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RESUMO
SILVA, A.N. Interacdo materno-embrionéria in vitro mediada por vesiculas
extracelulares em bovinos. 2023. 80p Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2023

Em ruminantes, o reconhecimento materno da prenhez (MRP) envolve a
producdo de interferon tau (IFNT) pelas células do trofectoderma (TE) do
embrido para prevenir a lutedlise. Apesar da sinalizacdo IFNT ser caracterizada,
a producdo e liberacdo de vesiculas extracelulares (VES) surgiu como um
potencial mecanismo de comunicacgao celular entre a mae e o embrido durante
a MRP. A hipotese deste projeto € que as células do endométrio e do TE
cultivadas in vitro podem produzir e liberar VES, que podem ser internalizadas e
modulam o transcriptoma nas células-alvo. Para testar essa hipotese, geramos
culturas de células endometriais (origem epitelial e estromal) e de células do TE
de blastocistos FIV e isolamos as VEs dos meios de cultura. As linhagens de
células epiteliais e estromais (n = 5) foram isoladas, mantidas até a 42 passagem
e, posteriormente, caracterizadas por imunofluorescéncia (anti-citoqueratina,
células epiteliais e anti-vimentina, células estromais). As células do TE dos
embrides FIV foram cultivadas até a 22 passagem e caracterizada por
imunofluorescéncia (anti-CDX2). As VEs isolados foram avaliadas quanto ao
tamanho e a concentragdo de particulas usando Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA). Em relacéo a caracterizacdo das células endometriais observamos que
apenas células epiteliais foram positivas para citoqueratina e as células
estromais foram positivas para vimentina, como esperado. As células do TE
foram positivas para CDX2. As VEs mostraram um tamanho médio de 131,92 +
5,52, 153,46 £ 7 e 143,66 + 4,60 e concentracdo 6,54E+08 + 4,57E+07,
8,15E+08 + 4,59E+07 e 2,56E+11 *+ 1,61E+10 particulas/mL, para células
epiteliais, estromais e do TE, respectivamente. Nao houve diferenca significativa
(P>0,05) entre os grupos estudados. A caracterizacdo das VEs por Western
blotting confirmou a presenca de ALIX e a auséncia da proteina GRP78 nas VESs.
Além disso, a microscopia eletrdnica de transmissao (TEM) mostrou que as VEs
possuem morfologia e tamanho esperado (<150nm). Para simular o “crosstalk”
materno-embrionario in vitro e investigar como as VEs modulam os transcritos
nas células alvo, realizamos o tratamento das células endometriais com VEs do
TE e vice e versa, o tratamento das células da TE com VEs das células
endometriais. Apos 6 horas de tratamento, o0 RNAseq revelou que as VEs da
linhagem do TE dos embrides alteraram de maneira mais ampla o perfil
transcricional das células estromais em comparacdo com as células epiteliais.
Alguns dos genes significativamente alterados (P<0,05) fazem parte de vias de
sinalizacdo importantes como a da via PI3K/Akt, que é fundamental durante o
periodo do desenvolvimento pré-implantacdo, a via ECM-receptor interaction,
gue esta diretamente relacionada com processos do contato inicial do embrido
com o endométrio materno, a via de sinalizacdo Cytokine-cytokine, que € crucial
durante as respostas imunoldgicas e inflamatérias, dentre outras. Com o0s
resultados gerados neste estudo, foi possivel gerar pela primeira vez 0 modelo
in vitro que mimetiza o microambiente de comunicacdo materno embrionaria
inicial com a troca de VESs entre células endometriais e embrionarias. Esperamos
utilizar o conhecimento aqui gerado, para esclarecer os efeitos especificos das
VEs, tornando o ambiente da fertilizag&o in vitro mais proximo ambiente in vivo.

Palavra-chave:Materno-embrionaria. Vesiculas extracelulares. Epitelial. Estromal. Trofectoderma.



ABSTRACT
SILVA, AN. In vitro maternal-embryonic interaction mediated by
Oxtracelular vesicles in cattle. 2023. 80p Dissertacdo de Mestrado — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2023

In ruminants, maternal recognition of pregnancy (MRP) involves the production
of interferon tau (IFNT) by the trophectoderm (TE) cells of the embryo to prevent
luteolysis. Although IFNT signaling is well characterized, the production and
release of extracellular vesicles (Evs) has emerged as a potential mechanism of
cellular communication between mother and embryo during MRP. Thus, the
hypothesis of this project is that endometrial and TE cells cultivated in vitro can
produce and release Evs, which can be internalized and modulate the
transcriptome in the target cells. To test this hypothesis, we generated cultures
of endometrial cells (epithelial and stromal) and TE cells from IVF blastocysts.
After, Evs were isolated from the culture media. The epithelial and stromal cell
lineages (n = 5) were maintained until the 4" passage and were characterized by
immunofluorescence (anti-cytokeratin, epithelial cells and anti-vimentin, stromal
cells). TE cells from IVF embryos were cultured until the 2" passage and
characterized by immunofluorescence (anti-CDX2). Evs were evaluated for
particle size and concentration using Nanoparticle Tracking Analysis (NTA).
Regarding the characterization of endometrial cells, only epithelial cells were
positive for cytokeratin and stromal cells were positive for vimentin, as expected.
TE cells were positive for CDX2. The Evs showed average size of 131.92 + 5.52,
153.46 £ 7 and 143.66nm + 4.60 and concentration 6.54E+08 + 4.57E+07,
8.15E+08 + 4, 59E+07 and 2.56E+11 + 1.61E+10 particles/mL, for epithelial,
stromal and TE cells, respectively. There was no significant difference (P>0.05)
between the groups. The characterization of the Evs by Western blotting
confirmed the presence of ALIX and the absence of the GRP78 protein in the
Evs. Furthermore, transmission electron microscopy (TEM) showed that Evs
have the expected morphology and size (<150nm). To simulate maternal-
embryonic crosstalk in vitro and investigate how Evs modulate transcripts in
target cells, we performed the treatment of endometrial cells with Evs from TE
and vice versa, the treatment of TE cells with Evs from endometrial cells. After 6
hours of treatment, RNAseq revealed that Evs from the TE lineage more broadly
altered the transcriptional profile of stromal cells compared to epithelial cells.
Some of the significantly altered genes (P<0.05) are related with important
signaling pathways such as PI3K/Akt pathway, fundamental during the pre-
implantation development period, ECM-receptor interaction pathway, directly
related with the early contact of the embryo with endometrium, Cytokine-cytokine
signaling pathway, crucial during immunological and inflammatory responses,
among others. Herein, we generate for the first time, an in vitro model that mimics
the microenvironment of early embryonic maternal interaction by the exchange
of Evs between endometrial and embryonic cells. The knowledge generated here
will clarify specific effects of Evs, providing the IVF environment more similar to
the in vivo.

Keywords: maternal-embryonic. Extracellular vesicles. Epithelial. Stromal. Trophectoderm.
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1 INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécnica que possui
grande relevancia e € amplamente utilizada em espécies domésticas para
aumento da produtividade dos rebanhos. Apesar da sua relevancia, a PIVE,
assim como outras biotecnologias da reproducdo, ainda possui algumas
limitagcbes, como por exemplo, perdas gestacionais, que ocorrem com a maior
frequéncia durante o periodo embrionario inicial (até aos 42 dias da gestacao),
comparado ao periodo fetal (42 a 290 dias) ou neonatal (até 28 dias apés o parto)
(THATCHER et al., 2001; FARIN, et al., 2004).

Estas perdas iniciais de gestacédo representam em torno de 40% de todas
as perdas embrionérias, periodo considerado critico para a manutencao da
gestacdo e na maioria dos casos estdo associadas a falhas no reconhecimento
materno da gestacdo entre 14° e 16° dias (FARIN, 2004). Durante esta fase
inicial € fundamental uma comunicacéo entre o embrido e o Utero materno para
o correto desenvolvimento, e nutricAio do embrido. A otimizacdo do
reconhecimento materno, implica no aumento das taxas de prenhez por permitir
mais tempo e/ou melhor comunicacdo nesse periodo, para 0 concepto se
desenvolver e tornar eficiente sua sinalizagéo, prevenindo a lutedlise e evitando
a mortalidade embrionaria precoce.

O estabelecimento da gestagdo em ruminantes inicia-se com a presenca
do blastocisto no Utero (SPENCER et al., 2008; ROBERTS., 2017). A partir
desde momento, o blastocisto evolui da forma esférica para tubular, alonga-se,
formando as membranas embrionarias antes da implantacdo (SPENCER et at.,
2004). Este desenvolvimento coincide com o reconhecimento materno da
gestacdo, quando o concepto sinaliza sua presenca para a mae (SPENCER e
BAZER., 1996). A sinalizacdo do embrido ocorre principalmente através da
secrecdo de interferon-tau (IFNT), produzido pelas células do trofoblasto do
concepto (SPENCER e BAZER., 1996). Esta glicoproteina age de maneira
paracrina no utero, inibindo a expressao dos receptores de estrogeno (ESR1) e
de ocitocina (OXTR) no epitélio luminal do endométrio, evitando assim, a
liberacdo de pulsos luteoliticos de prostaglandina F2 alfa (PGF2) (SPENCER.,

2007). Além disso, estd molécula é capaz de induzir a expressdo de genes
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estimulados por interferon-tau (ISGs), que modulam a imunidade inata uterina, a
remodelacéo do estroma, estimulam a hiperplasia das glandulas endometriais e
o desenvolvimento vascular uterino (YOUSELF et al., 2016).

E importante lembrar que o estabelecimento e manutencdo da gestacio
sdo eventos que necessitam da receptividade do endométrio e a comunicagao
reciproca com o embrido, sendo a capacidade do embrido em se desenvolver
extremamente dependente das condicbes do ambiente intrauterino
(SPONCHIADO et al., 2017). Uma das hipoteses investigadas a este respeito
a teoria da conversa cruzada materno-embriondria, que postula que o embrido e
o endométrio sdo submetidos a um complexo conjunto de sinalizacao, antes e
durante o estabelecimento da gestacdo. Esses eventos, preparam tanto o
embrido como o endométrio para uma inibicao da lutedlise e uma implantacdo
bem sucedida, induzindo altera¢des bioquimicas e moleculares especificas nas
células endometriais e do embrido (GODAKUMARA et al., 2021).

Estudos recentes, indicam que em mamiferos, vesiculas extracelulares
(VEs) podem ser secretadas e sintetizadas por varios tipos celulares, incluindo
células endometriais e embrionarias. VEs séo vesiculas envoltas em bicamadas
lipidicas liberadas por células que podem transportam DNA, RNAs, lipidios e
proteinas entre as células. As VEs sao classificadas de acordo com o seu
tamanho, biogénese e secrecdo, como exossomos, microvesiculas, e corpos
apoptoticos (GYORGY et al., 2011). As VEs transportam moléculas bioativas
como miRNAs, mRNAs, proteinas, e lipidos, que modulam varios processos
reprodutivos tais como desenvolvimento do foliculo ovariano, maturacdo de
oécitos, desenvolvimento embrionario e também comunicacdo materno-
embrionaria (SAADELDIN et al., 2015).

