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RESUMO

Muito esforgo tem sido empregado para melhorar a qualidade dos embrifes obtidos por
producdo in vitro (PIVE), dada a relevancia desta tecnologia para os sistemas pecuarios atuais.
Nesse contexto, sistemas dinamicos de PIVE tém se mostrado benéficos para o embrido, uma
vez que mimetizam fluxos de fluidos e forcas mecénicas resultantes do movimento das células
ciliadas e da contragcdo muscular no trato reprodutivo. No presente estudo, procurou-se
confirmar esses achados iniciais, bem como avaliar possiveis consequéncias moleculares para
0 embrido, aplicando microvibracao (45 Hz por 5 segundos uma vez a cada 60 minutos) durante
a maturacdo de odcitos e cultivo de embrides bovinos. Como resultado, a microvibragéo levou
a blastocistos mais criotolerantes, conforme indicado pela menor incidéncia de apoptose apos
vitrificacdo-descongelamento. Analises posteriores revelaram alteracdes epigenéticas e
transcricionais em blastocistos derivados do tratamento de microvibracdo, com um total de 502
genes diferencialmente expressos. As andlises de enriquecimento ligaram genes
diferencialmente expressos a “fosforilagdo oxidativa”, “interagdo do receptor citocina-citocina”
e “vias de sinalizagdo que regulam a pluripoténcia das células-tronco”. No entanto, uma meta-
analise indicou que a alteracdo transcricional induzida pela microvibracdo ndo foi em direcéo
ao perfil transcricional de embrides produzidos in vivo. Em conclusdo, a microvibracao resulta
em embrides bovinos mais resistentes a criopreservacao, mas deve-se ter cautela ao considerar
a microvibragdo durante a PIVE devido as consequéncias pouco claras das anormalidades

epigenéticas e transcricionais induzidas pelo tratamento.

Palavras-chave: bovinos, odcito, PIVE, blastocisto, epigenética, RNAseq.
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ABSTRACT

Much effort has been employed to improve the quality of embryos obtained by in vitro
production (IVP) given the relevance of this technology to current livestock systems. In this
context, dynamic IVP systems have been shown to be beneficial to the embryo once they mimic
fluid flows and mechanical forces resulting from the movement of ciliated cells and muscle
contraction in the reproductive tract. In the present study we sought to confirm these initial
findings as well as assess potential molecular consequences to the embryo by applying micro-
vibration (45 Hz for 5 seconds once per 60 minutes) during both oocyte maturation and embryo
culture in cattle. As a result, micro-vibration led to cryotolerant blastocysts as indicated by the
lower incidence of apoptosis following vitrification-thawing. Further analyses revealed
epigenetic and transcriptional changes in blastocysts derived from the micro-vibration
treatment, with a total of 502 differentially expressed genes. Enrichment analyses linked
differentially expressed genes to “Oxidative phosphorylation”, “Cytokine-cytokine receptor
interaction”, and “Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells”. Yet, a meta-
analysis indicated that the transcriptional change induced by micro-vibration was not toward
that of in vivo-derived embryos. In conclusion, micro-vibration leads to bovine embryos of
improved cryotolerance, but caution should be taken given the unclear consequences of

epigenetic and transcriptional abnormalities induced by the treatment.

Keywords: cattle, oocyte, IVP, blastocyst, epigenetic, RNAseq
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1.Introdugéo

A producéo in vitro de embrides (PIVE) tem sido amplamente empregada em bovinos
visando maximizar a eficiéncia reprodutiva e disseminacdo de germoplasma, entre outros
objetivos [1]. De fato, a PIVE provou ser uma ferramenta poderosa nos sistemas de pecuaria
atuais, especialmente quando combinada com sémen sexado e selecdo gendmica [2]. No
entanto, ainda existem alguns aspectos nédo resolvidos da PIVE que dificultam sua eficiéncia e
aplicacdo mais ampla [3,4]. Anormalidades cromossémicas, nimero reduzido de células,
expressao génica aberrante e metabolismo desregulado sdo fenotipos comuns de embribes
derivados de PIVE, levando a menores taxas de prenhez e bezerros de menor viabilidade [3,5-
9].

Durante as Gltimas décadas, anormalidades embrionarias resultantes de sistemas PIVE
vém sendo abordadas pelo desenvolvimento de sistemas de cultivo melhorados [10]. Para tanto,
sistemas de cultivo vém sendo desenvolvidos para imitar o0 ambiente reprodutivo in vivo no
qual os odcitos sdo gerados, fecundados e se desenvolvem até o estagio de blastocisto [11].
Assim, hd um crescente debate sobre as condicOes estaticas nas quais 0s odcitos e embrides sdo
mantidos durante a PIVE [12]. Principalmente ap6s a ovulagdo, o4citos e embrides sdo expostos
a fluxos de fluidos e forcas mecanicas resultantes do movimento das células ciliadas e da
contracdo muscular no oviduto e no Gtero. Acredita-se que esses estimulos ativem vias
intracelulares que regulam o desenvolvimento embrionario pré-implantacéo, além de contribuir
com a difusdo de substancias (por exemplo, gases, nutrientes, espécies reativas de oxigénio e
materiais residuais) no trato reprodutivo [11,16-18]. Ainda, estudos com humanos,
camundongos, vacas e porcos indicam um efeito positivo de sistemas dindmicos de PIVE,
aumentando a qualidade embrionéria, taxas de desenvolvimento e criotolerancia [10,12].

Os sistemas dindmicos de PIVE podem abranger o uso de microcanais [19-21],
microfunis [22], sistemas de cultura de embrides inclinados [23-26] e sistemas de
microvibragdo [12,27-31]. Em acordo com embrides in vivo serem expostos a microvibragdo
variando de 5 a 20 Hz [13-15], Isachenko et al. [12,27] descobriram que o estimulo mecanico
durante o cultivo in vitro (CIV) de embrides humanos pode levar a um aumento das taxas de
desenvolvimento. Da mesma forma, Mizobe et al. [28] relataram um efeito benéfico da

microvibracdo quando aplicada durante a maturacdo in vitro (MIV) de odcitos suinos. Mais
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tarde, esses achados foram confirmados por outros estudos em humanos, camundongos e
bovinos [29-32], mas ainda ndo esta claro em que extensdo a microvibracdo afeta o embrido.
Aqui, o emprego de microvibracdo durante a MIV e a CIV resultou em blastocistos
bovinos mais tolerantes a vitrificacdo, embora as taxas de desenvolvimento pré-implantacional
ndo tenham sido melhoradas. Além disso, o tratamento levou a varias alteracfes epigenéticas e

transcricionais, revelando o profundo impacto da microvibragdo no embriéo.



2.Revisdo da Literatura

2.1 Producdo in vitro de embrides

A PIVE consiste na produgéo de embrides fora do organismo materno. Nos anos 80, a
possibilidade comercial da transferéncia de embrifes impulsionou a reproducédo assistida em
bovinos, nascendo em 9 de junho de 1981 o primeiro bezerro oriundo de fecundacéo in vitro
(FIV) [33]. Atualmente, essa biotécnica é composta pela combinacdo de varios processos
interdependentes, desde a obtencdo dos odcitos imaturos até a transferéncia de embrides para
as fémeas receptoras que levardo a gestacdo a termo [34]. A PIVE é utilizada com o objetivo
de aumentar a eficiéncia reprodutiva dos animais, sem que haja comprometimento da vida
reprodutiva dos mesmos [35], e pode propiciar inimeras vantagens, como aceleracdo do
melhoramento genético animal, diminuicdo do intervalo entre geracdes, prolongamento da vida
reprodutiva de animais de alto valor genético portadores de altera¢6es adquiridas, utilizacdo de
animais jovens, gestantes ou lactantes em programas de reproducao, entre outros [33,36]. Essa
biotécnica € considerada estabilizada, possibilitando a obtencdo de centenas de bezerros ao
longo da vida de uma Unica doadora de odcitos [37]. Ha também um amplo interesse cientifico
nesta biotécnica ja que, além de ser um recurso para o estudo da biologia reprodutiva, a PIVE
constitue importante ferramenta para a execucao de outras biotecnologias tais como clonagem,
transgenia e pesquisa com células tronco [38-40].

A primeira etapa da PIVE consiste na recuperagdo dos odcitos, seja de animais vivos,
através da técnica de aspiracao folicular transvaginal, ou a partir de ovarios de animais abatidos
[41]. A partir dai, sdo necessarias trés etapas até a obtencdo dos embrides propriamente ditos:
MIV, FIV e CIV (42,38). In vivo, a maturacéo é induzida pelo pico pré-ovulatério do horménio
luteinizante (LH). J& in vitro, esse processo tem inicio com a remocgéo do oocito do interior do
foliculo ovariano [40]. Isso ocorre porque a aspiracao folicular rompe a interacdo do complexo
cumulus-o6cito (COC) com o restante das células foliculares (e.g., células murais da
granulosa), resultando em alteragdes moleculares que culminam na retomada da meiose no
odcito. Apesar disso, 0s o0citos obtidos por aspiracdo de foliculos antrais (e.g., com didmetro
de 3-8 mm) ndo se encontram aptos para serem fecundados e nem sdo competentes para

suportarem o desenvolvimento embrionario inicial. Para adquirirem tais capacidades é
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necessaria uma série de transformagdes nucleares e citoplasmaticas, as quais sao coletivamente
denominadas de maturacdo oocitaria [43,44]. Para que a maturacdo oocitaria tenha sucesso in
vitro é fundamental que os meios utilizados durante a MIV se assemelhem as condicdes do
ambiente in vivo de maturacdo [45]. Assim, sdo utilizados suplementos como o soro fetal
bovino (SFB) e gonadotrofinas como o hormdnio foliculo estimulante (FSH), o LH e o
estradiol, além de condi¢Bes controladas de atmosfera gasosa e temperatura [46]. Sé&o
necessarias de 18 a 22 horas para que 0 odcito mature. Ao término da MIV, o o6cito maturado
em estagio de metafase 11 € caracterizado pela presenca do primeiro corpasculo polar. O6citos
que se encontram neste estagio normalmente estdo aptos para serem fecundados e iniciarem o
desenvolvimento embrionario [42,47].

A FIV envolve a incubagdo conjunta, por cerca de 22 horas, dos 00citos maturos com
espermatozoides capacitados para que a fecundacdo ocorra [48,44]. Anteriormente a FIV, os
espermatozoides devem ser adequadamente preparados para possibilitar a fecundagdo [49].
Normalmente sdo utilizados espermatozoides armazenados em nitrogénio liquido dentro de
palhetas de sémen. Assim, os espermatozoides devem ser separados de crioprotetores e outros
componentes utilizados durante o congelamento uma vez que esses sdo prejudiciais a FIV. O
método mais comum para a obtencao de espermatozoides vivos e livres desses componentes é
a separacao por gradiente de Percoll [50]. Apds, a concentracdo e viabilidade de
espermatozoides é determinada, seguido pela incubacdo dos mesmos em meio de FIV adequado
para a capacitacdo espermatica [51]. Ao término da FIV, os potenciais zigotos sao desnudados
das células do cumulus residuais e incubados em meio de CIV para possibilitar o
desenvolvimento pre-implantacional até blastocisto [44].

