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RESUMO

A producgao in vitro de embrides (PIVE), € uma biotecnologia reprodutiva,
altamente explorada na producao de bovinos e carece de estudos para melhorar cada
vez mais. Os microRNAs sdo pequenas moléculas de RNA n&o codificantes que
participam de processos epigenéticos em diversas fung¢des bioldgicas, inclusive em
vias fisiolégicas reprodutivas. Objetivou-se nesse estudo correlacionar, através de
analises in silico, os microRNAs isolados de cabecas de espermatozoides de touros,
utilizando o kit mirVana™ miRNAisolation, com a eficiéncia desses reprodutores na
Producao in vitro de Embrides. Realizou-se uma analise transcriptdmica por meio de
dois softwares de normalizacgao e filtragem (DESeq2 e edgeR) e rotinas de PIVE dos
espermatozoides de touros com diferentes niveis de eficiéncia. Descobriu-se que a
alta expressao do miR-425-5p (P=0,01 DESeq2; P= 0,04 edgeR) afetou positivamente
a taxa de formacéo de blastocistos na PIVE e que a alta expressdo do miR-11972 (P=
0,03 DESeqg2; P= 0,008 edgeR) e miR-11975/miR-11976 (P= 0,05 DESeq2; P= 0,03
edgeR) afetou negativamente a taxa de formagao de blastocisto na PIVE. Portanto,
concluiu-se nesse trabalho que esses microRNAs possuem potencial para serem
utilizados como biomarcadores de fertilidade de touros submetidos a Producgao in vitro
de Embrides, além de serem sido identificados como futuros alvos de estudos para a
maior compreensao do processo de fertilizagao e desenvolvimento embrionario inicial

e principalmente para melhoria da tecnologia em questao.

Palavras-chave: miRNA, espermatozoide, PIVE, embrido.



ABSTRACT

In vitro embryo production (IVEP) is a reproductive biotechnology, highly
exploited in cattle production and needs studies to improve it even more. MicroRNAs
are small, non-coding RNA molecules that participate in epigenetic processes in
various biological functions, including reproductive physiological pathways. The aim of
this study was to correlate, through in silico analyzes, the microRNAs isolated from
sperm heads of bulls, using the mirVana ™ miRNAisolation kit, with the efficiency of
these breeders in the in vitro embryo production. A transcriptomic analysis was
performed through of two normalization and filtering software (DESeq2 and edgeR)
and PIVE routines of bull sperm with different levels of efficiency. It was found that a
high expression of miR-425-5p (P = 0.01 DESeq2; P = 0.04 edgeR) positively affected
a blastocyst formation rate in PIVE and that a high expression of miR-11972 (P = 0.03
DESeq2; P = 0.008 edgeR) and miR-11975 / miR-11976 (P = 0.05 DESeq2; P = 0.03
edgerR) negatively affected the rate of blastocyst formation in PIVE. Therefore, it was
concluded that these microRNAs have the potential to be used as fertility biomarkers
of bulls submitted to in vitro embryo production, in addition to being identified as future
study targets for a better understanding of the process of fertilization and earlier

embryonic development and mainly to improve the technology in question.

Key words: miRNA, spermatozoa, IVPE, embryo.
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1. INTRODUGAO

Na atualidade, o Brasil possui um importante papel no desenvolvimento de
produtos de origem animal, principalmente na bovinocultura, visto que o pais se
destaca na produgdo de leite e, principalmente, de carne. Com grande participagéo
no abastecimento mundial em um mercado cada vez mais exigente, o sistema de
producéo brasileiro carece de intensificagao, assim, as biotecnologias de reprodug¢ao
permitem que os progenitores, de genética superior, tenham um maior numero de
descendentes ao longo de suas vidas. Permitem também, melhoria genética de
diversas caracteristicas no rebanho e um produto final de maior qualidade e

rentabilidade para o sistema.

Desse modo, uma importante biotecnologia usada para tal intensificagdo é a
producéo in vitro de embrides (PIVE), a qual permite fazer o processo de fertilizagao
dos ovdcitos e o desenvolvimento embrionario inicial, em um ambiente controlado.
Apesar da PIVE ter grandes vantagens, ainda precisa ser mais bem compreendida
para alcangar maior eficiéncia, ja que apenas 30% dos ovécitos maturados in vitro
avancam ao estagio de blastocisto (MELLO et al., 2016). Assim sugere-se que
diversos eventos fisioldégicos/moleculares do processo de gametogénese, fertilizagao
e desenvolvimento embrionario inicial devem ser melhor compreendidos para maior

eficiéncia da PIVE.

Com o avango da biologia molecular, novos mecanismos sdo descobertos e
explorados atualmente, como exemplo, hoje conhece-se os microRNAs, que s&o uma
classe de RNAs nao codificantes que agem na supressdo génica de forma pos-
transcricional em inUmeros processos bioldgicos, como apoptose celular, proliferacéo
celular, resposta ao estresse e metabolismo (ZHANG et al., 2016). A atuagcédo dos
microRNAs tem sido relatada em diversos estudos na oncologia, com importante
papel em processos de oncogénese em inumeras nheoplasias e resisténcia a
quimioterapicos, além disso, sado identificados constantemente como biomarcadores
de progndsticos e como alvos de terapia (FANG et al., 2017; LIU et al., 2019; SUN et
al., 2016).

Novos estudos mostram que esses microRNAs estdo associados também a

vias fisiolégicas do processo reprodutivo, ja que foram descritas funcbes no gameta
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masculino, gameta feminino, processo de fertilizagcdo, desenvolvimento embrionario
inicial e sucesso na gestagdo (ALMINANA; BAUERSACHS, 2020). Assim, estio
fortemente envolvidas no desenvolvimento in vitro de embrides, ja que Kropp, Salih e
Khatib (2014) relataram um perfil variado de miRNAs em meios de cultivo (CIV) de
embrides oriundos de PIVE, em bovinos, relacionados com embrides de alta qualidade

ou embrides degenerados.