As VEs sdo um constituinte do trato reprodutivo feminino em humanos e
animais domésticos com potenciais papéis biolégicos no desenvolvimento
folicular, bem como a maturacdo do od0cito, a fertilizacdo do embrido e
estabelecimento da gestacdo (KURIAN e MODI, 2019; HOMER et al., 2017;
BURNETT e NOWAK, 2016) Além disso, evidéncias indica que o VEs do oviduto
melhoram o rendimento e a qualidade do blastocisto e estende a sobrevivéncia
do embrido in vitro (ALMINANA E BAUERSACHS, 2019) Ainda, as VEs
derivadas de embrido pode ser entregue no para células do epitélio e do estroma

7z

endometrial. Desta forma, o intuito deste estudo é melhor compreender a
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importancia que as VEs podem possuir na regulacdo de processos bioldgicos
criticos durante o estabelecimento da gestacdo. Mais especificamente, como as
VEs produzidas pelas células do trofectoderma podem atuar na comunicacao

com células endometriais in vitro.

2 REVISAO DE LITERATURA

Nessa revisao de literatura foram abordados os conceitos relacionados ao
processo de comunicacgao e reconhecimento materno embrionario. Para isso, foi
descrito sobre o ambiente uterino, desenvolvimento embrionario inicial, interacéo
entre o embrido e o ambiente materno, bem como sobre a importancia das

vesiculas extracelulares no reconhecimento materno da gestacao.

2.1 Ambiente uterino

Em ruminantes a implantacédo esta estabelecida, por volta do 42° dia da
gestacdo. Durante todo o periodo que antecede a implantacao o concepto utiliza-
se do ambiente uterino para sua nutricdo e comunicagdao com a mae. Portanto,
para o entendimento desse processo e a determinacdo de suas falhas é
necessario que se conheca esse ambiente de maneira mais abrangente.

O utero é composto pelas seguintes estruturas: dois cornos, um corpo e
uma cérvix. Constituido por 3 camadas distintas, a camada mais interna é a
mucosa (endométrio), a camada intermediaria € a muscular (miométrio) e
camada mais externa é a serosa (perimetro) (KONIG e LIEBICH, 2016). O
endométrio uterino € um tecido complexo, constituido por diferentes tipos
celulares e os principais tipos séo: células epiteliais lumiais, células epiteliais
glandulares e estromais, que se assemelham a fibroblastos. Cada um desses
tipos de células, via secre¢bes endometriais, desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento do embrido e também na conducdo da
gestacdo. No inicio da prenhez a sinalizacdo local do concepto modifica o
ambiente uterino e induz a secrecao de proteinas especificas pelo epitélio uterino
(MCCRACKEN, 1984). Especificamente, o endométrio desempenha um papel

significativo entre os tecidos reprodutivos no contexto de interagéo inicial na
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comunicacdo materno-embrionaria (BINELLI et al., 2015), pois o bom
desenvolvimento do embrido no inicio da prenhez depende desse ambiente
uterino.

O epitélio endometrial também sintetiza, secreta e/ou transporta um
composto complexo de ions, carboidratos, aminoacidos, enzimas, fatores de
crescimento, hormonios, proteinas transportadoras e outras substancias. Este
composto € chamado de histotrofo (BAZER,1975). O histotrofo € sintetizado e
secretado pelas glandulas endometriais (SPENCER; BAZER, 2004) e é fonte de
vitaminas, minerais, enzimas e outra miriade de nutrientes necessarios para o
embrido em desenvolvimento antes da implantacdo (MULLEN et al., 2012).
Portanto, considera-se que os fatores que suportam o crescimento do concepto
durante a pré e peri-implantacdo, sejam obtidos primariamente do histotrofo
uterino (SPENCER et al., 2006). Isto demonstra a importancia deste ambiente
para o desenvolvimento do embrido inicial e consequentemente para 0 sucesso

da gestacdo em ruminantes de forma geral.

2.2 Desenvolvimento embrionéario

Apos a fecundacdo, inicia-se o processo de formacgédo do embrido (Figura
1). As fases de desenvolvimento embriondrio inicial em bovinos podem ser
dividias em: zigoto, clivagens, moérula, mérula compacta, blastocisto inicial,
blastocisto, blastocisto expandido e blastocisto eclodido (BO e MAPLETOFT,
2013). Quando o embrido entra no utero, por volta do 4° a 6° dia apds a
fertilizacdo do odcito, ele pode se encontrar na fase de desenvolvimento de
moérula a blastocisto inicial. Em seguida, ele continua seu crescimento e evolui
para a forma de blastocisto, que possui duas linhagens celulares distintas, sendo
uma a massa celular interna rodeada por um segundo tipo de células e uma
monocamada de trofectoderma. As células da MCI sdo altamente adesivas e
compactadas umas com as outras (SCOTT, 1997).

As células do trofectoderma (TE), por sua vez, envolvem o embrido e
mandam ativamente fluidos para o interior do embrido que se acumulam
formando a cavidade do blastocisto, a blastocele. Com 8-9 dias, o embrido
continua seu crescimento e ocorre 0 rompimento da zona pelicida e a

consequente eclosdo do blastocisto. O blastocisto continua a crescer e modifica
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a sua forma ovoide para a forma tubular e passa a ser chamado de concepto
(embrido e membranas extraembrionarias). O concepto comeca a elongacao,
com aproximadamente 15 dias em bovinos, formando um filamento que pode
variar de comprimento (10 a 15 cm) e que ocupa todo o corno uterino ipsilateral
ao corpo luteo (DORNIAK et al., 2013).

Este aumento significativo no tamanho do concepto é resultado de
multiplas e sucessivas divisdbes celulares que as células TE sofrem
constantemente. Desta maneira, a presenca de uma TE funcional é essencial
para as comunicagdes moleculares complexas que ocorrem entre o embrido e o
atero (COCKBURN E ROSSANT, 2010). Em ruminantes, estas comunicacfes
estabelecem o reconhecimento materno da gestacdo mediante a secre¢do da
glicoproteina interferon-tau pelas células do TE. Além disso, € importante
mencionar que a elongacao do concepto ndo ocorre in vitro e também n&o ocorre
in vivo na auséncia de glandulas uterinas (MAMO et al., 2012), demonstrando a

importancia do ambiente uterino para o correto desenvolvimento do concepto.

Figura 1. Desenvolvimento do embrido bovino desde embrido de uma célula ou zigoto, logo apés
a fertilizacao, até a saida da zona peldcida (blastocisto em ecloséo).
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Fonte: PRESTES E LADIM-ALVARENGA, 2017

Na fase de elongacao corre o0 aumento exponencial do comprimento e
peso do trofectoderma (WALES e CUNEO, 1989) onde ocorre 0 inicio da
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diferenciacdo das membranas extraembrionarias, incluindo a gastrulagcdo do
embrido, formacdo do saco vitelino e do alantoide, que s&o vitais para a
sobrevivéncia embrionaria e formacao de uma placenta funcional (GUILLOMOT,
1995).

2.3 Estabelecimento da gestacdo em bovinos

Para o sucesso do reconhecimento materno da gestacdo em ruminantes
€ necessario que o concepto modifique sua morfologia de uma forma esférica,
para uma forma tubular e posteriormente filamentosa para entdo produzir IFNT
(SPENCER et al., 1995; ROBERTS et al., 1999; SPENCER; BAZER, 2004). No
momento que O concepto passa por alteragdes morfolégicas, o endométrio
também sofre alteracdes para estabelecer a receptividade uterina, possibilitando
o crescimento do concepto, a implantacdo e o estabelecimento da prenhez
(BAUERSACHS; WOLF, 2012).

O estabelecimento da gestacdo em ruminantes domeésticos (ovinos,
bovinos e caprinos) se inicia no estagio de blastocisto e envolve sinais de
reconhecimento da prenhez. Durante o periodo pré-implantacédo, as células
gigantes binucleadas (CGB) do trofoblasto comecgam a se diferenciar a partir das
células mononucleadas do trofectoderme, migram e se fundem com o epitélio
luminal do endométrio, assim como entre si, para formarem as placas sinciciais
multinucleadas. As CGB do trofoblasto secretam moléculas que agem nas
glandulas endometriais para estimular sua diferenciagdo morfoldgica e funcional
(SPENCER et al., 2006).

O reconhecimento materno da prenhez em bovinos é mediado pela acao
do interferon-tau secretado pelo concepto no endométrio materno. Este periodo
de reconhecimento culmina com a secre¢do de altos niveis de IFNT pelo
concepto. Em bovinos, ja foi observado que a maxima secrecao de IFNT ocorre
por volta do dia 17 da gestacdo (BAZER; SPENCER; OTT, 1997). Desta
maneira, 0 sucesso da gestacdo ap0os esse periodo inicial, depende da acdo do
IFNT, a fim de inibir a produgao da prostaglandina F2a (PGF2a) pelo endométrio
(FORDE; LONERGAN, 2012) e consequentemente, a continuidade de producao
de P4 pelo CL ativo. O IFNT suprime os receptores de estradiol e o OXTR, mas
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nao o PGR, resultando na prevencao da liberagao pulsatii da PGF2a pelo
endométrio (SPENCER et al., 1995).

Além do IFNT, o embrido bovino aproximadamente no dia 15 de

desenvolvimento também secreta prostaglandinas, como a PGF, a

prostaglandina E2 (PGE2) e a prostaglandina 12 (PGI2) que atuam de maneira
paracrina com o endométrio, regulando diferentemente a expressao de genes e
funcdes que sao importantes para a receptividade uterina, crescimento e
desenvolvimento do concepto durante o inicio da gestacdo. A PGF aumenta a
expressdo de genes estimulados por interferon-tau (ISGs) (SPENCER et al.,
2013). O mecanismo de acédo para o bloqueio da lutedlise envolve a supressao
na expressao dos receptores endometriais para a ocitocina (WATHES et al.,
1998; MANN et al., 1999) e também a competicéo pelos sitios de ligacdo desses

mesmos receptores, culminando com a inibicdo da sintese de PGF2a
(DEMMERS et al., 2001).

Figura 2. Sinalizacdo paracrina do IFNT com o endométrio no periodo de reconhecimento
materno da gestacao
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231 Interferon-Tau (IFNT)

Os interferons (INFs) séo citocinas sintetizadas e secretadas por células
somaticas nos mamiferos. A designacdo coletiva de interferons surgiu com
estudos de Stewart (1979) que assim as nomeou por sua capacidade de interferir
na biologia das células, induzindo um estado anti-viral contra diversos tipos de
virus. Na espécie bovina foram identificados diversos subtipos de INFs. Dentre
0s subtipos, identificou-se a expressao de interferon-tau (IFNT), que em
ruminantes € responsavel pelo reconhecimento materno da gestagdo
(ROBERTS et al., 1992; ROBERTS et al., 1999).

Sabe-se que o IFNT é composto por 172 aminoacidos e apresenta 75%
de homologia com o IFN-w (EALY et al., 1998). Assim como todos IFN tipo I, o
IFNT se liga as subunidades de receptores para interferons 1 e 2 (IFNAR1 e
IFNAR2) (LI; ROBERTS, 1994a; LI; ROBERTS, 1994b), através dos quais ativa
fatores de transcricdo (ALEXENKO et al., 1997; BINELLI et al., 2001) induzindo
ou inibindo a expresséao de diversos genes (OTT et al., 1998; SPENCER et al.,
1998). Além disso, a sintese de RNAm para IFNT inicia-se no dia 4 no estagio
de 16 células no embrido resultante da fertilizacéo in vitro (YAO et al., 2009). A
expressdo termina com a implantagdo, pois o contato do trofoblasto com o
endométrio cessa a producédo de IFNT (DEMMERS et al., 2001)

Genes gque codificam IFNT foram identificados apenas em ruminantes
(LEAMAN e ROBERTS, 1994). Apesar das diferencas na sequéncia de
aminoacidos, os INFs apresentam estrutura tridimensional semelhante,
compostas basicamente por regides a-hélices arranjadas em uma “trouxa”
compacta (ROBERTS et al., 1999). Tal caracteristica estrutural, associada as
propriedades biofisicas e atividades bioldgicas comuns, como estabilidade de
atividade em pH acido e reconhecimento de classes comuns de receptores de
superficie celular, determinaram a designacgéo coletiva dessas moléculas como
o IFN do tipo 1 (MOGENSEN et al., 1999).