A CIV em bovinos se estende por um periodo de sete dias. Durante esse periodo, 0
sistema de cultivo empregado deve propiciar condi¢fes adequadas para as primeiras clivagens,
ativacdo do genoma embrionario e, consequente, desenvolvimento até blastocisto [49]. O
blastocisto representa a primeira diferenciacdo celular, sendo composto pela massa celular
interna (MCI) e trofectoderma (TE). A MCI é precursora dos trés folhetos germinativos e alguns
anexos embrionarios, enquanto o TE origina somente anexos embrionarios [38]. No dia 7 da
CIV, os blastocistos sao selecionados principalmente com base na morfologia e utilizados para
a transferéncia de embrides a fresco ou para a congelagéo/vitrificagdo [42].

Embora o aprimoramento das condigdes de cultivo de embrides in vitro e das técnicas

de recuperacao de odcitos tenham tornado vidvel a aplicacéo da PIVE em escala comercial [49],
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hé relativa baixa eficiéncia da técnica e menor qualidade embrionéria quando comparado com
embrides produzidos in vivo. A taxa de prenhez € menos eficiente, variando entre 22 a 33%,
enquanto o da producdo in vivo varia entre 41 a 55%. Além disso, aproximadamente 30% a
40% dos odcitos inicialmente utilizados na MIV se desenvolvem até o estagio de blastocisto
[52]. Os embrides produzidos in vitro diferem dos produzidos in vivo em diversas
caracteristicas, tais como altera¢cdes cromossomicas, numero de células, aspectos morfoldgicos
e metabdlicos, e expressdo de genes especificos [53-55]. Provavelmente essas diferencas
estabelecam o comeco de uma série de problemas que levam a reducéo de eficiéncia da PIVE,
além de fendtipos indesejaveis (e.g., sindrome da cria grande) no bezerro ao nascimento [56].
A vista disso, estudos avaliando individualmente/conjuntamente as etapas da PIVE tém sido
realizados com o objetivo de obtencdo de melhores resultados [57]. Uma das estratégias que
tem sido proposta para otimizacdo da PIVE, mimetizando as condi¢bes in vivo de
desenvolvimento embrionéario, é a microvibracdo mecanica, uma vez que no oviduto o embrido

é constantemente exposto a movimentos ciliares advindos das células epiteliais [12].

2.2 Microvibragéo na PIVE

Na busca por maior eficiéncia na PIVE, diversos estudos tém sido realizados visando
mimetizar o ambiente fisiolégico de desenvolvimento oocitario/embrionario e proporcionar
condicdes de minimo estresse osmatico, oxidativo, térmico, nutricional e mecanico [58]. Em
diferentes organismos, o efeito estimulante da microvibracdo é bem conhecido e desempenha
papel relevante na transducdo mecanica, essencial para a sobrevivéncia das células e dos
organismos superiores [59]. Especificamente na reproducéo, etapas como a fecundacdo e o
desenvolvimento embrionario inicial ocorrem no oviduto, um 6&rgdo multifuncional e
mecanicamente ativo [60]. Dentre os tipos celulares do oviduto, incluem-se as células ciliadas
[61], cujos cilios tém acédo vibratoria ou pulsante, com movimento orientado em dire¢cdo ao
utero [62]. Assim, odcitos ovulados e embrides sdo transportados ativamente em dire¢do ao
Utero por meio de batimentos ciliares, além de contra¢cdes musculares [63,11]. Como resultado,
oocitos e embrides séo expostos no oviduto a microvibragdo de 5 a 20 Hz [14]. Alem de induzir
a ativacdo de varias cascatas intracelulares com importante papel na regulacdo do

desenvolvimento embrionario pré-implantacional, este efeito microvibratério contribui com a
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difusdo mais eficiente de nutrientes no Iimen do oviduto [23,64]. Em comparacdo com o
desenvolvimento in vivo, odcitos e embrides sdo cultivados durante a PIVE em ambiente
estatico utilizando placas de Petri ou micropocos e incubadoras de CO2 ou mistura gasosa
contendo CO», Oz e N2 [65]. Esse contraste de condi¢des pode ser responsavel, pelo menos em
parte, pelo menor potencial de desenvolvimento de embrides produzidos in vitro. Neste
contexto, sistemas dinamicos vém sendo desenvolvidos para realizagdo da PIVE, os quais
incluem a utilizacdo de microfunis [22], inclinacdo [23] e microvibracdo [27,28]. De acordo
com estes trabalhos, sistemas dindmicos resultam em um efeito positivo sobre a PIVE,
aumentando a qualidade embrionaria, taxas de desenvolvimento e criotolerancia.

Isachenko et al [59], utilizando microvibragéo a frequéncia de 44 Hz, por 5 segundos a
cada 60 minutos, durante o cultivo in vitro de embrides humanos, forneceram evidéncias de
aumento da taxa de nascidos vivos em pacientes com 30 anos ou mais. Também em humanos,
Yang et al [65] utilizando o6citos e aplicando microvibracéo a 26,3 Hz por 5 segundos a cada
60 minutos durante a MIV e microvibragdo de 41,2 Hz por 5 segundos a cada 60 minutos
durannte a Cl1V, obtiveram taxas significamente maiores de embrides humano de boa qualidade,
com pelo menos 6 células no dia 4. As taxas de gravidez clinica e nascidos vivos também foram
maiores. Ainda em humanos, e também em camundongos, Hur et al [30] aplicaram
microvibracdo em zigotos a frequéncia de 42 Hz por 5 segundos a cada 60 minutos. Em
camundongos o numero de células dos blastocitos foi significativamente maior no grupo
submetido a microvibragdo, enquanto em humanos a microvibracdo aumentou as taxas de
gravidez e implantacao.

Em bovinos, od6citos/embries foram cultivados utilizando um sistema de
microvibragdo (com frequéncia de 20, 40 ou 80 Hz, por 5 segundos a cada 60 minutos) durante
a MIV e CIV. Quando comparado com o grupo controle sem vibracdo, houve aumento da taxa
de desenvolvimento a blastocisto quando empregado a microvibracdo de 40 Hz [31]. J& em
suinos, um estudo utilizando microvibracdo durante a MIV indicou melhora da maturacao
citoplasmatica, com consequente efeito positivo sobre a taxa de producdo de blastocistos [28].

Portanto, sdo crescentes as evidéncias de que o emprego da microvibragdo durante a
MIV e/ou CIV tem impacto benéfico sobre os indices da PIVE em bovinos, suinos, murinos e
humanos, no entanto, ainda ndo estd claro em que extensdo a microvibracdo afeta o

odcito/embrido.



2.3 Indicadores de qualidade embrionaria

A viabilidade econdmica da PIVE néo esta relacionada somente a taxa de producao dos
embribes, mas também com a qualidade do embrido, a capacidade de estabelecer a gestagéo, e
o desenvolvimento fetal e placentario normais, além da obtencdo de gestacfes a termo e
nascimento de crias vidveis e saudaveis [66]. Portanto, quanto melhor a competéncia do
embrido selecionado para a transferéncia, maiores sdo as chances de estabelecimento e
manutencdo de gestacdo, com subsequente reducdo dos custos envolvidos [67]. No entanto, a
determinacdo da competéncia embrionaria é ainda bastante incipiente e comumente envolve
avaliacGes morfoldgicas, determinacdo do numero de células do blastocisto, nimero de células
apoptoticas e analise da expressao génica [67].

A avaliacido morfologica é wuma avaliacdo visual, feita utilizando um
estereomicroscopio, na qual sdo considerados parametros como idade do embrido, brilho,
presenca de blastdmeros irregulares, extrusao celular, vacuolizagdo, morte ou fragmentacao,
alteracdo de cor ou tamanho, auséncia de compactacao e danos na zona pelucida [68]. Essas
caracteristicas morfoldgicas séo utilizadas para classificar os embrifes produzidos in vitro em
graus que variam de | a IV. O embrido de grau | € o que apresenta maior potencial de
desenvolvimento, e o de grau IV o menor [69]. Esta é uma técnica ndo invasiva e por isso
bastante utilizada para avaliar a competéncia embrionaria. No entanto, por ser uma analise
subjetiva, ha variabilidade entre técnicos. Devido a isso, outras analises sdo comumente
realizadas com o objetivo de complementar a avaliacdo morfoldgica.

A determinacdo do namero total de células tem sido utilizada como indicador de
qualidade do blastocisto pois embrides com maior nimero de células tém maior probabilidade
de estabelecimento e manutencdo da gestacdo [70-72]. Para tanto, sdo empregadas técnicas de
coloracdo com reagentes com afinidade por &acidos nucleicos (e.g., Hoechst ou Dapi) e
visualizacdo em microscopio epifluorescente [73-75]. Por outro lado, embrides em mesmo
estagio de desenvolvimento podem variar em tamanho e nimero de células, sem efeito sobre a
competéncia. Por esse motivo, € comum gue o numero de células do blastocisto seja também
determinado de acordo com a sua origem [67]. No dia 7 da embriogénese, o embrido bovino
contém dois tipos celulares, a MCI que da origem ao feto propriamente dito e partes dos tecidos
extraembrionarios, assim como o TE, que € responsavel por produzir a maioria dos anexos

embrionarios incluindo a placenta [76,77]. Embrides que apresentam proporg¢do de 20-40% de

7



MCI em relacdo ao total de células sdo considerados de boa qualidade [78,79]. Entretanto,
embrides que apresentam essa proporc¢ao abaixo de 20%, ou acima de 40%, s&o considerados
de baixa qualidade [80,81].

Ja a apoptose € um tipo de morte celular programada [82] que tem por objetivo a
remocdo de células danificadas, infectadas, senescentes ou que simplesmente perderam a
funcdo no organismo, sem alteracdo do microambiente celular e livre de inflamacgdo [83]. No
cultivo in vitro de embribes, a apoptose também pode ser causada por condi¢cdes subdtimas de
cultivo, podendo ser utilizada como um critério funcional de anélise da qualidade embrionaria
[84]. Elevadas taxas de apoptose resultam em embrides de menor qualidade e,
consequentemente, com baixa probabilidade de gerar prenhez [85].

