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RESUMO

O estresse térmico € um dos principais responsaveis por perdas econdmicas
na produgdo pecuaria bovina no Brasil. Na reprodugdo, o estresse térmico
afeta a qualidade do odcito e desenvolvimento embrionario e resulta em menor
eficiéncia reprodutiva. Os mecanismos pelos quais o0 aumento da temperatura
compromete o desenvolvimento de odcitos e embrides ainda ndo estdo bem
estabelecidos, mas alteragbes a nivel transcricional e traducional podem
ocorrer sugerindo modificagdes epigenéticas causadas pela elevagdo da
temperatura. MicroRNAs (miRNAs) sdo uma importante classe de RNAs néo
codificantes, classificados como moduladores epigenéticos essenciais e sua
relagdo com estresse térmico ainda nao esta estabelecida. Este estudo teve
como objetivo avaliar o efeito do choque térmico durante a maturagao in vitro
(MIV) na expressao de microRNAs e genes envolvidos no processamento de
miRNAs em odcitos bovinos e em embrides derivados de desses odcitos.
Odcitos imaturos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais para MIV: Controle (odcitos maturados in vitro a 38,8°C por 24h
em 5% de COz2) e Choque térmico (odcitos maturados in vitro a 41°C por 12h
em 5% de CO2 + 38,8°C por 12h em 7% CO2), ambos em 100% umidade. Apds
a MIV os odcitos foram fecundados in vitro (FIV) e em seguida cultivados por
oitos dias em meio CR2aa em incubadora a 5% CO2 e 38,8°C. Para analise de
miRNA e mRNA, foram coletados od6citos ao final da MIV e embrides em
estagio de 8-16 células com 72h apds inicio da FIV. A quantificagdo relativa
dos miRNAs let-7a-5p, -103, -34c, -1246, -19b, -21-5p e mRNA Drosha e
Dicer1 foram realizadas por PCR em tempo real. Progressdo da meiose,
desenvolvimento embrionario e indices apoptdéticos também foram avaliados. O
choque térmico reduziu a expressdo de miR-21-5p (0,51+0,34) e aumentou de
Drosha (1,43+0,35) nos odcitos (p<0,05). Houve aumento na expressao de
miRNAs let-7a-5p (3,0£2,0), -19b (3,961£2,29) e -1246 (2,29+1,21) nos
embrides em estagio de 8 células do grupo choque térmico (p<0,05). As taxas
de maturagao oocitaria, clivagem e desenvolvimento embrionario diminuiram
(p<0,05) e o indice apoptotico embrionario aumentou (p<0,05) no grupo choque
térmico. Conclui-se que o choque térmico durante a MIV promove alteracdes
na expressdao de miRNAs e genes envolvidos na sua biossintese em odcitos
bovinos. Os efeitos do choque térmico podem ainda ser observados na
abundancia de microRNAs nos embrides derivados dos odcitos estressados.
Tais alteragdes podem estar relacionadas ao menor desenvolvimento
embrionario, como resultado de modificagbes epigenéticas promovidas pelo
choque térmico.

Palavras-chave: Dicer1. Drosha. Epigenética. Estresse Térmico.



ABSTRACT

Thermal stress is one of the main causes for loss of economic productivity in
cattle, in Brazil. Regarding reproductive capacity, heat stress affects oocyte
quality and embryonic development and results in lower reproductive efficiency.
The mechanisms by which the increase in temperature compromises the
development of oocytes and embryos are not yet well established; however, the
occurrence of transcriptional and translational suggests epigenetic changes to
be caused by the elevation of the temperature. MicroRNAs (miRNAs) are an
important class of non-coding RNAs classified as essential epigenetic
modulators and their relation with thermal stress is not yet established. This
study aimed to evaluate the effect of heat shock during in vitro maturation (IVM)
on the expression of microRNAs and of genes involved in the processing of
miRNAs in bovine oocytes and in embryos derived from these oocytes. Briefly,
immature oocytes were randomly distributed in two experimental groups during
IVM: 1) Control group (oocytes matured in vitro at 38.8°C for 24h with 5% CO2),
and 2) Thermal shock group (oocytes matured in vitro at 41°C for 12h with 5%
CO2 + 38.8°C for 12h in 7% CQO2), both remained in an atmosphere with 100%
humidity. Following IVM, the oocytes were in vitro fertilized (IVF) and then
cultured for eight days in CR2aa medium in an incubator with 5% CO2 and at
38.8°C. For miRNA and mRNA analysis, oocytes were collected at the end of
the IVM and embryos at the 8-16 cell stage with 72h after the initiation of IVF.
Real-time PCR was used for the relative quantification of the following miRNAs:
let-7a-5p, -103, -34c, -1246, -19b, and -21-5p, as well as of the mRNAs:
Drosha, and Dicer1. We have also evaluated: meiosis progression, embryonic
development, and apoptotic index. Thermal shock reduced miR-21-5p
(0,51+0,34) expression and increased Drosha (1,43+0,35) in oocytes (p<0.05).
There was an increase in the expression of (3,0+2,0), -19b (3,96+2,29) and -
1246 (2,29+1,21) in 8-cell stage embryos in the heat shock group (p<0.05). The
rates of oocyte maturation, embryonic cleavage and development decreased
(p<0.05) and the embryonic apoptotic index increased (p<0.05) in the thermal
shock group. We concluded that the thermal shock during IVM promotes
changes in the expression of miRNAs and genes involved in their biosynthesis
in bovine oocytes. The effects of thermal shock may still be observed due to the
alteration of the abundance of microRNAs in embryos derived from stressed
oocytes. These alterations may be related to the lower embryonic development,
as a result of epigenetic modifications promoted by heat shock.

Keywords: Dicer1. Drosha. Epigenetics. Thermal Stress.
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1 INTRODUCAO

O clima tem um efeito importante em todos os aspectos da vida animal,
desde o desenvolvimento, passando pelo comportamento, até a reproducao. O
aumento da temperatura terrestre € uma realidade e tem sido alvo de
diferentes estudos. Dados publicados no relatorio do Painel Intergovernamental
sobre Mudangas Climaticas (IPCC) (2014) descrevem o aumento de 0,85°C na
temperatura da superficie global entre os anos de 1880 e 2012 e projetam o
aumento de até 4,8 °C até o ano de 2100 (IPCC, 2014). Um relatério especial
publicado pelo IPCC em 2018, relata que o aquecimento global deve atingir
1,5° C entre 2030 e 2052, comprometendo sistemas naturais e humanos, bem
como ecossistemas terrestres e oceanicos e os servigos que eles oferecem
(IPCC, 2018).

Os sistemas de producado pecuaria além de contribuir para os fatores
que causam as mudancas climaticas, sao altamente afetados pelas mudancas
na temperatura terrestre (RUST, 2018). Sabe-se que bovinos sao
extremamente susceptiveis ndo s6 a condigbes térmicas extremas, mas
também a rapidas mudancas climaticas. Os impactos da elevada temperatura
na producdo pecuaria bovina podem ser diretos ou indiretos, e incluem
principalmente diminuigdo do desempenho reprodutivo, taxa de crescimento,
bem como redugdo na qualidade de produtos e servigos relacionados com a
producao animal (HOFFMANN, 2010). Estima-se que o impacto econémico do
estresse térmico na produgdo pecuaria global seja de mais de US$ 1,2 bilhdo
(BAUMGARD; RHOADS, 2013).

Entre os efeitos adversos do estresse térmico sobre o desempenho
reprodutivo, destacam-se os impactos deletérios na maturagdo oocitaria e
desenvolvimento embrionario precoce. Odcitos e embrides em estagios iniciais
sdo extremamente susceptiveis as elevagbes de temperatura (SAKATANI,
2017). Os mecanismos pelos quais a elevada temperatura compromete a
viabilidade de odcitos e embrides ainda ndo estdo bem estabelecidos. No
entanto, é possivel que fatores ou estimulos externos resultem em alteragdes

epigenéticas que comprometam a expressdo génica e proteica e,



consequentemente, influencie no desempenho reprodutivo (MARTINEZ-FRIAS,
2010; CAMARGO et al., 2016; TRIANTAPHYLLOPOULOS;
IKONOMOPOULOS; BANNISTER, 2016).

Entre os mecanismos epigenéticos, destacam-se a metilagdo do DNA,
as modificacdes pds-traducionais das histonas e o controle pds-transcricional
da expressao génica mediado por RNAs nao codificantes (hcRNAs) (MATTICK
et al., 2009). MicroRNAs (miRNAs) sao, atualmente, uma das mais importantes
classes de ncRNAs, classificados como moduladores epigenéticos essenciais,
uma vez que afetam os niveis de traducdo proteica dos mRNAs alvo sem
modificar a sua sequéncia de DNA (WANG et al., 2017). Além de moduladores
epigenéticos, os miRNAs podem ser alvo de modificagdes epigenéticas que
modulam seus niveis de transcricdo, através da metilagdo do DNA e/ou
modificagdes histdnicas especificas (MOUTINHO; ESTELLER, 2017).
Adicionalmente, eles podem reprimir a expressdo de enzimas envolvidas no
remodelamento epigenético e também se ligar a promotores génicos,
recrutando complexos de proteinas que modulam a estrutura da cromatina e a
expressao de genes especificos (MOUTINHO; ESTELLER, 2017).

MicroRNAs estdo envolvidos em uma ampla gama de processos
bioldgicos, entre eles odgenese e embriogénese (GROSS; KROPP; KHATIB,
2017). Recentemente, diversos estudos tém mostrado mudancgas consideraveis
nos perfis de expressdao de miRNAs relacionadas a resposta ao estresse
térmico (NEHAMMER et al., 2015; SENGAR et al., 2018). Os resultados
desses estudos apontam para o perfil da expressdo de miRNAs como uma
importante ferramenta para fornecer novos conhecimentos sobre como o

estresse térmico afeta o desempenho reprodutivo bovino.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi identificar o efeito do
choque térmico durante a maturagcao in vitro na expressao de miRNAs em
oocitos bovinos e nos embrides derivados desses odécitos apods a fertilizacao in

vitro.



1.1 Temperatura ambiente e reproducgao

A zona de conforto térmico (ZCT) para bovinos, que é o intervalo de
temperatura no qual o animal ndo apresenta sinais de desconforto térmico,
varia de 5°C a 25°C (YOUSEF, 1985); podendo alcangar limite superior de até
27°C (FUQUAY, 1981). Dentro desse limiar a temperatura corporal fisiolégica
se mantém entre 38,4°C a 39,1°C (YOUSEF, 1985). Além da temperatura,
outro parametro utilizado para determinar a ZCT é a umidade relativa do ar,
que em animais domésticos deve variar de 60% a 70% (MULLER, 1989).

Quando a ZCT é ultrapassada, os animais aumentam o ganho de calor
além do perdido pelo corpo e estabelece-se o estresse térmico (KUMAR;
AJEET; MEENA, 2011). O estresse térmico pode ser definido como um
conjunto de fatores abidticos que atuam sobre um animal, causando um
aumento na temperatura corporal (DIKMEN; HANSEN, 2009). Como resultado,
sdo observadas diversas alteragdes fisiologicas, aumento da temperatura na
superficie corporal, taxa de respiragao (FR), frequéncia cardiaca e temperatura
retal (TR) (DALCIN et al.,, 2016). Esses fatores influenciam diretamente no
consumo de ragdo e agua bem como na eficiéncia produtiva e reprodutiva dos
animais (DAS et al., 2016; DASH et al., 2016).

Na produgao pecuaria bovina, o estresse térmico € um dos principais
fatores contribuintes para a redugcdo do desempenho reprodutivo, sendo
refletido principalmente nas baixas taxas de concepcgado. Foi relatado que as
taxas de concepcdo de vacas mesticas expostas ao estresse térmico
diminuiram de 43,72 para 26,90% quando o indice Temperatura e Umidade
(ITU) aumentou de 71 (inverno) para 75 (verdo) (AYRES et al.,, 2014).
Resultados semelhantes foram obtidos em vacas Holstein e Japanese Black
(NABENISHI et al., 2018). Os mecanismos pelos quais a elevada temperatura
compromete a qualidade do oo6cito e o sucesso do desenvolvimento
embrionario ainda nao estdo bem estabelecidos, nem como as condi¢des
fisioldgicas maternas sob condigdes de estresse podem influenciar o

desempenho reprodutivo.



Medidas para reduzir o efeito ja existente das alteragbes climaticas
sobre a produgao e reproducdo pecuaria tem sido adotadas. Algumas delas
incluem: otimizar a produtividade de culturas e forragens, melhorar a
capacidade dos animais de lidar com o estresse ambiental por meio de manejo
e selecdo (NARDONE et al.,, 2010), direcionar o periodo reprodutivo para
épocas menos quentes, uso de tratamentos hormonais para a fertilidade e
sistemas de resfriamento (FRIEDMAN et al., 2014; DE RENSIS; GARCIA-
ISPIERTO; LOPEZ-GATIUS, 2015). Apesar dos efeitos positivos, essas
medidas sao pouco representativas no universo pecuario, principalmente em
paises em desenvolvimento, nos quais o0s recursos sao limitados para
adaptacdo as novas tecnologias. Além disso, ha pouco conhecimento sobre o
comportamento de uma variedade de racas diante de eventos de estresse,
bem como os eventos moleculares responsaveis por quedas na eficiéncia
reprodutiva. Por este motivo, ha um grande interesse, em se compreender

melhor como animais de produgao reagem diante de estressores climaticos.

1.2 Implicagcdes do estresse térmico na maturagao do odcito

A qualidade do odcito determina o sucesso da fertilizacdo e afeta o
consequente desenvolvimento do embrido. Mamiferos possuem uma
quantidade finita de células germinativas que é estabelecida na vida fetal e
depois usada durante a foliculogénese. Em bovinos, existem aproximadamente
150.000 foliculos primordiais, cada um com um odécito estacionado na primeira
profase meidtica rodeado por uma unica camada de células pré-granulosas
achatadas (ROTH, 2017). Neste estagio, o odcito € caracterizado por uma

estrutura nuclear denominada vesicula germinativa (VG) (ERICKSON, 1966).

Durante a parada meiébtica, o odécito passa por uma fase de crescimento
que dura de 80 a 100 dias, caracterizado por expansao do volume celular (de
20 a 130 ym), altera¢des morfoldgicas e altas taxas de transcri¢do e tradugéo
(HYTTEL; FAIR; CALLESEN; GREVE, 1997). O acumulo de mRNA materno
durante a fase de crescimento fornece ao odcito a sua competéncia de

desenvolvimento, isto €, o potencial para sofrer maturacdo, fertilizacdo e



sustentar o desenvolvimento embrionario inicial (MOUSSA et al., 2015). Esta
etapa representa um dos periodos mais criticos do ciclo reprodutivo e qualquer
perturbagao fisiolégica pode levar a redugdo na competéncia oocitaria. Tem
sido demonstrado que odcitos nas primeiras 12 horas de maturacéo, sdo mais
suscetiveis a elevagao da temperatura porque a sua exposicdo ao estresse
térmico levaria ao envelhecimento precoce associado ao aumento da producgao
de radicais livres (PAYTON et al., 2004; EDWARDS et al., 2005).

Diversos autores procuraram responder os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na resposta ao choque térmico (Tabela 1). Nos
modelos in vitro, a exposicdo de Complexos Cumulus-Oocito (CCOs) ao
choque térmico resultou no comprometimento da organizagao do citoesqueleto,
reducdo nas taxas de maturagcado oocitaria, aumento nos indices apoptoticos e
modificagdes na distribuicdo de granulos corticais (EDWARDS et al., 2005;
PAVANI et al., 2016; RODRIGUES et al., 2016). Microtubulos e microfilamentos
sdo estruturas essenciais para o sucesso no transporte nuclear e de organelas,
portanto, alteracbes no citoesqueleto podem comprometer a maturagcédo do
oocitos através de falhas no transporte e distribuicdo de organelas
citoplasmaticas (FERREIRA et al., 2009).