Em ruminantes, o IFNT € a principal molécula sinalizadora da presenca

do concepto no utero materno e é secretado pelas células mononucleares do
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trofoblasto, no estagio precoce de desenvolvimento embrionério (THATCHER et
al., 2001). Nos bovinos, observa-se que a secrecao de IFNT pelo trofectoderma
inicia-se ao redor do sétimo dia de gestacao, atingindo o pico maximo no dia 17
de desenvolvimento (BARTOL et al.,1985; GEISERT et al., 1988).

O crescimento e desenvolvimento do concepto necessita da acédo da
progesterona e hormoénios placentarios no utero para regular a diferenciacéo e
funcdo endometrial, a sinalizacdo do reconhecimento da prenhez, a
receptividade do Utero para a implantagéo do blastocisto (SPENCER; BAZER et
al., 2004). Em sintese, entre os fatores que atuam no reconhecimento materno
da gestacao, ressalta-se a importancia dos hormdénios maternos envolvidos na
preparacao do ambiente uterino e as moléculas liberadas pelo concepto que tem

acdo no endomeétrio.

2.3.2 Funcdo da progesterona (P4) no ambiente materno

embrionario

A progesterona desempenha um papel vital no inicio da gestagéo, pois
atua no epitélio endometrial para induzir a secrecao de fatores necessarios para
0 bom desenvolvimento do embrido. Desta forma, a sincronia entre o embrido e
o endométrio é regulada no momento do aumento da concentracdo da
progesterona poés-ovulatéria. Estudos ja demonstraram que o nivel de
progesterona é mais elevado em vacas prenhes do que em vacas nao prenhes
(SREENAN e DISKIN, 1983). Além disso, e provavel que tanto o aumento da
concentracdo como o tempo de aumento da progesterona plasmatica durante a
fase latea, sejam fatores importantes na manutencdo da prenhez. MANN E
LAMMING, 2001 mostraram que, dentro de um grupo de vacas com um embrido
no dia 16, as vacas com embrides pouco desenvolvidos sofreram um aumento
tardio da concentracdo de progesterona apos a ovulacdo, em comparagdo com
as vacas com embrides bem desenvolvidos.

Considerando que o tempo de aumento da progesterona é importante
para o desenvolvimento do embrido, a alta concentracdo de progesterona é
importante para prevenir a lutedlise, uma vez que vacas com menores
concentracbes de progesterona plasmatica sdo mais susceptiveis a perda

embrionaria. Experimentos com vacas ovariectomizadas e tratadas com
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progesterona mostraram que uma baixa concentracdo plasmatica de
progesterona resulta no desenvolvimento de um sinal luteolitico mais forte
(MANN E LAMMING, 1995). Também foi demonstrado que a producéo de IFNT
pelo concepto esta positivamente correlacionada com a concentracdo
plasmética de progesterona da mée (KERBLER et al., 1997). Isso mostra que a

progesterona plasmatica baixa pode influenciar o desenvolvimento do embriéo,
presumivelmente alterando as secrecdes do endométrio, o que resulta na
diminuicdo da secrecdo de IFNT. Assim, em vacas com baixas concentragdes
de progesterona durante a fase litea, o embrido secreta menos IFNT e € mais
dificil para o IFNT impedir a secrecdo de PGF2a. Isso poderia explicar a maior

perda embrionaria nesses animais.

2.4  Vesiculas extracelulares (VES)

As vesiculas extracelulares (VES) sdo nanoparticulas secretadas por
variados tipos de células e sdo compostas por uma bicamada fosfolipidica. A
distincdo das VEs € baseada no tamanho, podendo ser classificados como:
exossomos com tamanho entre 30 a 150 nm; microvesiculas entre 100 a 1000
nm e corpos apoptoéticos entre 1 a 5um. A biossintese de exossomos envolve a
formacao corpos multivesiculares (Multivesicular Bodies—MVB) a partir de uma
primeira endocitose e formacgéo de vesiculas intraluminais (ILV) em seu interior.
As ILVs sao liberadas ao meio extracelular apés fusdo dos MVB com a parte
interna da membrana plasmatica, resultando na liberacéo das ILV, as quais sao
chamadas de exossomos (MATHIVANAN et al., 2010; PAN et al., 1985; THERY
et al., 2002).

Ja as microvesiculas sdo formadas a partir de liberagdes por brotamento
da membrana plasmatica em resposta a estimulos ou estresse (COCUCCI;
RACCHETTI; MELDOLESI, 2009; TANNETTA et al., 2014; THERY et al., 2002)
e corpos apoptoticos sdo liberados das células em processos de apoptose,
podendo conter organelas e fragmento nuclear (PAVANI et al., 2017).

O conteudo de proteinas encontradas nas VEs € semelhante ao da célula
de origem, o que indica funcbes especializadas (SIMPSON; JENSEN; LIM,
2008). Entretanto, ndo ha marcadores especificos para cada subtipo de VEs,
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apesar de algumas proteinas, como HSP70, Alix, TSG101, clathrin, CD63, CD81
e CD9 serem abundantes em exossomos (MATHIVANAN et al., 2010).

Apesar das divergéncias entre os subtipos de VEs, exossomos e
microvesiculas possuem ac¢des importantes em processos bioldgicos (Figura 3).
Essas moléculas bioativas, possuem material bioativo como RNAmM e microRNAs
(VALADI et al., 2007), proteinas (SIMPSON et al., 2008) e lipidios (SUBRA et al.,
2007), que caracterizam suas fun¢cdes de modulacdo em células receptoras. Os
mecanismos de comunicagdo entre VEs e células-alvo incluem: 1) Interacéo
entre as proteinas de membrana que ativam células alvo; 2) Ligacdo de produto
de clivagem de proteinas de membrana das VEs em receptores de células alvo;
3) Transferéncia de moléculas a partir da fusdo de VEs e célula alvo
(MATHIVANAN; JI; SIMPSON, 2010) 4) Endocitose método de captacao onde o
conteldo seria liberado no citoplasma apdés a fusdo da membrana intracelular
(RAPOSO e STOORVOGEL, 2013)

Figura 3. Esquema de como diferentes tipos de vesiculas extracelulares séo secretados
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Os exossomos, uma subcategoria de VEs, vém se destacando por
estarem envolvidos em mecanismos regulatérios em eventos reprodutivos. Os
€X0SSomos caracterizam-se por serem nanovesiculas, derivadas da membrana
celular que carreiam lipideos, proteinas, RNAs e miRNAs (MATHIVANAN et al.,
2010), capazes de controlar vias regulatorias associadas a patologias e rotas
fisiologicas (NG et al., 2013).

A comunicacao intercelular pode ser mediada pelos exossomos através
da transferéncia de informacdo para células receptoras, onde desempenham
uma funcdo fundamental na regulacédo de processos fisioldgicos e patoldgicos
através de redes reguladoras de genes e através da programacao epigenética
(LEE et al., 2012). Os exossomos, dependendo da célula de origem, parecem
estar envolvidos em uma série de processos, pois eles se fundem com a
membrana plasmatica da célula receptora liberando seu contetdo para dentro
da célula alvo (NG et al., 2013).

Evidéncias sobre a secrecdo de exossomos tem sido demonstrada em
varios tipos celulares, incluindo células tronco embrionarias e embrides
produzidos in vitro (KROPP et al., 2014). No inicio da gestacéo, é necessario
gue ocorra uma comunicacao entre o concepto e o ambiente materno, podendo
ser essa também mediada por exossomos de origem materna ou fetal onde o
reconhecimento materno da gestacéo ocorrera com sucesso (TANNETTA et al.,
2014). O embrido no periodo de pré-implantacdo e o endométrio materno sao
capazes de secretar vesiculas extracelulares (SAADELDIN et al., 2015).

O microambiente uterino € um fator essencial para que ocorra a
implantacdo do embrido (MAMO et al., 2012). Além de outros eventos
reprodutivos que sao essenciais para que uma gestacao tenha sucesso, como
na proliferacdo celular, comunicac&o entre o organismo materno e o concepto e,
na aderéncia embrionaria, assim, 0s exossomos participam de comunicacdes
intercelulares dentro desses eventos. (SAADELDIN et al., 2015).

As vesiculas extracelulares sdo um constituinte do trato reprodutivo em
animais domesticos com potenciais papéis bioldégicos no folicular
desenvolvimento bem como a maturacdo do odcito, a fertilizagdo do embrido e
estabelecimento da gestacdo (KURIN e MODI, 2019; HOMER et al., 2017,
BURNETT e NOWAK, 2016) Os exossomos e MV sao abundantemente

detectados em lumen uterino de ovelhas férteis na fase secretora como bem
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como ovelhas (RUIZ-GONZALEZ et al., 2015) e bovinos (KUSAMA et al., 2018).
No geral, esses estudos apoiam a ideia de que VEs contendo miRNAs, RNAs e
proteinas selecionados estdo presentes no limen uterino e provavelmente tém
um papel biolégico na interagbes materno-embrionaria importantes para o

estabelecimento e manutencéo da gestacao.

3 HIPOTESE

A hipotese central do presente projeto € que células endometriais e do
trofectoderma de embrides PIV cultivadas in vitro produzem VEs que atuam

diretamente na comunicacao materno-embrionaria em bovinos.

As hipoteses especificas do presente projeto sao:

1) Ceélulas endometriais e do trofectoderma de embrides FIV sdo capazes
de produzir VESs in vitro.

2) As VEs produzidas pelas células endometriais cultivadas in vitro
alteram os niveis de expressédo de genes das células do trofectoderma.

3) As VEs produzidas pelas células do trofectoderma cultivadas de
embrides FIV alteram os niveis de expressao de genes das células endometriais

relacionados ao reconhecimento materno da gestacao.

4 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente projeto é gerar um modelo de estudo in vitro
de liberacdo de VEs utilizando células endometriais e do trofectoderma de
embrides FIV que atuem nas comunica¢cdes materno-embrionaria em bovinos.

Os obijetivos especificos do projeto séo:

1) Quantificar e caracterizar as VEs produzidas e liberadas por células

endometriais e do trofectoderma de embrides bovinos FIV.
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2) Avaliar os niveis de expresséo de genes e importantes vias que atuam,
das células do trofectoderma de embribes FIV tratadas com as VEs
endometriais.