2.3.1 Andlise de expressdo génica

A analise da expressdo génica € uma ferramenta promissora para a compreensdo do
desenvolvimento embrionario e estudo dos efeitos de diferentes tratamentos na PIVE [86].
Quando comparados, embrides produzidos in vivo e in vitro apresentam diferencas marcantes
quanto a abundancia relativa de transcritos [87,88]. Essas diferencas no transcriptoma refletem
em parte diferencas na competéncia embrionaria como resultado dos diferentes ambientes em
que os embrides foram produzidos, in vivo vs. in vitro [87-89]. Estudos que caracterizaram
padrbes de expressdo génica ao longo do desenvolvimento embrionério destacam a importancia
da regulacdo da expressdao génica para mediar as respostas dos embrides aos estimulos
proporcionados pelas condi¢des de cultivo. Esse fato sugere que as diferencas encontradas nos
niveis de expressdo dos genes de embrides manipulados podem estar associadas a insuficiéncias
nas condicBes de cultivo [90-92]. Assim sendo, indentificar como as condicGes de cultivo
afetam a maturagdo de odcitos, fecundacdo in vitro e desenvolvimento embrionério, incluindo
seu efeito sobre o padrdo de expressao génica dos embrides, é essencial para aproximar as
caracteristicas do embrido derivado de PIVE daqueles produzidos in vivo.

Uma vez que a expressao génica é regulada por alteragdes na estrutura da cromatina, a
analise de marcas epigenéticas também é bastante informativa quando se investiga os efeitos
da PIVE sobre o embrido. Os mecanismos de controle epigenético regulam funcdes celulares
importantes para adiferenciacdo e plasticidade celular. Funcbes que estdo envolvidas na

garantia da estabilidade do genoma, inativacdo do cromossomo X, realizacdo e manutengédo do
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imprinting genémico, silenciamento de elementos de transposicdo do DNA, plasticidade em
respostaa fatores ambientais diversos, entre outros [93,94]. Durante o desenvolvimento
embrionario ha uma série de modificacOes epigenéticas importantes, sendo que cada estagio do
desenvolvimento € caracterizado por um padréo epigenético especifico [95-97]. Assim sendo,
as modificacOes epigenéticas nos embrides devem ocorrer de forma orquestrada e correta para
garantir o sucesso da embriogénese [95].

Sabe-se que 0s mecanismos epigenéticos sdo vulneraveis aos fatores ambientais [91,98],
e que durante o desenvolvimento pré-implantacional esses fatores sao cruciais para a regulacao
epigenética [99]. Em vista disso, 0 ambiente em que gametas e embrides sdo expostos interfere
nos mecanismos epigenéticos e pode influenciar o padrdo de expressdo de genes relacionados
a viabilidade do embrido [91,100,101,97]. Ademais, existem evidéncias de que a baixa taxa de
desenvolvimento embrionario na PIVE esteja relacionada com alteracdes dos mecanismos
epigenéticos. Os mecanismos epigenéticos mais conhecidos sdo: a metilacdo de DNA,
modificacOes pos-traducionais nas caudas de histonas e alteraces na expressao dos RNASs nao-
codificadores [102,103].

2.3.2 Modificagdes pos-traducionais nas caudas de histonas

As histonas sdo 0s componentes basicos dos nucleossomos, compostas por um dominio
C-terminal globular e uma cauda N-terminal flexivel. Cada nucleossomo é formado por um
octamero de histonas contendo pares de cada histona, H2A, H2B, H3 e H4, circundados por
146-147 pares de bases de DNA [104]. Alguns grupos quimicos podem ser adicionados a cauda
N-terminal da histona, modificando sua estrutura. Conforme a modificacdo, o nucleossomo
pode se abrir, 0 que facilita o acesso de fatores de transcricdo ao DNA, ou pode se fechar,
impedindo esse acesso [105]. Considerando que o acesso de fatores de iniciagéo e transcrigcdo
as regibes de controle (e.g., promotores) do DNA ira determinar a expressdo génica, a regulacéo
da estrutura da cromatina é essencial para garantir a correta expressdo de genes, determinando
a repressao ou ativando a transcrigdo génica em nivel adequado [105].

Modificacdes de caudas de histona incluem acetilacdo de residuos de lisina, metilacédo
de residuos de lisina e arginina, ubiquitinacao de residuos de lisina, fosforilacdo de residuos de
serina e treonina, entre outros. A acetilacdo de lisinas esta associada a estados de transcrigédo de

genes ativos, enquanto a metilagdo de lisinas e argininas, embora geralmente associada ao
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silenciamento génico, também podem levar a ativacdo da transcricdo génica, dependendo da
regido da cauda da histona e da quantidade de metilagdes (uma, duas ou trés) [106]. A acetilacdo
e metilacdo das histonas H3 e H4 estdo entre as modificagdes pds-traducionais de histonas mais
abundantes e, portanto, sdo as mais estudadas [106]. A tripla metilacdo das lisinas 9 ou 27 na
histona 3 (H3K9me3 e H3K27me3, respectivamente) estdo relacionadas a reducdo da
transcricdo e a formacdo de heterocromatina (forma compacta da cromatina) [107,108],
enquanto a acetilacdo da lisina 9 na histona 3 (H3K9ac) esta associada com a cromatina ativa
[109] e com a transcricao [110].

Em bovinos, os niveis de acetilacdo e metilacdo de caudas de histonas sdo determinados
durante o inicio do desenvolvimento embrionario. Logo apds as primeiras clivagens ha reducéo
na acetilacdo da lisina 9 e 18 da histona H3, H3K9ac e H3K18ac, respectivamente; sdo
observados niveis mais baixos no estagio de 8-16 células. Apods, ocorre um aumento na
acetilacdo dessas lisinas até o estagio de blastocisto, sendo os niveis de H3K18ac maiores nas
células do TE do que na MCI. J& a acetilagdo das lisinas 5 e 8 da histona 4, H4K5ac e H4K8ac,
respectivamente, mantém niveis estaveis desde as primeiras clivagens até o estagio de 8-16
células, sendo observado aumento apos este estagio e sem diferenca entre células do TE e da
MCI [111].

Também, para os niveis de metilacdo de histonas em embries bovinos, foi descrito
que apos as primeiras clivagens, ha reducdo de trimetilacdo da lisina 9 da H3 (H3K9me3) até o
estagio de 8-16 celulas, enquanto os niveis de dimetilacdo desta lisina (H3K9me2) permanecem
constantes. Essa marca esta relacionada ao silenciamento de Xist (responsavel por iniciar o
silenciamento de uma das cdpias do cromossomo X) e repeti¢des terminais longas (LTRs) em
embrides de mamiferos [112,113]. Depois do estagio de 8-16 células, h& um aumento de
H3K9me2 e H3K9me3 até o estagio de blastocisto [112,113]. A metilacdo da H3K9 é
particularmente importante porque parece seguir o mesmo perfil observado para a metilacéo do
DNA, ambos mecanismos epigenéticos capazes de reduzir a transcricdo génica [114]. Outras
importantes marcas repressivas de histonas identificadas em embrifes bovinos sdo a
trimetilagdo da lisina 27 e 64 da histona H3 e da lisina 20 da histona H4, H3K27me3,
H3K64me3 e H4K20me3, respectivamente. Essas marcas demonstram o mesmo perfil de
reprogramacdo durante o desenvolvimento, sendo consideravelmente reduzidas apds a
fecundacéo e durante as primeiras clivagens, aumentando, porém, no estagio de blastocisto
[115-118].
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3.Hipotese

Considerando que o0citos e embrides sao expostos a fluxos de fluidos e forcas
mecanicas resultantes do movimento das células ciliadas e da contracdo muscular no
ovario, oviduto e Utero. E que esses estimulos ativam vias intracelulares que regulam o
desenvolvimento embrionario pré-implantacdo, além de contribuir com a difusdo de
substancias como gases, nutrientes, espécies reativas de oxigénio e materiais residuais.
A hipétese deste trabalho é que a qualidade dos embri6es bovinos produzidos na PIVE
é melhorada quando um tratamento de microvibracdo é empregado durante a MIV e a
ClVv.
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4.0Objetivos

4.1 Geral

Avaliar os efeitos da microvibracdo aplicada durante a MIV e a CIV sobre o embrido
bovino derivado de PIVE.

4.2 Especificos

1. Avaliar os efeitos da microvibragdo sobre a PIVE por determinagdo das taxas de
clivagem e de blastocisto;

2. Avaliar os efeitos da microvibracdo sobre a qualidade do embrido por analise nos
blastocistos do numero total de células e nimero de células apoptéticas;

3. Avaliar o efeito da microvibracgéo sobre a criotolerancia dos embrides por analise da
taxa de blastocisto, nimero total de células e incidéncia de apoptose ap0s a vitrificacao;

4. Avaliar os efeitos da microvibracdo sobre a cromatina por analise dos blastocistos
quanto aos niveis de H3K9ac, H3K9me3 e H3K27me3;

5. Avaliar os efeitos da microvibracdo sobre o padrdo de expressdo génica dos
blastocistos.
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5.Metodologia

5.1. Reagentes

Salvo indicacdo em contrario, todos 0s produtos quimicos e reagentes utilizados foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os experimentos foram repetidos

pelo menos trés vezes.

5.2. Design experimental

Em uma primeira série de experimentos, a microvibracdo (45 Hz por 5 segundos) foi
aplicada a cada 30 (V30) ou 60 (V60) minutos para avaliar seu efeito sobre as taxas de
desenvolvimento, numero total de células, incidéncia de apoptose e criotolerancia em
comparacao a embrides produzidos em condicdo estatica (Controle). Essas condi¢des foram
escolhidas com base em trabalhos anteriores [12,28-32], com a microvibragdo sempre sendo
aplicada tanto durante a MIV quanto durante a CIV, mas nunca durante a FIV. Com base nos
resultados obtidos, apenas 0s grupos Controle e V60 foram considerados em uma segunda série
de experimentos, os quais foram avaliados quanto as taxas de desenvolvimento, nimero total
de células, incidéncia de apoptose, criotolerancia, marcas epigenéticas e perfil transcricional.
Para ajustar a microvibracdo de acordo com as necessidades especificas de cada experimento
foi utilizada uma incubadora, que é um prot6tipo em desenvolvimento pela WTA Watanabe
Tecnologia Aplicada (Cravinhos, SP, Brasil), baseado na incubadora EVE (WTA). As
vibragbes mecéanicas foram produzidas utilizando um motor vibratdrio com seu eixo
desbalanceado fixado externamente a base da incubadora. Um feixe de luz (LED) conectado a
um medidor de frequéncia foi usado para determinar a intensidade da corrente elétrica

necessaria para produzir uma frequéncia de vibracao de 45 Hz.

5.3. Producéo de embrides in vitro

5.3.1. Coleta de odcitos e maturacdo in vitro
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Odcitos utilizados para PIVE foram obtidos post-mortem de ovéarios de vacas mesticas
nelore (Bos indicus) abatidas em abatedouro local. Os ovérios foram transportados para o
laboratdrio em solucdo salina 0,9% a 25-30°C dentro de 2 horas e os foliculos antrais medindo
entre 3 e 8 mm de didmetro foram aspirados com uma agulha de calibre 18 acoplada a uma
seringa de 10 ml. O fluido folicular recuperado foi transferido para um tubo de 50 ml e o pellet
decantado inspecionado quanto a presenca de COCs de graus 1, 2 e 3, de acordo com Stojkovic
et al. [119]. Em resumo, os odcitos selecionados apresentaram citoplasma homogéneo ou
levemente heterogéneo com pelo menos dois tercos de sua circunferéncia circundados por no
minimo trés camadas de células do cumulus.