Adicionalmente, mudancgas induzidas por choque térmico na organizagao
do citoesqueleto e subsequente redugao na proporgao de oocitos bovinos que
atingem a metafase Il sugerem que o choque térmico durante a maturagao in
vitro pode retardar ou bloquear a progressao meiotica, possivelmente através
de falhas na segregagdo cromossdmica (RODRIGUES et al., 2016).
Complementar a esses dados, Ahmed et al. (2017) relataram que o choque
térmico durante a MIV esta associado a reducao dos eventos citoplasmaticos e
ao aumento da apoptose em células do cumulus, que compromete a

capacidade de desenvolvimento do odcito.



Tabela 1: Alteragcbes celulares e moleculares induzidas por elevagdo da temperatura em

odcitos.
Local da célula Estrutura celular Alteragoes Fonte
Odcitos em Odcitos maturados
vesicula
germinativa (GV)
Filamentos de actina | - Reducgéo na (ROTH;

polimerizagéo de actina

HANSEN, 2005)

Citoplasma Microtdbulos | - Desorganizagéo de (ROTH;
microfilamentos e HANSEN, 2005)
microtubulos
Granulos corticais Aumento da Reducéo na migracédo (AHMED et al.,
(GC) translocagéo para o dos granulos corticais 2017)
oolema
Mitocéndria Redugéo da Reducéo da atividade (PAYTON et al.,
atividade mitocondrial 2018)
mitocondrial
Redugéo no potencial de (ASCARI et al.,
membrana mitocondrial 2017)
Redugéo na sintese Redugéo na sintese total (EDWARDS;
total de proteinas de proteinas HANSEN, 1996)
Proteinas
Atividade de Aumento da atividade de (EDWARDS et
caspases do grupo Il caspases al., 2005)
nao foi afetada
Redugéo da Redugéo da maturagao (ROTH;
Fuso meidtico maturagao meiética meidtica (estagio MIl) HANSEN, 2005)
(estagio MII)
Aumento da Aumento da (ROTH;
Nucleo fragmentagéo de fragmentagéo de DNA HANSEN, 2004)
DNA DNA (TUNEL (TUNEL positivo)
positivo)
----------- Alteragdo nas (GENDELMAN;
quantidades de ROTH, 2012)
RNA transcritos
(TICIANELLI et
al., 2017)
Aumento de acidos | 000 - (ZERON et al.,
graxos saturados 2001)
o e Translocagéo de (KALO; ROTH,
Membrana Lipideos fosfatidilserina para 2011)

porgéo exterior da
membrana plasmatica
(anexina-V)

Fonte: PAULA-LOPES et al., 2012 p.398 (atualizado)

Outra importante consequéncia do choque térmico durante a maturagao do

oocito é o aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
aumento nos niveis apoptoéticos (PAES et al., 2016; ASCARI et al., 2017). O

desequilibrio redox e aumento da producdo de ERO levam a diminuigdo nos

niveis de glutationa peroxidase intraoocitario, um antioxidante responsavel por



proteger os lipidios da membrana celular da peroxidacdo (MORAES et al.,
2012; NABENISHI et al., 2012). O aumento na producdo de ERO esta
intimamente associado a producédo de energia oxidativa ou sobrecarga de
calcio, o que pode desencadear a abertura dos poros da membrana
mitocondrial, liberacdo do citocromo ¢ e ativagcdo de caspases, com
subsequente apoptose (WANG et al., 2009).

Além do estresse oxidativo, alteracdes a nivel transcricional e traducional
sdo observadas, em particular de genes relacionados a fungao mitocondrial,
maturagdo oocitaria, desenvolvimento embrionario, apoptose e estresse
oxidativo (FERREIRA et al., 2016; TICIANELLI et al., 2017; PAYTON et al.,
2018).

Em conjunto, esses achados indicam que o mecanismo pelo qual o
estresse térmico prejudica o desenvolvimento do odcito € de natureza
multifatorial e que alteragdes em estagios iniciais do desenvolvimento podem
ser expressas mais tarde como comprometimento da competéncia no
desenvolvimento do embrido. Reconhecer os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos nesses processos podem permitir o desenvolvimento

de novas estratégias para mitigar os efeitos do estresse térmico na fertilidade.

1.3 Implicagcdes do estresse térmico no desenvolvimento do embrido

O estresse térmico € uma das principais causas do baixo desenvolvimento
e das baixas de sobrevivéncia em embrides bovinos. Em embrides submetidos
ao choque térmico durante o cultivo in vitro, tem-se reducdo na porcentagem
de zigotos presuntivos que se tornam blastocistos, redu¢do da expresséo de
genes essenciais para o sucesso no desenvolvimento (CDX2, PLAC8, COX2 e
HSF1) e aumento da porcentagem de blastdmeros apoptoéticos (tunel positivo)
(SILVA et al., 2013). Similar a esses resultados, Camargo et al. (2016)
relataram que em embrides submetidos a choque térmico apds a inseminacao,
houve comprometimento do desenvolvimento embrionario, aumento nos

indices apoptéticos e alteracdo na expressao relativa de alguns genes



envolvidos na resposta ao estresse oxidativo, metabolismo e termoprotecao
(CAMARGO et al., 2016).

Estudos in vitro mostraram que a sensibilidade de embrides bovinos as
alteragdes induzidas por choque térmico € dependente do estagio de
desenvolvimento (SAKATANI; KOBAYASHI; TAKAHASHI, 2004). Embrides em
estagio inicial sdo mais suscetiveis a temperatura elevada, sendo os efeitos
deletérios do choque térmico reduzidos a partir dos estagios de 4 a 8 células
(SAKATANI et al., 2012; GRAF et al., 2014; SAKATANI, 2017). Quando nos
estagios de morula e blastocisto, sdo adquiridas competéncias termotolerantes
que neutralizam os efeitos prejudiciais do estresse térmico (revisado por
HANSEN, 2007).

A exposigcdo ao calor dos embrides em estagio inicial (2 células) levou a
diminuicdo da competéncia de desenvolvimento através da reorganizagao de
microfilamentos e microtubulos, inchaco mitocondrial e alteragcao na disposi¢cao
espacial das organelas (RIVERA et al., 2004). Paula-Lopes; Hansen (2002);
Lonergan et al. (2003) e Khatun et al. (2018) relataram que embrides bovinos
expostos ao choque térmico apresentaram reducéo significativa nas taxas de
desenvolvimento e atividade mitocondrial, aumentaram a quantidade de ERO

intracelular e incidéncia de apoptose.

O comprometimento do desenvolvimento embrionario apds a elevagao da
temperatura, principalmente nos estagios iniciais de desenvolvimento esta
intimamente associado a produgcdao de ERO, afetando negativamente a
qualidade e desenvolvimento de embrides. A producido excessiva de ERO
causa diferentes tipos de lesbes celulares, incluindo metabolismo alterado,
oxidagdo de aminoacidos e acidos nucléicos, disfungcdo mitocondrial e do
reticulo endoplasmatico, deplecédo de adenosina trifosfato (ATP), apoptose e
inibicdo do desenvolvimento meidtico (ALl et al., 2017). Khatun et al. (2018)
definiriam o desequilibrio oxidativo em embrides submetidos ao choque térmico
como o fator responsavel pelo aumento da permeabilidade mitocondrial e
subsequente apoptose. Sakatani et al. (2008) associaram a producao
excessiva de ERO como a principal causa de aumento da mortalidade

embrionaria em embrides em estagio inicial submetidos ao choque térmico.



Em embrides cultivados na presenca de antioxidantes apds a exposi¢cao ao
choque térmico, houve aumento na competéncia de desenvolvimento, e
similaridade na producdo de ERO e nos indices apoptdticos entre embrides
estressados e controle (KHATUN et al.,, 2018). Esses dados em conjunto
indicam que o mecanismo para a termo tolerancia dependente do estagio de
desenvolvimento e esta relacionada com o acumulo de antioxidantes em

embrides em estagios posteriores de desenvolvimento.

Diversos estudos foram realizados com o objetivo de elucidar a nivel
molecular, o conjunto de elementos envolvidos na resisténcia ao choque
térmico nos estagios de morula e blastocisto. A analise transcriptomica de
embrides bovinos no estagio de morula, revelou que o choque térmico
aumentou a expressdao de genes envolvidos na termoprotegcao celular
(HSPA1A e HSPB1) e no sistema ubiquitina. No entanto, a analise de genes
relacionados a remocao de radicais livres indicou que nenhum deles foi
significativamente afetado pelo choque térmico (SAKATANI et al., 2013). O
sistema ubiquitina esta envolvido na degradagao de proteinas danificadas e na
ativacdo de respostas de apoptose (YANG; YU, 2003). Portanto, tem sido
sugerido que o aumento da resisténcia em estagios posteriores esta
relacionado ao desenvolvimento de mecanismos responsaveis por evitar o
acumulo de proteinas desnaturadas e dano causado por estresse oxidativo
(SAKATANI et al., 2013; 2017). Outros fatores relacionados a termotolerancia
em estagios de 8 a 16 células sao: a disponibilidade de transcritos aumentada
pela ativagdo do genoma embrionario (revisado por SAKATANI, 2017) e a
resisténcia a sinais pré-apoptoéticos (HANSEN; FEAR, 2011).

Em concluséao, os efeitos prejudiciais do choque térmico tanto para odécitos
como para embrides em estagio pré-implantagcao pode ser devido ao estresse
oxidativo (principalmente pela produgdo de ERO), danos organelares,
comprometimento do citoesqueleto e alteragdes na expressédo génica. Embora
esses achados demonstrem alguns mecanismos pelos quais elevadas
temperaturas comprometem o desenvolvimento oocitario e embrionario,

maiores estudos sdo necessarios.
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1.4 Fatores epigenéticos

Estudos recentes tém sugerido que fatores ambientais podem ter
influéncias no epigenoma, o que pode, por sua vez, comprometer o
metabolismo e a competéncia do desenvolvimento embrionario (SIRARD,
2017; TREMBLAY et al., 2017; DE BARROS; PAULA-LOPES, 2018).

Por meio da fertilizacdo in vitro tem-se compreendido 0S processos
metabdlicos que impulsionam o crescimento embrionario. O desenvolvimento
pos-fecundacdo é dependente de sucessivos eventos moleculares altamente
organizados, que incluem: ativacdo do genoma embrionario, compactacéo,
clivagens celulares, diferenciagdo de linhagens e formagdo de blastocele
(ZERNICKA-GOETZ; MORRIS; BRUCE, 2009). Todas essas atividades
dependem da remodelagdo dos genomas parentais durante a meiose, bem
como de mudangas epigenéticas que fornecem um novo e auténomo conjunto
de instrugdes para guiar a diferenciacdo celular do embrido (CHASON et al.,
2011).

Atualmente ndo ha uma definigdo universal para o termo “epigenética”, no
entanto em termos gerais pode-se dizer que epigenética refere-se ao estudo de
mudancgas funcionais do gene que sado mitoticamente e/ou meioticamente
herdaveis e que ndo implicam em mudangas na sequéncia do DNA (DEANS;
MAGGERT, 2015). As modificagdes epigenéticas podem ser classificadas por
trés mecanismos principais: metilacdo do DNA, modificacbes pods-traducionais
das histonas e controle da expressdao génica por RNAs nao-codificantes
(BERNSTEIN; MEISSNER; LANDER, 2007; PESCHANSKY; WAHLESTEDT,
2014).

O epigenoma é responsavel por estabelecer perfis de expressdo génica e
compreende dois componentes diferentes: a estrutura da cromatina, que esta
associada ao DNA e um padrao de metilagdo do DNA (D’ALESSIO; SZYF,
2006). A cromatina é formada por unidades fundamentais, denominadas
nucleossomo, que se repetem a cada 160 a 240 pb através do genoma. Cada
nucleossomo contém um nucleo composto de um complexo octamero de

proteinas histonas que estdo fortemente associadas ao DNA através da cauda
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N-terminal (MCGINTY; TAN, 2015). Embora a cromatina tenha sido vista por
muito tempo como uma unidade estatica, hoje a literatura reconhece que
cromatina ndo € uma estrutura inerte, e sim um arcabouco de DNA instrutivo
que pode responder a estimulos externos, reprimindo ou facilitando a
transcricdo génica (LI; CAREY; WORKMAN, 2007; BANNISTER;
KOUZARIDES, 2011).

A cromatina é organizada em dominios distintos, a eucromatina e
heterocromatina, que sao definidos pelo grau de compactagcdo e funcgdes
genbmicas associadas. Por exemplo, a eucromatina tem compactacao
relativamente solta e é geralmente transcricionalmente permissiva, enquanto a
heterocromatina é mais condensada e, geralmente, transcricionalmente
repressiva (LI; REINBERG, 2011).

A organizacdo da cromatina € altamente influenciada por numerosos
fatores, entre eles, modificacbes quimicas nas histonas e no DNA. As
modificagdes nas histonas sdo modificacbes pds-traducionais reversiveis em
suas cauda N-terminais e C-terminais, que afetam a dindmica estrutural do
nucleossomo e regulam a organizagdo da cromatina assim como sua funcgao,
ditando padrées de expressdao génica, definindo a acessibilidade do
mecanismo de transcrigdo aos genes, bem como controlando a acessibilidade
do genoma a outros mecanismos, tais como reparo, replicacdo de DNA e
segregagao cromossémica (BOWMAN; POIRIER, 2015).

Sao muitas as modificacbes pos-traducionais das histonas, que incluem
crotonilagao, succinilagao, acetilagdao, metilagdo, fosforilagdo, ubiquitilacao,
ADP-ribosilacao e malonilagdo (ROTHBART; STRAHL, 2014), algumas serao

melhor descritas a seguir.

1.4.1 Metilagao de histonas

A metilacdo das histonas é uma das modificagdes epigenéticas mais
conhecidas e estudadas, e envolve a transferéncia de um grupo metila para os

grupos €-amino dos residuos de lisina (K) e arginina (R), principalmente nas
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caudas N-terminal H3 e H4. Ao contrario de outras modificagcbes pos-
traducionais como a acetilacdo e fosforilagdo, a metilacdo das histonas nao
altera a carga do residuo e, portanto, modula a estrutura da cromatina
principalmente através do recrutamento de proteinas de leitura distintas que
possuem a capacidade de facilitar ou reprimir a transcricdo (BANNISTER,;
KOUZARIDES, 2011).

A metilagdo pode resultar na ativagao ou inibicdo da expressao génica, de
acordo com o local na cauda das histonas e do grau de metilagdo do residuo
de aminoacido. As lisinas por exemplo podem ser mono-, di- ou tri-metiladas,
enquanto as argininas podem ser mono-, simetricamente ou assimetricamente
di-metiladas (Tabela 2) (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011; SADAKIERSKA-
CHUDY; FILIP, 2014). Tem sido sugerido que essa modificacdo pos-
traducional esta envolvida na memoria epigenética do estado transcricional,
alterando a organizagao da cromatina de maneira hereditaria, podendo afetar a
capacidade de resposta de um organismo a um estimulo através de geragdes
seguidas (revisado por D’'URSO; BRICKNER, 2014).

A metilacdo de lisinas e argininas é realizada por enzimas denominadas
histonas metiltransferases (HMTs) (RICE; ALLIS, 2001). Estas enzimas s&o
denominadas arginina metiltransferases (PRMTs) quando catalisam as reag¢des
bioquimicas de metilacdo da arginina e proteinas lisina metiltransferases
(PKMTs) quando catalisam as reagdes bioquimicas de metilagao da lisina. Em
geral, a eucromatina esta relacionada a metilagdo da H3 lisina 4, 36 e 79
enquanto a metilacdo da H3 lisina 9 e 27 bem como da H4K20, esta ligada a
regides silenciadas ou heterocromaticas (WOZNIAK; STRAHL, 2014). Em
relacdo a metilagdo dos residuos de arginina, foi estabelecido que
modificagdes como H4R3me2a, H3R2me2s, H3R17me2a, H3R26me2a, estao
associadas a cromatina ativa; enquanto as modificacbes H3R2me2a,
H3R8me2a, H3R8me2s, H4R3me2s estdo associadas a marcas repressivas da
cromatina (BLANC; RICHARD, 2017).

Modificagdes poés-traducionais das histonas sao extremamente
importantes para ditar a regulagcdo espacial e temporal da transcricdo. Desta
forma, o adequado processo de metilacdo torna-se critico em momentos em

que a regulagdo especifica da expressdo génica € necessaria (por
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exemplo, durante o desenvolvimento inicial). Em estudos que investigam o
papel das HMTs durante o desenvolvimento inicial, tem sido relatado que a
perda de PRMTs e PKMTs pode levar falhas no desenvolvimento e a
letalidade precoce (BRECKENRIDGE et al.,, 2010; DAMBACHER; HAHN;
SCHOTTA, 2010).