3) Avaliar os niveis de expressdo de genes e importantes vias que atuam,
das células endometriais, relacionados ao reconhecimento materno da gestacéo,

tratadas com VEs do trofectoderma de embrides FIV.
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5 DESENHO EXPERIMENTAL
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Analise de expressdo génica das células endometriais e da TE

Figura 4. Esquema ilustrativo das etapas de coleta e caracterizacdo das VEs produzidas pelos blastocistos FIV e células endometriais in vitro. A) Isolamento
e cultivo das células endometriais. b) Isolamento e cultivo de células do trofectoderma através da PIVE. Os blastocistos FIV eclodidos no D8 foram
individualmente colocados em placas de cultura para isolamento das células do trofectoderma. c) As células endometriais e células do trofectoderma cultivadas
in vitro foram caracterizadas através de imunofluorescéncia utilizando epifluorescéncia invertida com os filtros apropriados. As vesiculas extracelulares isoladas
do meio de cultivo das células endometriais e células do trofectoderma, foram centrifugadas para obtencédo dos exossomos. Foram realizados a quantificacdo
e caracterizacao das VEs por NanoSigth, Western blotting e Microscopia de Transmissdo (TEM). d) Foram realizados os tratamentos das células endometriais
com VEs produzidas por células do trofectoderma de embrides FIV. e) Tratamento das células do trofectoderma com VEs das células endometriais e
posteriormente a andlise da expressdo génica das células endometriais e do trofectoderma apés as 6 horas de tratamento.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Cultivo primario e isolamento das células endometriais

Para o isolamento das células endometriais, Uteros de vacas nao
gestantes foram obtidos em matadouro local. Foram utilizados apenas os uteros
da fase latea inicial do grau Il ao Il (Dia 7, aproximadamente) que foram
selecionados visualmente com base na fase do corpo luteo conforme descrito
(IRELAND et al 1980). O tecido dissecado foi do corno uterino ipsi lateral e
apenas a regido intercaruncular foi coletado. O tecido foi incubado em 2 mL de
solucéo de digestao, contendo colagenase (1g/mL) diluida em PBS por 3 hora a
38,5°C. O precipitado foi recuperado em novo tubo e centrifugado a 300 g por
10 min. O Pellet resultante, contendo células epiteliais e estromais, foi diluido em
meio de cultura (DMEM F12) contendo 10% de FBS, estreptomicina (50 pg/mL),
penicilina (50 IU/mL) e anfotericina B (2,5 ug/mL). A populagdo de células
heterogéneas foi semeada a 1 x 10* células/mL em garrafas de cultivo de 75
cm?. Apos 2 dias de cultivo, as células estromais e epiteliais foram separadas
por tempos de plaqueamento diferencial, conforme descrito anteriormente
(MACKINTOSH et al., 2013). As células estromais e epiteliais foram separadas
por tempos e concentracdes diferentes de exposicdo a tripsina. Pra isolar as
células estromais das epiteliais foi utilizado tripsina 0,025% por 5 min. Apds esse
tempo, o meio foi recuperado, centrifugado e as células estromais, foram
plaqueadas na mesma concentracdo anterior em uma nova garrafa de 75 cm?>.
A garrafa contendo as células epiteliais foi lavada com PBS sem Ca2* e Mg2*
por 3 vezes para garantir a retirada de possiveis células estromais. Meio fresco
foi adicionado e as células epiteliais ainda aderidas na placa voltaram para o
cultivo. Apés 48h de cultivo, caso ainda permanecesse algumas células
estromais nos fracos, o mesmo procedimento foi repetido até obter uma
populacao epitelial e estromal homogénea. Foram realizadas as passagens com

as células epiteliais somente quando alcangcavam 80% de confluéncia.

6.2 Caracterizagcdo por imunofluorescéncia das células

endometriais
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Para a imunofluorescéncia, as células epiteliais e estromais foram
semeadas individualmente em placas de 35mm sobre laminulas de 24mm?2. Apés
48h foram fixadas em PBS com 4% PFA por 15 min, permeabilizadas por 30 min
com 1% de Triton (X-100; Sigma) e 0,05% de Tween-20. O bloqueio foi realizado
por 60 min a temperatura ambiente em PBS contendo 3% BSA, 0,05% de
Tween-20 e 23 mg/ml de glicina. Apés o bloqueio, as células foram lavadas em
PBS com 0,01% de Tween-20 por 15 min e incubadas durante a noite em 4°C
com 500 uL (1:500) de uma solugdo primaria de anticorpo monoclonal anti-
vimentina e anti-citoqueratina de coelho em PBS com 1% de BSA. No dia
seguinte, as células foram lavadas e incubadas durante 1h com uma solucéo de
anticorpos secundarios constituida de anticorpos IgG de coelho conjugados ao
Alexa Fluor 488. Posteriormente as células foram incubadas por 15 min com 1
pMg/mL de Hoechst (33342 (5 ug / mL) em PBS. ApGs o periodo de incubacédo
com Hoechst, as laminulas contendo as células epiteliais e estromais foram
colocadas em lamina com Prolong e foram visualizadas usando um microscopio

de epifluorescéncia invertida com os filtros apropriados.

6.3 Isolamento das VEs produzidas por células endometriais no

meio de cultivo

O meio de cultivo das células epiteliais e estromais foram obtidos
separadamente para o isolamento de VEs presentes no mesmo. Estes meios
foram centrifugados a 300g por 10 minutos para retirada de células, 2.000g por
15 minutos para retirada de debris celulares, 16.500g por 30 minutos para
retirada de VEs maiores. As centrifugacdes foram realizadas em temperatura de
4°C. Para obtencdo de contetudo enriquecido em VEs menores que 200 nm,
meios foram filtrados em filtro com poro de <0,22 pym (Kasvi) e
ultrancentrifugados a 34.100g por 70 minutos a 4°C (Optima XE-90
Ultracentrifuge; rotor 70 Ti; Beckman Coulter). Apds a primeira ultracentrifugacao
o pellet foi diluido em tampéao fosfato-salino (1xPBS) livre de calcio e magnésio
e ultracentrifugado novamente a 34.100 RPM por 70 minutos a 4°C. O pellet
obtido a partir da segunda centrifugacao foi diluido em 20 uL de 1xPBS livre de

calcio e magnésio conforme a utilizagao das VEs.
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6.4 Obtencdo dos ovarios, selecdo dos odcitos e maturacdo in
vitro (MIV)

Ovérios bovinos foram coletados em um abatedouro local e transportados
para o laboratério em solucéo fisiologica (NaCl 0,9%) aquecida a 37°C. Os
foliculos dos ovarios com 3-6mm de diametro foram aspirados um a um com o
auxilio de uma agulha (40x12) acoplada em uma seringa (10mL) estéril. Todo o
liquido folicular aspirado foi depositado em tubos cénicos (50mL) estéreis. Os
complexos cumulus oécitos (CCOs) aspirados foram selecionados com o auxilio
de estéreo microscopio. Os CCOs foram selecionados quando a qualidade e
somente os considerados grau | e Il e Ill foram utilizados para a producédo dos
embrides. A classificacdo dos odcitos foram segundo LONERGAN (1992), em
5grupos de qualidade, onde Grau l: células do cumulus compacto presente,
contendo mais de trés camadas de células; Grau Il: células do cumulus compacto
parcialmente presente em volta do odcito ou rodeando completamente o 04cito,
com menos de trés camadas celulares; Grau lll: células do cumulus presente,
com apenas uma camada de célula; Grau IV: desnudo, ou seja, auséncia de
camada de células do cumulus ou Grau V: atrésicos, no qual as células do
cumulus estdo em regressao celular. A maturacao in vitro foi realizada por 22
horas em meio de maturacdo [TCM 199 suplementado com 10% de SBF, 5,0
pg/mL de hormonio luteinizante (Lutropia-V, Vetrepharm), 0,5 pg/ml de hormonio
foliculo estimulante (Folltropin-V, Vetrepharm), 0,2 mM de piruvato e 50 ug/mL
de gentamicina]. A MIV foi realizada em gotas de 100 pL (x 20 oécitos por gota),

em atmosfera de 5% de CO2 sob 6leo mineral a 38,5 °C.

6.5 Fecundacéo in vitro (FIV)

Os odcitos foram fecundados apds 22 horas de maturacao in vitro com
sémen descongelado de um Unico touro e de uma mesma partida. O sémen foi
preparado de acordo com a técnica de gradiente Percoll e a fertilizacdo foi
realizada em meio TALP (PARRISH et al., 1988), suplementado com 2 uM de
penicilamina, 1 uM de hipotaurina, 250 uM epinefrina e 20 pg/ml de heparina.
Para a fecundacéo foram adicionados 2x10° de espermatozoides/mL. Passados
8 horas de fertilizacdo (SANGALLI et al., 2022).
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6.6  Cultivo in vitro (FIV)

Os zigotos presumiveis foram parcialmente desnudados mecanicamente
por sucessivas pipetagem em meio de lavagem. Em seguida, foram lavados trés
vezes em meio de cultivo SOF (synthetic oviductal fluid) (HOLM et al., 1999) e
transferidos para o cultivo in vitro. O CIV foi realizado em meio de cultivo SOF
suplementado com 2,5% SBF, piruvato 0,2 mM e 50 ug/mL de gentamicina.
Foram cultivados entre 15 a 20 embrides por gota de 100uL de meio sobre uma
monocamada de células do cumulus. O cultivo foi realizado por oito dias (a
fertilizacdo é considerada o Dia 0), nas mesmas condicfes atmosféricas
utilizadas anteriormente na MIV. Foram avaliadas as taxas de clivagem no
terceiro dia (D3, 72 horas de cultivo), a taxa de produc¢éo de blastocisto no sétimo
dia (D7, 168 horas de cultivo) e a taxa de eclos&o dos blastocistos no oitavo dia
(D8, 192 horas de cultivo).

6.7 Isolamento das células do trofectoderma dos blastocistos FIV

Os blastocistos eclodidos no D8 foram selecionados e cultivados
individualmente em placas de cultivo de 24 pocos. Anteriormente, 0S po¢os
foram revestidos com 1mg/mL de matrigel (corning). Para cada poco de cultivo
foram adicionados 300uL de matrigel. As placas foram mantidas a temperatura
ambiente (TA) por 30 min para a polimerizacdo e em seguida mais 30 minutos
na estufa a 38.5° C. Apds este periodo os pocos foram lavados com meio de
cultivo e 500uL de meio fresco foi adicionado. O meio de cultivo utilizado foi
DMEM F-12 suplementado com 10% de FBS, 50% de meio condicionado de
fibroblastos fetais, 10uL/mL de beta-mercaptoetanol e estreptomicina (50ug/mL),
penicilina (50 IU/mL). As trocas de meio foram realizadas a cada 48 horas. Apds
aproximadamente sete dias de cultivo, quando as células do trofoblasto estavam
bem estabelecidas, foram repicadas de forma mecénica, com auxilio de agulha
hipodérmica (25 x 7) e cultivadas novamente em placas de 24 pogos revestidos
de matrigel. Uma mesma linhagem de célula do trofectoderma foram divididos
em 3 pocos para melhor aproveitamento das células e do meio de cultivo.

Quando as ceélulas atingiram uma quantidade celular adequada,
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aproximadamente 70% do poco em cultivo, foram desagregadas e cultivadas

novamente como nas vezes anteriores.