Os COCs selecionados foram lavados em meio de cultura de tecidos tamponado com
HEPES-199 (TCM-199; GIBCO BRL, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), a 37°C, suplementado
com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS; GIBCO BRL), 22 pg/ml de piruvato de sodio e 50
mg/ml de amicacina. Para M1V [120], ~25 COCs/pogo foram incubados por 22-24 h em placas
de cultura de 5 pogos (WTA) com 500 pl (coberto com 6leo mineral) de TCM-199 tamponado
com bicarbonato de sddio suplementado com 10% de FBS, 22 pug/ml de piruvato de sédio, 50
pg/ml de amicacina, 5 pg/ml de FSH (Pluset, Ceva Saude Animal Ltda, Paulinia, SP, Brasil) e
50 pg/ml de LH (Vetecor, Ceva Satide Animal Ltda). A incubadora (EVE) foi regulada para
38,5°C, umidade maxima e atmosfera de 6% CO2, 5% O2 e 89% No.

5.3.2. Preparacédo de esperma e fertilizagéo in vitro

Apdbs a MIV, os odcitos foram submetidos a FIV [120]. Para tanto, palhetas de um Unico
touro Nelore com fertilidade comprovada foram descongeladas em banho-maria a 36°C por 30
segundos. O sémen foi depositado em um gradiente de Percoll de 45-90% preparado com meio
de Tyrode modificado (TALP) e centrifugado a 800 x g por 6 minutos. Os espermatozoides
peletizados foram ressuspendidos em meio de FIV composto de TALP com 10 pg/ml de
heparina, 22 pg/ml de piruvato de sodio, 50 ug/ml de amicacina, 6 mg/ml de albumina de soro
bovino (BSA) livre de acidos graxos, 2 uM de penicilamina, 1 puM hipotaurina e 0,25 pM
epinefrina. Em seguida, ~106 espermatozéides méveis/ml foram incubados em gotas de 70 ul
de meio de FIV, cobertas com 6leo mineral junto com ~25 COCs por 20-22 horas. A incubadora
(3130, Thermo Fisher Scientific, Marietta, OH, EUA) foi ajustada a 38,5°C com umidade
maxima e 5% de CO..
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5.3.3. Cultivo in vitro de presumiveis zigotos

Presumiveis zigotos foram desnudados das células do cumulus por pipetagem apos a
FIV e, em seguida, submetidos a CIV por incubacédo (~25 embrides/pogo) em placas de cultura
de 5 pogos com 500 pl de meio CR2aa modificado (coberto com 6leo mineral) suplementado
com 50 pg/ml amicacina, 2% de FBS e 30 mg/ml de BSA sem &cidos graxos [120]. A CIV foi
realizada por sete dias em uma incubadora (EVE) ajustada a 38,5°C com umidade méxima e
atmosfera de 6% CO2, 5% O2 e 89% N.. Tanto no Dia 3 (D3) quanto no D5, metade do meio
de cultura foi substituido pela mesma quantidade de meio fresco. As taxas de clivagem (D3) e
de blastocisto (D7) foram estimadas dividindo-se o nimero de estruturas em cada dia pelo
namero de zigotos presumiveis submetidos a CIV. Os blastocistos foram classificados como
iniciais, regulares, expandidos e eclodidos [121]. Blastocistos expandidos em D7 foram
vitrificados ou coletados para analise molecular. Neste ultimo caso, pools de cinco blastocistos
foram transferidos para tubos de 0,2 ml em 1 ul de solugdo tamponada com fosfato (PBS) com
0,01% (p/v) de polivinil-pirrolidona (PVP), congelados em nitrogénio liquido e armazenados a
-80°C até o uso. Alternativamente, a CIV foi estendida até o D10 para avaliar a taxa de
blastocistos eclodidos, a qual foi calculada dividindo-se o nimero de embrides eclodidos pelo

numero total de blastocistos no D10.

5.4. Avaliacdo da qualidade do blastocisto

5.4.1. Vitrificagéo de blastocisto

A vitrificacdo foi realizada com base no que foi descrito em uma publicacdo anterior
[122], com poucas modificagdes. Para tanto, os blastocistos expandidos foram primeiro lavados
em TCM-199 tamponado com HEPES com 20% de FBS, 22 nug/ml de piruvato de sodio e 50
mg/ml de amicacina, depois incubados por 8 minutos em meio de vitrificagdo V1 (WTA)
contendo 10% (v/v) etilenoglicol e 10% v/v dimetilsulfoxido (DMSO), e por 50 segundos em
meio de vitrificagdo V2 (WTA) contendo 20% de etilenoglicol e 20% de DMSO. Em seguida,
dois blastocistos foram transferidos em volume minimo de meio V2 para o topo da palha de

vitrificagdo (Vitrific; WTA) e imediatamente imersos em N2 liquido.
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Os blastocistos foram aquecidos por incubacdo em trés meios diferentes com
concentragdes decrescentes de sacarose (D1, D2 e D3; Vitrogen). Os embrides foram mantidos
em meio D1 a 37°C por 45 segundos, em meio D2 a temperatura ambiente por 3 minutos e em
meio D3 a temperatura ambiente por 5 minutos. Os blastocistos foram entdo lavados em meio
CR2aa modificado suplementado como descrito acima e cultivado por 48 horas, conforme
descrito para CIV. A taxa de blastocistos reexpandidos foi determinada apés 6, 12, 24 e 48
horas de aquecimento, dividindo-se o numero de blastocistos expandidos pelo numero total de
blastocistos em cultura. A taxa de blastocistos eclodidos foi determinada apos 48 horas de
aquecimento, dividindo-se o nimero de blastocistos eclodidos pelo nimero de blastocistos
reexpandidos. Os blastocistos reexpandidos foram fixados por incubagdo por 40 minutos em
temperatura ambiente em PBS com 4% (p/v) de paraformaldeido e 0,01% de PVP, e entdo

armazenados a 4°C até o uso em PBS com 0,01% de PVP.

5.4.2. Andlise terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end
labeling (TUNEL)

A fragmentacdo do DNA, um indicativo de morte celular por apoptose, foi avaliada em
blastocistos utilizando o kit terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end
labeling (TUNEL; Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Bade-Vurtemberga,
Alemanha), seguindo as instrugdes do fabricante. Em resumo, os embrides foram
permeabilizados por 30 minutos a temperatura ambiente em PBS com 0,1% de PVP e 1% (v/v)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich) e lavados em tampdo WS (PBS com 0,1% de PVP e 0,1% de
Triton X-100). Os embrides do controle positivo foram tratados por 1 horaa 37°C com 50 U/ml
de DNase (Sigma-Aldrich) e lavados em tampé&o WS. Os embrides foram entdo incubados por
1 hora a 37°C em tampao contendo o dUTP conjugado com isotiocianato de fluoresceina
(Roche Molecular Biochemicals) e a enzima terminal deoxinucleotidil transferase (Roche
Molecular Biochemicals); para embrides do controle negativo, a desoxinucleotidil transferase
terminal foi omitida. Em seguida, os embrides foram lavados trés vezes em WS e corados por
10 minutos em temperatura ambiente em WS com 10 pg/ml Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich).

Finalmente, os embrides foram lavados em WS e montados em laminas com laminulas usando
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o0 reagente Prolong Gold (Cat. # P36934; ThermoFisher Scientific, Waltman, MA, EUA). Os
embrides foram visualizados sob um microscopio de fluorescéncia (Ti-S, Nikon Instruments
Inc, Toquio, Kanto, Japao) usando filtros apropriados para TUNEL (filtro B-2E/C; EX = 465-
495, DM = 505, BA = 515-555) e Hoechst (filtro UV-2E/C; EX = 340-380, DM = 400, BA =
435-485). O software NIS-Elements Basic Research (Nikon) foi utilizado para processar as
imagens e determinar o nimero de células positivas para TUNEL (TUNEL+) e Hoechst. A
porcentagem de células TUNEL+ foi calculada dividindo-se o nimero de células TUNEL+ pelo

numero de células coradas para Hoechst 33342.

5.4.3. Imunodetec¢do de marcas epigenéticas

Os blastocistos expandidos foram avaliados quanto aos niveis de acetilacdo de H3K9ac
(Cat. # H9286, Sigma-Aldrich) e metilacdo de H3K9me3 (Cat. # ab8898, Abcam, Cambridge,
Cambridgeshire, UK) e H3K27 (H3K27me3; Cat # ab77256, Abcam) por imunodeteccao,
como descrito anteriormente [123]. Em resumo, os embrides foram permeabilizados por 30
minutos a temperatura ambiente em PBS com 0,1% de PVP e 1% de Triton X-100 (Sigma-
Aldrich), lavados em tampdo WS e bloqueados por 2 horas a temperatura ambiente em tampé&o
WS com 1% de BSA e glicina 0,1 M. Os embrides foram entdo lavados em WB, incubados
durante a noite a 4°C com anticorpos primarios diluidos 1:200 em WB com 1% BSA e 0,1 M
glicina, lavados seis vezes em WB e incubados por mais 1 hora a temperatura ambiente com
anticorpos secundarios (Cat. A11008 e A11005; ThermoFisher Scientific) diluidos 1:400 em
WB com 1% BSA e 0,1 M glicina. Finalmente, os embrides foram lavados trés vezes em WB,
corados por 10 minutos a temperatura ambiente em WS com 10 pg/ml Hoechst 33342, lavados
em PBS com 0,1% de PVP e montados em laminas com laminulas usando reagente Prolong
Gold. Os embrides foram visualizados sob um microscopio confocal (LCM 780; Zeiss,
Oberkochen, Baden-Wirttemberg, Alemanha) usando filtros de excitacdo e emissdo a laser
especificos para Hoechst 33342, Alexa Fluor 488 e Alexa Fluor 594. As imagens foram

analisadas no software ImageJ para quantificacdo do fluoréforo emitido.

5.4.4. Avaliagdo transcriptémica por sequenciamento de RNA

Pools de cinco blastocistos expandidos foram avaliados quanto a diferencas
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transcriptdmicas com base na andlise de sequenciamento de RNA (RNAseq). Para tanto, 0 RNA
total foi extraido usando o Pico Pure RNA Isolation Kit (Cat. # KIT0204; ThermoFisher
Scientific), tratado com DNase livre de RNase (Qiagen, Hilden, Rhine-Westphalia, Alemanha)
e ressuspendido em 7 ul do Elution Buffer (que acompanha o Pico Pure RNA Isolation Kit). A
integridade e as quantidades de RNA foram avaliadas por meio do chip RNA 6000 Pico Kit e
do 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). O kit SMART-Seq HT
(Takara Bio Inc, Kusatsu, Kansai, Japdo) foi usado para sintese e amplificacdo de cDNA,
enquanto as bibliotecas foram preparadas usando o Nextera XT DNA Library Prep (Illumina,
San Diego, CA, EUA). O sequenciamento foi realizado no NextSeq 2000 (Illumina) levando
em consideracéo leituras de 2x100 bp.