Tabela 2: Leitura e interpretacdo de modificagdes pds-traducionais de histonas
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Residuo de Fungbes Modificagao Estrutura Exemplos de
aminoacido associadas quimica Nomeclatura
[cédigo] das
modificagoes
&
N/
Monometilagéo "'“* H3K9me1
i?ﬂzh
X o= Lys ==X
regulacéo
Lisina [K] génica, reparo
do DNA, d: _,6’
replicagéo do dimetilagéao I:H“ H3K9me?2
DNA, {CHa)4
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1.4.2 Acetilagado de histonas

A acetilagdo de histonas € caracterizada pela N-acetilacdo de residuos de
lisina nas histonas. Esse processo é altamente dindmico e regulado pela agao
de dois grupos de enzimas principais, histonas acetiltransferases (HATs) e
histonas desacetilases (HDACs) (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). A
acetilagao propicia a transcricao génica, neutralizando a carga positiva da lisina
e enfraquecendo as interagdes entre histonas e DNA, causando a
descondensacgao da cromatina e, finalmente, facilitando o acesso dos fatores
de transcrigdo aos promotores do gene (revisado por VERDIN; OTT, 2015). Em
contraste, as HDACs removem os grupos acetila levando a hipoacetilagao,
compactagdo da cromatina e inibicho da transcricdo (Figura 1)
(SADAKIERSKA-CHUDY; FILIP, 2014).

Cromatina acetilada

Aberta e transcricionalmente ativa

Remodelamento
da

Cromatina desacetilada cromatina

Compacta e transcricionalmente reprimida
A

DY) o

Figura 1: Organizacdo estrutural da cromatina. A organizagdo da cromatina é definida por
padrdes de acetilacdo ou desacetilacdo das histonas e expressao génica. A acetilacéo alveja
os residuos lisina nas caudas amino-terminais das proteinas histonas. Fonte: VERDIN; OTT,
2015, p. 261.

Embora predominantemente aceito, o mecanismo de regulacdo da
transcricdo génica por acetilagdo das histonas nédo estd restrito ao
fortalecimento e enfraquecimento das interacbes entre histonas e DNA. A
descoberta de que os residuos de acetil-lisina nas caudas de histona formam

sitios de ligacdo para bromodominios, sugere que a acetilagdo, semelhante a
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fosforilagdo de proteinas, cria uma nova superficie de ligagao para recrutar
outras proteinas para o nucleossomo (CLAYTON; HAZZALIN; MAHADEVAN,
2006). Os bromodominios podem atuar como scaffolds, facilitando a
montagem de complexos proteicos, como fatores de transcricdo e co-
reguladores transcricionais e podem desempenhar varias fungdes cataliticas,
as quais incluem atuar como metiltransferases e complexos de remodelagao de
cromatina (FUJISAWA; FILIPPAKOPOULOS, 2017). E possivel que, para um
residuo especifico de lisina, ambas as modalidades funcionais de acetilagao
possam ser fisiologicamente relevantes e aplicadas em diferentes
circunstancias (SHOGREN-KNAAK et al., 2006).

Durante a maturacao oocitaria e desenvolvimento embrionario, a acetilacéo
e desacetilagdo de histonas mostraram-se fundamentais. Um estudo anterior
mostrou que os niveis de histona desacetilases e acetiltransferases sao
variaveis quando odcitos bovinos se desenvolvem no estagio de blastocisto
(SHOGREN-KNAAK et al., 2006). Alteragbes nos padrdes de desacetilagéo
durante a meiose do odcito resulta em aneuploidia e morte embrionaria em
camundongos (AKIYAMA; NAGATA; AOKI, 2006). Franciosi et al. relataram
que a MIV, pode afetar adversamente a qualidade do odcito via regulagao da
acetilacao e desacetilagcdo de histonas, perturbando a estabilidade genética do
oocito e do embrido (FRANCIOSI et al., 2012, 2015).

As HDAC1 e HDAC2, mostraram desempenhar papeis fundamentais
durante o desenvolvimento do odcito e embrido murino. Foi observado que a
reducdo de HDAC1 mediada por RNAI resulta em mudangas no estado de
acetilacdo da histona H4K5 e atraso desenvolvimento embrionario (MA;
SCHULTZ, 2008; OLSON et al., 2012). J& a delegédo global dessas enzimas
resulta em morte precoce e malformagdes cardiacas graves (MONTGOMERY
et al., 2007). Em contrapartida, o uso de inibidores de HDAC durante o
desenvolvimento embrionario bovino resulta no aumento da taxa de clivagem,
taxa de formacado de blastocistos e taxa de eclosdo de embrides (HUA et al.,

2011), dados semelhantes foram relatados para ovinos (WEN et al., 2014).

A acetilagdo e desacetilagdo da lisina € uma modificacdo epigenética
reversivel e pode ser influenciada por outros tipos de modificagdes pos-

traducionais das histonas, por exemplo, a fosforilagdo da serina 10 ou 28 na
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histona H3 (H3S10 e H3S28) estdo associadas a acetilagdo de histonas e
ativagao transcricional de genes especificos (DELCUVE; KHAN; DAVIE, 2012;
SADAKIERSKA-CHUDY:; FILIP, 2014). Todos esses processos, ocorrem de
forma inter-relacionada e altamente orquestrada. Esses fatores tornam o
estudo das modificacdes epigenéticas um processo complexo. Atualmente,
tecnologias avancadas de alto rendimento permitem a maior exploragcdo de
dados, melhorando a compreensao sobre o0s processos iniciais de
desenvolvimento e as modificagbes epigenéticas relacionadas. Descobrir as
bases desses mecanismos é uma estratégia promissora para melhorar a

fertilidade, saude e produtividade animal.

1.4.3 Metilagdo de DNA

A metilacdo do DNA é uma marca epigenética hereditaria envolvendo a
transferéncia covalente de um grupo metila para a posigcdo C-5 do anel de
citosina do DNA. Esse processo € catalisado por enzimas especificas
denominadas DNA metiltransferases (DNMTs) (Figura 2). Essa é uma das
modificagdes epigenéticas mais bem estudadas e mecanicamente
compreendidas, além de ser altamente conservada na maioria dos modelos de
plantas, animais e fungos (SCHULTZ et al., 2015). Geralmente, a metilacdo do
DNA esta associada a repressdo da transcricdo génica (SCHULTZ et al.,
2015); no entanto, essa modificagdo epigenética pode estar associada a
diferentes estados de expressdo dependendo do contexto gendmico
(SCHULTZ et al., 2015). Em odécitos bovinos, por exemplo, genes com alta
metilacdo do corpo génico sdo mais expressos quando comparados aqueles

com pouca ou nenhuma metilagdo (SCHROEDER et al., 2015).

Em mamiferos, a metilacGo do DNA ocorre principalmente em
dinucleotideos CG, em regides denominadas “llhas CpG” que normalmente
contém cerca de 5 a 10 CpGs por 100 pares de base e muitas vezes sao co-
localizados com promotores de genes e regides reguladoras (AUCLAIR;
WEBER, 2012). As ilhas CpG geralmente nao sdo metiladas e quando elas se

tornam metiladas, a transcrigdo génica é bloqueada (LI; ZHANG, 2014).
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A  octameros de histonas
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caudas de histonas J 3

DNA metilado

DNA
B citosina MeC
NH, metilagdo do DNA NH,,
A, @,

Figura 2: Metilagdo do DNA. (A) Dentro do nucleo da célula, o DNA é envolvido firmemente em
torno de um octdmero de proteinas histonas para formar a cromatina. Modificacbes
epigenéticas podem ocorrer nas caudas das histonas ou diretamente no DNA via metilagdo do
DNA. (B) A metilagdo do DNA ocorre nas bases da citosina quando é adicionado um grupo
metila, CHs (vermelho), na posicao 5 do anel citosina pirimidina, processo catalisado por
metiltransferases (DNMT). Fonte: DAY; SWEATT, 2010, p. 1320 (adaptado).

O estabelecimento e manutencéo de padrées de metilagdo € um dos
principais passos na regulagdo epigenética durante o desenvolvimento
embrionario e é mediado por trés DNMTs: DNMT1, DNMT3A e DNMT3B.
DNMT1 é caracterizada como uma metiltransferase de manutencao, esta
localizada em focos de replicagcao durante a fase S e € responsavel por copiar
os padrdoes de metilacdo do DNA nas cadeias-filhas durante a replicacao do
DNA. DNMT3A e o DNMT3B, em contraste com o DNMT1, tém preferéncia por
dinucledtidos CpG nao metilados e realizam a metilagdo de novo durante o
desenvolvimento (JIN; LI; ROBERTSON, 2011; DU et al., 2015).

Diferentes estudos mostraram que todas as trés enzimas sdo essenciais
para o desenvolvimento de gametas e embrides. Machos knockout

condicionais de DNMT3a mostram-se estéreis devido a azoospermia e
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careciam de metilacdo em dois dos trés locus impressos paternalmente,
indicando que a deficiéncia de DNMT3a leva a espermatogénese prejudicada.
Ja as fémeas knockout condicionais de DNMT3a, embora produzissem odcitos

maduros, seus descendentes morreram no utero (KANEDA et al., 2004).

No desenvolvimento embrionario, camundongos portadores de uma
mutacao pontual no gene DNMT1 apresentaram parada de desenvolvimento,
acompanhados por multiplos defeitos, tais como: perda quase completa da
metilacdo do DNA e distribuicdo alterada de marcadores repressivos de
cromatina nos nucleos (TAKEBAYASHI et al., 2007); ja a interrupgcdo da
expressao de DNMT1 em células tronco embrionarias humanas causou morte
celular imediata (LIAO et al.,, 2015). DNMT3B mostrou estabelecer marcas
secundarias de metilagdo em locais especificos durante o desenvolvimento

embrionario no camundongo (AUCLAIR et al., 2014).

A metilagdo do DNA e as modificagdes de histonas estdo envolvidas no
estabelecimento de padrdes de repressdo geneética durante o desenvolvimento
através de cointeragao (CEDAR; BERGMAN, 2009). A trimetilagdo da histona
H3 lisina 9 (H3K9), histona H3 lisina 27 (H3K27) e histona H4 lisina 20 (H4K20)
tem sido sugerida como pré-requisito para metilagdo posterior do DNA, o que
esta relacionado a capacidade de associacoes fisicas entre os componentes
destes sistemas de metilacdo de histona e DNMTs (JIN; LI; ROBERTSON,
2011).

1.4.4 RNAs nao codificantes

RNAs nao-codificantes ou ncRNAs (do inglés non-coding RNAs) séo
produtos de genes que sao transcritos e ndo sédo traduzidos em proteinas e
atualmente representam um importante grupo de moléculas que regulam a
deposigao das marcas epigendmicas (MATTICK et al., 2009). Grande parte do
genoma eucarioto € composta por ncRNAs e estes tém papel de destaque na
regulacao da expressao génica (PALAZZO; LEE, 2015).

De acordo com as fungdes desempenhadas os ncRNAs podem ser

divididos em duas principais classes, ncRNAs estruturais e reguladores. Os
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NcRNAs estruturais, sdo expressos constitutivamente em todos os tipos
celulares, ao contrario, os ncRNAs reguladores t€ém um bem definido padréao de
expressao que depende do estagio de desenvolvimento e do tipo de célula. Os
NcRNAs reguladores com menos de 200 nucleotideos geralmente sao
denominados curtos RNAs ou pequenos RNAs e incluem os microRNAs
(miRNAs), pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs), RNAs que interagem
com Piwi (piRNAs) (SADAKIERSKA-CHUDY:; FILIP, 2014) entre outros. Ja os
NcRNAs com mais de 200 nucleotideos sdo chamados RNAs longos nao
codificantes (IncRNAs) (ZHENG; LIU; SHUKLA, 2017).

Diversas evidéncias sugerem que ncRNAs podem afetar a expresséo
génica a nivel de transcrigdo ou tradugao e desempenham papeis significativos
na modificacdo epigenética, recrutando complexos modificadores de histona
para adicionar ou remover grupos metil e acetil, facilitando ou suprimindo a
metilacdo do DNA ou ainda promovendo modificagbes estruturais da cromatina
(HOLOCH; MOAZED, 2015; WEI et al., 2017).

LncRNAs por exemplo, podem regular os programas de transcricao
influenciando o estado epigenético por meio de interagbes diretas com as
proteinas modificadoras da cromatina (revisado por VAN KRUIJSBERGEN;
HONTELEZ; VEENSTRA, 2015), promovendo o silenciamento de genes
através do recrutamento Polycomb (proteinas que promovem a repressao do
gene através de modificagcbes e compactacado especificas da cromatina) (DA
ROCHA et al., 2014), e também modulando a metilagdo do DNA por meio da
interacao direta ou indireta com diversos membros DNMT (revisado por ZHAO;
SUN; WANG, 2016). De forma semelhante, pequenos ncRNAs estdo
implicados na regulagdo epigenética. RNAs curtos foram identificados
interagindo com a PRC2 através de estruturas stem-loop, estabilizando sua
interacdo com a cromatina, permitindo a repressao da transcricdo do mRNA
(KANHERE et al., 2010).

Pequenos RNAs interferentes (RNAI) foram relatados como reguladores
da formagdo de heterocromatina (MARTIENSSEN; MOAZED, 2015; JAIN;
IGLESIAS; MOAZED, 2016). Similarmente, miRNA e piRNAs foram implicados

na organizacdo estrutural da cromatina através de modificacées histonicas
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(metilagdo, acetilagdo, ubiquinagdo, sumoilagdo e fosforilagdo) (HOLOCH;
MOAZED, 2015; FRIAS-LASSERRE; VILLAGRA, 2017).

Entre os ncRNAs envolvidos em mecanismos epigenéticos, os micro-
RNAs (miRNAs) estdo entre os ncRNAs mais bem estudados e a regulacéo
envolvendo miRNAs é a mais conhecida e interessante devido a sua
participacdo na hereditariedade epigenética (GRANDJEAN et al., 2009; YUAN
et al., 2015). Além disso, miRNAs estao envolvidos direta e indiretamente na
resposta ao estresse térmico (FUKUOKA et al., 2014; NEHAMMER et al., 2015;
SENGAR et al., 2018); bem como na maturagédo oocitaria e desenvolvimento
embrionario inicial (XIAO et al., 2014; GILCHRIST et al., 2016; HARFE, 2005;
LIU et al., 2016); portanto, na préxima sessao serdo descritas detalhadamente

suas caracteristicas e fungdes.

1.5 microRNAS

MicroRNAs (miRNAs) sdo moléculas de RNA curtas com
aproximadamente 21 a 24 nucleotideos e estdo envolvidas centralmente no
controle pods-transcricional da expressao génica, através da inibicdo da
tradugdo do mRNA (HA; KIM, 2014). Eles sao codificados dentro dos genomas
de plantas e animais, e estdo localizados em diferentes regides gendmicas
(MORAN et al., 2017). Estima-se que os miRNAs controlem ~50% de todos os
genes codificadores de proteinas em mamiferos (KROL; LOEDIGE;
FILIPOWICZ, 2010).

Os miRNAs efetuam o controle pds-transcricional da expressao génica
prejudicando a eficiéncia da tradugao, através da interagdo com a regido 3 'ndo
traduzida (3'UTR) das moléculas de mRNA alvo e comprometimento da sua
estabilidade (BARTEL, 2004; BAGGA et al., 2005). Estima-se que eles séo
capazes de modular até 60% dos genes codificadores de proteinas no genoma
humano no nivel transcricional (FRIEDMAN et al., 2009). Atualmente, dados
publicados no repositério miRCarta (https:/mircarta.cs.uni-saarland.de/)- um

banco de dados com miRNA e precursores - hospedam informagdes sobre
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43.699 miRNAs e candidatos a miRNA, 364.647 genes-alvo com evidéncias

experimentais e 11 milhées de genes-alvo previstos (KEHL et al., 2017).

mMiRNAs atuam como reguladores-chave de variados processos nos
organismos eucariontes, tais como: proliferacdo celular, diferenciagéo,
desenvolvimento embrionario, apoptose ou morte celular programada,
comunicacao celular, metabolismo, alinhamento cromossémica, oncogénese
entre outros (SCHWARZ et al., 2003; O'DONNELL et al., 2005; CAI; CULLEN,
2006).