6.8  Caracterizacdo por imunofluorescéncia das células do
trofectoderma

Para a imunocitoquimica, as células do TE foram cultivadas sob laminulas
histoldgicas circulares (13mm) estéreis em placas de 24 pocos. Apés 92h, as
células foram fixadas com paraformaldeido a 4% em PBS (pH 7,4) a TA durante
15 min. Apés trés lavagens com PBS, as células foram bloqueadas e
permeabilizadas com PBS contendo 10% de soro de cabra e 0,5% de Triton X-
100 por 30 min em TA. Aincubacdo com o anticorpo monoclonal de camundongo
(diluido 1:1000) ou policlonal de coelho (1:8.000) anti-CDX2 foram realizadas em
PBS contendo 1% de BSA e 0,3% de Triton X-100 por 2 h em TA. Apds esta
etapa, trés lavagens com PBS, anticorpo IgG de cabra anti-mouse conjugado
com anticorpo IgG de cabra anti-rabbit conjugado com Alexa 488 (1:200) em
PBS contendo 1% de BSA e 0,3% de Triton X-100 foi aplicado durante 1 h a TA.
Para marcacao dos nucleos as células do trofectoderma foram incubados com
Hoechst (1 uL/mL) que foi adicionado a solu¢éo do anticorpo. Apds trés lavagens
com PBS por 10 min cada, as laminolas foram colocadas em laminas com
Prolong para a visualizacdo de CDX2 e Hoechst usando um microscopio de

epifluorescéncia invertida com os filtros apropriados.

6.9 Isolamento das VEs produzidas por células do trofectoderma

no meio de cultivo

As vesiculas extracelulares foram isoladas a partir do meio de cultivo das
células do TE geradas dos blastocistos FIV (aproximadamente 1.500uL por
amostra) para isto, um conjunto de trés centrifugacdes seriadas a 4°C foram
realizadas com intuito de retirar as células, os debris celulares e as
microvesiculas extracelulares, respectivamente. Na primeira etapa, o meio de
cultivo foi centrifugado a 300g por 10 min. Apds esta primeira etapa, o
sobrenadante foi retirado e transferido para um novo tubo estéril. A segunda

centrifugacéo foi realizada a 2.000g por 10 min. Finalizando a centrifugacédo, o
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sobrenadante foi novamente transferido para um tubo estéril e sera centrifugado
a 16.500g por 30 min. Para o isolamento de enriquecido de exossomos, 0 meio
sobrenadante das amostras foram transferidos para os tubos especifico para
ultracentrifugacéo e foram centrifugadas duas vezes a 34.100 RPM por 70
minutos a 4°C. O pellet formado a partir de cada amostra foi ressuspendido em

20uL de PBS para obtencao da concentracéo final.

6.10 Quantificacdo e caracterizacdo das VEs produzidas pelas

células endometriais e do trofectoderma

O pellet de VEs ap6s a ultracentrifugacéo foi ressuspendido em PBS e retirado
uma aliquota para analise no Nanosight (NTA), Western blottinging e por
microscopia eletronica de transmissao (TEM). Foram entdo avaliadas com o
auxilio do Nanosight (Malvern, Inc) para a determinacdo do tamanho e da
concentracdo de particulas por mL de meio. O fator de diluicdo utilizado para
leitura foi de 1:1000 para VEs isoladas de células endometriais e 1:500 em VEs
isoladas de células do trofectoderma, ambos em 1xPBS livre de calcio e
magnésio. Foram realizados 5 videos de 30 segundos em cada amostra
analisada, capturados pela camera sCMOS em Camera Level 12 e temperatura
controlada a 38.5 °C. As andlises foram realizadas considerando threshold 5.
Outra aliquota das VEs foram ressuspendido, nesse caso, em RIPA (Lysis
Buffer System) um tampao de lise tecidual e celular com inibidores de protease
para caracterizacdo por Western blotting (WB). Em 10 pL de VEs ressuspendido
em RIPA, foi adicionada solucédo de Laemmli e 2-mercaptoethanol 4x (Bio-Rad),
em seguida as amostras foram submetidas a 95°C durante 5 minutos para
desnaturar as proteinas e centrifugadas a 10.000 rpm durante 1 minuto. As
amostras foram aplicadas em gel SDS-PAGE poliacrilamida 10% (456-1033,
Mini-PROTEAN TGX, Bio-rad), o qual foi mantido em camara com tampéo de
corrida Tris/Glicina/SDS 1x (161-0772, Bio-rad). A corrida foi realizada a 100 V
durante aproximadamente 90 minutos e entdo foi realizada transferéncia semi-
seca para membrana de PVDF (1704156, Trans-Blot Turbo, Biorad). Apos
transferéncia a membrana foi lavada em Tris buffered saline com Tween- 20 (100
mM NacCl, 0.1% Tween 20, 50 mM Tris, pH 7.4; 1XTBST) e mantida por 1 hora

em solucéo de bloqueio (5% de BSA, albumina sérica bovina, em 1XTBST). Em
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seguida, a membrana foi retirada do bloqueio e incubada com anticorpos
primarios overnight a 4°C. As proteinas estudadas foram ALIX e GRP78. Apos o
periodo de incubacdo a membrana foi lavada trés vezes 1XTBST durante 5
minutos e mantida durante 1 hora em anticorpo secundario anti-cabra (1:4000,
SC-2020, Santa Cruz) e anti-camundongo (1:4000, #7076S, Cell Signaling
Technology) conjugados a HRP (horseradish peroxidase). Por fim, foram
retirados os anticorpos secundarios, a membrana foi lavada trés vezes por 5
minutos em 1XTBST e exposta a solugcdo de deteccdo (170-5060, Clarity
Western ECL) e analise realizada pelo aparelno ChemiDoc MP Image System
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

A microscopia eletrénica de transmissao foi realizada para visualizar a
morfologia das VEs. Em resumo, as VEs de trés pools de meio de cultivo foram
isoladas por ultracentrifugacédo e os pellets de foram fixados com 2,5% de
glutaraldeido, 0,1 M de cacodilato e 4% de paraformaldeido (pH 7,2 a 7,4) por 2
h em TA. Em seguida, foi realizada ultracentrifugacao (120.000g por 70 min a 4°
C) e os pellets de VEs foram ressuspensos em agua ultrapura (Milli-Q; Millipore
Corporation, Merk, Burlington, MA, EUA). As VEs isoladas foram diluidas em 100
puL de agua ultrapura e colocados em uma grade de cobre revestida com
Pioloform® (Agar Scientific, Essex, Reino Unido) por 5 min. A grade foi
imediatamente colocada numa gota de acetato de uranilo aquoso a 2% durante
3 min. O excesso de solucéo foi retirado e a leitura foi realizada em microscopio

eletrbnico de transmissao (FEI de 200kV, emissor modelo Tecnai20 LAB6).

6.11 Absorcéo de VEs do trofectoderma pelas células endometriais
e absorcao das VEs das células endometriais pelo trofectoderma.

O meio de cultivo das células do trofectoderma foram recuperados para o
isolamento de VEs presentes. Estes meios foram centrifugados a 300g por 10
minutos para retirada de células, 2.000g por 15 minutos para retirada de debris
celulares, 16.500g por 30 minutos para retirada de VEs maiores. As
centrifugacbes foram realizadas em temperatura de 4°C. Para obtencéo de
conteudo enriquecido em VEs menores que 200 nm, o meio foi filtrado em filtro
de seringa com poro de 0,22 um (Kasvi) e ultrancentrifugados a 34.100RPM por
70 minutos a 4°C (Optima XE-90 Ultracentrifuge; rotor 70 Ti; Beckman Coulter).
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Apés a primeira ultracentrifugacéo o pellet foi diluido em tampé&o fosfato-salino
(1xPBS) livre de calcio e magnésio e ultracentrifugado novamente a 34.100 g por
70 minutos a 4°C. O pellet obtido a partir da segunda centrifugacéo foi diluido
em 60 puL de 1xPBS livre de calcio e magnésio conforme a utilizagdo das VEs.
Apés o isolamento das VEs, uma aliquota de 30 yL foi marcado com PKH26 e
os outros 30 yL da mesma amostra foi utilizado para controle negativo (sem
marcacao com PKH26). Foi realizado a preparacéo do diluente C com PKH26 e
em tubo de UC no controle positivo e adicionado PBS + diluente C na amostra
controle. As amostras de VEs foram incubar ambas amostras durante 15 minutos
a 38,5°C e posteriormente inativadas com PBS + 1% de BSA deixando 1 minuto
em TA. Apos o periodo de inativacdo, foi adicionado 1mL de PBS e novamente
as VEs foram ultracentrifugadas a 100.000g durante 30 minutos a 4°C. Apés a
ultracentrifugacéo as VEs foram ressuspendidas em 2 ml de PBS para lavagem
do corante (PKH26) e ultracentrifugados novamente a 100.000g durante 30
minutos a 4°C.

As células epiteliais e estromais foram plaqueadas 48h antes do
isolamento das VEs em placas de 6 pocos sobre laminulas de 24mm? para a
incubacdo com VEs isoladas de células do trofectoderma marcadas com PKH26.
As VEs marcadas foram adicionadas as placas de cultivo contendo as células
epiteliais e estromais no mesmo meio de cultivo descrito anteriormente, por 3
horas. ApoOs esse periodo, o meio contendo as VEs marcadas, foram retirados.
As células epiteliais e estromais foram fixadas em PBS com 4% PFA por 15 min,
permeabilizadas por 30 min com 1% de Triton (X-100; Sigma) e 0,05% de
Tween-20. No dia seguinte, as células foram lavadas e incubadas durante 30
minutos com anticorpo conjugado anti-Actina e Alexafluor 488. Posteriormente
as células foram incubadas por 15 min com 1 ug/mL de Hoechst (33342 (5
Mg/mL) em PBS. Apés o periodo de incubacdo com Hoechst, as laminulas
contendo as células epiteliais e estromais foram colocadas em lamina com
Prolong e foram visualizadas usando um microscopio de epifluorescéncia
invertida com os filtros apropriados. O mesmo foi realizado para identificar a
absorcdo de VEs originadas de células endometriais por células do

trofectorderma.
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6.12 Tratamento das células endometriais com VEs produzidas por
células do trofectoderma de embrides FIV e tratamento das células do

trofectoderma com VEs das células endometriais

As células epiteliais e estromais foram cultivadas separadamente em
garrafas de cultivo (75cm?) em meio DMEM F12 suplementado com 10% SFB e
antibioticos (penicilina 501U/mL, estreptomicina 50ug/mL). As células do
trofectoderma foram cultivadas em placas de 24 pogos com meio DMEM-F12
com 10% de SFB, 50uM de beta-mercaptoetanol e com uma proporgéo de 1:1
de meio condicionado de MEF e antibiéticos. Apés 48h de cultivo, as
monocamadas (epiteliais, estromais e do trofectoderma) foram tripsinizadas e
semeadas individualmente em placas de 24 pocos (Nunc, Dinamarca) em uma
concentracdo de 5x10% células por poco. Apdés 24h, as células endometriais
foram suplementadas com as VESs produzidas pelas células do trofectoderma e
vice e versa no mesmo meio que foram inicialmente cultivadas, agora, com 10%
SFB depletado de VEs e as células do trofectoderma, livres de MEF. Com
relacdo a quantidade de VEs utilizadas para suplementacé&o das linhagens foram
mantidas a proporcao (1:1) células endometriais/trofectoderma. Para isso, o
pellet de VEs recuperado de um cultivo celular contento a mesma quantidade de
células (5x10% por poco) foram dissolvidos em 500uL de meio de cultivo fresco
para cada tratamento descrito anteriormente. Posteriormente, 0 meio de cultivo
contendo as VEs foram adicionados nos respectivos tratamentos (epiteliais,
estromais e do trofectoderma) e permaneceram em cultivo por 6 horas uma

atmosfera umidificada com 5% CO?2 a 38,5°C.