Além disso, sabe-se que espermatozoides nao sio apenas meros
transportadores inertes do genoma masculino, mas sim estruturas altamente
organizadas e condutoras metabolicamente ativas desse material genético (BELETTI
2013), ja que os miRNAs espermaticos foram relatados nas diferentes fases do
processo de espermatogénese (ALVAREZ-RODRIGUEZ et al., 2020), na capacitagao
espermatica (LI et al., 2018) e alguns foram positivamente ou negativamente
associados com a taxa de fertilizacdo, desenvolvimento embrionario e qualidade

embrionaria em camundongos (XU et al., 2020).

Portanto, é possivel afirmar que os microRNAs espermaticos possuem grande
importancia para os processos da fertilidade e concepg¢ao de muitas espécies, e o
conhecimento desses pode levar a melhoria da biotecnologia aqui explorada. Assim,
objetivou-se com presente trabalho verificar a relagcdo entre os microRNAs

espermaticos e a eficiéncia da producgao in vitro de embrides bovinos.

2. REVISAO DE LITERATURA
21. Epigenética

A epigenética, se define como a area de estudo do controle de diversas
mudancas fenotipicas que resultam da expressao genética, e ndo de mudangas do
cédigo genético (AJONIEBU et al., 2017), ou seja, essa ciéncia busca a compreensao
entre a mudanga da expressdao gendmica individual com a variagdo ambiental do
individuo (JAENISCH; BIRD, 2003), por meio de mecanismos moleculares como
acetilacao, metilacdo, fosforilacdo, ubquitinacdo (RENTHAL; NESTLER, 2009) e
microRNAs (CHUANG; JONES, 2007). Assim & descrito que a epigenética possui
importantes agées no desenvolvimento embrionario inicial, principalmente em funcao
de miRNAs carreados por espermatozoides (XU et al., 2020; BREVIK et al., 2012).
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2.2. MicroRNAs

Os micro-RNAs sao pequenas moléculas de RNA nao codificantes nos quais
atuam no silenciamento pos-transcricional de genes, por meio do impedimento da
tradugado de diversos mRNAs (VASHISHT; GAHLAY, 2020), por degradagé&o ou
inibicdo (MELLO, 2007), além disso, foi relatado que cerca de 30% da codificagao de

proteinas em humanos, & controlada por esses fatores (HA, 2011).

O processo de biossintese e agao (Figura 1) comecga no nucleo celular com a
transcrigcdo do gene do miRNA pela RNA polimerase Il ou RNA polimerase lll, no qual
forma a estrutura primaria de miRNA (pri-miRNA) que por sua vez é metilada e
processada por um complexo enzimatico (Drosha/DGCR8) que forma um pré-
microRNA (pre-miRNA) (WINTER et al., 2009). O pre-miRNA é exportado para o
citoplasma através da proteina de canal Exportina, onde é processado por duas
proteinas, Dicer (proteina de ligacdo de RNA responsiva a trans-ativacdo) e TRBP
(proteina de ligacdo de RNA) no qual formam um miRNA-duplex. Agora esse miRNA
estd maduro, e junto com a proteina argonauta (AGO2) forma o complexo RISC
(VASHISHT; GAHLAY, 2020).

O complexo RISC (complexo silenciador induzido por RNA), se liga ao RNA
mensageiro alvo e regula a repressao da tradug¢ao ou até mesmo faz a degradacgéo
da molécula (TURCHINOVICH et al., 2011). Esses miRNAs podem ter diversos ou
apenas um gene alvo na célula, através de uma pequena regidao do miRNA com
complementariedade com o mRNA do gene alvo (BARTEL, 2009). Esse processo de

sintese e agao ¢ ilustrado pela figura 1.

Estudos mostram que esses miRNAs possuem importantes papeis em diversos
eventos fisiolégicos e patolégicos, como proliferagao celular, apoptose, resposta ao

estresse, metabolismo, angiogénese, etc (SUN et al., 2017).

Esses eventos podem auxiliar direta ou indiretamente o processo reprodutivo,
pois foi relatado a existéncia de miRNAs com atuagao em células tronco embrionarias
(TUFEKCI et al., 2014), participacdo de eventos do ciclo estral (ALMINANA et al.,
2018), clivagem e implantagdo do embrido (FERESHTEH et al., 2018), crescimento
folicular e maturacdo ovocitaria (ALMINANA; BAUERSACHS, 2020), capacitacdo

espermatica (LI et al, 2018), espermatogénese e qualidade seminal
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(KASIMANICKAM et al., 2019) e reconhecimento materno da gestacédo (MEYER et al.,
2019).

Figura 1: llustragdo representativa do processo de biossintese e mecanismo de agéo dos
microRNAs.

==

Exportina
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Dicer/TRBP
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LLLLLLLLLL
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Repressio Degradagio
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Fonte: Adaptado de Vashisht e Gahlay (2020).
2.3. Espermatogénese, maturacao espermatica e microRNAs espermaticos

A espermatogénese € uma série de divisbes mitoticas e meidticas de
espermatogbnias que originam os espermatozoides nos tubulos seminiferos. Apos o
surgimento da espermatogébnias B através de mitoses, e essas entram em processo
de meiose para formar os espermatécitos primarios que sofrem a primeira divisdo
meiodtica até originar os espermatocitos secundarios; esses se dividem novamente até
formar as espermatides (células haploides esféricas) que sofrem mudancgas na sua
forma e composic¢ao, e assim tem-se o espermatozoide como resultado do processo
(RAHMAN et al., 2017). Esse processo de formacdo do gameta masculino pode ser
dividido em duas fases, a espermatocitogénese, que € o processo da formagao das
espermatides a partir de espermatogdnia e a espermiogénese, que se define pelo
processo de formacado de espermatozoides a partir das espermatides (GARCIA,

2017). Apos essa fase, forma-se o espermatozoide funcional, que possui dois

14



principais componentes, a cabega, formada por acrossoma, nucleo, citoplasma e

estruturas do citoesqueleto e o flagelo (EDDY, 2006).