1.5.1 microRNAs como moduladores epigenéticos

miRNAs tem sido classificados como moduladores epigenéticos
essenciais, uma vez que afetam os niveis de proteina dos mRNAs alvo sem
modificar a sua sequéncia de DNA, reprimem enzimas chave envolvidas no
processos epigenéticos, ligam-se a promotores de genes e recrutam
complexos especificos de proteinas que modulam a conformacédo estrutural da
cromatina e expressao génica (WANG et al., 2017; MOUTINHO; ESTELLER,
2017) (Tabela 3). Devido a complexidade e importancia das modificagdes
epigenéticas inter-relacionadas com miRNAs, foi desenvolvido um repositorio
abrangente que armazena as regulagdes mutuas experimentalmente validadas

entre modificagdes epigenéticas e miRNAs (DAl et al., 2014).
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miRNA Alvo Papel do gene alvo Fonte
Enzimas modificadoras de DNA
miR - 148 DNMT1 Metilagdo do DNA (DUURSMA et al., 2008)
miR - 152 DNMT1 Metilagdo do DNA (DENIS; NDLOVU; FUKS,
2011)
miR- 301 DNMT1 Metilagdo do DNA (IORIO; PIOVAN; CROCE,
2010)
miR- 126 DNMT1 Metilagdo do DNA (DENIS; NDLOVU; FUKS,
2011)
miR-148 DNMT3B Metilagdo do DNA (DENIS; NDLOVU; FUKS,
2011)
mi- 29 (familia) DNMT3A /3B Metilagdo do DNA (ZHU et al., 2017)
miR- 132, miR-638, MeCP2 Liga-se ao DNA metilado e regula a (ZHAO et al., 2017)
expressao génica
miR-93 Msk2 fosforilagéo da histona H3 Ser10 (BADAL et al., 2016)
(H3S10P)
miR-21 miR-148a DNMT1 Metilagdo do DNA (PAN et al., 2010)
miR-377 DNMT1 Metilagdo do DNA (XIE et al., 2017)
Fatores de transcrigéao
miR- 29b Sp1 Regula a transcrigdo de DNMT1 (GARZON et al., 2009)
miR- 290 cluster Rbl2 Repressor da transcricdo de DNMTs (BENETTI et al., 2008)
miR- K12- 4- 5p Rbl2 Repressor da transcricdo de DNMTs (IORIO; PIOVAN; CROCE,
2010)
Remodeladores de Cromatina
miR-29%b /¢ YY1 Recruta PCR2 e HDAC para o locus (OKAZAKI et al., 2002)
especifico do genoma (SATO et al., 2011)
miR-26a, miR-101, EZH2 (pertence ao PCR1 catalisa a ubiquitinagdo da (SATO et al., 2011)
complexo PRC1) histona H2A, coopera com o PRC2
miR- 205, miR- 214
miR-128, miR-203 Bim1 (pertence ao PCR2 facilita a metilagéo de histonas (SATO et al., 2011)
complexo PRC2)
Enzimas modificadoras de histonas
miR-449a HDAC1 Desacetilagao da histona (LIU et al., 2015)
miR-1, miR-140 HDAC4 Desacetilagdo da histona (KREUZ; FISCHLE, 2016)
miR-675 HDACs 4, 5,6 Desacetilagao da histona (HUANG et al., 2016)
miR-145-3p HDAC4 Desacetilagédo da histona (WU et al., 2018a)

Fonte: SADAKIERSKA-CHUDY;FILIP, 2014 p.190 (adaptado)
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Em mamiferos foi relatado que miRNAs podem dirigir a associagéo da
proteina de interferéncia de RNA (RNAi) Argonaute-1 (AGO1), componente
Polycomb (PcG) EZH2 e tri-metil histona H3 lisina 27 (H3K27me3) com o
promotor POLR3D, levando a heterocromatinizagdo e ao silenciamento génico
transcricional (KIM et al., 2008). O miR-93 também foi relatado como tendo um
papel central na reorganizagdo da cromatina pela modulagdo de seu alvo
MSK2 (uma histona quinase responsavel pela fosforilagdo da histona H3 Ser10
(H3S10P) (BADAL et al., 2016). Outros trabalhos sugerem a regulagéo
epigenética de miRNAs visando 3'UTR de metiltransferases (DNMT1, DNMT3a
e DNMT3b) (PAN et al., 2010; XIE et al., 2017; ZHU et al., 2017) e histonas
desacetilasse (HDACs) (LIU et al., 2015; HUANG et al.,, 2016; WU et al.,
2018a).

Demais estudos, atribuem a regulacéo epigenética mediada por miRNAs
a sua capacidade de induzir ou reprimir a expressao de genes especificos,
reconhecendo locais-alvo nas regides promotoras. O promotor da ciclina B1
(CCNB1) por exemplo, contém locais altamente complementares a sequencias
de miRNAs, estes podem induzir a expressdao de CCNB1 através do
recrutamento maior de RNA Polimerase Il e maior trimetilacdo da histona H3
lisina 4 (H3K4me3) (HUANG et al., 2012). Recentemente, Xiao et al. (2017),
mostraram que miRNAs funcionam como intensificadores da expresséo génica,
através da ativagao da expressao de RNA potencializador, por modificagdo nos
padrées de metilagdo e acetilagdo das histonas. Outros trabalhos sugerem que
miRNAs podem participar da regulagdo epigenética através do controle pos-
transcricional da expressao génica, reprimindo a expressao de proteinas

importantes na via de regulagao epigenética (ZHANG et al., 2016).

Paradoxalmente, miRNAs podem ser alvo de modificagées epigenéticas
que modulam seus niveis de transcricao. Tem sido relatado que modificagdes
nas histonas e metilagdo do DNA desempenham papéis significativos no
controle da expressao de miRNAs. Morales, Monzo e Navarro (2017), listaram
todos os miRNAs cuja expressao € regulada por acetilagdo ou metilacdo da

lisina, com base nas informagdes do EpimiR.

MiRNAs também podem ser regulados por niveis alterados de

modificagdes epigenéticas dos genes relacionados a biogénese de miRNA.
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Kitagawa et al. (2013) detectaram que a trimetilagdo da histona H3 lisina 27
nos promotores de DGCRS, Piwil4, P68, P72, Dicer, Ago3 e Ago4 poderia inibir

a expressao desses genes e comprometer a biogénese de miRNAs.

Curiosamente, existe uma complicada rede de interconexdes reciprocas
entre miRNAs e outras maquinarias epigenéticas. Por um lado, a expressao do
mMiRNA pode ser regulada por mecanismos epigenéticos, incluindo metilagcéo
do DNA e modificagdes das histonas, por outro lado os miRNAs podem afetar o
mecanismo epigenético direcionando seus componentes enzimaticos
estabelecendo regulamentos de feedback (WANG et al, 2017).
Adicionalmente, uma grande proporgao de genes de miRNA esta localizada em
ilhas CpG, portanto genes de mIiRNA podem ser silenciados seguindo
diferentes padroes de metilagdo do DNA que, na maioria dos casos, envolvem
ilhas CpG localizadas nas regides promotoras (MORALES; MONZO;
NAVARRO, 2017).

1.5.2 Biogénese de microRNAs

A biogénese dos miRNAs ocorre por meio de um processo de varias
etapas que requer uma fase nuclear e uma fase citoplasmatica. Inicialmente os
miRNAs sdo transcritos em sequencias denominadas transcritos primarios (pri-
miRNA). Os pri-miRNAs contém uma haste de cadeia dupla com cerca de 30
pares de bases, um laco terminal e duas caudas flanqueadoras de cadeia
simples n&o estruturadas. Essa etapa inicial de transcricdo é realizada pela
RNA polimerase Il (LEE; AMBROS, 2001). Algumas evidéncias sugerem que
miRNAs possam ser transcritos por uma RNA polimerase |ll (BORCHERT;
LANIER; DAVIDSON, 2006).

Apos serem transcritos, os pri-miRNAs sao processados pela RNase llI,
chamada Drosha e uma proteina denominada DGCR8/Pasha (ZENG;
CULLEN, 2004; GREGORY; SHIEKHATTAR, 2005). Como resultado desse
processamento, obtém-se precursores dupla fita de aproximadamente 70

nucleotideos, com forma de grampo, chamados pré-microRNAs. Estes, sao
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exportados para o citoplasma através da proteina Exportina 5-Ran-GTP (LEE;
AMBROS, 2001).

No citoplasma, a proteina Dicer1 cliva o pré-miRNA em uma molécula
dupla-fita com aproximadamente 20 pares de base (ZENG; YI; CULLEN, 2005;
CHABLE-BESSIA et al., 2009). O miRNA maduro é incorporado ao RISC (do
inglés — RNA Induced Silencing Complex) (LEE; AMBROS, 2001).

O RISC é um complexo citoplasmatico constituido por miRNA e algumas
proteinas como Dicer, TRBP, PACT e Argonauta (Ago) (SHUKLA; SINGH,;
BARIK, 2011). Essas proteinas sao responsaveis por promoverem o
desenovelamento do miRNA duplex e romper as pontes de hidrogénio que
mantém as duas fitas do duplex unidas. Assim, somente uma das fitas do é
incorporada ao RISC, enquanto a outra fita é degradada (GREGORY;
SHIEKHATTAR, 2005). Nao esta claro como ocorre a selegao de qual fita sera
incorporada ao complexo RISC e qual sera degradada (revisado por
CHEKULAEVA; FILIPOWICZ, 2009; FABIAN; SONENBERG; FILIPOWICZ,
2010). No entanto, sugere-se que a fita que servira como miRNA maduro é
aquela cuja extremidade 5" possui menor estabilidade termodinamica. Dessa
forma, o miRNA maduro incorporado ao RISC podera conduzir o complexo
proteico ao mMRNA complementar para promover a repressao da expressao
génica (SHUKLA; SINGH; BARIK, 2011) (Figura 3).
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Figura 3: Biogénese miRNAs. A biogénese dos miRNAs inclui a produgdo do transcrito
primario (pri-miRNA) pela RNA polimerase |l ou lll e a clivagem do pri-miRNA pelo complexo
microprocessador Drosha-DGCR8 (Pasha) no nucleo. Em seguida, o precursor do miRNA (pré-
miRNA) é exportado do nucleo por Exportin-5-Ran-GTP. No citoplasma, a RNase Dicer em
complexo com a proteina de ligagdo de RNA de cadeia dupla TRBP cliva o hairpin pré-miRNA
ao seu comprimento maduro. O filamento funcional do miRNA maduro é carregado junto com
proteinas Argonaute (Ago2) no complexo silenciador induzido por RNA (RISC), onde ele guia o
RISC para silenciar mRNAs alvo através de clivagem de mRNA, represséo traducional ou
deadenilagéo, enquanto a fita complementar do duplex é degradada. Fonte: WU et al., 2018b
p. 3.

1.5.3 Repressao traducional mediada por miRNA

Apobs sua incorporagao no complexo RISC, os miRNAs ligam-se 3 'UTR
de seus mRNAs alvo através do emparelhamento perfeito ou imperfeito de
bases nitrogenadas. Essa regido é geralmente denominada Elemento de
Reconhecimento de miRNA ou MRE (Figura 4). Como principal requisito de
complementariedade € necessario que haja o emparelhamento de
aproximadamente 6—8 nucleotideos da extremidade 5 'do miRNA com o mRNA
alvo. Essa pequena sequéncia complementar do miRNA ¢é referida como
“semente”, e geralmente considerada necessaria e suficiente para a formacéao
funcional de RISC (SHUKLA; SINGH; BARIK, 2011).

Apos a formacao funcional do complexo miRISC, os mecanismos
através dos quais os miRNAs realizam a regulagcdo da expressdao do mRNA

ainda ndo sao bem compreendidos. Jonas; lzaurralde (2015), revisaram
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detalhadamente os principais processos envolvidos no controle pos-
transcrional mediado por miRNAs, entre eles destacam-se a repressao
traducional e desestabilizagdo de mRNA e a degradagdo do mRNA alvo

iniciada por deadenilacéo, que é seguida pela remogao do cap 5'.
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Figura 4: Complementariedade dos miRNAs. Os miRNAs podem emparelhar-se de 2 formas a
3 'UTR do mRNA alvo (A) complementariedade imperfeita ou (B) complementaridade perfeita.
Fonte: SHUKLA; SINGH; BARIK, 2011 p. 13.

1.5.4 microRNAs e o desenvolvimento de odcitos e embrides

A expressdo de miRNA é dinamicamente regulada durante a maturagao
oocitaria e no inicio do desenvolvimento embrionario. Estudos revelaram a
presenca de microRNAs em odcitos de mamiferos durante seu crescimento e
maturagédo (TAM et al., 2008; ABD EL NABY et al.,, 2013). A presenca e
expressdo espago-temporal de miRNAs e genes de maquinaria de
processamento de miIRNA em od6citos e embrides pré-implantacionais
evidenciaram o envolvimento de miRNAs no crescimento e maturacido de
odcitos, desenvolvimento embrionario precoce, diferenciagcao e implantagcédo de
linhagem de células-tronco embrionarias (HOSSAIN et al., 2012; ASSOU et al.,
2013).
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Recentemente, a caracterizacdo de miRNAs identificados em células
embrionarias ilustrou o papel critico de miRNAs no desenvolvimento inicial
(GILCHRIST et al., 2016; GROSS; KROPP; KHATIB, 2017; SINHA et al.,
2017). Experimentos realizados com a eliminacdo das enzimas Dicer e
DGCRS8, as quais sao fundamentais na biogénese de miRNA (KROL,;
LOEDIGE; FILIPOWICZ, 2010), demonstraram os efeitos severos da auséncia
de miRNAs durante o desenvolvimento de embrides em Zebrafish, ratos e
camundongos (WIENHOLDS et al., 2003; WANG et al., 2007).

Um estudo de 2014 descreveu o perfil de miRNAs de diferentes
populacdes de foliculos em bovinos e encontrou muitos miRNAs que foram
diferencialmente expressos entre foliculos saudaveis pequenos e grandes,
além de muitos miRNAs diferencialmente expressos entre grandes foliculos
atrésicos e grandes foliculos saudaveis (SONTAKKE et al., 2014). Em estudos
focados em miRNAs especificos no desenvolvimento folicular, foi demonstrado
que em camundongos, o miR-376a regula a montagem do foliculo primordial e,
quando superexpresso, aumenta o numero de foliculos primordiais e reduz a
apoptose oocitaria (ZHANG et al., 2014a). Nos odcitos de Xenopus, a presenca
do miR-16 ligado a AGO2 e a FXR1 (proteina 1 relacionada a sindrome de
retardo mental do X fragil) aumenta a tradugdo do MYT1 para manter a parada

meiotica quando o odcito esta dentro do foliculo (TRUESDELL et al., 2012).

Em suinos foi identificado um conjunto de miRNAs diferencialmente
expressos em oocitos e embrides precoces. Tanto em células do cumulus
Como nos o00citos, a expressao do miR-574 diminuiu significativamente apos a
MIV, enquanto a expressdo do miR-21 aumentou, sugerindo um importante
papel do controle dindmico da expressao de miRNAs neste periodo (YANG et
al., 2012). Recentemente, foi mostrado que o miR-574 impacta negativamente

a qualidade do odcito suino suprimindo sua maturagao (PAN; TOMS; LI, 2017).