6.13 Preparacao e sequenciamento da biblioteca de RNA

Apés as 6 horas de tratamento, as células endometriais e do
trofectoderma foram tripsinizadas e armazenadas em -80°C para analise de
sequenciamento de RNA (RNAseq). Para tanto, o RNA total foi extraido usando
0 Pico Pure RNA lIsolation Kit (Cat. # KIT0204; ThermoFisher Scientific), tratado
com DNase livre de RNase (Qiagen, Hilden, Rhine-Westphalia, Alemanha) e
ressuspendido em 7 uL do Elution Buffer (que acompanha o Pico Pure RNA
Isolation Kit). A integridade e as quantidades de RNA foram avaliadas por meio
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do chip RNA 6000 Pico Kit e do 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EUA). O kit SMART-Seq HT (Takara Bio Inc, Kusatsu, Kansai, Japao)
foi usado para sintese e amplificado de cDNA, enquanto as bibliotecas foram
preparadas usando o Nextera XT DNA Library Prep (lllumina, San Diego, CA,
EUA). O sequenciamento foi realizado no NexSeq 2000 (lllumina) levando em

consideracdao leituras de 2x100 bp.

6.14 Quantificacdo de transcritos globais e comparagédo entre

amostras de grupos experimentais.

Os dados foram processados por meio do software R, no qual observamos
principalmente a classificagéo, intensidade e diferenca de expressao entre os
grupos. A qualidade das leituras foi avaliada wusando FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Os fragmentos
foram cortadas utilizando Trimgalore, onde framentos menores de 30bp foram
descartados.Para o mapeamento utilizamoso alinhador STAR(Dobin et al., 2019)
separadamente com a referéncia ENSEMBL e NCBI (ARS-UCD1.2). Os
framentos mapeados foram contados separadamente utilizando o
pactoteRsuberead (Liao et al., 2014, 2019) para contagem de genes. Uma vez
identificados os genes, a analise de expressao diferencial foi realizada entre os
grupos usando DESEQ2 (Love et al., 2014) considerando um padj<0.1 e um
log2Folchange absoluto > 0.5. Ademais, genes expressos em um grupo
(expressos em todas as amostras do mesmo grupo) e ndo expressos no outro
grupo (contagem zero em todas as amostras do mesmo grupo) foram também
considerados como diferentes (filterByExpr do pacote edgeR) (Robinson et al.,
2010). Os Hub genesforam analisados usando o pactoe CeTF (Oliveira de Biagi
et al.,, 2021) com base no RIF — Fator de Impacto Regulatério e PCIT —
Correlacdo Parcial e Teoria da Informacéo (Reverter & Chan, 2008; Reverter et
al.,, 2010). As analises de ontologia genética foram realizadas usando
clusterProfiler (Yu et al., 2012) e as vias foram exploradas usando Pathview (Luo
& Brouwer, 2013). Nos utilizamos pacotes adicionais como ggplot2, pheatmap,
SummarisedExperiment, dpyr, e tidyr para a manipulacdo de tabelas, e

construcdo de graficos.
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6.15 Andlise estatistica

As analises do desenvolvimento embrionario foram realizadas por qui-
quadrado, conforme procedimento do software JMP V.16 SAS Institute Inc. Para
o0 RNAseq, as andlises foram realizadas utilizando o software R de dominio
publico e seus pacotes, estes necessarios para a geracdo de dados construcao
de graficos e andlise funcional dos transcritos. A analise de diferenca de
expressdo génica foi realizada seguindo as recomendacdes e a metodologia
contida no pacote DESEQ2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014) e a andlise de
ontologia génica e enriguecimento de vias foi utilizado o pacote ClusterProfiler
(YU et al., 2012), ambos do software R. A diferenca estatistica foi considerada
quando P<0,05.

7 RESULTADOS

7.1.1 Caracterizacdo das células endometriais (estromais e
epiteliais) por imunofluorescéncia

Para a caracterizacdo das células estromais foi realizada a
imunofluorescéncia para deteccdo da presenca da proteina vimentina, uma
proteina de expressado especifica para esse tipo de linhagem celular. Para a
marcacao foi utilizado um anticorpo anti-vimentina e dois controles negativos de
marcacado foram utilizados: 1°) um controle negativo para linhagem celular,
utilizando células epiteliais incubadas com os anticorpos primario e secundario
(Figura 5, imagens A, B e C); e 2° um controle negativo para a
imunofluorescéncia, utilizando células estromais incubadas somente com o
anticorpo secundario (Figura 5, imagens G, H e |). Como pode se observar na
imagem abaixo, as células estromais apresentaram a marcagao positiva para
vimentina (Figura 5 D, E e F). Nas imagens (Figura 5 D, E e F) é possivel
observar os nucleos das células estromais coradas com Hoescht e o citoplasma
das células marcadas em verde demonstrando a presenga da proteina
(Vimentina). Em contra partida, as células epiteliais ndo foram marcadas e o
mesmo perfil de expressao nédo é observado e apenas o ndcleo celular foi corado

com hoestch, (Figura5 A, B e C). Com esses resultados podemos confirmar que
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0s cultivos celulares estromais foram isolados e estéo purificados corretamente,

nao apresentando contaminacdes significativas com células epiteliais.

HOECHST VIMENTINA MERGED

MERGED

VIMENTINA

VIMENTINA MERGED

Figura 5. Imunofluorescéncia das células estromais endometriais cultivadas in vitro. As imagens
A (hoestch), B (vimentina - FITC) e C (Merge), mostram o controle negativo da linhagem celular
para Vimentina (células epiteliais sem marcagao). As imagens D (hoestch), E (viementina - FITC)
e F (Merge) mostram células estromais positivas para vimentina. Finalmente, as imagens G
(hoestch), H (vimentina — FITC) e | (Merge) mostram o controle negativo da imunofluorescéncia
utilizando células estromais. Todas as imagens foram capturadas em microscopio de
fluorescéncia em aumento de 10x. Para todos os tratamentos foi utilizado a mesma intensidade
(400ms para FITC e 80ms para 0 hoestch) de exposicdo a luz ultravioleta (UV). As barras
localizadas no canto inferior direito representam 100 pum.

Para a caracterizacdo das células epiteliais também foi realizada a
imunofluorescéncia, porém agora para a deteccdo de outra proteina
(citoqueratina), de expressao especifica para esse tipo de linhagem celular. Para

a marcacao foi utilizado um anticorpo anti-citoqueratina. Como pode se observar
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na imagem abaixo, as células epiteliais possuem a marcagdo positiva para
citoqueratina (Figura 6, imagens D, E e F). Em contra partida, as células
estromais foram marcadas (Figura 6, imagens A, B e D). Assim como descrito
no experimento anterior, também foram utilizados dois controles negativos de
marcacgdo: 1°) um controle negativo para linhagem celular, utilizando células
estromais incubadas com o anticorpo primario e secundario (Figura 6. A) e 2)
células epiteliais incubadas somente com o anticorpo secundario (Figura 6. C).

3) células estromais incubadas com anticorpo primario e secundario.

A HOECHST CITOQUERATINA c MERGED
D HOECHST CITOQUERATINA = MERGED

G HOECHST CITOQUERATINA MERGED

Figura 6. Imunofluorescéncia das células epiteliais endometriais cultivadas in vitro.
Imunofluorescéncia das células epiteliais endometriais cultivadas in vitro. As imagens A
(hoestch), B (vimentina - FITC) e C (Merge), mostram o controle negativo da linhagem celular
para citoqueratina (células estromais sem marcacgéo). As imagens D (hoestch), E (citoqueratina
- FITC) e F (Merge) mostram células epiteliais positivas para citoqueratina. Finalmente, as
imagens G (hoestch), H (citoqueratina — FITC) e | (Merge) mostram o controle negativo da
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imunofluorescéncia utilizando células epiteliais Todas as imagens foram capturadas em
microscopio de fluorescéncia em aumento de 10x. Para todos os tratamentos foi utilizado a
mesma intensidade (400ms para o FITC e 80ms para o hoestch) de exposi¢do a luz ultravioleta
(UV). As barras localizadas no canto inferior direito representam 100 pum.

7.1.2 Producédo in vitro de embrido para isolamento das células do
trofectoderma

Para o estabelecimento das células da linhagem do trofectoderma foi
realizada a producgéo in vitro de embrides. No total do experimento foram
realizadas 30 rotinas de producdo, no entanto, apenas 8 rotinas foram
selecionadas para o isolamento das trofectoderme. Optamos por fazer esta
selecdo das rotinas porque para o isolamento, cultivo e manutencdo das
linhagens da TE é fundamental a utilizacdo de embrides de 6tima qualidade, pois
embrides de baixa qualidade ndo aderem corretamente no substrato de matrigel,
apresentam um crescimento atrasado e ndo sobrevivem apos o repique celular.
Além disso, € importante mencionar que observamos uma variacdo na producao
dos embrides entre as rotinas do experimento. Esta variagdo encontrada foi
principalmente devido a um fator de sazonalidade que ocorre normalmente
durante o periodo do ano (maio até novembro de 2021) em que o experimento
de producéo in vitro de embrido foi iniciado. Desta maneira, apenas as rotinas
gue obtiveram uma producéo de embrido acima de 30% foram utilizadas para
isolamento das linhagens do trofectoderma.

No total, 1268 CCOs foram maturados e fertilizados in vitro, obtendo uma
porcentagem de 73,5% (n=942) de clivagem avaliada no terceiro dia (D3) do
desenvolvimento. A média da producdo de blastocistos viaveis no sétimo dia
(D7) foi de 36,8% (n=474) e a taxa de eclosdo dos blastocistos no dia oito (D8)
foi de 71,4% (n=337), em relacdo ao total de blastocistos avaliados em D8. As
taxas observadas indicam uma boa qualidade da producéo e dos embrides que
e fundamentar para o isolamento de uma linhagem do TE saudavel e que se
mantenha estavel por longos periodos de cultivo in vitro. A Tabela 1 abaixo ilustra
as principais rotinas de producao dos embrides FIV que foram utilizadas para o

cultivo das linhagens das células do trofectoderma.
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Tabela 1. Producéo in vitro de embrides.

Rotinas N° CCOs Clivagem D3 Blastocisto D7 Eclosé&o D8
n (%) n (%) n (%)
1 276 226 (81,8) 108 (39,1) 80 (74,0)
2 132 99 (75,0) 50 (37,8) 38 (76,0)
3 135 102 (75,5) 41 (30,3) 35 (85,3)
4 150 105 (70,0) 56 (37,3) 30 (53,5)
5 121 86 (71,0) 48 (37,0) 30 (62,5)
6 150 114 (76,0) 65 (43,0) 40 (61,5)
7 118 79 (69,0) 42 (35,5) 34 (80,9)
8 186 131 (70,0) 64 (34,4) 50 (78,1)
Total 1268 942 (73,5) 474 (36,8) 337 (71,4)

Legenda: Os dados de desenvolvimento séo referentes a 8 repetigbes. Complexo cumulus
odcitos (CCOs) que foram utilizados na maturagéo in vitro. A taxa de clivagem foi avaliada no dia
trés (D3) e foi realizada sobre o total de CCOs maturados in vitro. A producao de blastocisto no
dia 7 (D7) também foi realizada sobre o total de CCOs maturados. A taxa de eclos&o dos
blastocistos foi realizada sobre o total de blastocistos produzidos no D7.