As leituras de RNAseq foram mapeadas utilizando o genoma de referéncia bovino por
meio do alinhador Rsubread (versdo 1.34.7), considerando leituras com score de
sequenciamento ao longo do comprimento da leitura acima de 33. As leituras mapeadas foram
resumidas no nivel do gene de acordo com o Anotacdo ENSEMBL RefSeq (Bos.taurus. Ars
1.2 ucd genoma assembly) de uma maneira fita-especifica. Para evitar genes pouco expressos,
consideramos somente genes com mais de 3 contagens de leituras em pelo menos 3 bibliotecas.
As contagens de transcritos e demais informagdes béasicas foram obtidas com a funcéo
featureCounts do pacote Rsubread com a opcao strandSpecific e configuragdo padréo. A analise
da expressao génica diferencial (DEG) foi realizada usando o pacote DESEQ2 R considerando
0 método de Benjamini-Hochberg ('BH', FDR < 0,1) e diferenca de expressao maior (menor)
que log2 0,6 (-0,6). As analises de enriquecimento foram baseadas na Enciclopédia de Genes e
Genomas de Kyoto (KEGG) utilizando o pacote de software R ClusterProfiler [124]
considerando BH (FDR < 0,05). Além disso, a func¢&o filterByExpr do pacote edgeR [125] foi
usada para determinar os genes exclusivamente expressos, 0s quais somente foram
considerados quando expressos em um grupo (pelo menos 3 contagens em todas as amostras)
e ndo expressos No outro grupo (zero contagens em todas as amostras). Os Hubgenes foram
estimados usando CeTF [126] com base no Fator de Impacto Regulatorio (RIF) e na Correlagao
Parcial e Teoria da Informacéo (PCIT) [127,128]. As vias de interesse foram exploradas usando
0 Pathview [129]. Para auxiliar na interpretacdo dos resultados, foram feitas anélises de
componentes principais (PCA), heatmap, entre outros, usando o software R, no qual
observamos principalmente a classificacdo, intensidade e diferenca de expressdo entre 0s

grupos. Também realizamos uma meta-anélise para permitir uma validacdo in silico dos
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achados. Para tanto, as amostras foram baixadas do Gene expression Omnibus (GEO;
GSE74675 [130]). As amostras selecionadas foram blastocistos produzidos in vivo e in vitro.
As amostras foram processadas conforme descrito acima para comparar 0s niveis de expressao
génica, com as amostras sendo normalizadas em conjunto com as sequenciadas no presente

estudo e considerando o experimento como um fator no modelo estatistico.

5.4.5. Avaliacdo da expressao génica por PCR quantitativo

O RNA foi extraido e convertido em cDNA a partir de pools de cinco blastocistos
expandidos conforme descrito acima (5.4.4). Os niveis de transcri¢do foram avaliados conforme
relatado anteriormente [37] usando PCR quantitativo (QPCR) no 7500 Fast Real-Time PCR e
as seguintes condicdes de ciclagem: 95 °C por 15 min e 45 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por
1 min. Cada reag¢do de qPCR consistiu em 15 pL contendo 1 pLL de primers direto e reverso (3
uM cada), 7,5 pL LuminoCt SYBR Green qPCR Ready Mix, 2 uL. de ¢cDNA de amostra
(diluicao de 10 a 100 vezes) e 4,5 uL. de H2O ultrapura. Os valores de expressao calculados a
partir da analise de RNAseq foram usados para selecionar alvos génicos, incluindo dois genes
up-regulated (CPXM2 e GNAT2), down-regulated (KRT1 e NPPA) e estaveis (ACTB e
RPS18). Os primers (Tabela S1) foram projetados usando o software PrimerBLAST (NIH) e
confirmados quanto a especificidade do fragmento amplificado por curvas de dissociacao.
Todas as amostras foram analisadas em duplicata para cada gene de interesse. Os valores de
expressao foram calculados conforme relatado anteriormente e normalizados usando os valores

de expressdo (média geométrica) de ACTB e RPS18.

5.5. Analise estatistica

Cada variavel foi verificada quanto a normalidade dos residuos e homogeneidade das
variancias, e os dados que néo atendiam aos pressupostos da ANOVA foram transformados. Os
dados binarios foram analisados por ANOVA usando o procedimento Binary Logistic
Regression do SAS OnDemand for Academics (SAS Institute Inc, Cary, NC, EUA). Os dados
continuos foram analisados por teste t-Student (dois grupos experimentais) ou One-Way
ANOVA seguido pelo teste de médias de Tukey (trés grupos experimentais) usando o SAS

Studio. Diferengas significativas foram consideradas quando P < 0,05. Os valores séo
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apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).

6. Resultados

6.1. A microvibracdo melhora a criotolerancia do embri&o

Primeiro investigou-se o efeito da microvibracdo na PIVE realizando a MIV e a CIV
sob condicdes estaticas (controle) ou de microvibracdo (45 Hz por 5 segundos), sendo a ultima
aplicada a cada 30 (V30) ou 60 (V60) minutos. A FIV foi sempre realizada em condicao
estatica. Para avaliar o efeito da microvibracdo na PIVE, embrifes de quatro réplicas
experimentais foram avaliados quanto as taxas de desenvolvimento conforme descrito em
material e métodos (ver item 5.3.3). Em comparacdo com o controle ndo tratado, a
microvibracgéo resultou em discreta, mas significativa (P < 0,05), redugéo das taxas de clivagem
e de blastocisto (Tabela 1) em ambas as condigdes testadas (V30 e VV60). No entanto, a taxa de
eclosdo de blastocistos permaneceu inalterada pela microvibragdo (Tabela 1). Para investigar o
efeito da microvibracdo sobre a qualidade do embrido, blastocistos expandidos em D7 foram
submetidos a vitrificacdo-descongelamento e avaliados quanto a taxa de sobrevivéncia, nUmero
total de células e fragmentacdo de DNA. Como resultado, os embrides submetidos a
microvibracdo mostraram-se mais resistentes a fragmentacdo de DNA (Figura
1B,1E,1H,1K,1L), apesar de ndo ter sido observado efeito sobre as demais analises (Tabela 2;
Figura 1A,1D,1G,1J). Vale a pena notar que a fragmentacdo de DNA foi mais eficazmente
mitigada em embrides V60 do que V30 (Figura 1E,1H).
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Tabela 1. Efeito da microvibracéo na PIVE.

Grupo’ Odcitos  Clivados (D3)" Blastocistos (D7)  Eclodido (D10)#
Controle 347 290 (83,6%) 171 (49,3%) 46/49 (93.9%)
V30 349 242 (69,3%) 138 (39,5%) 29/33 (87,9%)
V60 343 243 (70,8%) 138 (40,2%) 32/34 (94,1%)
ANOVA P <0,0001 P=0,01 P =0,57
Controle x V30 P <0,0001 P=0,02
Controle x V60 P <0,0001 P=0,04
V30 x V60 P=0,64 P=0,83

FPIVE foi realizada em condicgdo padrdo, exceto que a MIV e a CIV foram desenvolvidas sob condi¢des
estaticas (Controle) ou de microvibracdo (45 Hz por 5 segundos), com a microvibracdo aplicada a cada
30 (V30) ou 60 (V60) minutos.

“Porcentagem de odcitos que atingiram os estagios clivado e blastocisto nos dias 3 (D3) e 7 (D7),
respectivamente. Os blastocistos foram inicialmente classificados como iniciais, regulares, expandidos,
eclodindo e eclodidos. Dado que os grupos experimentais ndo atingiram diferenca estatistica quando
analisados separadamente para cada classificagdo de blastocisto, estes foram entdo combinados em uma
Unica categoria denominada “blastocistos”

*Porcentagem de blastocistos que atingiram o estagio de eclodidos no D10, calculado pela divisdo do
nimero de blastocistos eclodidos pelo nimero total de blastocistos.

Os grupos experimentais, dentro da coluna, foram comparados por ANOVA de uma via, seguido de
comparagdo de médias pelo teste post-hoc de Tukey. Os grupos foram considerados estatisticamente
diferentes quando P < 0,05.

21



Hoechst TUNEL+ Merge

Controle

J L
250 15
S
200 g
o= —
c 10—
R _ w
. 150 =
< )
> 100+ : .
N) —
(&} <
50— %
O
0 o
O
S
° &
& (¢
(&)

Figura 1. A microvibracdo mitiga a incidéncia de apoptose apo6s vitrificacdo-
descongelamento de blastocistos. Fotomicrografias de blastocistos reexpandidos (48 h ap6s o
descongelamento) corados usando Hoechst 33342 (A, D, G) e o kit de marcacdo de nick end
dUTP mediado por deoxinucleotidil transferase Terminal (TUNEL; B, E, H). Imagens
sobrepostas para Hoechst 33342 e TUNEL também sdo mostradas (C, F, I). Blastocistos foram
produzidos sob condicdes estaticas (Controle; A-C) ou de microvibragdo (45 Hz por 5 segundos
uma vez por 30 ou 60 minutos, V30 [D-F] e V60 [G-I], respectivamente). Barras = 100 um. As
setas representam as células positivas para a marcagdo com TUNEL. O namero total de células
em blastocistos foi estimado com base em Hoechst 33342 (n = 57-63; J), enquanto células
positivas para TUNEL (TUNEL+) foram usadas para estimar a incidéncia de apoptose (n = 34-
63; K). A porcentagem de células TUNEL+ foi calculada dividindo o nimero de células
TUNEL+ pelo nimero total de células em cada blastocisto (L). Os dados sdo apresentados como
média + EPM. *P < 0,05. **P < 0,01. ***P < 0,0001.
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Tabela 2 . Efeito da microvibracéo na recuperacéo do blastocisto apds a vitrificacao.