Abd ElI Naby et al. (2013) identificaram diferencas na expressao de
mMiRNA entre odcitos bovinos imaturos e maduros, bem como nas células do
cumulus. Este estudo identificou a presenga de conjuntos distintos de miRNAs
em odcitos ou células do cumulus e a presenga de sua degradagéo dindmica
durante a maturacao do odcito bovino (ABD EL NABY et al., 2013).
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Na fertilizagdo, o papel biolégico dos miRNA nao é bem estabelecido.
Estudos de microarray identificaram mais de 400 miRNAs em embrides
bovinos, e alguns que sao pensados para degradar mRNA durante eventos a
ativagcdo do genoma embrionario (TESFAYE et al., 2009; TRIPURANI et al.,
2010; MONDOU et al., 2012). Esses estudos mostram que o miR-10 e o0 miR-
424 passam por niveis crescentes de expressao desde o estagio da vesicula
germinativa até 16 células, quando os niveis diminuem (TRIPURANI et al.,
2010). Da mesma forma, miR-21 e miR-130a mostram pico de expressao no
estagio de 8 células (MONDOU et al., 2012). Outro estudo comparando perfis
de miRNA em embrides de PIV, embrides clonados e células somaticas usados
nos procedimentos de clonagem mostrou que, embora houvesse alguns
miRNAs comuns entre os trés grupos, diferengas nesses perfis sugerem que
miRNAs tem diferentes papéis temporais em embrides bovinos (CASTRO et
al., 2010).

Em resumo, a maturagdo do odcito e a embriogénese inicial séo
estagios importantes de desenvolvimento, com muitos processos complexos
ocorrendo que ajudam a garantir o desenvolvimento bem-sucedido. A
capacidade de um oocito se submeter a eventos de maturagao e desenvolver
competéncia para a fertilizagdo é crucial para os estagios de desenvolvimento

subsequentes.

1.5.5 microRNAs e estresse térmico

Foi demonstrado que miRNAs desempenham papeis criticos na
regulacéo de redes de genes em resposta a estresses celulares (revisado por
LEUNG; SHARP, 2010). Observou-se que o estresse celular afeta o
mecanismo de silenciamento de miRNAs, sugerindo que estes estao
envolvidos na mediagcdo das mudangas na expressao génica que sao
necessarias para a sobrevivéncia (BABAR; SLACK; WEIDHAAS, 2008;
DETZER et al., 2011).

Além disso, os miRNAs estdo envolvidos na resposta ao estresse

térmico em diversos organismos, como: Caenorhabditis elegans (NEHAMMER
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et al., 2015), organismos marinhos (BIZUAYEHU et al., 2015), em mamiferos
(ISLAM et al., 2013; PLACE; NOONAN, 2014) e em plantas (ZHAO et al.,
2016). Em corais, um miRNA foi identificado como termicamente responsivo
regulando, de forma putativa, multiplas vias da resposta ao estresse, expressao
de DNA/RNA, mecanismos de reparo, morfogénese tecidual e sinalizagcao
(GAJIGAN; CONACO, 2017).

Em bovinos, a expressao diferencial de miRNAs foi altamente associada
ao estresse térmico. A regulacdo negativa do miR-181a mostrou reduzir o dano
causado pelo estresse térmico nas células mononucleares do sangue periférico
de vacas holandesas (CHEN et al., 2016). Em glandula mamaria bovina foram
identificados 27 miRNAs diferencialmente expressos no estresse por calor (LI
et al., 2018). A Identificacdo e andlise de bioinformatica de microRNAs
associados a estresse térmico no soro de vacas Holandesas identificou 52
miRNAs expressos diferencialmente e a analise funcional dos alvos génicos
revelou que varios genes alvo dos miRNAs diferencialmente expressos estao
envolvidos na resposta ao estresse e estresse oxidativo, como TP53, PLA2R1,
PYCR1, PRKRA, PP1R15A, HSPB8, HPSH1, HSPBAP1 e HSPCB (ZHENG et
al., 2014). Dados semelhantes foram encontrados por Sengar et al. (2018) em
bovinos leiteiros mesticos. O miR-1246 mostrou desempenhar um importante
papel como regulador da apoptose em células pulmonares bovinas durante o

estresse térmico (HU et al., 2018).
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2 HIPOTESE

O choque térmico durante a maturacao in vitro altera a expressao génica
de microRNAs em odcitos bovinos e nos embrides derivados, contribuindo para
reduzir a eficiéncia da maturacédo oocitaria e do desenvolvimento embrionario

inicial.
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OBJETIVOS

3.1 Geral:

Avaliar o efeito do choque térmico durante a maturagdo in vitro na

expressdo de microRNAs e genes envolvidos no bioprocessamento de

microRNAs em odcitos e embrides, na maturagao oocitaria e na competéncia

de desenvolvimento embrionario no periodo pré-implantacional em bovinos.

3.2 Especificos:

Investigar o efeito do choque térmico durante a maturagéo in vitro de
oocitos bovinos, na progresséo da meiose, desenvolvimento embrionario

e indices apoptoticos;

Identificar genes de referéncia para estudo da expressdo de microRNAs

em oocitos e embrides bovinos em estagio oito células;

Avaliar a expressdao de microRNAs e de genes envolvidos no
bioprocessamento de microRNAs (Drosha e Dicer1) em oécitos bovinos

submetidos ao choque térmico durante a maturacgao in vitro;

Avaliar a expressdo de microRNAs e de genes envolvidos no
bioprocessamento de microRNAs (Drosha e Dicer1) em embribes em
estagio oito células, oriundos de odcitos submetidos a choque térmico

durante a maturacéo in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Reproducado Animal e no
Laboratério de Genética Molecular Dr. Mario Luiz Martinez da Embrapa Gado

de Leite, localizados em Juiz de Fora, Mina Gerais (MG).

4.1 Delineamento experimental

O presente trabalho foi dividido em duas etapas. Em todos experimentos
os oocitos foram submetidos a choque térmico (41°C) nas primeiras 12 horas
de maturacgao in vitro (MIV) seguido de 12 horas a 38,8°C para completar as 24
horas de maturagdo. Um grupo controle foi maturado por 24 horas a 38,8°C. O

delineamento experimental esta demonstrado na Figura 5.
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Figura 5: Delineamento experimental. Etapa 1: Complexos Cumulus odcitos (CCOs) imaturos foram submetidos ou ndo ao choque térmico durante a
maturagéo in vitro (MIV). Apos a maturagéo foram fertilizados in vitro (FIV) e possiveis zigotos cultivados até o D8. Etapa 2: CCOs maturados estressados e

nao estressados e embrides em D3 - obtidos a partir de odcitos estressados e ndo estressados — tiveram seu RNA total extraido para quantificacdo dos
transcritos por PCR em tempo real.
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4.2 Obtengao e maturagao in vitro dos odcitos

Ovarios provenientes predominantemente de vacas mestigcas (Holandés x
Gir) foram obtidos em frigorifico local (Fripai Distribuidora de Carnes Ltda, Juiz
de Fora, MG, Brasil) logo apdés o abate e transportados ao laboratério em
solugdo salina (NaCl a 0,9%) acrescida de antibidtico (0,1 gL' de

estreptomicina) a temperatura de 35° C.

No laboratério os ovarios foram lavados e colocados em banho-maria
(835°C). Foram aspirados foliculos visiveis com didmetro de 2 a 8 mm com
auxilio de seringa descartavel de 10 mL e agulha 25x8 mm e o conteudo
aspirado foi depositado em calice conico. Apds 15 minutos de decantacéo, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado em meio TALP-Hepes e
vertido em placa de Petri descartavel de 100x20 mm. Foram selecionados os
CCOs que apresentaram citoplasma homogéneo com no minimo trés camadas
compactas de células. Os CCOs selecionados foram lavados duas vezes em
meio TALP-Hepes e uma vez em meio de maturagcéo in vitro (TCM199)
suplementado com 20 ug/mL de hormdnio foliculo estimulante (FSH; Pluset,
Calier, Barcelona, Spain), 0,36 mM de piruvato, 50 mg/mL de

penicilina/estreptomicina e soro fetal bovino.

Grupos de 30-40 CCOs foram distribuidos aleatoriamente em pocos de
placas de cultivo tipo Nunc contendo 400 uL de meio TCM 199 suplementado
com 20 pg/mL de horménio foliculo estimulante (FSH; Pluset, Calier,
Barcelona, Spain), 0,36 mM de piruvato, 50 mg/mL de penicilina/estreptomicina
e soro fetal bovino, e maturados in vitro em incubadora com 5% de CO2 em

atmosfera com umidade saturada a 38,8°C por 24 horas.

4.3 Choque térmico em oécitos

Os CCOs imaturos selecionados foram lavados duas vezes em meio TALP-
Hepes e uma vez em meio de MIV (TCM199) suplementado com 20 pg/mL

FSH (Pluset, Calier, Barcelona, Spain), 0,36 mM de piruvato, 50 mg/mL de
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penicilina/estreptomicina e soro fetal bovino. Em seguida foram transferidos
para placa de cultivo do tipo Nunc, em pocos contendo 400 uL de meio
TCM199 de maturacdo, contendo 30-40 odcitos por poco e levados para
incubadora com umidade saturada e temperatura a 41°C durante as primeiras
12 horas. A porcentagem de COz2 foi ajustada para 7%, a fim de garantir que a
concentragdo de CO:2 dissolvido e PH do meio fossem semelhantes entre os
tratamentos (ROTH; HANSEN, 2005).

O periodo de 12 horas e a temperatura de 41°C foram escolhidos porque
nessas condi¢des, observou-se alteracbes na competéncia oocitaria para o
desenvolvimento embrionario (ROTH; HANSEN, 2005; PAYTON et al., 2011;
PAVANI et al., 2016). Além disso, a temperatura de 41°C imita a temperatura
retal das vacas durante as estagdes quentes, que variam de 39,1°C a 42°C
(EALY; DROST; HANSEN, 1993).

Em seguida, a placa contendo os CCOs foi transferida para incubadora a
38,8°C, 5% de CO2 e umidade saturada para cultivo por mais 12 horas,

completando as 24 horas de MIV.

4.4 Avaliacao da taxa de maturacgao nuclear

Apo6s a maturagdo, os CCOs de cada grupo (controle e estressado)
tiveram suas células do cumulus removidas com 1% de hialuronidase (Sigma),
em meio TALP-Hepes, por agitacdo em vértex durante 5 minutos.
Posteriormente, foram lavados em solugdo de PBS 0,1% de PVA trés vezes e
fixados por 30 minutos em paraformaldeido 4%. Apds a fixacdo, os odcitos
foram lavados novamente em solucdo 0,1% de PVA. Os odcitos foram
incubados por 10 minutos em solugao corante [5 mL de PBS com PVA + 25 yL
de Hoechst 33342 estoque (1mg/mL)] a temperatura ambiente no escuro. Apos
esse procedimento, cada tratamento foi lavado trés vezes em solugdo de PVA
e os odcitos transferidos para solugédo de montagem (6,25 mL PBS com PVA +
6,25 mL de Glicerol + 6,25uL Hoechst 33342). A partir dai, foram colocados

sobre lamina de vidro cobertos com laminula. A taxa de maturacao foi avaliada
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em aumento de 400x em microscopia de fluorescéncia. No total, trés repeticdes

por tratamento foram realizadas.

4.5 Fecundagao in vitro (FIV)

Apds a maturacédo, os odcitos foram submetidos a fecundacéo in vitro (FIV).
Na FIV utilizou-se sémen de um unico touro afim de reduzir o efeito individual
de touros sobre a fecundagao e clivagem. As doses foram obtidas de centrais
comerciais. O sémen foi previamente avaliado quanto a sua motilidade e vigor
antes de ser utilizado para a FIV. Somente doses com motilidade igual ou
superior a 50% e vigor 3,0 foram utilizadas. As partidas de sémen também
foram avaliadas previamente quanto ao seu potencial de induzir a clivagem em
oocitos. As doses foram descongeladas em banho-maria a 37°C por 30
segundos. A lavagem do sémen e a separagao dos espermatozoides de maior
motilidade foram realizadas por diferenga de gradiente utilizando o método de
Mini-Percoll. Os CCOs maturados foram lavados uma vez em meio Fert-Talp e
transferidos para gotas de fecundagdo de 100 yL contendo o sémen diluido,
com concentragdo ajustada de forma a se obter dose fecundante de 2x10°
espermatozoides/mL. A FIV foi realizada por 19-20 horas em estufa incubadora
com 5% de COa.

4.6 Cultivo in vitro (CIV)

Apos a FIV, os possiveis zigotos foram desnudados em solugao de PBS
acrescido de hialuronidase a 1%. Os zigotos desnudos obtidos por FIV foram
cultivados em pocos com 400 pL de meio CR2aa, suplementado com 2,5% de
soro fetal bovino (SFB), em incubadora com 5% CO2, 5% O2, 90% N2 e

umidade saturada por oito dias, em uma concentragao de 20-30 estruturas por

POGO.



39

4.7 Avaliagcao da taxa de clivagem e desenvolvimento embrionario

A avaliacao da taxa de clivagem foi realizada no terceiro dia (D3) apos a
fecundagdo. A taxa de produgéo de blastocistos foi avaliada no sétimo (D7) e

oitavo (D8) dia do cultivo.

4.8 Avaliacao do indice apoptético dos embrides

Os blastocistos expandidos (N=50) no oitavo dia de diferentes repeticdes
foram submetidos a coloragdo com marcador final de dUTP-digoxigenina
mediada por desoxinucleotidil transferase (TUNEL) utilizando um kit
comercialmente disponivel (Dead End Fluorimetric TUNEL System; Promega,

Madison, WI, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Resumidamente, os embrides foram fixados em 4% de paraformaldeido
a 4°C e depois permeabilizados com Triton X-100 a 0,2% (Promega), ambos
em PBS. Embrides de controle positivo foram previamente tratados com DNase
(Promega). Apos a permeabilizacdo, as amostras de controle positivo e alvo
foram incubadas em gotas de 100 pl com mistura de reagente contendo a
solugédo enzimatica (enzima terminal desoxinucleotideo transferase) e solugéo
de coloragédo a 90% (conjugado de fluoresceina dUTP) por 1 hora a 37°C em
camara umida escura. Os embrides de controle negativo foram incubados
apenas na solugdo de coloracdo sem solugdo enzimatica. Em seguida, os
embridbes foram corados com Vectashield (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, EUA) e 406-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e montados em
laminas para avaliagao por Microscoépio Fluorescente. Numero total de células
e numero de células apoptoéticas por embrido foram contados, e indice de
células apoptéticas foi calculado como a propor¢cao de células apoptoticas/

numero total de células.
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4.9 Extracao de RNA total e sintese de DNA complementar (cDNA)

O RNA total de odcitos maturados estressados e ndo estressados, e
embrides no estagio de oito células obtidos a partir da fertilizagdo de odcitos
estressados e néo estressado, foi extraido utilizando o kit comercial miRNeasy
Micro Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha) de acordo com as instru¢gées do
fabricante. O protocolo utilizado foi 0 recomendado para a purificagdo de RNA
total, incluindo miRNA, de células de animais, com a etapa adicional de
incubagdo com DNase (Qiagen). O RNA foi eluido em 15 pL de agua livre de
RNAse.

A quantificagdo do RNA para cada amostra foi realizada utilizando 1 pL
de amostra em espectrofotbmetro nd-100 (Nanodrop, Wilmington, DE, EUA)
(Tabela 4).

As amostras de RNA foram transcritas reversamente utilizando o kit
comercial miScript Il RT (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, uma mistura de reacédo de 4 uL de
5X miScript HiFlex Buffer, 2 yL de miScript Nucleics Mix, e 2 yL de miScript
Transcriptase Reversa Mix foi preparada em tubos 0,2 mL de PCR isentos de
RNase em gelo. Foram adicionados 12 pyL de RNA molde para levar o volume
final a 20 yL. Apos uma breve centrifugagcdo, os componentes da reacao de
transcricdo reversa foram incubados durante 60 minutos a 37°C e durante 5
minutos a 95°C. A mistura reacional foi armazenada a —20°C até posterior

utilizacao.
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Tabela 4: Quantificacdo de RNA total obtido a partir do pool de 80 oécitos e pool de 15
embrides em cada repetigao, por tratamento.

Tratamentos Quantificagao do RNA
Oécitos

Controle (Repetigao 1) 10,52 ng/pL
Choque térmico (Repetigao 1) 9,84 ng/uL

Controle (Repetigao 2) 10,58 ng/pL
Choque térmico (Repetigéo 2) 9,98 ng/uL

Controle (Repetigao 3) 9,6 ng/uL
Choque térmico (Repeticédo 3) 9,4 ng/uL

Embrides

Controle (Repetigéo 1) 11,73 ng/pL
Choque térmico (Repetigao 1) 11,60 ng/uL

Controle (Repetigéao 2) 12,77 ng/uL
Choque térmico (Repetigao 2) 12,84 ng/uL

Controle (Repetigéao 3) 9,95 ng/uL
Choque térmico (Repetigao 3) 13,70 ng/pL

4.10 Selecao de genes e design de primers

Os miRNAs examinados neste estudo foram selecionados por estarem
envolvidos na maturagéo oocitaria e desenvolvimento embrionario em bovinos,
€ na resposta ao estresse em bovinos e outras espécies. Avaliamos também a
expressao de relacionados com o bioprocessamento de miRNAs, Drosha e
Dicer1 (Tabela 6).