7.1.3 Caracterizagdo morfologica das células do trofectoderma

Os blastocistos eclodidos no D8 formam transferidos para cultivo
individual em placas de 24 pocos previamente tratadas com uma matriz de
colageno (matrigel) para a adesdo dos embrides. Inicialmente testamos um
protocolo com concentracdo baixa de matrigel (0,3 mg/mL). Com esta
concentracéo, observamos que os blastocistos, em sua maioria, ndo aderiram
ao substrato de matrigel (Figura 8) ou se fixavam tardiamente entre os dias doze
e quatorze (D12 e D14) do desenvolvimento. Também observamos que 0s
blastocistos que se fixaram tardiamente, ap6s o D12/D14 de cultivo, ndo se
fixavam completamente ou foram se desprendendo do substrato. Além disso,
apresentam células mais escurecidas, um sinal claro de células em processo de
apoptose, que por fim, acabavam se desprendendo completamente e morrendo.

Estes achados podem observado na imagem abaixo (Figura 7).
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Dia 12

Dia 14 e Dia 14 T f

Figura 7. Estabelecimento da linhagem do trofectoderma de blastocistos -cultivados
individualmente em pocgos revestidos com matrigel (0,3mg/mL). As imagens (a, b, ¢) mostram
blastocistos que se fixaram, expandiram e apresentaram crescimento das células da
trofectoderma, porém, posteriormente com o passar do tempo se desintegraram. As imagens (d,
e, f) mostram blastocistos que ndo se aderiram corretamente no substrato de matrigel ou se
fixaram tardiamente, como podem se observar nas imagens. As células escurecidas sdo um
indicativo de sofrimento celular e que estdo em processo de apoptose. Todas as imagens foram
capturadas em microscopia de luz realizadas em microscépio invertido em aumento de 4x.

Para tentar solucionar o problema de adesao dos blastocistos e melhorar
a qualidade das linhagens do trofectoderma isoladas optamos por aumentar a
concentracéo de matrigel para 1 mg/mL, fornecendo desta maneira um substrato
mais espesso para adesdo dos embrides. Além disso, a melhora na qualidade
dos odcitos e consequentemente a qualidade dos embrides eclodidos foi crucial
para isolar as linhagens saudaveis e capazes de se manter por longos periodos
de cultivo in vitro. Com essas melhorias conseguimos obter resultados mais
satisfatorios com uma maior taxa de adesao dos blastocistos, como mostrado na
imagem abaixo (Figura 8). No inicio do cultivo de células do trofectoderma a taxa
de adeséao dos blastocistos era de 10% e com o decorrer das rotinas, quando foi
possivel o cultivo das células do trofectoderma, 85% dos blastocistos aderiam a
placa.
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Figura 8. Estabelecimento da linhagem do trofectoderma de blastocisto cultivado
individualmente em pocgo revestido com matrigel (Img/mL). A imagem mostra um blastocisto
aderido e considerado com crescimento saudavel no D14 do desenvolvimento. No centro da
imagem é possivel observar um aglomerado celular mais escuro. Esse agregado de células é a
massa celular interna do blastocisto. As células do trofectoderma séo as células crescendo ao
redor em formato circular. A foto foi realizada através de microscopia de luz, utilizado objetivas
de 4x.

Com os ajustes do protocolo de cultivo das células do trofectoderma
(Img/mL e utilizando apenas embrides de boa qualidade), foi possivel o
isolamento e manutencdo do trofectoderma in vitro das linhagens por longos
periodos de tempo, aproximadamente 15 dias, levando no maximo até a 22
passagem. Aproximadamente 5 dias apés a adesdo dos blastocistos, foi
realizada a passagem celular (Figura 8). A passagem foi realizada com o auxilio
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de uma pipeta (1000uL), com volume ajustado para 200uL, realizando
pipetagens mecanicas sucessivas, para que as células do trofectoderma se
dividisse em varios conjuntos celulares menores.do trofectoderma A partir da
segunda passagem foi possivel observar o acimulo de fluido sob a monocamada
formando algumas estruturas em forma de cupula sobre da coldnia celular, como

podem ser observadas na figura abaixo (Figura 9).

Figura 9. Linhagens de células do trofectoderma apds repique celular (22 passagem). As
imagens mostram linhagem da trofectoderma de quatro blastocistos cultivados individualmente.
A foto foi realizada através de microscopia de luz, utilizado objetivas de 4x.

7.1.4 Caracterizacdo das células do trofectoderma por

imunofluorescéncia

Em estagios iniciais de desenvolvimento, a expressdo de CDX2 na
trofectoderme do blastocisto e na linhagem do trofoblasto durante os estagios
pés-implantacédo pode ser considerada para caracterizacdo da linhagem, além
de ser um bom indicador da qualidade embrionaria. A caracterizacao das células
do trofectoderma foi realizada por imunofluorescéncia para o anticorpo anti-
CDX2. E possivel observar que células do trofectoderma apresentaram a
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expressdo de CDX2 pela co-localizagdo nos nucleos celulares, como pode ser
observado na imagem abaixo (Figura 10, A, B e C). Foi utilizado um controle
negativo de marcacao: 1) células do trofectoderma incubadas somente com o
anticorpo secundario. E possivel onservar que os nlcleos celulares n&o
apresentaram a expressao da proteina, como pode ser observado na imagem
abaixo (Figura1l0 D, E e F).

MERGE

DAPI

Figura 10. Imunofluorescéncia das células do trofectoderma cultivadas in vitro. As imagens A
(Hoescht), B (CDX2 - FITC) e C (Merge) mostram a expressdo de CDX2 nas células do
trofectoderma. As imagens D do trofectoderma (Hoescht), E (CDX2 - FITC) e F (Merge) mostram
controle negativo das células do trofectoderma, ndo apresentando marcacgdo. Todas as imagens
foram capturadas em microscopio de fluorescéncia em aumento de 40x. Para todos os
tratamentos foi utilizado a mesma intensidade (400ms para o FITC e 80ms para o hoestch) de
exposicdo a luz ultravioleta (UV). As barras localizadas no canto inferior direito representam 25
pm.

7.1.5 Contagem de nucleo das células do trofectoderma

Apos o cultivo das células do trofectoderma serem estabelecidos, foi
realizada uma contagem aproximada da quantidade de ndcleo para se estimar a
quantidade de células e consequentemente a quantidade de VEs produzidas no
meio de cultivo dessas células. As células do trofectoderma foram coradas com

Hoescht (Figura 11) para marcacao do nucleo celular. A contagem de células foi
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realizada com blastocistos em cultivo nos dias 12 (n= 4) e 14 (n=4) de
desenvolvimento. Inicialmente tentamos realizar a contagem no D16, no entanto
o grande tamanho dos embribes impossibilitou a realizacdo da contagem de
forma precisa. A média de células consideradas para cada dias foram de n =4
para 0 D12 e n =4 para o D14, respectivamente. As células da MCI n&do foram
consideradas durante a contagem. As linhagens celulares do trofectoderma

podem ser observadas na imagem abaixo (Figura 11).

Figura 11. Cultivo de células do trofectoderma derivadas de embrifes produzidos in vitro. A) A
figura mostra o cultivo em D12 de desenvolvimento e a marcagdo com Hoescht, delimitando o
nacleo celular para contagem das células. B) A figura mostra o cultivo em D14 de

desenvolvimento e a marca¢éo com Hoescht, delimitando o nucleo celular para contagem das
células. As barras localizadas no canto inferior direito representam 200 pm.
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Figura 12. Grafico de contagem de células do trofectorderma. O grafico representa no eixo Y o
namero de células enquanto no eixo X mostra o dia de desenvolvimento do embrido em cultivo.
No D12 foram contados em média 1000 células, no D14 foram contadas aproximadamente 3000
células.

7.2 Isolamento e caracterizacdo das Vesiculas Extracelulares do

meio de cultivo de células endometriais e do trofectoderma

O isolamento das VEs presentes no meio de cultivo das células
endometriais e células do trofectoderma foram realizados separadamente, sendo

epiteliais e estromais, como citado no topico 6.2.

7.2.1 Caracterizacdo das VEs isoladas do meio de cultivo de células

endometriais por NanoSight

Para a avaliacdo da concentracdo e tamanho da VEs das células endometriais
foram utilizadas no total cinco (n = 5) linhagens epiteliais e cinco (n=5) linhagens
estromais. Foram avaliados n = 5 videos de 30 segundos para cada amostra
analisada. As particulas avaliadas apresentaram concentragdo de 6,54E+08 +
4,57E+07 particulas/mL e 8,15E+08 + 4,59E+07 particulas/mL e tamanho de
131,92 + 5,52 nm e £ 153,46 = 7 nm e para a células epiteliais e estromais,

respectivamente. Nao houve diferenca significativa (P<0,05) para o tamanho ou
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concentragdo das particulas para as duas linhagens celulares estudadas. Nos
gréaficos (Figura 13) abaixo é possivel observar a distribuicdo individual de cada

amostra, além da média do tamanho e concentracdo das particulas para cada

tipo celular.
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Figura 13. Graficos representando concentracdo e tamanho das particulas analisadas no NTA.
Os gréaficos representam concentragdo e tamanho das particulas analisadas no NTA. A) Gréfico
de dispersao com barra mostrando a média (+ SEM) da concentracado particulas produzidas por
células epiteliais e estromais, respectivamente. B) Grafico de dispersdo com barra mostrando a
média (x SEM) do tamanho das particulas produzidas por células epiteliais e estromais,
respectivamente.

7.2.2 Caracterizacao das VEs isoladas do meio de cultivo de células

do trofectoderma por NanoSight

Para a avaliacdo da concentracdo e tamanho da VEs das células do
trofectoderma foram avaliadas no total cinco (n = 5) linhagens diferentesdo
trofectoderma. Foram realizados 5 videos de 30 segundos em cada amostra
analisada. As particulas avaliadas apresentaram concentracdo de 2,56E+11 +
1,61E+10 particulas/mL e tamanho de + 143,66 * 4,60 nm para a células do
trofectoderma. Nao houve diferenca significativa (P<0,05) para o tamanho ou
concentracéo das particulas para os tipos de células observadas. O tamanho e
concentracdo das particulas para as células do trofectoderma podem ser

observadas nos gréficos (Figura 14) abaixo.
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Figura 14. Gréficos representando concentragdo e tamanho das particulas analisadas no NTA.
Os graficos representam concentracédo e tamanho das particulas analisadas no NTA. A) Gréfico
de dispersédo com barra mostrando a média (z SEM) a concentragdo das particulas produzidas
por células do trofectoderma. B) O grafico de dispersdo com barra mostrando a média (+ SEM)
do tamanho das particulas produzidas por células do trofectoderma

7.2.3 Caracterizacéo das VEs isoladas do meio de cultivo de células
endometriais e células do trofectoderma por Western blotting

As vesiculas isoladas do meio de cultivo de células endometriais
(epiteliais e estromais) e células do trofectoderma, foram caracterizas pela
presenca de proteinas especificas para VEs, ALIX (controle positivo) e para
proteinas presentes no reticulo endoplasmatico (RE) GRP78 (controle negativo).
A ALIX é uma proteina presente na membrana de varios tipos celulares. Desta
maneira, uma vez que as VEs sao originadas a partir da membrana das células
também é esperado que as VEs também possuem esta proteina. Em contra
partida, a GRP78 € uma proteina presente no RE, e por tanto, ndo esta presente
nas VEs.
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Figura 15. Caracterizacdo das vesiculas extracelulares produzidas pelas células cultivadas in
vitro por Western blotting. A) Identificamos a presencga de ALIX, um marcador de VEs presentes
no cultivo de células endometriais, sendo demonstrada em células epiteliais e células estromais.
Também foi possivel detectar a presenca de um marcador celular GRP78 somente no lisado
celular, confirmando a auséncia de contaminacéo de células no isolamento das VEs produzidas
por células endometriais. B) Identificamos a presenca de ALIX, um marcador de VEs presentes
no cultivo de células do trofectoderma. Também foi possivel detectar a presenca de um marcador
celular GRP78 somente no lisado celular, confirmando a auséncia de contaminagdo de células
no isolamento das VEs produzidas por células do trofectoderma.