Segundo Legrand e Hobbs (2017), a espermatogénese € indispensavel para
transmitir carga genética e garantir a sobrevivéncia geral de uma espécie. A produgéo
de gametas maduros € um processo regulado por 1500 a 2000 genes, entdo, as
alteracdes nesses genes podem influenciar na fertilidade (RAZAVI et al. 2017), ja que
o controle da expressao génica e consequentemente o desenvolvimento embrionario
inicial pode ser influenciado por espermatozoides (BELETTI, 2013), pois, estudos
recentes relatam que no desenvolvimento do espermatozoide de mamiferos, existe
uma pequena carga de RNA que sofre uma severa remodelagado e assim formam os
microRNAs (CONINE et al., 2018).

A expressdo de microRNAs acontece de forma especifica por cada célula
envolvida na espermatogénese, e assim garantem cada etapa da formagao do gameta
(KOTAJA, 2014). Alguns trabalhos mostraram que a delecdo de enzimas
responsaveis pela biogénese dos miRNAs, como a Dicer 1 e Dgcr8, impediram tanto
o processo de desenvolvimento de células primordiais (HAYASHI et al., 2008), quanto

o processo de espermatogénese e maturagao espermatica (ROMERO et al., 2011).

Assim, o epididimo € uma importante estrutura do trato reprodutivo masculino
que desempenha diversas tarefas na maturagao final do espermatozoide a partir de
vesiculas extra-celulares, chamadas de epididimossomos, que podem exportar o
conteudo produzido pelo epitélio até o espermatozoide na luz do érgédo (HOOG,;
LOTVALL, 2015). Jerczynski e colaboradores (2016), relataram que existe um perfil
de microRNAs, diferencialmente expressos e secretados nas diferentes por¢des do
epididimo, ou até mesmo em processos que precedem a maturagao epididimaria, nos
quais possuem inumeros alvos nas mais diversas etapas da espermatogénese e

também no processo de fertilizagao.

Como ja dito, o conteudo de microRNAs secretados pelas diferentes porgoes
do epididimo é diferente, ja que essas possuem varias vias de sinalizagdes nos
processos reprodutivos, assim algumas delas s&o associadas positivamente e outras
negativamente com o sucesso da gametogénese, fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario (NIXON et al., 2015).
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Essas moléculas ndo possuem apenas fungdes ligadas ao macho, pois
diversos microRNAs espermaticos de cachagos tiveram diferentes papeis na
fertilidade em suinos, com sinalizagbes em inumeras vias que agiam no trato
reprodutivo de marras (ALVAREZ- RODRIGUES et al., 2020).

Em contramdo aos dados referidos anteriormente, Alvarez-Rodriguez e
colaboradores (2020) mostraram que alguns miRNAs que n&o estdo envolvidos no
processo de maturacdo espermatica estavam presentes em espermatozoides
ejaculados, mas essas moléculas ndo podem estar funcionais em eventos apods a
maturagao até o inicio da fertilizagéo, ja que nesse momento a cromatina espermatica
esta altamente compactada por protaminas e com baixa atividade de transcricéo e
tradugdo (GRUNEWALD et al., 2005), entdo esses microRNAs podem ser apenas

resquicios da espermatogénese no testiculo.

Portanto, pode se dizer que o processo de espermatogénese e maturagao
espermatica estdo associados ao perfil de microRNAs nos espermatozoides, que

desempenham importantes tarefas que levam ou nao ao sucesso reprodutivo.
2.4. Desenvolvimento embrionario e microRNAs envolvidos

Hiraiwa (2015) relata que até pouco tempo atras acreditava-se que o
espermatozoide era uma célula simples cuja fungao era simplesmente o carreamento
do genoma masculino, entretanto o estudo transcriptdmico fornece grande

entendimento a respeito da formagao embrionaria.

Existe na literatura o levantamento que mostra a existéncia de microRNAs
essenciais tanto para a fertilizagado quanto para o desenvolvimento embrionario inicial
(OSTERMEIER, 2002). Dadoune (2009) mostrou que os microRNAs sao um tipo de
RNA presente nos espermatozoides de mamiferos de grande importancia, pois esses
estao intimamente ligados com eventos da embriogénese por serem reguladores de
varios genes (KUMAR et al., 2013).

Isso se confirma por diversos estudos, como os experimentos de Liu e
colaboradores (2012) que mostrou a transmissdao de um tipo especifico de miRNA
(miR-34c), participava da primeira divisao mitética do zigoto de ratos, além de realizar
o transcriptoma desse zigoto e identificar 16 tipos de miRNA que provavelmente

tenham um importante papel no inicio da formag¢ao do embrido.
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Outros varios estudos mostraram a importancia de microRNAs no processo de
desenvolvimento embrionario inicial, no qual aparecem em correlagdo positiva com a
taxa de clivagem e implantacdo (FERESHTEH et al., 2018) e qualidade embrionaria
(XU et al., 2020). Aléem disso, foi encontrado alguns miRNAs com células tronco
embrionarias como unico alvo, assim esses estiveram em regulagdo positiva em
embrides em crescimento comparado aos sem crescimento (KIM; LEE; JUM, 2018;
SUH et al.,, 2004), como por exemplo o miR-17-5p, foi identificado no fluido de
blastocele em embrides de camundongo, esteve diferencialmente expresso no
desenvolvimento embrionario inicial, com provavel participagdo na diferenciagao de
células tronco (BATTAGLIA et al., 2019).