YWHAZ e p-actina foram selecionados como genes para a
normalizacdo dos dados de expressdao de mRNAs por terem sido previamente
descritos como bons normalizadores em odécitos e embrides bovinos (Tabela
5).
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Tabela 5: Genes, funcéo e referéncias bibliograficas.

Gene Funcao Referéncia bibliografica
bta-miR-21-5p Anti-apoptético; contribui para a hipometilagdo de DNA (PAN et al., 2010) (WRIGHT
direcionando DNMT1; abundantemente expresso em et al., 2016) (GILCHRIST et
odcitos maturados. al., 2016)
bta-miR-148a Contribui para a hipometilagdo de DNA direcionando (PAN et al., 2010)
DNMT1; altamente abundante nos odécitos em todos os (GILCHRIST et al., 2016)

estagios de maturagéo.

bta-miR-34c Expresso de forma estavel em oocitos imaturos e (TESFAYE et al., 2009)
maturados; fator pré-apoptético e anti-proliferativo; (TSCHERNER et al., 2014)
regulados epigeneticamente por alteragdes nos padroes (XU et al., 2017) (ZHANG
de metilagao. et al., 2014b)
bta-miR-106a Abundantemente expresso em odcitos e células do
cumulus bovinos; envolvido na maturagdo adequada do
odcito controlando a atividade mitdtica e a meidtica através (MILES et al., 2012)

da regulacéo da expressao WEE1A.

bta-miR-103 Envolvido na resposta ao estresse térmico em bovinos (SENGAR et al., 2018)
leiteiros mesticos.

bta-miR-20a Envolvido na maturagéo oocitaria; regulacdo da (ANDREAS et al., 2016)
proliferacao, diferenciacado e sintese de progesterona em
odcitos bovinos.

bta-miR-27b Envolvido na resposta ao estresse térmico no intestino (YU etal., 2011) (ZHENG et
delgado de ratos e no soro de vacas Holandesas al., 2014)
bta-miR- 19b; Associado a resposta ao estresse térmico no soro de (ZHENG et al., 2014)
bta-miR-1246 vacas Holandesas.
bta-miR-let-7a-5p Envolvido na proliferagdo celular e apoptose. (TANG et al., 2016)
Drosha; Dicer1 Biogénese de miRNA. (HA; KIM, 2014)
YWHAZ; B-actina Controle enddgeno. (BETTEGOWDA et al., 2006;

GENDELMAN; ROTH, 2012)

Os primers para miRNAs foram projetados usando sequéncias
disponiveis no banco de dados miRBase (GRIFFITHS-JONES, 2006;
GRIFFITHS-JONES et al., 2008; KOZOMARA; GRIFFITHS-JONES, 2011,

2014), versao 22 (http://www.mirbase.org/). As sequéncias dos primers Drosha

e Dicer foram obtidas a partir da referéncia de Mondou et al. (2012), Miles et al.
(2012) respectivamente. Os primers utilizados para avaliar a expressao dos
genes de controle endogeno YWHAZ e B-actina, foram desenhados utilizando o

software Primer3 a partir de sequéncias obtidas do banco de dados do

GeneBank (www.ncbi.nim.nih.gov). Os miRNAs maduros, genes alvo,
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sequéncias e numeros de acessos estudados neste experimento estao listados

na Tabela 6.

A eficiéncia dos primers para cada reacgao foi determinada pelo software
LinRegPCR® (RAMAKERS et al., 2003) e considerada no calculo da
quantificacdo relativa. A analise dos resultados do PCR quantitativo foi
realizada utilizando o software REST® (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002)
utilizando-se o método do CT comparativo, com os resultados expressos em
relacdo a genes de referéncia enddégena e um grupo calibrador (grupo
controle). Como grupo calibrador foi utilizado o sistema de maturagao controle
(maturagdo dos CCOs por 24 horas em temperatura de 38,8°C). Os produtos
amplificados foram analisados também em gel de agarose a 3%, para a
verificagcdo dos tamanhos dos fragmentos e validagdo dos resultados obtidos

pela PCR em tempo real.
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Tabela 6: Sequéncias de primers usadas para andlise de expressao génica relativa por reagéo
em cadeia da polimerase em tempo real de odcitos expostos ou ndo a choque térmico.

Gene

Sequéncia (5’- 3’)

Tamanho do

microRNA/

tamanho do
fragmento (pb)

Numero de Acesso /
Referéncia

bta-let-7a-5p

bta-miR-20a

bta-miR-19b

bta-miR-1246

bta-miR-27b

bta-miR-21-5p

bta-miR-148a

bta-miR-34c

bta-miR-106a

bta-miR-103

Drosha

Dicer1

B-actina

YWHAZ

TGAGGTAGTAGGTTGTATAG

TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG

TGTGCAAATCCATGCAAAACTG

GGAATGGATTTTTGGAGCAGG

CGGCTTCACAGTGGCTAAGTTCT

UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACU

UCAGUGCACUACAGAACUUUGU

AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUG

AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUA

AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA

F- AACTGTGACTGCTGCCCATTGA

R- GGGAATAGACACATTTATCCAAGTGA

F- GTGGCTCTCATTTGCTGTGA
R- CGTTTTGTGGAACCTGGTCT

F- AAGGCCAACCGTGAGAAGAT
R- CCAGAGGCATACAGGGACAG

F- GCAAAAGACGGAAGGTGCTG
R- CCTCAGCCAAGTAGCGGTAG

20

23

22

21

23

24

22

22

22

23

201

155

101

197

MIMATO0003844

MIMATO0003527

MIMATO0004337

MIMAT0024567

MIMATO0003546

MIMAT0003528

MIMAT0003522

MIMATO0003854

MIMATO0003784

MIMAT0003521

(MONDOU et al.,
2012)

(MILES et al., 2012)

NM_173979.3

NM_174814.2
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4.11 Anadlise quantitativa da expressao génica por PCR em tempo real

A amplificacdo para quantificacdo relativa foi feita utilizando-se a
metodologia de PCR em tempo real. As reacdes foram feitas utilizando-se kit
comercial miScript SYBR Green (Qiagen), de acordo com as recomendacgdes
do fabricante (Tabela 7) em um volume final de 25 uL. As reacgbes foram
incubadas a 95°C por 15 minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C por 15
segundos, 55°C por 30 segundos em odcitos e 57°C por 30 segundos em
embrides, e extensdo a 70°C por 30 segundos. Apds o término dos ciclos de
reacdes, foram determinadas as curvas de dissociagcdo de cada produto
amplificado. Controles negativos foram preparados, em que o cDNA foi omitido
durante a reacdo. Foram feitas rea¢cdes em triplicata para cada amostra (de
todos os grupos) das respectivas repeticdes em placas 6pticas de reacao de 96
pocos (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), seladas com filme adesivo
Optico e amplificadas no aparelho de PCR em tempo real (ABI Prism 7300

Sequence Detection Systems, Applied Biosystems).

Tabela 7: Componentes da reagdo de PCR em tempo real.

Componentes Volume (25 pL)
2x QuantiTect SYBR Green PCR
Master Mix 1251
10x miScript Universal Primer 2,5uL
Primer Foward 2,5uL
Agua livre de RNAse 6,5 uL
cDNA 1L

4.11.1 Padronizagcao da PCR em tempo real

A concentragao final de RNA convertido em cDNA foi de 0,12 ng/uL para
quantificacdo de miRNAs e de 0,08 ng/pL para quantificagdo de mRNAs, tanto
para amostras de odcitos como para embrides. A concentragao de primer foi de

0,5 yM em todas as reacgoes, exceto para o miRNA-27b em embrides, onde a
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melhor concentragédo de primer foi 0,3 uM. Os valores de eficiéncia para odcitos

e embrides estio descritas na Tabela 8.

Tabela 8: Eficiéncia média da reacdo para cada gene utilizado para o estudo de expresséo
génica em odcitos e embrides bovinos nas condigdes padronizadas da PCR em Tempo Real.

Gene Eficiéncia da reacao
Odcitos Embrides

bta-let-7a-5p 1,89 1,91
bta-miR-20a 2,0 1,90
bta-miR-19b 1,88 1,85
bta-miR-1246 2,0 1,95
bta-miR-27b 2,0 1,85
bta-miR-21-5p 1,92 1,89
bta-miR-148a 1,91 1,91
bta-miR-34c 1,91 1,88
bta-miR-106a 1,93 1,88
bta-miR-103 1,89 1,83
Drosha 1,95 1,83
Dicer1 1,93 1,87
B-actina 1,97 1,87
YWHAZ 1,97 1,97

As analises das curvas de dissociagdo dos genes testados mostraram
nao haver picos referentes a dimeros de primers ou produtos inespecificos. A
auséncia destes picos € uma das condigcdes para os estudos de expressao
quando se utiliza o corante SYBER® Green, ja que este se liga a qualquer
dupla fita de DNA podendo levar a uma alteragao nos valores de expressao, e
com isso, a um erro de interpretacdo. As curvas de dissociagcdo dos genes

utilizados podem ser observadas nas Figuras 6 a 10.
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Figura 6: Curvas de dissociagao dos microRNAs (A):bta-miR-let-7a-5p, (B) bta-miR-20a e (C)
bta-miR-19b resultantes da PCR em Tempo Real, mostrando um Unico pico nas temperaturas

de dissociagéo de 74,4°C, 75,1°C e 75,5°C respectivamente.
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Figura 7: Curvas de dissociagdo dos microRNAs (A): bta-miR-1246 e (B) bta-miR-27b
resultantes da PCR em Tempo Real, mostrando um Unico pico nas temperaturas de
dissociacdo de 79,9°C e 76,5°C respectivamente.
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Figura 8: Curvas de dissociagdo dos microRNAs (A): bta-miR-21-5p, (B) bta-miR-148a e (C)
bta-miR-34c¢ resultantes da PCR em Tempo Real, mostrando um unico pico nas temperaturas
de dissociagéo de 74,7°C, 75,0°C e 75,7°C respectivamente.
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Figura 9: Curvas de dissociagdo dos microRNAs (A):

dissociagao de 75,4°C e 75,0°C e 75,7°C respectivamente.
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Figura 10: Curvas de dissociacdo dos genes (A): YWHAZ, (B) B-actina, (C) Drosha e (D)
Dicer1 resultantes da PCR em Tempo Real, mostrando um unico pico nas temperaturas de
dissociacao de 78°C, 81,5°C, 77,4°C e 79°C respectivamente.
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Além da analise das curvas de dissociacido, os produtos da reacado de
PCR em tempo real também foram submetidos a técnica de eletroforese em gel
de agarose a 3% para confirmagdo da presenga e tamanho dos produtos e
validacao dos resultados. Todos os transcritos de miRNAs foram identificados e
apresentaram uma unica banda no tamanho esperado entre 75 e 100pb,
conforme especificado pelo kit de transcricdo reversa miScript Il RT (Qiagen
GmbH, Hilden, Alemanha) (Figura 11). Os transcritos dos mRNA Dicer1,

Drosha, YWHAZ e B-actina também apresentaram uma Unica banda nos

tamanhos esperados conforme mostrado na Figura 12.

100pb —
75pb —

PM o (e} E E PM o o E E PM o o E E
. . I:). E.

PM o o E E PM o] o E E PM [e] [e] E E
. . . I . J.
Figura 11: Gel de agarose mostrando a presenga dos transcritos dos microRNAs entre 75 e
100pb. A) bta-miR-let-7a-5p; B) bta-miR-20a; C) bta-miR-19b; D) bta-miR-1246; E) bta-miR-

27b; F) bta-miR-21-5p; G) bta-miR-148a; H) bta-miR-34c; |) bta-miR-106a e J) bta-miR-103.
PM: Peso molecular; O: odcitos; E: Embrides.
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Figura 12: Gel de agarose mostrando a presenca dos transcritos dos genes: A) Dicer1; B)
Drosha; C) YWHAZ; D) 3-actina. PM: Peso molecular; O: oécitos; E: Embrides.

412 Identificagcdo dos microRNAs de referéncia para normalizacao de

dados

Uma vez que nenhum padrdo de normalizagdo tem se mostrado ideal
para o estudo de miRNAs, recomenda-se verificar a estabilidade da expressao

de normalizadores putativos em cada arranjo experimental (MASE et al., 2017).

A estratégia deste trabalho foi utilizar a expressao global dos miRNAs
para a normalizacdo da expressao dos miRNAs alvo. Para isto, utilizou-se o
valor médio de expressdo de miRNA como um método de normalizagdo de
dados de RT-qPCR (MESTDAGH et al., 2009). Em resumo, para cada miRNA
calculamos a diferenga entre seu valor de Ct e o valor médio de Ct de todos os
genes expressos, por amostra. Em seguida, o desvio padréao dessas diferencas
foi determinado para cada miRNA. Os quatro miRNAs com o menor desvio
padrdo foram classificados com base na andlise do geNorm
(VANDESOMPELE et al., 2002) e selecionados os dois miRNAs com maior

estabilidade de expressao.
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Antes da entrada dos valores de Ct da PCR quantitativa em tempo real
no geNorm, todos os valores de Ct foram transformados em dados de
quantificacao relativa, por subtracdo do maior valor de Ct de todos os outros

valores de Ct para cada gene avaliado.
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5 ANALISE ESTATISTICA

As taxas de clivagem e de blastocistos foram analisadas por Qui-
Quadrado. As taxas de maturacéo nuclear foram analisadas por Teste exato de
Fisher pelo Prisma GraphPad. O numero total de células embrionarias, numero
de células apoptoticas e indice apoptético foram analisadas por Teste T de

Student. Os valores de p<0,05 foram considerados significativos.

As eficiéncias dos primers foram calculadas utilizando o programa
LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003). Os resultados do grupo endégeno de
referéncia e controle foram analisados pelo software REST® (PFAFFL;
HORGAN; DEMPFLE, 2002), considerando p<0,05 valores significativos. Os
valores foram apresentados como medias + erro padrao (EP) da média.
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6 RESULTADOS

6.1 Choque térmico durante a maturagao in vitro compromete a

maturagio nuclear.

Este experimento avaliou o efeito do choque térmico (41°C por 12 horas)
durante a MIV na maturagao nuclear dos odcitos. Os 00citos expostos ou ndo ao
choque térmico foram classificados em maturados (presengca de placa
metafasica Il e primeiro corpusculo polar) e ndo maturados (auséncia de placa
metafasica Il e primeiro corpusculo polar) através microscopia de fluorescéncia
(Figura 13).

A exposicao dos odcitos a temperatura de 41°C por 12 horas durante a MIV
reduziu a taxa de maturagédo nuclear (p<0,05) de 69,8+2,33 para 52,9412,64

(controle e choque térmico, respectivamente) (Figura 14).

Figura 13: Imagem representativa dos oo6citos bovinos corados com Hoechst 33342 e
avaliados sob microscopia de fluorescéncia por DAPI e visualizados sob aumento de 400x no
filtro de 460nm em azul. A) odcitos imaturos. B) odcitos maduros. A seta indica o primeiro
corpusculo polar.
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Figura 14: Avaliagdo da taxa de maturagédo nuclear em odcitos bovinos expostos a diferentes
temperaturas durante a MIV. Os valores sao representados em (%). A presencga de (*) indica
diferenca significativa (p<0,05).

6.2 As taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionario sao
reduzidas pela exposicdo de oécitos ao choque térmico durante a

maturagao in vitro.

Na Tabela 9 estdo demonstradas as taxas de clivagem e de
desenvolvimento inicial em embrides derivados de odcitos maturados in vitro
em condi¢des de choque térmico (41°C) por 12 horas. Houve diferenca na taxa
de clivagem, e na produgéo de blastocistos D7 e D8 quando comparados ao
grupo controle (p<0,05).