Grupo’  Embrides Reexpandido (6 h)" Reexpandido (12 h)" Reexpandido (24 h)" Reexpandido (48 h)" Eclodidos (48 h)*

Controle 80 62 (77,5%) 67 (83,7%) 68 (85,0%) 78 (97,5%) 66 (82,5%)
V30 76 65 (85,5%) 70 (92,1%) 71 (93,4%) 74 (97,4%) 69 (90,8%)
V60 73 60 (82,2%) 63 (86,3%) 69 (94,5%) 69 (94,5%) 68 (93,1%)
ANOVA P=0,38 P=0,76 P=0,48 P=0,10 P=0,32

TPIVE foi realizada em condicdo padrdo, exceto MIV e CIV que foram desenvolvidas sob condigdes estaticas (Controle) ou vibracéo (45 Hz por
5 segundos), com vibracéo aplicada a cada 30 (\V30) ou 60 (V60) minutos.
*Porcentagem de blastocistos que reexpandiram apds 6, 12, 24 e 48 horas de aquecimento, calculado pela divisdo do nimero de blastocistos

reexpandidos pelo numero total de blastocistos em cultura.
#Porcentagem de blastocistos que atingiram o estagio de eclosdo ap6s 48 horas de aquecimento, calculado pela divisdo do nimero de blastocistos

eclodidos pelo nimero total de blastocistos reexpandidos.
Os grupos experimentais, dentro das colunas, foram comparados por ANOVA de uma via, mas ndo obtiveram diferenca estatistica ao considerar P

<0,05.
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Considerando os resultados acima, realizamos mais quatro réplicas de PIVE para
confirmar nossos achados. Dada a menor incidéncia de apoptose, apenas o tratamento V60 foi
considerado nesta segunda série de experimentos. Comparado com um resultado prejudicial
observado acima, nesses experimentos ndo encontramos nenhum efeito da microvibragéo sobre
as taxas de desenvolvimento embrionario (Tabela 3), nimero total de células e taxa de
fragmentacdo de DNA (Figura 2A-1). Apos a vitrificacdo-descongelamento (Tabela 4), a
sobrevivéncia do embrido e o numero total de células de blastocistos reexpandidos
permaneceram inalterados, enquanto a taxa de fragmentagdo de DNA confirmou estar reduzida
em duas vezes nos blastocistos produzidos sob microvibragéo (Figura 3A-1).

Em resumo, os achados apontam para um efeito positivo da microvibracdo sobre a

criotolerancia do embrido.
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Tabela 3. Efeito da microvibracéo na PIVE.

Grupof Odcitos  Clivados (D3)" Blastocistos (D7)" Eclodidos (D10)#

Controle 352 288 (81,8%) 146 (41,5%) 75/81 (92,6%)
V60 363 296 (81,5%) 163 (44,9%) 88/96 (91,2%)
ANOVA P=0,92 P=0,35 P=0,82

+PIVE foi realizada em condicao padrdo, exceto que a MIV e a CIV foram desenvolvidas sob condicdes
estaticas (Controle) ou de microvibragédo (45 Hz por 5 segundos), com a microvibracgdo aplicada a cada
30 (V30) ou 60 (V60) minutos.

“Porcentagem de odcitos que atingiram os estagios clivado e blastocisto nos dias 3 (D3) e 7 (D7),
respectivamente. Os blastocistos foram inicialmente classificados como iniciais, regulares, expandidos,
eclodindo e eclodidos. Dado que 0s grupos experimentais ndo atingiram diferenga estatistica quando
analisados separadamente para cada classificagdo de blastocisto, estes foram entdo combinados em uma
unica categoria denominada “blastocistos”

*Porcentagem de blastocistos que atingiram o estagio de eclodidos no D10, calculado pela divisdo do
numero de blastocistos eclodidos pelo nimero total de blastocistos.

Os grupos experimentais, dentro da coluna, foram comparados por ANOVA de uma via, seguido de

comparagdo de médias pelo teste post-hoc de Tukey. Os grupos foram considerados estatisticamente
diferentes quando P < 0,05.
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Figura 2. A microvibracdo ndo altera o nimero de células do blastocisto e a taxa de
apoptose em embrides frescos. Fotomicrografias de blastocistos expandidos (Dia 7) corados
usando Hoechst 33342 (A, D) e o kit de marcacdo de nick end dUTP mediado por
deoxinucleotidil transferase Terminal (TUNEL; B, E). Imagens sobrepostas para Hoechst
33342 e TUNEL também sdo mostradas (C, F). Blastocistos foram produzidos sob condi¢des
estaticas (Controle; A-C) ou de microvibracdo (V60, 45 Hz por 5 segundos uma vez por 60
minutos; D-F). Barras = 100 um. As setas representam as células positivas para fragmentacdo
de DNA (TUNEL). O numero total de células em blastocistos foi estimado com base em
Hoechst 33342 (n = 79-80; G), enquanto células TUNEL-positivas (TUNEL+) foram usadas
para estimar a incidéncia de apoptose (n = 79-80; H). A porcentagem de células TUNEL+ foi
calculada dividindo o numero de células TUNEL+ pelo nimero total de células (1). Os dados
sdo apresentados como meédia = EPM. Nenhuma diferenca estatistica significativa foi detectada
entre os grupos (P > 0,05).
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Tabela 4. Efeito da microvibracéo na recuperacao do blastocisto apos a vitrificacéo.

Grupo’ Embrides Reexpandido (6 h)® Reexpandido (12 h)* Reexpandido (24 h)* Reexpandido (48 h)*  Eclodidos (48 h)*

Controle 52 33 (63,5%) 44 (84,6%) 48 (92,3%) 47 (90,4%) 45 (86,5%)
V60 48 34 (70,8%) 42 (87,5%) 46 (95,8%) 46 (95,8%) 43 (89,6%)
ANOVA P =0,39 P=0,97 P =0,96 P=0,95 P =0,95

+PIVE foi realizada em condig¢des padrdo, exceto MIV e CIV que foram desenvolvidas sob condic6es estéticas (Controle) ou vibragdo (45 Hz por
5 segundos), com vibracdo aplicada a cada 60 minutos (\VV60).

*Porcentagem de blastocistos que reexpandiram ap6s 6, 12, 24 e 48 horas de aquecimento, calculado pela divisdo do nimero de blastocistos
reexpandidos pelo numero total de blastocistos em cultura.

#Porcentagem de blastocistos que atingiram o estagio de eclosdo apds 48 horas de aquecimento, calculado pela divisdo do nimero de blastocistos
eclodidos pelo numero total de blastocistos reexpandidos.

Os grupos experimentais, dentro das colunas, foram comparados por ANOVA de uma via, mas ndo obtiveram diferenca estatistica ao considerar P
<0,05.

27



Hoechst TUNEL+ Merge

Controle

G H I
250 - 20 - 15~
= > %k
- + 15+ 5
S ] W 10+
(%) Z Z
c ) )
e = 10+ ~
N (2]
S E 8 5-
> - >
3 ° S
O O
0- 0-
] N
PO
o o
@) (&

Figura 3. A incidéncia de apoptose é reduzida em duas vezes ap6s a vitrificagdo-
descongelamento de blastocistos produzidos sob microvibracdo. Fotomicrografias de
blastocistos re-expandidos (48 h apds o descongelamento) corados usando Hoechst 33342 (A,
D) e o kit de marcacdo de nick end dUTP mediado por deoxinucleotidil transferase Terminal
(TUNEL,; B, E). Imagens sobrepostas para Hoechst 33342 e fragmentacdo de DNA (TUNEL)
também sdo mostradas (C, F). Blastocistos foram produzidos sob condigdes estaticas (Controle;
A-C) ou de microvibragéo (V60, 45 Hz por 5 segundos uma vez por 60 minutos; D-F). Barras
= 100 um. As setas representam as células positivas para TUNEL (TUNEL+). O nimero total
de células em blastocistos foi estimado com base em Hoechst 33342 (n = 37-38; G), enquanto
células TUNEL+ foram usadas para estimar a incidéncia de apoptose (n = 37-38; H). A
porcentagem de células TUNEL+ foi calculada dividindo-se o nimero de células TUNEL+ pelo
namero total de células (1). Os dados sdo apresentados como média £ EPM. **P < 0,01.
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6.2 A microvibracdo altera as marcas epigenéticas e o perfil transcriptdbmico dos
blastocistos

Em seguida, buscou-se investigar o impacto da microvibracdo nas marcas epigenéticas
avaliando-se blastocistos expandidos frescos (embribes D7, ndo submetidos a vitrificacédo)
quanto aos niveis H3K9ac, H3K9me3 e H3K27me3. Apos a andlise de microscopia confocal
de embrifes imunomarcados (Figura 4), o tratamento de microvibrag&o provou reduzir os niveis
de H3K9ac (Figuras 4A-F e 4S) e H3K9me3 (Figuras 4G-L e 4T), mas ndo os de H3K27me3
(Figuras 4M-R e 4U).

Dada a estreita associacdo entre os niveis de H3K9ac/H3K9me3, estrutura da cromatina
e expressdo génica [131-133], também investigamos uma possivel alteracdo transcriptémica em
embribes do tratamento V60. Para tanto, oito pools de blastocistos expandidos frescos, quatro
por grupo experimental, cada pool contendo cinco embrides D7, foram avaliados por RNAseq.
Como resultado, 502 (224 aumentados e 278 diminuidos) genes diferencialmente expressos
(DEG) foram encontrados em V60 em relacdo aos embrides controle (Figura 5A), com
agrupamento hierarquico (Figura 5B) e PCA (Figura 7) resultando em dois grupos distintos. Os
dados transcriptémicos foram validados usando gPCR (Fig. S1). A analise de enriquecimento
dos DEGs por KEGG revelou uma alteracdo em vias importantes, como “fosforilacdo
oxidativa”, “interacdo do receptor citocina-citocina” e “vias de sinalizacdo que regulam a
pluripoténcia de células-tronco” (Figuras 5C, 5D, 8A, 9A e 10A).

Para verificar se o perfil transcricional dos embrides V60 se tornou mais parecido com
0 de embrides produzidos in vivo, realizou-se uma meta-analise usando dados de RNAseq
publicamente disponiveis [130]. Como resultado, o PCA agrupou blastocistos V60 com
embrides derivados de PIVE em vez de aproxima-los dos produzidos in vivo (Figura 6A). De
fato, a analise de enriquecimento por KEGG indicou que embrides V60 e in vivo ndo
compartilham muitas vias, embora o tratamento de microvibracdo tenha alterado
significativamente o perfil transcricional em comparagcdo com blastocistos produzidos in vitro
(Figura 6B). Para ilustrar ainda mais as diferengas entre embrides V60 e in vivo, comparamos
0s DEGs (determinados com base em seus respectivos controles) para “fosforilagdo oxidativa”,
“interacdo do receptor de citocina-citocina”, “caminhos de sinalizagdo que regulam a
pluripoténcia de células-tronco” e “via de sinalizacdo PI3K-Akt” (Figuras 8-11). Em resumo, a
microvibracdo levou a mudancas epigenéticas e transcricionais significativas, resultando em

embrides com um perfil transcricional que ndo é muito semelhante ao dos embrides produzidos
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Figura 4. A microvibracéo leva a diminui¢do dos niveis de H3K9ac e H3K9me3 nos
blastocistos.Fotomicrografias de blastocistos expandidos no Dia 7 corados para histona H3
lisina (residuo 9) acetilagdo (H3K9ac; A, D) e trimetilacdo (H3K9me3; G, J), bem como lisina
(residuo 27) trimetilagdo (H3K27m3; M, P) ; Hoechst 33342 embrides contrastados (B, E, H,
K, N, Q) e imagens mescladas (C, F, I, L, O, R). Barras = 100 pum. Os niveis de H3K9ac (n =
13-15; S), H3K9me3 (n = 14; T) e H3K27me3 (n = 14; U) foram estimados conforme descrito
em Material e métodos (item 2.4.3). Os blastocistos foram produzidos sob condi¢es estaticas
(Controle; A-C, G-I, M-0O) ou microvibracéo (V60, 45 Hz por 5 s uma vez por 60 min; D-F, J-
L, P-R). Os dados séo apresentados como media * erro padrdo da média. *P < 0,05. **P < 0,01.
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(RNAseq) comparando blastocistos produzidos sob microvibracéo (V60, 45 Hz por 5 segundos
uma vez a cada 60 minutos; n = 4) em relacdo a condicdo estatica (Controle; n = 4). Andlise de
enriquecimento da Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG) com base em genes
expressos diferencialmente determinados usando DESEQ?2 (C) e CeTF (D). Veja também as
Figuras 7-10.