Entretanto, alguns microRNAs também foram negativamente associados com
o desenvolvimento embrionario, como por exemplo o miR-let-7a e miR-23a, foram

diferencialmente expressos em blastocistos sem crescimento (KIM; LEE; JUN, 2018).

Pohler e colaboradores (2017), levantaram a hipotese de que mMiRNAs
derivados de vesiculas influenciam no desenvolvimento inicial da gestagdo em vacas,
com importante participagdo nos mecanismos fisiolégicos que levam o
desenvolvimento embrionario inicial em bovinos. Isso se confirmou na reviséo de
Almifana e Bauersachs (2020), no qual mostraram que nao s6 em bovinos, mas em
diversas outras espécies, varias vesiculas extracelulares derivadas de oviduto ou
embrido, contendo diversos microRNAs, desempenharam tarefas importantes que
levaram ao sucesso reprodutivo, com acdo em espermatozoides e ovdcitos e
principalmente pela comunicagdo do embrido com a placenta, tuba uterina e com

outros embriodes.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Objetivou-se com este estudo identificar os microRNAs presentes em
espermatozoides bovinos e associa-los a eficiéncia da producéo in vitro de embrides

e assim, coloca-los como possiveis marcadores de sucesso ou nédo desta biotécnica.
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3.2. Objetivos especificos

¢ |dentificar e caracterizar os miRNAs espermaticos bovinos.

e Correlacionar os miRNAs espermaticos com as taxas de clivagem in vitro
(FIV).

e Correlacionar os miRNAs espermaticos com as taxas de blastocistos in

vitro.

4. MATERIAL E METODOS

41. Amostras de sémen

Foram utilizadas seis amostradas de sémen, coletadas por eletroejaculagao,
de trés touros da raca Girolando, oriundos da fazenda Capim Branco da Universidade
Federal de Uberlandia e outros trés touros da raga Guzera, oriundos da fazenda
experimental da Universidade de Uberaba. Imediatamente apds a coleta, as amostras
foram diluidas no meio TRIS-gema (2,5% (p/v) de TRIS (hidroximetil amino metano),
20,00% (v/v) de gema de ovo, 1,3% (p/v) de &cido citrico, 1,0% (p/v) de frutose, 0,13%
(v/v) de sulfato de gentamicina, em agua destilada, pH 7.4) na concentragdo de um
para um, com o intuito de manter os espermatozoides viaveis ao decorrer do
processamento. Assim, apds contagem de células por uma camera de Neubauer, as
amostras foram novamente diluidas e padronizadas em uma concentragdo de 80
milhdes de espermatozoides por mL de meio Tris-gema adicionado de glicerol (6,5%
(v/v)) e posteriormente envasadas em palhetas de 0,5 mL. Posteriormente, essas
foram congeladas automaticamente pelo congelador TK (Uberaba, MG, Brasil) modelo
3000 Compacta, pela curva de congelacdo P2S1. ApOs esse processo, as palhetas
congeladas foram armazenadas em nitrogénio liquido a -196°C para posterior uso em
rotinas de producdo in vitro de embrides e sequenciamento dos miRNAs
espermaticos. Baseado nos resultados das PIVs as amostras foram divididas em dois

grupos: Resultado ruins nas PIVEs e resultados bons nas PIVEs
4.2. Selegao espermatica e purificagcao das amostras

As amostras de sémen utilizadas para o processo de isolamento dos miRNAs,

foram submetidas ao processo de selegcdo espermatica por gradiente de Percoll
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(AVERY & GREVE, 1995), a fim de purifica-las de quaisquer contaminantes como

células somaticas, espermatozoides patologicos e diluente.

Para a selegao espermatica, as palhetas de sémen foram descongeladas em
um banho maria a 37° por 40 segundos, depositadas em um tubo do tipo Falcon de
15 ml sobre a solugao contendo um mL de Percoll a 45% e um mL de Percoll a 90%,
ambas as concentragdes diluidas em meio Sperm-Talp, previamente estabilizado por
02 horas em uma estufa a 38,5°C em uma atmosfera de 5% de CO.. Em seguida o
tubo foi centrifugado a 1400 g por 30 min, assim formou-se um pellet de
espermatozoides viaveis. Para a retirada do Percoll, o sobrenadante do tubo foi
descartado e o pellet ressuspendido em 0,5 mL de PBS, e assim a solugao foi
novamente centrifugada a 1400 g por 20 minutos. Logo apds, esta etapa foi repetida

mais duas vezes.
4.3. Isolamento de miRNA

Foi utilizado o kit mirVana™ miRNAisolation (Invitrogen) (cat. num: AM1560)
para o procedimento. Primeiramente, foi feita a ressuspensao do pellet oriundo da
selegao espermatica em 300 uL de lysis/bindingsolution, entao o tubo foi agitado em
um vortex por 1 minuto, até a obtencdo de um lisado homogéneo. Logo apds,
adicionou-se 30 yL de miRNA Homogenate Additivee a amostra, agitada novamente
por 1 minuto e entdo essa mistura foi deixada no gelo por 10 minutos. Em seguida,
adicionou-se 300 pL de Acido-Fenol Cloroférmio e foi agitado no vértex por 2 minutos,
posteriormente a solucao foi centrifugada em 1000 g por 15 segundos. Apds esse
processo, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se 470 uL de
etanol 100%. Assim, a solugao foi transferida para um tubo no qual possuia um filtro
de silica e este foi centrifugado a 1000 g por 15 segundos, entdo o liquido foi
descartado e o processo repetido até que toda a mistura do lisado com etanol fosse
filtrada. Apos o processo de filtragem, o liquido foi descartado e adicionou-se 500 pL
de miRNAWashSolution 2/3 a coluna, seguido de uma centrifugagcéo a 1000 g por 10
segundos. Por ultimo, os RNAs foram eluidos com 100 uL de elutionsolution a 100°C
estabilizados com tubos RNA stable® / LD (Biomatricacatalog #90221-001) e foram

deixados para secar em uma camara a vacuo em overnight.
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Ap0os esse protocolo, os tubos estabilizadores contendo as amostras de RNAs
foram selados e mantidos a temperatura ambiente em uma camara a vacuo, para

evitar alta umidade, até que fossem enviadas a etapa de sequenciamento.
4.4. Sequenciamento de RNAs (RNA-seq)