Tabela 9: Taxas de clivagem e de produgéo de embrides bovinos nos dias 7 (D7%) e 8 (D8%)
para os tratamentos controle e choque térmico durante a maturagao in vitro.

Grupo N Clivagem Clivagem D7 D7 D8 D8
(%) (%) (%)
Controle 302 172 56.9° 67 2219% 9 22857
Choque térmico 296 125 42.2° 34 11.49° 40 13.51°

Valores com diferentes letras na mesma coluna diferem (p<0,05). Valores sdo mostrados como
média de 3 repeticdes.



58

6.3 O indice apoptético no D8 é maior em oécitos submetidos ao choque

térmico durante a maturagao in vitro.

O indice apoptético foi avaliado em embrides no estagio de blastocisto
D8. A avaliacédo de células apoptoticas pela técnica de TUNEL é representada

na Figura 15.

A

—a—— e
20 pm 20 pm

e ——
20 pm 20 pm

Figura 15: Imagens representativas dos embrides no estagio de blastocisto obtidos a partir da
fertilizacdo de odcitos submetidos ou ndao ao choque térmico durante a maturagao in vitro.
mostrando a deteccdo da fragmentacdo de DNA pela técnica de TUNEL sob visualizagdo em
microscépio de fluorescéncia no aumento de 400x. Letras A e B mostram os blastdmeros de
blastocistos marcados pelo DAPI e visualizados em azul no filtro de 460nm. A’ e B’ mostram
blastdmeros de blastocistos visualizados em verde corados pela fluoresceina no filtro de
520nm, indicando apoptose. A/A’ — Controle (obtido a partir de odcitos maturados in vitro a
38,8°C); B/B’ — Choque térmico (obtido a partir de o6citos maturados in vitro a 41°C).
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O indice apoptético foi maior (p<0,05) em embrides obtidos a partir de
o6citos submetidos ao choque térmico durante a MIV, quando comparados ao
grupo controle. No entanto, ndo houve diferenga (p>0,05) no numero de células

totais e numero de células apoptoticas nos diferentes tratamentos (Tabela 10).

Tabela 10: Numero de células totais, niumero de células apoptéticas e indice apoptotico em
embrides submetidos a diferentes temperaturas durante a MIV.

Grupo Ne° de células Ne° de células indice apoptético
totais apoptoéticas (%)
a
Controle 96,92+1,89 7,74+0,34 7,9310,28
b
Choque térmico 95,78+2,13 8,60+0,33 9,01+0,33

Valores com diferentes letras na mesma coluna diferem (p<0,05). Controle: n=27; Choque
térmico: n=23. Valores sdo mostrados como média * erro padrdo da média.

6.4 Selegao dos microRNAs de referéncia para normalizagao de dados

Em odcitos bovinos os quatro miRNAs que apresentaram menor desvio
padrdao em relagao a média global de expressao foram: miR-21-5p, -20a, -1246
e -27b; em embrides miR-148a, -1246, -20a e -106a.

A estabilidade média da expressao génica (valor M) e variagdo em pares
(valor V) foi calculada utilizando a abordagem do algoritmo geNorm para
oocitos e embrides individualmente. Os genes housekeeping melhor avaliados
apresentaram um valor de M abaixo de 1,5, que é o valor de corte geNorm
recomendado para a selecdo de genes estaveis através da analise RT-qPCR
(VANDESOMPELE et al., 2002). Um valor M absoluto mais alto indica menor
estabilidade de expressao (Tabela 11). Entre os miRNAs testados para odcitos,
o miR-20a foi o gene mais estavel com um valor M de 0,77, enquanto miR-
1246 pareceu ser o gene menos estavel com um valor M de 1,25, embora

todos os miRNAs avaliados tenham valores M aceitaveis.

Para embrides, os valores absolutos de M variaram de 1,16 para miR-106a
e miR-148a (mais estaveis) a 1,51 para miR-20a (menos estavel). A
estabilidade média de expressdo dos genes testados em odcitos e embrides

estao representadas na Figura 16.
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Tabela 11: Estabilidade média de expressdo dos microRNAs. Os miRNAs com menor desvio
padrdao foram classificados com base em sua estabilidade de expressdao, M, em odcitos e

embrides bovinos.

Odcitos Embrioes
microRNA Valor M microRNA Valor M
miR-20a 0,77 miR-106a 1,16
miR-27b 0,78 miR-148a 1,16
miR-21-5p 1,0 miR-1246 1,25
miR-1246 1,25 miR-20a 1,51

Quanto menor o valor M para um gene, mais estavel é a expressao entre as amostras
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Figura 16: Graficos de expressdo gerados por geNorm para A) odcitos e B) Embrides para a
estabilidade de expressado média (valores M) para os 4 miRNAs testados. Os 2 genes mais
estaveis para odcitos foram miR-20a e 27b, enquanto miR-148a e 106a foi a combinagdo mais
estavel em embrides.

A fim de determinar o numero 6timo de gene de referéncia utilizados para
normalizagdo precisa, o geNorm realiza um calculo gradual da variacédo de
pares (Vn/Vn + 1) entre dois fatores de normalizagdo sequenciais (NF n e NF n

+ 1). Como mostrado na Figura 17, em odcitos e embrides bovinos, os valores
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de V 2/3 e V 3/4 foram 0,000, inferiores ao valor de corte de 0,15, indicando

que dois genes seriam suficientes para a normalizagao sob estas condigdes.
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0,600 1
0,500 -
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0,300 1
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0,100 1
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0,000
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B 1,000
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Va2/3
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Figura 17: Os gréficos de variacdo pareada para os 4 microRNAs testados revelaram o
numero minimo de genes de referéncia necessarios para a normalizacdo em: A) odcitos e B)
Embrides bovinos. Em ambas as amostras 2 microRNAs foram suficientes <0,15.

6.5 Analise quantitativa da expressao génica por PCR em tempo real

Em odcitos bovinos expostos ao choque térmico (41°C por 12 horas) durante

a MIV, nao houve diferenga (p>0,05) na abundancia de transcritos dos miR-let-7a-
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5p (0,3740,17); miR-103 (0,51+0,24); miR-34c (0,5040,37); miR-1246 (0,52+0,23);
miR-19b (1,17+0,64) e Dicer1 (0,70+0,25) quando comparados ao grupo controle.
No entanto, o gene Drosha (1,43+0,35) foi mais expresso (p<0,05) e o miRNA-21-
5p (0,51%0,34) foi menos expresso em odcitos submetidos ao choque térmico,

comparados ao grupo controle (Figura 18).
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Figura 18: Abundancia relativa dos transcritos dos miR-let-7a-5p, -103, -34c, -1246, -19b, -21-
5p, Drosha e Dicer1 em odcitos bovinos submetidos ao choque térmico durante a MIV (41° C
por 12 horas). Os resultados sdo mostrados em média + erro padrdo da média, utilizando-se
como calibrador odcitos ndo submetidos ao choque térmico durante a MIV (valor igual a 1).
Diferencgas significativas sao indicadas por (*) p<0,05.

Em embrides no estagio de 8 células, obtidos a partir da fertilizagdo de
oocitos submetidos ao choque térmico (41°C por 12 horas) durante a MIV, houve
diferenca (p<0,05) na abundancia de transcritos dos miR-let-7a-5p (3,0+2,0); miR-
1246 (2,291£1,21) e miR-19b (3,96+2,29), sendo que todos foram mais expressos
em comparagao ao grupo controle. Entretanto, a abundancia de transcritos dos
miRNAs miR-103 (1,41%1,0); -34c (1,0+0,7); -21-5p (0,9110,45); Drosha
(0,48+0,23) e Dicer1 (0,80+0,60) nao diferiu entre os grupos (p>0,05) (Figura 19).
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Figura 19: Abundéncia relativa dos transcritos dos miR-let-7a-5p, -103, -34c, -1246, -19b, -21-
5p, Drosha e Dicer1 em embrides bovinos no estagio de 8 células, obtidos a partir da
fertilizagdo de oocitos bovinos submetidos ao choque térmico durante a MIV (41°C por 12
horas). Os resultados sdo mostrados em média + erro padrdo da média, utilizando-se como
calibrador odcitos ndao submetidos ao choque térmico durante a MIV (valor igual a 1).
Diferengas significativas séo indicadas por (*) p<0,05.
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7 DISCUSSAO

O estresse é amplamente definido como o estado em que as células se
desviam da homeostase devido a mudancas subitas ou a flutuagdes frequentes
nos fatores ambientais (LEUNG; SHARP, 2010). O estresse térmico é um dos
principais fatores contribuintes para o baixo desempenho reprodutivo e
eficiéncia produtiva bovina (DASH et al., 2016), e o aumento da temperatura
global previsto para as proximas décadas pelo IPCC (IPCC, 2018) pode
aumentar a ocorréncia de estresse por calor e comprometer de forma

acentuada os sistemas de producao pecuaria bovina.

A fertilidade é uma caracteristica multifatorial e sua deterioracdo tem se
mostrado relacionada a uma rede de fatores genéticos e ambientais. No
presente estudo, o choque térmico durante a maturacao in vitro foi realizado
para compreender os impactos das alteracbes na temperatura sobre a
fertilidade bovina. Os resultados mostraram que o choque térmico durante as
primeiras 12 horas de maturagao compromete a taxa de odcitos que atingem a
maturagdo nuclear, as taxas de clivagem e a porcentagem de zigotos que se
tornam blastocistos, além do aumento dos indices apoptdticos. Efeitos
deletérios similares do choque térmico durante a MIV foram relatados
anteriormente (ROTH; HANSEN, 2005; PAYTON et al., 2011; PAVAN!I et al.,
2016; PAYTON et al., 2018).

Como embrides em estagio inicial do desenvolvimento dependem dos
transcritos e das proteinas armazenados no citoplasma do odcito, compreende-
se que o conteudo presente no citoplasma desempenha um papel essencial na
resposta ao estresse térmico em embrides antes da Ativacdo do Genoma
Embrionario (AGE). Assim, qualquer perturbagdo durante o armazenamento
dos odcitos, em particular dos transcritos maternos, poderia levar a alteracdes
genéticas e/ou epigenéticas inadequadas que comprometesse o0 sucesso do

desenvolvimento.

Roth (2018) relatou que odcitos bovinos submetidos a choque térmico
possuem uma quantidade reduzida de transcritos associados com

competéncias oocitaria armazenados no citoplasma. Além disso, uma das
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consequéncias do choque térmico no odcito € o aumento da produgao de ERO
levando a um estresse oxidativo (ASCARI et al., 2017). Evidéncias crescentes
sugerem que o estresse oxidativo influencia globalmente a estrutura da
cromatina, metilagdo do DNA, modificagdes poés-traducionais enzimaticas e
nao-enzimaticas das histonas e das proteinas de ligagdo ao DNA (KREUZ,;
FISCHLE, 2016). Portanto, provaveis implicacées do choque térmico durante a
maturagcdo do odcito sdo modificagées epigenéticas inadequadas, causando
alterada expressdao génica e, consequentemente, em diferentes perfis

proteicos, comprometendo o desenvolvimento embrionario.

Os mecanismos reguladores por tras desses processos complexos ainda
sao pouco caracterizados. Pequenas vias envolvendo microRNAs e moléculas
relacionadas surgiram recentemente como processos reguladores chave na
maturagdo oocitaria, desenvolvimento embrionario e na reposta ao estresse
térmico (XIAO et al., 2014; NEHAMMER et al., 2015; GROSS; KROPP;
KHATIB, 2017; LI et al., 2017; PAN; TOMS; LI, 2017). Portanto, eles podem
representar uma importante ferramenta para fornecer novos conhecimentos
sobre como o estresse térmico afeta o desempenho reprodutivo bovino. Aqui,
hipotetizou-se que alteragbes na expressdao de microRNAs decorrentes da
resposta ao choque térmico poderia comprometer o sucesso da maturacao

oocitaria e desenvolvimento embrionario subsequente.

Para testar essa hipotese, utilizou-se a RT-gPCR para analise da
expressdao génica (GIBSON; HEID; WILLIAMS, 1996). Embora diferentes
metodologias possam ser aplicadas para avaliar a expressdo de miRNA, a RT-
gPCR continua sendo o padrao-ouro para uma deteccdo especifica de
conjuntos selecionados de miRNAs (YAN et al., 2013; MESTDAGH et al.,
2014). No entanto, a normalizagao dos niveis de expressao € um passo crucial
para garantir a quantificacdo precisa e adequada dos dados (GUENIN et al.,
2009; SCHWARZENBACH et al., 2015).

Apesar do crescente numero de estudos investigando a expressao de
miRNAs em odcitos e embrides bovinos, atualmente n&o existe consenso sobre
os genes de referéncia para essas amostras. E amplamente aceito que um
unico gene de referéncia universal ndo existe e recomenda-se procurar genes

expressos de forma estavel em cada sistema experimental (VANDESOMPELE
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et al.,, 2002; MEYER; PFAFFL; ULBRICH, 2010). Neste sentido, diferentes
estratégias tém sido adotadas para normalizagdo dos niveis de expressao de
miRNAs em odcitos e embrides bovinos, como o uso de mRNAs (MONDOU et
al., 2012; GILCHRIST et al., 2016) e snRNA u6 (LI et al., 2009; ABD EL NABY
et al., 2013; TSCHERNER et al., 2014; SINHA et al., 2017).

No entanto, tem sido argumentado, que a normalizagdo mais precisa &
obtida pela selecdo de genes de referéncia pertencentes a mesma classe de
RNA que os genes investigados, isso porque existem varias desvantagens
potenciais no uso de mRNA ou outros RNAs nucleares para a normalizacao
dos dados de miRNA. Em primeiro lugar, esses dois grupos (miRNAs vs mRNA
/IRNAs nucleares) tém diferentes vias de biogénese e sdo, por definigéo,
diferentes na natureza (KIM; HAN; SIOMI, 2009; MROCZEK; DZIEMBOWSKI,
2013). Em segundo lugar, ha diferengas significativas de tamanho entre as
moléculas de miIRNA e mRNA que afetam os métodos e a eficiéncia do
isolamento de RNA e da sintese de cDNA (SCHAEFER et al., 2010).

Assim, no presente estudo selecionou-se miRNAs como normalizadores
utilizando método de normalizagdo proposto por Mestdagh et al. (2009). Os
resultados identificaram os miR-20a e -27b em oécitos bovinos e 148a e 106a
em embrides no estagio de 8 células com os miRNAs mais estaveis. Esses
dados estdo de acordo com outros autores, que identificaram miRNAs como
normalizadores adequados em bovinos (LI et al., 2014; BAE et al., 2015). Além
disso, de acordo com o miRBase, os miR-20a e -27b n&o pertencem as
mesmas familias miRNA, assim como miR-148a e -106a, o que reduz a chance
de que eles possam ser corregulados. Por fim, a selecdo de dois genes de
referéncia atende a recomendacédo para obter-se dados confiaveis em RT-
gPCR (HELLEMANS et al., 2007).

Apos a identificacdo de normalizadores ideais, os resultados do RT-
gPCR mostraram alteragdes na expressdao de miRNAs em oécitos submetidos
ao choque térmico durante a MIV e embrides obtidos a partir desses odcitos
quando comparados ao grupo controle (p<0,05). Esses achados sé&o
consistentes com outros trabalhos, em que alteracbes na abundancia de
transcritos foram observadas em decorréncia do aumento da temperatura
(PAYTON et al., 2011; FERREIRA et al., 2016; LI et al., 2016). Adicionalmente,
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alteracao nos transcritos maternos foi associada com alteragao na clivagem e
diminuicdo do desenvolvimento embrionario (GENDELMAN et al., 2010),

conforme os dados do presente estudo.

Em odcitos, o miR-21-5p teve a abundancia de transcritos reduzida em
resposta ao choque térmico, enquanto o gene Drosha teve sua expressao
aumentada. Esse resultado € particularmente interessante uma vez que, o miR-
21-5p é abundantemente expresso durante a maturagdo oocitaria tanto em
bovinos quanto em suinos, sugerindo ter uma importancia central nesse
processo (MONDOU et al., 2012; SONG et al., 2016; WRIGHT et al., 2016). Em
suinos, a inibicdo do miR-21 resultou em uma menor propor¢ao de odcitos
atingindo o estagio Ml e desenvolvimento embrionario subsequente (WRIGHT
et al., 2016). O miR-21 também tem sido amplamente implicado na apoptose e
proliferacdo celular através da modulacdo de fatores celulares, como morte
celular programada 4 (PDCD4) (FRANKEL et al., 2008) e homdlogo de
fosfatase e tensina (PTEN) (MENG et al., 2007), ambos importantes na biologia
dos odcitos (REDDY et al., 2008; WRIGHT et al., 2016).

