C (50,2% e 84,6% — respectivamente), este dado é
consideravelmente maior do que os encontrados na literatura (que variam de 13% a
35%), levando em conta embrides BX de D7, 24 horas ap6s o aquecimento (Barcelo-
Fimbres e Seidel, 2007; Carrocera et al., 2016; Morato et al., 2010; Nicacio et al., 2012;
Sanches et al., 2013; Taniguchi et al., 2007). Além disso, a taxa de sobrevivéncia é
semelhante as relatadas por diversos autores (De Oliveira Leme et al., 2016; De Rosa et
al., 2007; Kuwayama et al., 2005a; Loutradi et al., 2008; Nicacio et al., 2012; Papis et
al., 2000; Saha et al., 1996; Sanches et al., 2016; Sanches et al., 2013; Sudano et al.,
2014b; Sudano et al., 2012; Taniguchi et al., 2007), independentemente do sistema de
PIV utilizado. Esses resultados sugerem que o método Cryotop é eficiente para a
criopreservacao e, consequentemente, a recuperacdo de embrides PIV.

Com relacdo ao efeito do sexo na vitrificagédo, os resultados indicam que
a criotolerancia é semelhante entre 0s géneros. Isso porque somente 0s embrides
eclodidos do grupo C, apresentaram maior proporcdo de fémeas e nos demais estagios e
tratamentos em questdo, a propor¢cdo macho:fémea foi semelhante. Todavia, a literatura
relata a diferenca de recuperacdo apos alguma condicdo de estresse entre macho e
fémea, como apos a bidpsia, em que embrides fémea necessitaram de maior tempo para

re-expansdo (Tominaga, 2004). Além, disso, Nedambale et al. (2004) mostram que



85

embrides machos além de se desenvolverem mais rapidamente do que fémeas,
sobreviveram em maior nimero ao estresse da vitrificacdo, apresentando maiores taxas
de eclosdo apos 48 horas do procedimento. Apesar de que poucos experimentos tenham
sido conduzidos com embrides vitrificados e sexados em bovinos (Akiyama et al.,
2010), era esperado que houvesse uma diferenca entre géneros na resposta a
vitrificacdo. Nota-se, no entanto, que dos embrifes submetidos a criopreservacdo que
degeneraram, a maioria sdo fémeas, mas devido ao numero muito pequeno, ndo
apresentaram diferenca estatistica.

E sabido que embrides fémeas e machos sdo diferentes quanto ao
metabolismo e a expressdo de genes desde o inicio de sua formacdo. Estas diferencas
séo afetadas por fatores do ambiente in vivo ou in vitro. Essas diferengas s&o mais
discrepantes em sistemas PIV cuja suplementacédo € o SFB (Heras et al., 2016), quando
o0 transcriptoma de embriGes macho e fémea, in vivo e in vitro foi comparado por
sequenciamento de RNA. Segundo Bermejo-Alvarez et al. (2010b) cerca de um tergo
dos genes expressos na espécie bovina sdo diferentes entre embrides macho e fémea,
enguanto nas condicdes in vitro.

Apesar de todas essas diferencas entre sexos relatadas na literatura, 0s
resultados encontrados neste estudo indicam que ambos 0s sexos respondem de forma
semelhante a vitrificacdo. Por outro lado, para que se possa confirmar que ndo existe
diferenca na crioresisténcia entre os embrides macho e fémea, outras andlises, tais com

as relacionadas a aspectos moleculares e a avaliacao da gestacdo, devem ser realizadas.
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que a escolha do touro, apesar de nao
interferir na cinética de desenvolvimento embrionario, afeta a producédo de blastocistos,
a resposta a criopreservacdo e também a razdo macho:fémea na PIV. Ainda pode-se
afirmar que os touros que produzem embrides mais crioresistentes nem sempre s&o 0s
que produzem maior taxa de embries PIV. Além disso, embriées macho e fémea tém a
mesma capacidade de resposta a vitrificacdo por Cryotop.

Finalmente, outros estudos com condicGes e ambientes diferentes e com
outras avaliacBes poderdo confirmar a semelhanca entre géneros em relagdo a

crioresisténcia.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados, indicam que a Vvitrificacdo de embribes
bovinos PIV pelo método de Cryotop, ndo apresentaram intensas alteracfes no perfil
transcricional de genes, podendo este ser um procedimento promissor a criopreservagao

de embrides desta espécie.

Além disso, devido a selecdo criteriosa dos embrides que sdo submetidos
a vitrificacdo, havia a davida sobre embrides machos estarem sendo escolhidos, ao invés
de embrides fémeas, por causa da sua velocidade de desenvolvimento e qualidade
morfolégica no momento da selecdo. Com os resultados obtidos viu-se que a escolha do
touro, apesar de ndo interferir na cinética de desenvolvimento embrionario, afeta a
producdo de blastocistos, a resposta a criopreservacdo e também a razdo macho:fémea
na PIV. Além disso, embrifes macho e fémea tém a mesma capacidade de resposta a

vitrificacdo por Cryotop.

No entanto, estudos adicionais, que agreguem informacdes sobre
alteracdes moleculares bem como a resposta celular relativas a esse processo de estresse

intenso, sdo fundamentais para elucidar a fisiologia do embrido submetido ao método.