As amostras de miRNA foram submetidas a construcéo de biblioteca utilizando
o kit RealSeq®-AC (Small RNA SomaGenics®), conforme instru¢des do fabricante e
a fracdo correspondente aos pequenos RNAs foi purificada em gel. As bibliotecas
foram sequenciadas utilizando a llluminaNextSeqTM 500 V2 high-output 75 ciclos
conforme instrugcbes do fabricante. As sequéncias obtidas foram filtradas por
qualidade utilizando o software FastQC e as reads com score de qualidade menor que
25 foram contadas e descartadas. Para eliminagao dos adaptadores, as reads foram
processadas utilizando o software Trimmomatic. Todas as sequéncias foram contadas

e mapeadas no genoma de Bos taurus (urlgenome).

Para a analise dos pequenos RNAs, apenas reads de comprimento
compreendido entre 15 e 35 nucleotideos foram selecionas; as demais reads foram
contadas e descartadas dessa analise. Para quantificacido das reads identificadas
como RNAs nao codificadores de proteinas, exceto piRNAs e miRNAs, tais como
tRNA, rRNA, snoRNA, snRNA entre outros foi utilizado o banco de dados Rfam e a
ferramenta Blastn. Apenas reads com identidade e cobertura superior a 95% bem
como tamanho de 15 nucleotideos no alinhamento do Blastn foram aceitas para
identificacdo dos pequenos RNAs citados acima. A avaliagdo dos miRNAs foi

realizada utilizando o software miRDeep 2.
4.5. Identificacdao dos microRNAs nas amostras sequenciadas

Dos resultados do sequenciamento smallSeq foram gerados arquivos Fastq
para cada amostra sequenciada e este arquivos foram trimados para a remogao dos
adaptores utilizados por meio do software cutadapt. Em seguida o genoma de
referéncia para Bos Taurus foi indexado pelo software bowtie2 e as reads para cada
miRNAs foram mapeadas a ele pelo uso da ferramenta mapper.pl disponibilizada pelo
pacote miRDeep2. Apos o0 mapeamento, tabelas contendo os miRNAs presentes em

cada amostra e suas contagens foram geradas pelo miRDeep?2.
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4.6. Anadlise de expressao diferencial e correlagdo com resultados das
PIVEs

Para a analise de expressido diferencial foram utilizados na selecdo e

normalizagao dos dados os softwares DESeq2 e edgeR.

Pelo pacote edgeR do bioconductor foram lidas as tabelas contendo as
contagens para cada miRNA referente a cada amostra geradas no passo anterior.
Cada amostra foi atribuida a um grupo e a uma condi¢c&o de acordo com a comparagao
desejada, para analisar a influencia das taxas de clivagem e numero de blastocistos
em relagdo ao numero de miRNAs contidos em cada uma. Em seguida foi realizada a
normalizagao das bibliotecas de contagem para cada amostra por fungdées do préprio
edgeR ou DESeq2, estabelecida uma amostra como referéncia, estimados os
coeficientes de disperséo, realizados os testes estatisticos para cada par de amostras
comparadas e filtrados os miRNAs com baixa contagem normalizada pelo software
HTSFilter. Foi entdo verificada e expresséao diferencial entre os dois grupos e aqueles

13 ”»

miRNAs com valor de “p” estatistico ajustado menor que “0.05” (FDR < 0.05 edgeR e
padj-value < 0.05 DESeq2), bem como valores de logFoldChange > 1 ou < -1 seriam
considerados diferencialmente expressos entre as amostras comparadas para cada

condicao.

Os valores obtidos apds selecdo e normalizagdo dos dados feitas pelos
softwares DESeq e edgeR também foram utilizados para realizar o teste de correlagéo
de Pearson entre a quantidade de cada microRNA e as taxas de clivagem e blastocisto
das PIVEs realizadas com as mesmas amostras de sémen utilizadas para a extragao
dos microRNAs. Apenas os miRNAs que apresentram correlagdo significativa
(p<0,05) apds filtragem e selecgéao feitas em ambos softwarese, DESeq e edgeR, foram

considerados como relevantes no presente estudo.
4.7. Producao in vitro de embrides

Foram realizadas 18 rotinas de PIVE de acordo com o protocolo do Laboratério
de Biologia da Reproducédo da Universidade Federal de Uberlandia (LUCIO et al.,

2016). Foi utilizado 2138 ovdcitos nas PIVEs, sendo em média 267 ovdcitos por touro.
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4.7.1. Obtencéo e selecdo de ovocitos

Os ovarios foram coletados a partir de fémeas em um abatedouro comercial na
cidade de Uberlandia e transportados em uma garrafa térmica com soro fisiolodgico a
37 °C até o momento da aspiragao, cerca de 30 minutos apods a coleta do ultimo ovario.
No momento da aspiragao folicular, os ovarios eram lavados em solucdo salina e
mantidos em um banho maria a 37 °C durante todo o procedimento. Com o uso de
seringas de 5 mL acopladas com agulhas de 18G, aspirou-se o fluido folicular oriundo
dos foliculos antrais, exceto os que visualmente eram classificados como possiveis
foliculos dominantes. Assim o fluido foi transferido para tubos falcon de 50 mL, onde
passaram por um processo de sedimentagao por cerca de 15 minutos. Em seguida, o
sedimento foi depositado em placas de poliestireno de 90 x 15 mm e foi realizado o
rastreamento de ovdcitos de grau | (ooplasma com granulagdes finas e homogéneas,
preenchendo o interior da zona pelucida e com coloragao escura, com auséncia de
vacuolos, e células do cumulos compactas e com varias camadas) e grau |l (ooplasma
com pequenas areas nao homogéneas, preenchendo o interior da zona pelucida e de
coloragao escura, com auséncia de vacuolos, e células do cumulo compactas com
pelo menos mais de 5 camadas) com a ajuda de um microscépio estereoscopico
(STOJKOVIC et al., 2001).