Recentemente Tscherner et al., (2018), relataram que a sinalizacéo de
STAT3, uma molécula de sinalizacdo critica e ativadora da transcricdo no
ovario, particularmente no periodo periovulatério e durante a MIV, estimulou a
expressao de miR-21 em células do cumulus bovina durante a maturacéo
oocitaria. Em Cavia aperea, um mamifero selvagem, a exposi¢ao ao calor
levou a alteracdo na metilagdo do DNA e redugdo na expressao de STAT3
(WEYRICH et al., 2016). Embora o efeito direto do choque térmico na
metilagdo de odcitos bovinos ndo esteja bem estabelecido, alteragdes na
expressao de genes envolvidos na metilagdo do DNA s&o observadas (PAVANI
et al., 2017). O estresse oxidativo, condicao fisiolégica comum na resposta ao
estresse térmico, tem sido relacionado com alteragcdes na metilacdo do DNA no
processo reprodutivo (MENEZO et al., 2016). Estudos prévios relataram que a
ativagdo de STAT3 é prejudicada pela deplegédo de glutationa, um antioxidante
responsavel por proteger os lipidios da membrana celular da peroxidagao
(KURDI et al., 2012). Em condi¢des de choque térmico, o desequilibrio redox e
aumento da produgdo de ERO levam a diminui¢do nos niveis de glutationa

peroxidase intraoocitario (NABENISHI et al., 2012). Esses achados em
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conjunto podem sugerir que redugao na expressao de STATS3, resultante de
alteracgdes nos padrdes de metilagdo do DNA ou sua ativagao prejudicada pela

deplecdo da glutationa, impliquem na redug¢ao da expressao de miR-21.

De fato, STAT3 é capaz de suprimir a expressdao do miR-21 e inibir
seletivamente a expressdo do mRNA do DNMT1 (ZHANG et al.,, 2011).
Alteracdes na regulagdo da DNMT pode ser um dos principais eventos
moleculares que levam a metilagdo anormal de DNA em odcitos e pode estar
associada a diminuicdo do potencial reprodutivo (YUE et al., 2012). Assim,
pode existir uma relacdo de feedback positivo entre alteragdes na metilagio,
expressédo de STAT3 e alteragdes na regulacdo de DNMT mediada por miR-21
que afetem o potencial reprodutivo. No entanto, outros estudos sé&o

necessarios para testar essa hipotese.

E importante ressaltar, que a diminuigédo da expressdo do miRNA-21 em
resposta ao choque térmico em odcitos bovinos, contradiz os achados de
Sengar et al., (2018), onde o aumento da expressdo de miR-21 foi observado
em resposta ao estresse térmico em células mononucleares de sangue
periférico bovino. Essas diferencas podem ser atribuidas a dois principais
fatores, primeiro: aqui optou-se pela técnica de RT-qPCR que é atualmente o
padrdo-ouro para identificar alteragdes de expressdo génica. Além disso,
quantificou-se somente a expressao de miRNA-21-5p. De acordo com o
miRBase, o miR-21 apresenta duas isoformas maduras miRNA-21-5p e
miRNA-21-3p. Segundo: miRNAs s&o tecido-especificos e a fungdo do miRNA
é determinada pelo contexto celular especifico (ROMAO et al., 2012).

A diminui¢cdo do nivel de miR-21-5p em odcitos submetidos ao choque
térmico e as menores taxas de odcitos que atingiram a MIl observados neste
trabalho, e o envolvimento desse miRNA no sucesso da maturagao oocitaria
podem indicar uma importante via de como o choque térmico impacta o

sucesso reprodutivo bovino.

Este trabalho identificou a superexpressdo de Drosha em resposta ao
choque térmico em oodcitos bovinos. Essa enzima ¢é essencial no
processamento de pri-miRNAs na via candnica e algumas vias nao-candnicas

(O’'BRIEN et al., 2018). A maior expressao de Drosha também foi observada e
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diferentes tipos de cancer (DIAZ-GARCIA et al., 2013; AVERY-KIEJDA et al.,
2014; KIM et al., 2017). Em condi¢gdes de estresse prolongado por calor, o
aumento inicial de Drosha citoplasmatica foi relatado, com posterior diminuicéo
dependente do tempo nos niveis de Drosha nuclear, que sensibilizou as células

ao estresse e aumentou a morte (YANG et al., 2015).

Uma limitagdo deste estudo é que ele foi realizado em odcitos e
embrides 8 células, ndo sendo considerado os estagios intermediarios de
desenvolvimento, no entanto, € possivel que o choque térmico em odcitos
bovinos tenha consequéncias semelhantes. Em adi¢do, uma vez que Drosha
sinaliza o processamento do pri-miRNA, alteracbes nos seus niveis podem
levar a uma dis-homeostase do ambiente de miRNA global, levando a
desregulagéo de vias e redes complexas de expressao génica controladas por
mMiRNAs.

Drosha é capaz de regular as atividades celulares através de um
mecanismo independente de miRNA. Por exemplo, Drosha pode regular a
progressao do ciclo celular das células-tronco mesenquimais humanas
(hMSCs), potencialmente por afetar o processamento do RNA ribossémico
(rRNA) (OSKOWITZ et al., 2011). As fungdes n&o-candnicas de Drosha foram
relatadas para incluir a regulagdo direta da iniciagdo e terminagcdo da
transcricdo, bem como o processamento de varios tipos de espécies de RNA
(BURGER; GULLEROVA, 2015). Portanto, é possivel que Drosha influencie na
maturagao oocitaria através da sua funcdo ndo candnica. No entanto, mais

estudos sao necessarios para esclarecer esta questao.

Deve-se levar em conta ainda, a possivel relacdo entre a
superexpressao de Drosha em odcitos e os niveis aumento na abundancia de
transcritos de bta-let-7a, bta-1246 e bta-19b em embrides no estagio de 8
células obtidos a partir de odcitos estressados. O maior processamento de pri-
microRNAs no odécito em maturagdo e acumulo dos mesmos citoplasma,
poderia justificar a superexpressdao desses mMiIRNAs no embrido em
desenvolvimento. Curiosamente, foi relatado que em células-tronco
embrionarias, o processamento da familia miRNA-let-7 por Drosha é regulado,
pela interagcdo de LIN-28 com Let-7, que inibe o processamento de transcritos
primarios de let-7 por Drosha (NEWMAN; THOMSON; HAMMOND, 2008).
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Esta proteina é altamente expressa no desenvolvimento inicial (YANG; MOSS,
2003). Em condi¢des de choque térmico a expressao da proteina LIN-28 reduz
significativamente (PALANGI et al., 2017). Neste caso, a menor expressao de
LIN-28 decorrente do choque térmico poderia justificar a abundancia de

processamento do miR-let-7a por Drosha.

A maturacdo molecular representa a associagcdo mais proxima com a
capacidade intrinseca de um odécito atingir o estagio de blastocisto (SIRARD et
al., 2006). A incompeténcia do maquinario celular do odcito, frequentemente
causa falhas no desenvolvimento embrionario apds a fertilizacdo, menores
taxas de implantagdo e embrides incompetentes na clivagem (MAHDY et al.,
2017). Portanto, as alteragcdes observadas na expressdo génica em odcitos
podem justificar a diminui¢do (p<0,05) na taxa clivagem e desenvolvimento

embrionario subsequente observados neste trabalho.

Posteriormente, para saber se o estresse térmico durante a MIV tem
efeitos a longo prazo, avaliou-se a expressdao dos miRNAs em embrides no
estagio de 8 células obtidos a partir de odcitos estressados durante a MIV. Do
zigoto ao embrido em estagio de 8 células, a expressdo génica ainda é de
origem materna, portanto, os possiveis impactos na expressdo génica durante
a maturagcdo do oodcitos poderiam permanecer até antes da ativacdo do

genoma embrionario.

Os resultados demonstraram que miRNAs que ndo apresentaram
alteracbes na abundancia de transcritos em odcitos submetidos ao choque
térmico durante a MIV, sdo diferencialmente expressos mais tarde, em
embrides no estagio de 8 células obtidos a partir da fertilizagdo desses odcitos.
Curiosamente, foi relatado que o estresse térmico durante a maturacdo do
oocito tem efeito crdnico, sendo seus efeitos deletérios observados até 60 dias
apo6s a condigédo de estresse (FIALHO et al., 2018). Além disso, Gendelman;
Roth (2012) relataram que a exposi¢cao de odcitos ao estresse térmico, foi
expressa por alteragdes na transcricdo de mRNA materna antes e depois da

ativacdo do genoma embrionario.

Em embrides 8 células os miRNAs Let-7a, 1246 e 19b tiveram aumento

na abundancia de transcritos, no grupo estressado em comparagdo com o
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grupo controle. Em consonancia com estes dados, outros autores observaram
a maior expressao de Let-7a, -1246 e -19b em condi¢des de estresse térmico
em bovinos (ZHENG et al., 2014; SENGAR et al., 2018).

Let-7a desempenha importantes papeis durante o desenvolvimento
embrionario (REINHART et al., 2000). Foi confirmada a repressdo de genes
importantes para o desenvolvimento embrionario e o progresso do ciclo celular
pela familia let-7 em bovinos (SCHEEL et al., 2017). Ensaios in vitro revelaram
que a expressao de miR-let-7a é capaz de regular a proliferacédo celular e a
apoptose, além disso, a expressao de miR-let-7a foi inversamente relacionada
os niveis de PKM2, uma enzima responsavel por catalisar a etapa final da
glicélise (TANG et al., 2016).

PKM2 ¢é abundantemente expressa em embrides, e é capaz de
estabilizar Bcl2 impedindo sua degradagao, conferindo a inibicado da apoptose e
contribuindo na adaptacédo ao estresse oxidativo (LIANG et al.,, 2017).
Curiosamente, em bovinos, embora a expressao de Bcl2 seja maior em
condicbes de choque térmico, o que poderia sugerir o aumento da
sobrevivéncia celular, o oposto é observado, com o aumento dos indices
apoptoticos (PAULA-LOPES; HANSEN, 2002; SOMAL; AGGARWAL;
UPADHYAY, 2015; HU et al., 2016; LI et al., 2016). E possivel que a regulacéo
negativa de PKM2 mediada pela superexpressao de Let-7a, comprometa a
estabilizacao de Bcl2 e tolerancia a apoptose e justifiquem o aumento dos

indices apoptdticos em blastocisto observados neste trabalho.

O MiR-1246 mostrou ser regulado positivamente e regular a apoptose
de células pulmonares durante o estresse térmico em bovinos confinados
através da regulacdo de PCBP2 (HU et al., 2018). A PCBP2 e outras proteinas
de ligacdo ao RNA, se adequadamente direcionadas, tém o potencial de
exercer uma variedade de meios para silenciar ou melhorar a traducédo de
transcritos selecionados apés as células confrontarem mudancas em seu
ambiente extracelular (MAKEYEV; LIEBHABER, 2002). Em vacas leiteiras e
bubalinos, 0 miR-1246 também mostrou-se abundantemente expresso em
resposta ao estresse térmico (ZHENG et al., 2014; LIU et al., 2019). Nesses

ultimos, o gene ABCC4 foi identificado como alvo do miR-1246, curiosamente,
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ABCC4 foi relatado como envolvido na defesa celular contra o estresse
oxidativo (RONALDSON; BENDAYAN, 2008).

O miRNA-19b, foi relatado por ter como alvos previstos os genes
HSPBAP1, DNAJB1, HPX e APOA2, envolvidos na resposta ao estresse
térmico e estresse oxidativo (ZHENG et al., 2014). Alteragdes na produgéo de
ERO e diminuicdo dos mecanismos de defesa antioxidante foram observados
em embrides bovinos estressados termicamente (KHATUN et al., 2018). A
ativagao transcricional e o acumulo de um conjunto de “proteinas de choque
térmico” (HSPs) sdo uma das respostas celulares proeminentes durante o
aumento das temperaturas ambientais (BELHADJ SLIMEN et al., 2016). Além
disso, a expressao de genes envolvidos nas vias da ubiquitina, que s&o criticos
para a remocao de proteinas danificadas pelo estresse externo, foi induzida por
estresse térmico (SAKATANI et al., 2013). Assim, a termotolerancia é devida
em parte a mecanismos de desenvolvimento que impedem o acumulo de
proteinas desnaturadas e danos por estresse oxidativo. Neste sentido,
alteracbes na sintese dessas proteinas poderiam representar impactos

significativos na viabilidade do embrido.

De fato, foi relatado que a inibicdo da HSP90 prejudica a produgao a
viabilidade de odcitos e o desenvolvimento de embrides (SON et al., 2010).
Essas alteragdes que resultam na reducdo das taxas de embrides, pode ser
devido a alteragbes na quantidade de proteinas e de transcritos armazenados
(ROTH; HANSEN, 2004). Pelo exposto, a maior expressdo de miRNAs pode
representar a inibicdo da tradugdo de proteinas necessarias para atenuar os
efeitos choque térmico. No entanto, maiores estudos sdo necessarios para

compreender esses processos.

A luz desses achados, sugere-se que os efeitos deletérios do choque
térmico induzidos durante a MIV, comprometam a competéncia oocitaria, e
sejam transferidos para os estagios embrionarios subsequentes

comprometendo o sucesso do desenvolvimento.

E importante ressaltar que um exame de qualquer série individual ou
pequena de miRNAs pode nao refletir a complexidade das mudangas na

expressao de miRNAs que participam da resposta ao choque térmico. Sabe-se
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que existe uma complexa rede de associagédo entre expressao de miRNAs e
resposta ao estresse térmico, envolvendo diferentes vias de sinalizagao,
mecanismos bioldgicos de regulagédo e expressao de miRNAs especificos (LIU
et al., 2017). Adicionalmente, dependendo da gravidade e duragao do estresse,
a resposta pode ser mediada por multiplos mecanismos diferentes (KULTZ,
2005), como a indugdo de chaperonas moleculares (BUCHBERGER; BUKAU;
SOMMER, 2010), rapida depuracdo de macromoléculas danificadas
(KROEMER; MARINO; LEVINE, 2010), parada do crescimento (LEUNG;
SHARP, 2010), e ativacdo de certos programas de expressao génica
(SPRIGGS; BUSHELL; WILLIS, 2010). Portanto, considerando a complexidade
de mMiRNAs e seu envolvimento em multiplas vias, mesmo mudancgas
relativamente pequenas na expressao de miRNA podem ser biologicamente

significativas.
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8 CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo suporta a hipotese de alteragdes na
expressdo de microRNAs e dos componentes de maquinaria de
processamento de miRNA em resposta ao choque térmico durante a MIV.
Assim, este trabalho fornece uma camada adicional de regulagao genética que
controla as respostas do estresse térmico e pode estar relacionada aos
impactos do aumento da temperatura na maturagdo de odcitos e

desenvolvimento embrionario subsequente em bovinos.

Se alteragbes na expressdao de microRNAs e na maquinaria de miRNA
estdo diretamente associadas com menores indices de maturagdo oocitaria,
clivagem, competéncia de desenvolvimento embrionario e aumento dos indices
apoptoticos ainda ndo esta claro, e precisa ser melhor compreendido em
estudos futuros. No entanto, existem possiveis vias envolvendo miRNAs em

condicdes de choque térmico a serem exploradas.

Nos ultimos anos, nenhum biomarcador gerou tanto interesse quanto os
mMiRNAs, que foram considerados para uma variedade de propodsitos. A
expressao diferencial de alguns miRNAs, como miR-21-5p, -Let-7a, -1246 e -
19b demonstradas neste trabalho, podem sugerir importantes ferramentas na

resposta ao choque térmico em odécitos e embrides bovinos.

Os resultados aqui apresentados fornecem uma importante base teérica
para melhor compreender o mecanismo biolégico que interfere no sucesso

reprodutivo sob condi¢cbes de estresse térmico.
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