31



10~ -

=]

PC2: 9% variance
8

20~

_a0 20
PC1: 63% variance

B

Gene Ontology analysis

o-

® Control

® in vitro
in vivo

® V60

Ovarian steroidogenesis -
Steroid hormone biosynthesis |
PPAR signaling pathway -
Arachidonic acid metabolism -
Gap junction -

Folate biosynthesis -

Primary immunodeficiency -
Phagosome

Thl and Th2 cell differentiation -
mRNA surveillance pathway
Th17 cell differentiation -
Apoptosis

Tight junction -

PI3K-Akt signaling pathway -

Chemical carcinogenesis - reactive oxygen species -
Oxidative phosphorylation -

Retrograde endocannabinoid signaling -
Necroptosis -

Thermogenesis -

Neutrophil extracellular trap formation -
Calcium signaling pathway
Glutamatergic synapse

Axon guidance -

Salivary secretion -

Oxytocin signaling pathway -

Lysosome

CcGMP-PKG signaling pathway
beta-Alanine metabolism -

Cell adhesion molecules

Focal adhesion

Pentose and glucuronate interconversions -
Pantothenate and CoA biosynthesis
ECM-receptor interaction -

Endocrine and other factor-regulated calcium reabsorption -
Chemical carcinogenesis - DNA adducts -
Retinol metabolism

Porphyrin metabolism -

Pancreatic secretion -

ABC transporters -

Vascular smooth muscle contraction
Propanoate metabolism -

Linoleic acid metabolism -

Lysine degradation -

Histidine metabolism -

Vitamin digestion and absorption -

Faity acid elongation -

Biosynthesis of unsaturated fatty acids
Ribosome

Nucleocytoplasmic transport -

Fatty acid metabolism -

Osteoclast differentiation -

n yitre . eeﬁ-ed\

- oo

.
ookrah o
© e & invive

GeneRatio
@ oos
@ oos
. 0.12
@ o

p.adjust
0.075
0.050

0.025
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Figura 8. Representacdo esquematica de genes expressos diferencialmente pertencentes a
""fosforilacdo oxidativa'. (A) Os genes down-regulated (verde) e up-regulated (vermelho) séo
mostrados para blastocistos produzidos sob microvibracdo (V60, 45 Hz por 5 segundos uma
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tratamento. (B) Os genes regulados para baixo e para cima sdo mostrados para blastocistos
produzidos in vivo (n = 7) versus in vitro (n = 7) com base nos dados de Heras et al. [130].
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Figura 9. Representacdo esquematica de genes expressos diferencialmente pertencentes a
"interacdo do receptor citocina-citocina®. (A) Os genes down-regulated (verde) e up-
regulated (vermelho) sdo mostrados para blastocistos produzidos sob microvibragdo (V60, 45
Hz por 5 segundos uma vez por 60 minutos; n = 4) em relagdo ao Controle (n = 4 ) embribes
ndo submetidos a nenhum tratamento. (B) Os genes regulados para baixo e para cima sdo
mostrados para blastocistos produzidos in vivo (n = 7) versus in vitro (n = 7) com base nos
dados de Heras et al. [130].
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Figura 10. Representagdo esquematica de genes expressos dlferenC|aImente pertencentes

a “Caminhos de sinalizagdo que regulam a pluripoténcia de células-tronco”. (A) Os genes
regulados down-regulatred (verde) e up-regulateded (vermelho) sdo mostrados para
blastocistos produzidos sob microvibracdo (V60, 45 Hz por 5 segundos uma vez por 60
minutos; n =4) em relacdo ao Controle (n =4 ) embrides ndo submetidos a nenhum tratamento.
(B) Os genes regulados para baixo e para cima sdo mostrados para blastocistos produzidos in
vivo (n = 7) versus in vitro (n = 7) com base nos dados de Heras et al. [130].
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Figura 11. Representacdo esquematica de genes expressos diferencialmente pertencentes
a "via de sinalizacdo PI3K-Akt". (A) Os genes regulados down-regulated (verde) e up-
regulated (vermelho) sdo mostrados para blastocistos produzidos sob microvibracdo (V60, 45
Hz por 5 segundos uma vez por 60 minutos; n = 4) em relagdo ao Controle (n = 4 ) embribes
ndo submetidos a nenhum tratamento. (B) Os genes regulados para baixo e para cima sdo
mostrados para blastocistos produzidos in vivo (n = 7) versus in vitro (n = 7) com base nos
dados de Heras et al. [130].
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7. Discussao

Apesar de um grande progresso durante as Ultimas décadas, as tecnologias de
reproducdo assistida como a PIVE séo consideradas subdtimas, pois podem levar a taxas de
desenvolvimento mais baixas e anormalidades em comparacdo com embrides produzidos in
vivo [3,4]. Uma estratégia que tem sido considerada para melhorar os sistemas de PIVE é
cultivar odcitos/embrides sob vibracdo mecanica, buscando mimetizar as condicfes in vivo
[10,11]. Aqui, a microvibracdo (45 Hz por 5 segundos uma vez a cada 60 minutos) aplicada
durante a MIV e a CIV resultou em embrides bovinos mais tolerantes a vitrificacao, apesar de
ndo aumentar as taxas de desenvolvimento embrionario. Na verdade, tanto as taxas de clivagem
quanto de blastocisto foram levemente prejudicadas pela microvibracdo em uma primeira série
de experimentos, mas permaneceram inalteradas quando os experimentos foram repetidos em
uma segunda etapa. Essa inconsisténcia pode ser devido ao uso de odcitos coletados durante o
inverno (primeira etapa) versus verdo (segunda etapa), revelando uma possivel sensibilidade
dos odcitos/embrides a microvibracdo dependendo da fonte e da estagéo [120].

Em suinos, a microvibracdo (20 Hz por 5 segundos em intervalos de 30-60 minutos)
melhorou a formacdo de blastocistos quando aplicada durante a MIV, independentemente de
seu uso durante a CIV [28]. Embora nenhuma mudanca no nimero de células tenha sido
observada nos blastocistos, o estudo baseou-se no uso de embrides partenogenéticos e clonados,
nédo fecundados [28]. Por sua vez, a microvibragdo (20-42 Hz por 5 segundos uma vez a cada
60 minutos) foi deletéria para embrides de camundongo quando aplicada durante a CIV [32],
mas benéfica para o desenvolvimento pré e pos-implantacdo em humanos [12,27, 29,30]. Em
bovinos, a microvibracdo (40 Hz por 5 segundos uma vez a cada 60 minutos) mostrou levar a
melhores taxas de formacdo de blastocistos, sem alteracdo no nimero de células embrionérias
[31]. No entanto, as taxas de desenvolvimento neste ultimo estudo [31] foram muito menores
do que o esperado para vacas, mesmo quando considerado o grupo controle, indicando que o
resultado positivo da microvibracdo pode ter sido secundario ao protocolo PIVE ou raga
(Japanese Black Cow) utilizados. Em resumo, nossos achados corroboram relatos anteriores de
que a microvibragdo pode melhorar a qualidade de embrides derivados de PIVE, mas ndo
indicam um efeito benéfico sobre as taxas de desenvolvimento embrionério.

Diante dos achados acima, fomos além para caracterizar possiveis efeitos moleculares

da microvibracdo em blastocistos. Juntamente com a metilacdo do DNA, modifica¢des pos-
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traducionais de histonas, como H3K9ac, H3K9me3 e H3K27me3, regulam a estrutura e
acessibilidade da cromatina, desempenhando um papel crucial durante a embriogénese pois
estdo intrissicamente ligadas a reprogramacao e desenvolvimento do embrido [118]. Enquanto
a presenca de H3K9ac em promotores génicos se associa estreitamente com cromatinas
transcricionalmente ativas, H3K9me3 e H3K27me3 associam-se a formacdo de
heterocromatina e silenciamento de genes [131,133,134]. Os niveis dessas marcas S&o
altamente dinamicos durante o desenvolvimento pré-implantacdo [135-137], com aumento de
H3K9me3, paralelamente a diminuicdo de H3K9ac, associando-se a blastocistos bovinos de
maior qualidade [136,138]. No entanto, tecnologias de reproducdo assistida como a
criopreservacdo, podem prejudicar o desenvolvimento embrionéario, levando a anormalidades
epigenéticas em blastocistos, incluindo niveis mais baixos de H3K9ac e niveis mais altos de
H3K27me3 [139-143]. Aqui, H3K9ac e H3K9me3, mas nédo os niveis de H3K27me3, estavam
diminuidos em blastocistos produzidos sob microvibracdo. Esses resultados concordam com
trabalhos anteriores que mostram como a célula responde ao estresse mecanico, incluindo a
regulacao de H3K9ac e H3K9me3 necessaria para prevenir danos ao DNA [144-146]. Por outro
lado, dado que a metilacdo de H3K9 esta implicada na inativacdo do cromossomo X,
silenciamento de LTRs, perfil de impressao e especificacdo de linhagem celular em blastocistos
[132,147,148], os niveis mais baixos de H3K9me3 apontam para um efeito negativo da
microvibracdo no embrido, contrastando com um potencial efeito positivo dos niveis de
H3K9ac [118,136].