4.7.2. Maturacao in vitro (MIV)

Os ovoécitos de grau | e Il selecionados, foram lavados em meio TCM — 199
HEPES (0,2 mM piruvato sédico10 mM HEPES acido, 10 mM de HEPES sédico, 5
mM bicarbonato de sddio, 83 yg/mL de amicacina, suplementado com 10% de soro
fetal bovino) e uma vez em meio de maturacdo TCM 199 com bicarbonato (0,2 mM
piruvato sédico, 26 mM bicarbonato de sédio, 83 ug/mL de amicacina, 1 ug/mL FSH,
5 pg/mL LH, suplementado com 10% de soro fetal bovino). Foram transferidos 20
ovacitos por gota de 100 pL de meio de maturagédo, cobertas com 6leo mineral em
placas de petri de poliestireno de 60 x 15 mm, e foram mantidos por cerca de 22 h em

estufa a 38,5°C, 100% de umidade e atmosfera de 5% de CO, em ar.

4.7.3. Selecao espermatica
A fim de selecionar os espermatozoides viaveis, uma dose de sémen foi
descongelada em banho maria a 37°C por 30 segundos e foi depositada sobre um
gradiente de Percoll, preparado previamente em um tubo Falcon de 15 mL, composto

pela camada superior de Percoll 45% (500 pL de Percoll 90% e 500 uL de meio TALP-
22



Sperm (Tyrode-albumina-lactato-piruvato, acrescido de 0,2 mM piruvato sédico e 83
Mg/mL amicacina) e a camada inferior de 1 mL de Percoll 90% (Percoll, solugdo 10x,
solugao estoque 2mM CaCl2, solugéo estoque 0,4 mM MgClI2, 0,1 mM DL-acido

lactico e 20 mM bicarbonato de sodio).

4.7.4. Fertilizac&o in vitro (FIV)

Os ovaocitos maturados foram lavados trés vezes em meio Fert-TALP e foram
transferidos para gotas de 100 yL, do mesmo meio, cobertas com 6leo mineral em
placas de petri de poliestireno de 60 x 15 mm. Gotas foram distribuidas aleatoriamente
a fim de compor os grupos experimentais, touros férteis, subférteis e também o grupo

de controle da FIV.

Do sedimento previamente separado, como descrito anteriormente, foram
retiradas duas aliquotas de 5 pL para determinar a motilidade progressiva e a
concentragdo em camara de Neubauer. A concentragdo foi ajustada para 25 mil
espermatozoides viaveis/uL e entdo 8 pL foram utilizados para fecundar cada gota,
em seguida, foram incubados por 18 a 20 h em atmosfera de 5% de CO2 em ar, na

temperatura de 38,5° e 100% de umidade.

4.7.5. Cultivo in vitro

Aproximadamente 24 horas apos a fertilizagdo in vitro, os provaveis zigotos
foram desnudados mecanicamente por pipetagcdes sucessivas e foram lavados por 3
vezes em gotas de 100uL de meio SOF (acrescido de 0,2 mM piruvato sddico, 5
mg/mL BSA, 2,5% de soro fetal bovino e 83 ug/mL de sulfato de amicacina) e
transferidos para gotas de 100 pyL do mesmo meio e cobertas com 6leo mineral em
placas de poliestireno de 60 x 15 mm, onde foram cultivados por 6 dias em estufa,
com atmosfera de 5% de CO2, 100% de umidade e temperatura de 38,5°C.

A taxa de clivagem foi determinada 48 horas ap6s a fertilizagao in vitro com a
contagem dos zigotos que apresentavam duas ou mais células com o auxilio de

microscopio estereoscopico.

A contagem dos blastocistos foi realizada no sétimo dia apds a fecundagao de
acordo com as normas preconizadas pela “International EmbryoTransfer Society”. A
taxa de blastocisto foi determinada em relacdo ao numero de ovdcitos que iniciaram

a clivagem e chegaram a este estagio de desenvolvimento.
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4.7.6. Normalizacao dos resultados das PIVEs

Como forma de neutralizar parcialmente os efeitos das variaveis ndo controlaveis
na PIVE, foi realizada a normalizagdo dos dados obtidos nas PIVEs com sémen de
animais avaliados, tendo como referéncia os resultados obtidos com um touro fértil
(touro referéncia), previamente testado em nossos laboratérios e com excelentes
resultados. Para isso, as taxas de blastocistos das amostras de touros avaliados foram
transformadas em porcentagem das taxas de blastocistos obtidas com o sémen do
touro referéncia, na mesma rotina de PIVE. Desta forma, os efeitos ambientais, da

qualidade de ovdcitos e outras variaveis desconhecidas foram minimizados.

5. RESULTADOS
As taxas de clivagem e de formacédo de blastocistos normalizadas, foram
utilizadas para expressar os diferentes niveis de eficiéncia em PIVEs dos touros

utilizados na producao in vitro de embrides, o que pode ser visualizadas na tabela 1.
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Tabela 1: Médias e desvios-padrdo das taxas de clivagem e de blastocistos normalizadas obtidas nas

rotinas de produgéo in vitro de embrides (PIVE) de touros com diferentes valores de eficiéncia.

Touro Taxa de clivagem Taxa de blastocisto
normalizada normalizada

1 68,71£15,5 38,8+23,7

2 80,1+8,1 64,81+50,7

3 71,8+24,3 10,3%£1,5

4 92,8+7,1 14,4+12,6

5 68,2116 72,4+46,2

6 46,5+17 1 31,5+£26,3

Fonte: autoria prépria.

Ao todo, foram identificados 336 mMIRNAs no sequenciamento das seis
amostras de ejaculados dos touros coletados, assim, esses foram transformados em
percentagem para analise de correlagdo. A técnica utilizada para identificacdo e
quantificacdo dos microRNAs nao permitiu diferenciar o miR-11975 do miR-11976.
Desta forma, a quantidade desses microRNAs é na realidade a somatéria dos dois,

sendo tratado a partir deste momento como miR-11975/miR-11976.

Nao foram encontradas expressdes diferenciais em nenhum dos microRNAs
quando se comparou o grupo de amostras de sémen que apresentaram boas taxas
de clivagem (touros 2, 3 e 4) e de formacgao de blastocistos (touros 1, 2 e 5) com as
amostras que apresentaram taxas ruins (touros 1, 5, e 6 para clivagem e touros 3,4 e

6 para blastocistos).

O conteudo de microRNA de todas as amostras foram correlacionadas com as
taxas de clivagem e formagao de blastocisto das rotinas de PIVE. Apds o teste de

correlacao utilizando os dados selecionados e normalizados pelo software DESeq2, o
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miR-124a e miR-125a foram identificados como tendo correlagdo negativa com a taxa
de clivagem na produgéo in vitro de embrides (Tabela 2). Em relagcdo a taxa de
formacao de blastocistos, foram encontradas correlagdo com quatro microRNAs,
sendo negativa significativa com o miR-11972, miR-11975/miR-11976, miR-1246,
miR-2285bf e positiva significativa com o miR-425-5p (Tabela 4).

Tabela 2: microRNAs espermaticos com correlagao significativa (p<0,05), negativa, com a taxa de
clivagem na producéo in vitro de embrides (PIVE). Expressao diferencial selecionada e normalizada

pelo software DESeq2.

miRNA Valor de R Valor de P
miR-1242 -0,86 0,03
miR-1252 -0,82 0,05

Fonte: autoria prépria.
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Tabela 3: microRNAs espermaticos com correlagéo significativa (p<0,05), positiva ou negativa, com a
taxa de formagéo de blastocistos na produgéo in vitro de embrides (PIVE). Expresséo diferencial

selecionada e normalizada pelo soffware DESeq2.

miRNA Valor de R Valor de P
miR-11972 -0,85 0,03
miR-11975/miR-11976  -0,82 0,05
miR-425-3p 0,88 0,02
miR-425-5p 0,94 0,01

Fonte: autoria propria.

Em contrapartida, quando utilizados os dados filtrados e normalizados pelo
software edgeR, nenhum microRNA apresentou correlagdo com a taxa de clivagem e
cinco apresentaram correlacdo com a taxa de formacao de blastocisto, sendo que o
mMiR-11972, miR-11975/miR-11976, miR-1246 e miR-2285bf apresentaram correlagéo
negativa significativa e o miR-425-5p apresentou correlagdo positiva significativa
(Tabela 4).
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Tabela 4: microRNAs espermaticos com correlagéo significativa (p<0,05), positiva ou negativa, com a
taxa de formagéo de blastocistos na produgéo in vitro de embrides (PIVE). Expresséo diferencial

selecionada e normalizada pelo software edgeR.

miRNA Valor de R Valor de P
miR-11972 -0,92 0,008
miR-11975/miR-11976  -0,85 0,03
miR-1246 -0,91 0,01
miR-2285bf -0,87 0,03
miR-425-5p 0,84 0,04

Fonte: autoria prépria.

Por fim, apenas os microRNAs que correlagdes significativas quando usado os
dois softwares (edgeR e DESeq2), tanto na taxa de clivagem quanto para a taxa de
formacéao de blastocistos, foram validados no presente trabalho. Entdo, apenas o miR-
425-5p foi associado positivamente e o miR-11972 e miR-11975/miR-11976 foram
associados negativamente com a taxa de formacgéo de blastocistos na producao in

vitro de embrides.

6. DISCUSSAO
Buscou-se com este estudo explorar a hipotese de que os microRNAs
espermaticos estao associados aos processos de clivagem e formacgao de blastocistos
em rotinas de producgao in vitro de embrides. Inicialmente foi utilizada a estratégia de
separar as amostras de sémen em dois grupos, sendo um com boas taxas de clivagem
e formacado de blastocisto nas PIVEs e outro com taxas ruins para a analise de

expressao diferencial. Assim, nado foi encontrado diferengas significativas entre os
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grupos quanto a expressao dos microRNAs. Isso provavelmente ocorreu porque 0s
resultados obtidos nas PIVEs permitiram no maximo fazer um ranking das amostras,
nao sendo possivel separar as amostras de forma clara e consistente em dois grupos
com resultados bons e ruins. Baseado nesse evidente ranking dos resultados, optou-
se por realizar testes estatisticos de correlagdo entre as taxas de clivagem e de
formacao de blastocistos e a quantidade normalizada de cada microRNA apds a
filtragem realizadas por dois consagrados softwares frequentemente utilizados para

isso, o DESeq2 e o edgeR.