De acordo com os niveis mais baixos de H3K9ac e H3K9me3, a analise de blastocistos
por RNAseq revelou um amplo efeito da microvibragdo na expressdo génica. Entre as vias
enriquecidas, a "fosforilagdo oxidativa” foi uma das mais claramente alteradas pela
microvibracdo, com 28 dos 34 DEGs significativamente aumentados. O citocromo ¢ (CYCS)
estava entre 0s poucos genes regulados negativamente, corroborando a menor taxa de apoptose
induzida pela microvibragdo [149]. Durante o desenvolvimento pré-implantacdo had um
aumento da demanda por ATP, com blastocistos dependendo fortemente de glicose como fonte
de energia para a formacao da blastocele e a proliferagédo celular [150-153]. Consequentemente,
0s blastocistos exibem um aumento significativo no consumo de oxigénio e na funcdo de
fosforilacdo oxidativa em comparagdo com estagios anteriores de desenvolvimento [154-156],
e 0s genes que regulam a fosforilacdo oxidativa costumam aparecerem enriquecidos em

blastocistos associados a gestagdes bem-sucedidas [157]. A regulagdo positiva de genes
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relacionados a fosforilagdo oxidativa em blastocistos pode, portanto, ser indicativa de um efeito
positivo da microvibracdo no embri&o. No entanto, deve-se ter em mente que apenas metade da
glicose consumida é completamente oxidada pelos blastocistos, sendo esse nivel ainda muito
menor na MCI. Toda a glicose captada restante é convertida pelos blastocistos em lactato, que
por sua vez desempenha papel de sinalizacdo apds sua liberacdo no ambiente circundante [158-
160]. Assim, de acordo com a hipotese do “embrido Silencioso” [151,161,162], a superativacdo
da fosforilacdo oxidativa por microvibragdo pode ter consequéncias adversas para 0 embrido.

Além disso, varios DEGs em blastocistos do tratamento de microvibracdo pertenciam a
"interacdo do receptor citocina-citocina”, indicativo de um efeito nas vias inflamatdrias que
influenciam a implantacdo do embrido, placentacdo e resultado da prenhez [163,164]. A
sinalizacdo CXCL5-CXCR2, por exemplo, tem sido associada ao envelhecimento em
blastocistos de camundongos e humanos, com sua ativacao levando ao crescimento deficiente
do TE, enquanto a supressdo aumenta a implantacdo e o desenvolvimento embrionario [165].
Aqui, CXCR1 e CXCR2, ambos receptores cognatos para CXCL5, foram regulados
negativamente em blastocistos expostos a microvibracéo, corroborando a menor incidéncia de
apoptose em blastocistos e sugerindo um efeito da microvibracdo na sinalizacdo ligada a
CXCLS5. Isso é ainda apoiado pela regulacdo positiva de ACKR3 (também conhecido como
CXCRY7), o qual, assim como seu receptor cognato, CXCL12, promove a invasividade do TE
[166]. Além disso, a regulagdo negativa de TNFSF10 (conhecida como TRAIL), que esta
implicada na regulacdo da apoptose, corrobora a menor taxa de apoptose de blastocistos
produzidos sob microvibracdo [167]. Dada a importancia da familia do fator de crescimento
transformador beta (TGF-B) para o desenvolvimento embrionario e prenhez [168], também é
importante notar que a microvibracdo desregulou a expresséo de BMP2 e BMP4, bem como
seus receptores cognatos. A suplementacéo de sistemas de CIV bovino com BMP4 demonstrou
afetar negativamente o desenvolvimento embrionario, um resultado que pode ser explicado pelo
papel da BMP4 na apoptose e na expressdo de POUSF1 [169-171]. Além disso, a
suplementacdo de BMP2 aumentou a expressdao de NANOG e CDX2 em blastocistos bovinos
[172], enquanto a inibigdo de BMP4 aumentou o nimero de células de blastocistos e aumentou
a expressdo de marcadores de pluripoténcia [173], resultados estes que concordam com a
sinalizacdo de proteinas morfogénicas dsseas (BMPs) através de SMAD1/5 sendo necessaria
para a formacao de blastocistos [174,175].

Outra importante via desregulada pela microvibragdo foi a “vias de sinalizacdo que
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regulam a pluripoténcia de células-tronco”, incluindo a regulacéo positiva de varios fatores da
via JAK/STAT conhecida por modular o desenvolvimento embrionario e pluripoténcia [176].
Os blastocistos sdo compostos por duas linhagens celulares principais, 0 TE e a MCI. Enquanto
0 primeiro da origem a tecidos extraembrionarios, o segundo se diferencia em epiblasto e
hipoblasto antes de formar o embrido propriamente dito e o saco vitelino extraembrionario,
respectivamente. Um processo intrincado envolvendo vérios fatores de transcrigdo governa
essas decisdes de destino celular, afetando a competéncia do embrido [177-179]. Tem sido
demonstrado que a PIVE afeta a especificacdo dessas linhagens celulares em bovinos,
consequentemente determinando a qualidade do embrido e o potencial de desenvolvimento
[180-182]. Assim, a estimulagdo simultanea das vias do fator de crescimento de fibroblastos
(FGF) e do sitio de integracdo wingless-relacionado (WNT) durante a PIVE melhorou o
desenvolvimento de blastocistos em bovinos, aumentando o nimero de células em TE e MCI.
E importante ressaltar que esses resultados foram acompanhados por uma alteragdo
transcricional na MCI de genes especificos de hipoblasto para epiblasto, incluindo regulacéo
positiva de NANOG, FGF4 e SOX2 [183-185]. Por sua vez, Meng et al. [176] descobriram que
a via JAK/STAT é necessaria para a formacdo de MCI, promovendo transcritos especificos de
epiblastos e hipoblastos, bem como transcritos relacionados a pluripoténcia, como KLF4 e
TFCP2L1. Os mesmos autores também descobriram que a fosfatidilinositol 3-quinase-proteina
quinase B (PI3K-Akt) regula o crescimento da MCI, mas ndo a expressdo génica especifica
dessa linhagem celular, enquanto a inibicdo combinada do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e FGF regula
positivamente marcadores de pluripoténcia de blastocistos bovinos tanto do epiblasto (FGF4 e
NANOG) quanto do hipoblasto (SOX17 e PDGFRA) [176]. Aqui, a regulacéo positiva de genes
relacionados a JAK/STAT é sugestiva de um efeito positivo do tratamento de microvibragédo
sobre a qualidade do blastocisto, embora a desregulacdo de LIFR [192], BMP4 [169,187],
FGFR [184,188,189] e FRZB/TCF1/TCF3 [190,191] possa ter levado a efeitos adversos.
MEIS1, OTX1, HANDL1 e ISL1, que estdo todos envolvidos no desenvolvimento das camadas
germinativas embriondrias [192] [193,194] [195], foram regulados negativamente em embribes
produzidos sob microvibragéo, ilustrando mais uma vez o profundo impacto de microvibragdo
na embriogénese.

Para auxiliar ainda mais na interpretacdo de nossos resultados, comparamos a alteracao

transcricional induzida pela microvibragédo com a de embrifes derivados in vivo versus in vitro.
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No geral, nossos achados sugerem que o tratamento de microvibrag¢do ndo foi muito eficaz em
alterar a expressdo génica em dire¢do a um transcriptoma mais fisioldgico. Por exemplo, genes
ligados a “fosforilacdo oxidativa” ndao foram enriquecidos em embrifes produzidos in vivo, mas
sim em embrides derivados in vitro, sugerindo que a regulacao positiva de genes de fosforilacao
oxidativa induzida por microvibracdo pode ter sido deletéria, como antecipado acima. Outras
vias enriquecidas em embrides in vivo, mas ndo em V60, foram “juncéo gap”, “juncado tight",
“via de sinalizacdo PI3K-Akt”, “via de sinalizacdo de calcio”, entre muitas outras. Os embrifes
in vivo e V60 compartilharam apenas uma via de relevancia para a embriogénese, a via de
"biossintese de hormoénios esterdides”. Consequentemente, a comparacdo de DEGs em
embrides derivados de V60 e in vivo para “fosforilagdo oxidativa”, “interacdo do receptor de
citocina-citocina” e “vias de sinaliza¢do que regulam a pluripoténcia de células-tronco” revelou
um padréo divergente de expressdo. Da mesma forma, a analise de DEGs pertencentes a "via
de sinalizacdo PI3K-Akt" mostrou que apenas 11 dos 35 transcritos eram comumente regulados
em embrides derivados dos grupos V60 e in vivo. A "via de sinalizagdo PI3K-Akt" esta
principalmente implicada na proliferacdo celular, apoptose, sintese de proteinas e regulacdo do
metabolismo energético, desempenhando um papel fundamental na embriogénese [196-199].
Entre os DEGs na “via de sinalizagdo PI3K-Akt”, vale destacar a regulagéo positiva de RHEB,
RPS6KB1, EIFAE e EIF4B em embrides expostos a microvibracao, indicativo de aumento da
sintese proteica. Além disso, a regulacdo negativa de PP2A e a regulacdo positiva de PDK1
sugerem que a atividade de AKT foi regulada positivamente pela microvibracdo, promovendo

a proliferacdo celular enquanto a apoptose foi inibida.
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8.Conclusao

Em conclusdo, nossos achados atuais sd@o consistentes com os efeitos profundos da
microvibracdo em embrides bovinos. Aqui, a microvibracdo foi aplicada durante a MIV e a
CIV, resultando em blastocistos com maior tolerancia a vitrificacdo, apesar de ndo promover
melhores taxas de desenvolvimento pré-implantacdo. Além disso, a microvibragdo levou a
alteracdes epigenéticas e transcricionais, totalizando 502 genes desregulados em blastocistos.
A meta-analise mostrou que a maior parte da alteracdo transcricional induzida pela
microvibragdo ndo resultou em embrides mais semelhantes aos produzidos in vivo, embora
alguns genes tenham sido regulados de modo similar. Embora sejam necessarios mais
experimentos para elucidar as consequéncias das anormalidades epigenéticas e transcricionais,
esses achados indicam que se deve ter cautela ao considerar o uso de microvibragdo em sistemas

PIVE, devido aos seus efeitos imprevisiveis para o embrido.
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Tabela S1. Sequéncias de primers usado no experimento de PCR quantitativo.

] ) Tamanho do
Gene alvo Primer forward (5'-3") Primer reverse (5'-3") _
amplicon (pb)
CATGACATCCGAACAGCCAG CAGGTTGGTTTTGCTGAGCG 168
CPXM2
GTTTTCCAGAGTATGATGGGAACA | CCGCAGTCCTTGAGGTTTTC 199
GNAT2
CTCCTTCATCGACAAGGTGAGA TAAGACGGCTGATGTACGCC 140
KRT1
AACAGGAGCAAATCCCGTGT CAAACGGTCCAGCAAATTCTTG 76
NPPA
GTCGACACCGCAACCAGTTC CACGAGCGCAGCAATATCAT 50
ACTB
ATTAAGGGTGTGGGGCGAAG GTTCCACCTCATCCTCGGTG 100
RPS18
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Fig. S2. Validagdo de dados transcriptémicos por PCR quantitativo. (A-D) Expressdo
génica relativa de CPXM2 (A), GNAT2 (B), KRT1 (C) e NPPA (D) em blastocistos produzidos
sob microvibracdo (V60, 45 Hz por 5 s uma vez a cada 60 min; n = 4) em relacdo a condi¢éo
estatica (Controle; n = 4). A expresséo génica foi avaliada por PCR quantitativo (QPCR). Os
valores de expressdo dos genes-alvo foram normalizados pela expressdo média de ACTB e

RPS18. Os dados sdo apresentados como média + erro padréo da média. xP < 0,05.
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