Com o uso dos softwares DESeq2 e edgeR, como algoritmo de filtragem e
normalizagdo de dados para realizagao dos testes de correlacdo, apenas com os
dados oriundos do DESeq2 obteve-se correlagdo significativa de dois microRNAs
(miR-124a e miR-125a) com a taxa de clivagem. Ja com o uso do edgeR né&o se
obteve correlagao de microRNAs com a taxa de clivagem. Esse achado corrobora com
o trabalho de Alvarez-Rodriguez e colaboradores (2020), que relata que no processo
de espermiogénese acontece mudangas cruciais nas espermatides que envolvem
RNAs nao codificantes até se tornarem espermatozoides maduros. Assim, com o
processo de maturagdo ao decorrer da passagem no epididimo, a cromatina
espermatica fica altamente organizada e condensada pela protaminacédo (MARTINS
et al., 2020), entdo ndo ocorre transcricdo ou tradugcdo alguma até a fase de
fertilizacdo, momento que antecede a descompactagao da cromatina (GRUNEWALD
et al., 2005) e que os microRNAs entram no citoplasma do ovocito e exercem sua
funcao de controle pds-transcricional da expressao génica. Entao, é possivel dizer que
os microRNAs espermaticos so6 retornam sua atividade ap6s a fecundacgao e portanto,
as correlagdes encontradas quando utilizado o soffware DESeq2 € pouco consistente.
Entdo, os miRNAs encontrados nas amostras de sémen nesse trabalho, sdo
resquicios de etapas do processo de espermatogénese e maturagdo espermatica,
pois foi descrito a importancia dos miRNAs nesses processos (ROMERO et al., 2011;
HOOG; LOTVALL, 2015 e DAl et al., 2019).

Através da analise bioinformatica do transcriptoma de pequenos RNAs, foi
possivel identificar que o miR-425-5p apresentou correlagcédo positiva com a taxa de
formacao de blastocistos nas rotinas de PIVE, em ambos os softwares utilizados.
Anteriormente, essa molécula foi relatada com maior expressdo em espermatozoides

de cachagos com boa fertilidade (ALVAREZ-RODRIGUES, 2020). Além disso, esse
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microRNA é conhecido na literatura como fator associado a oncogénese e foram
encontrados como biomarcadores de mau prognostico em cancer gastrico (ZHANG et
al., 2017; FANG et al., 2017; YAN et al., 2017) e cervical (SUN et al., 2017). Pode se
dizer que o processo de desenvolvimento embrionario possui algumas vias biolégicas
em comum com a formacao de neoplasias. Como exemplo, temos a via de sinalizacao
candnica Wnt/B-catenina, no qual € um mecanismo fundamental na proliferacéo,
polaridade e destino celular durante o desenvolvimento embrionario (WANG; SINHA;
WYNSHAW-BORIS, 2012), além de que, a desregulagdo dessa via pode levar a
processos patolégicos como o cancer (MACDONALD; TAMAI; Xl, 2009).

Também foi relatado em casos de cancer de prostata que o miR-425-5p, possui
como alvo de regulagao génica negativa, a proteina GSK3p (LIU et al., 2019). Essa
enzima impede o acumulo intra-citoplasmatico da proteina B-catenina na via Wnt, que
regula a expressao de diversos genes do crescimento celular (ACEBRON et al., 2014).
Entdo sugere-se que esse microRNA pode ter agido na regulagdo dessa importante
via do desenvolvimento embrionario, através da inibicdo da producao de GSK3,
desencadeando o inicio do processo de divisdo e proliferagado celular através do
acumulo da B-catenina. Isso justificaria 0 miR-425-5p presente em espermatozoides
bovinos estar positivamente associado com a maior formagao de blastocistos na

producao in vitro de embrides.

Em contrapartida, nos resultados obtidos tanto no DESeq2 quanto no edgeR,
alguns dos microRNAs (miR-11972 e miR-11975/miR-11976) apresentaram
correlagado negativa significativa com a taxa de blastocisto na PIVE. A literatura é
extremamente escassa sobre esses microRNAs, necessitando-se de novas pesquisas
para melhor compreensdo de sua atuagdo no processo de desenvolvimento
embrionario inicial. Entretanto, Morenikeji e colaboradores (2020) relataram que essas
trés moléculas estiveram associadas na regulacao génica da resposta inflamatoria
viral de bovinos através da atuagcdo em genes alvos que também participam do
desenvolvimento embrionario inicial, como o proto-oncogene C (SRC), no qual
expressa uma tirosina quinase envolvida em tumores de alta malignidade e também
na regulagao da proliferagdo e migracao celular (WHEELER; IIDA e DUNN, 2009).
Além disso, esse gene foi descrito com papel na regulacdo do desenvolvimento
embrionario e crescimento celular (PRUITT et al., 2008). Assim, por mais que o miR-

11972 e miR-975/miR-11976 possuam esse importante alvo, sdo necessarios mais
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estudos transcriptdmicos para afirmar com clareza os motivos pelos quais fizeram
esses microRNAs espermaticos influenciarem negativamente a produgao in vitro de

embridoes bovinos.

Mesmo o miRNA-425-3p (correlagdo positiva), miR-2285bf e miR-1246
(correlacdo negativa) apresentando correlagdo significativa em apenas um dos
algoritmos de filtragem e normalizagdo de dados e que foi estabelecido no presente
estudo que apenas os microRNAs espermaticos identificados com correlagao
significativa em ambos softwares, DESeq2 e edgeR, seriam considerados como
associados efetivamente a eficiéncia da producgao in vitro de embrides. Portanto,
esses microRNAs merecem maior atencao em pesquisas futuras in vivo e in silico para

confirmar ou ndo essa correlagao.

7. CONCLUSAO
O presente estudo mostrou que o miR-425 possui importantes papeis
biolégicos no desenvolvimento embrionario inicial, que levam a uma maior taxa de
formacao de blastocistos viaveis, assim, esse microRNA pode ser utilizado como

marcador de touros com alta eficiéncia em PIVEs.

O miR-11972 e miR-11975/miR-11976 podem ser usados como marcadores de
touros com baixa eficiéncia em PIVEs, pois interferem em processos bioldgicos

importantes para o desenvolvimento embrionario inicial.

Portanto, esses microRNAs necessitam de atencdo de estudos futuros como
alvo de uma compreensao ainda maior de suas atividades no desenvolvimento
embrionario, para que seja possivel otimizar a técnica da produgao in vitro de

embrides, a qual é cada vez mais difundida no Brasil e no mundo.
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