7.2.4 Caracterizacdo das VEs isoladas do meio de cultivo de células

endometriais e do trofectoderma por microscopia eletrébnica de

transmissao

As VEs isoladas do meio de cultivo das linhagens celulares foram
caracterizadas por microscopia eletrénica de transmissao quanto a morfologia e
tamanho. Na imagem abaixo é possivel observar que as VEs das trés linhagens
possuem morfologia e tamanhos compativeis com VEs. Em todas as imagens é
possivel observar que as VEs apresentam forma de taca caracteristica de VEs
isoladas por ultracentrifugacdo. Além disso, as VEs das células epiteliais
indicadas pelas setas apresentam 57,19 e 125,04nm de tamanho,
respectivamente. As VEs das células estromais indicadas pelas setas
apresentam 82,39 e 95,96nm de tamanho. A VE das células do trofectoderma

apresenta tamanho de 93,97nm.

Figura 16. Microscopia eletronica de transmissdo de vesiculas extracelulares produzidas por
células endometriais e das células do trofectoderma. Os Isolados demonstram a presenca de
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uma populagdo homogénea de pequenas vesiculas (A) Vesiculas extracelulares produzidas por
células epiteliais, a seta indica VEs com diametro de 57,19nm e 125,04nm respectivamente (B)
Vesiculas extracelulares produzidas por células estromais, a barra de a seta indica VEs com
diametro de 82,39nm e 95,96 nm. (C) Vesiculas extracelulares produzidas por células do
trofectoderma, a seta indica VEs de didmetro de de 93,97nm.

7.3 Células endometriais (epiteliais e estromais) absorvem as VEs

produzidas pelas células da trofectoderma

As células epiteliais e estromais foram tratadas com VEs isoladas das
linhagens do trofectoderma dos embrides FIV. Antes do tratamento as VEs foram
marcadas com o corante PKH26 para posterior identificacdo das VEs nas células
epiteliais e estromais. Nas imagens abaixo € possivel observar que as VEs do
trofectoderma foram absorvidas pelas células epiteliais e uma discreta presenca
nas células estromais. Adicionalmente, as VEs se acumularam ao redor do
ndcleo (regido perinuclear). Apresar das VES terem sido absorvidas pelas células
epiteliais e estromais é possivel observar que as células ndo absorveram as VEs
de forma igual. Desta forma, isto sugere que mesmo células bastante proximas
possuem afinidade (potencial de absor¢éo de VES) diferentes ou que as VES sdo

absorvidas somente por algumas células, representando uma forma bastante

especifica e controlada de absorcao das VEs.

Figura 17. Imunofluorescéncia das células endometriais (epiteliais) cultivadas in vitro. (A,B,C,D)
Células epiteliais contendo VEs que apresentaram localizacao perinuclear. (A) Células epiteliais
coradas com Hoescht delimitando o nucleo celular e (B) Actina delimitando o citoplasma das
células epiteliais. (C) Vesiculas extracelulares isoladas de células da trofectoderme marcadas
com PKH26.
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Figura 18. Imunofluorescéncia das células endometriais (estromais) cultivadas in vitro (A, B, C,
D) Células estromais contendo VEs que apresentaram localizacdo perinuclear. (A) Células
estromais coradas com Hoescht delimitando o nucleo celular e (B) Actina delimitando o
citoplasma das células estromais. (C) Vesiculas extracelulares isoladas de células da
trofectoderme marcadas com PKH26.

7.3.1 Células do trofectoderma de blastocistos absorvem as VEs

produzidas pelas células da epiteliais

As células do trofectoderma (blastocistos) foram tratadas com VEs
isoladas das linhagens de células endometriais. Antes do tratamento as VEs
foram marcadas com o corante PKH26 para posterior identificacdo das VEs nas
células dos blastocistos cultivados para isolamento das células do trofectoderma.
Na imagem abaixo é possivel observar que as VEs de células endometriais
foram absorvidas pelas células do trofectoderma. Adicionalmente, as VEs se
acumularam ao redor do nudcleo (regido perinuclear). Como nas células
endometriais, apresar das VEs terem sido absorvidas pelas células do
trofectoderma, é possivel observar que as células ndo absorveram as VEs de

forma igual.
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Figura 19.Imunofluorescéncia das células do trofectoderma de embrides FIV cultivadas in vitro
(A, B, C, D) Blastocistos em D12 de desenvolvimento, controle, contendo VEs ndo marcadas
com PKH26. (A) Células de blastocistos para cultivo da trofectoderma coradas com Hoescht
delimitando o nucleo celular, (B) Actina delimitando o citoplasma das células (C) Nenhuma
marcacao de VEs presentes nas células de blastocistos para cultivo do trofectoderma. (E, F, G,
H) Blastocistos em D12 de desenvolvimento contendo VEs isoladas de células endometriais
marcadas com PKH26. (E) Células de blastocistos para cultivo da trofectoderma coradas com
Hoescht delimitando o nucleo celular, (F) Actina delimitando o citoplasma das células, (G)
Vesiculas extracelulares isoladas de células da endometriais marcadas com PKH26.

7.3.2 Perfilde RNAm de células endometriais (epiteliais e estromais)
e células do trofectoderma apds suplementacdo com vesiculas

extracelulares

O perfil de RNAm foi avaliado em células epiteliais, estromais e do
trofectoderma apdés 6 horas de suplementacdo com VEs apenas com SFB sem
VEs. Inicialmente, a analise de componentes principais (Principal Componente
Analysis — PCA) demonstrou que os grupos de células analisados sdo distintos
de acordo com o tipo celular, explicando a variancia (PCA1=81% e PCA2= 13%)).
Além disso, as amostras de cada grupo apresentam-se homogéneas de acordo
com esta analise. (Figura 20) Ja no Heatmap (Figura 21) mostra os valores
médios de expressdo mRNAs diferencialmente expressos entre as linhagens

celulares, controle e suplementadas com VEs.
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Figura 20. Andlise de componentes principais (PCA) dos grupos de células tratadas com VEs e
células controle durante 6 horas de tratamento. A figura mostra a disperséo entre cada tipo de
linhagem celular.
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Figura 21.Heatmap representando as variacdes de genes expressos entre as linhagens
celulares tratadas com VESs e controle. Os extremos da cor vermelho indicam a maior expressao
do gene, enquanto a cor azul indica uma menor expressao dos genes.
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A andlise individualizada dos grupos da linhagem epitelial, EPI_CTL vs
EPI_EV.TF, gerou uma biblioteca com leitura de n = 17955 genes no total. Deste
MRNAs identificados, apenas n = 8 genes foram considerados diferencialmente
expressos e estavam up-regulated no grupo EPI_EV.TF em relacdo ao grupo
EPI_CTL (FDR <0.1.). Aimagem abaixo mostra o PCA (Figura 22) demonstra as
linhagens epiteliais tratadas e nao tratadas com VEs isoladas da linhagem do
trofectoderma. E possivel observar que n&o houve a perfeita clusretizacdo entre
as amostras mostrando que as linhagens do grupo EPI_CTL e do grupo tratado
EPI_EV.TF, apesar de possuirem um perfil de expressdao de mRNAs diferente,
apresentam apenas poucos genes alterados apés o tratamento com as VEs. A
analise funcional dos DEGs entre os grupos EPI_CTL vs EPI_EV.TF nao revelou

vias de sinalizag&o relacionadas com estes genes.
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Figura 22. Analise de componente principal (PCA) das células epiteliais tratadas ou ndo com
VEs isoladas da linhagem do trofectoderma. A imagem mostra a dispersdo de todas as amostras
analisadas, do grupo controle EPI_CTL e do grupo tratado EPI_EV.TF
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Figura 23. Gréfico vulcado exibindo os resultados de genes diferencialmente expressos (DEG)
apos a andlise de RNA-seq. Os pontos alaranjados indicam os DEGs que foram regulados
positivamente no grupo EPI_CTL enquanto os pontos verdes representam os DEGs que foram
regulados positivamente no grupo que recebeu a suplementacdo no meio com VEs de células
do trofectoderma EPI_EV.TF.

A analise individualizada das células estromais gerou uma biblioteca com
leitura de n = 17835 genes no total. Deste mMRNAs identificados, n = 575 genes
foram considerados diferencialmente expressos entre os grupos STRO_CTL vs
STRO_EV.TF (FDR <0.1.). Entre os genes diferencialmente expressos, n = 249
genes estavam upregulated no grupo STRO_CTL e n = 325 genes estavam up-
regulated no grupo STRO_EV.TF. A imagem abaixo mostra o PCA (Figura 24)
apenas das linhagens estromais tratadas ou ndo com VEs isoladas da linhagem
do trofectoderma. E possivel observar que houve a clusretizacdo entre as
amostras mostrando que as linhagens do grupo controle (STRO_CTL) e do
grupo tratado (STRO_EV.TF) possuem um perfil de expressdo de mRNAs
diferente, possivelmente modulado pelas VEs apés o tratamento de 6 horas.

A analise funcional dos DEGs (n = 575) entre 0s grupos estudados revelou
no total n = 15 vias de sinalizag&o relacionadas com estes genes (Figura 26). As
vias de sinalizacdo, foram ranqueadas em relacdo ao valor de significancia

(NOD-like receptor signaling pathway, PI3K-Akt signaling pathway, Focal
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adhesion, ECM-receptor interaction, Endocytosis e Phagosome) para a

realizacdo do estudo de conexao e networking entre as diferentes vias (Figura

27).

g ® condition
® STROCTL
® STRO_EV.TF

PC2: 17% variance

PC1: 54% variance

Figura 24. Analise de componente principal (PCA) das células estromais tratadas ou ndo com
VEs isoladas da linhagem do trofectoderma. A imagem mostra a dispersdo de todas as amostras
analisadas, do grupo controle STRO_CTL (Marrom) e do grupo tratado STRO_EV.TF (Azul).
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Figura 25. Heatmap representando as variagbes de genes expressos entre as linhagens
celulares tratadas com VEs e controle. Os extremos da cor vermelho indicam a maior expresséo
do gene, enquanto a cor azul indica uma menor expressao dos genes.
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Figura 26. Representacdo esquematica das vias de sinalizacdo (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes - KEGG) identificadas a partir da andlise funcional dos DEGs entre 0s grupos
STRO_CTL vs STRO_EV.TF. A) As vias de sinalizacdo n = 6 envolvidas com os DEGs
ranqueadas pelo valor de significancia
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Figura 27. Networking de interacdo entre as vias e os genes. O networking inclui genes
regulados positivamente representados em vermelho e genes regulados negativamente estéo
representados em azul dos grupos STRO_CTL vs STRO_EV.TF.

A andlise entre os grupos da linhagem das trofectoderme, TF_CTL vs
TF_EV.EPI, gerou uma biblioteca com leitura de n = 17955 genes no total. Deste
MRNAs identificados, n = 8 genes foram considerados diferencialmente
expressos e estavam up-regulated no grupo TF_EV.EPI em relagdo ao grupo
TF_CTL (FDR <0.1.). A imagem abaixo mostra o PCA (Figura 28) apenas das
linhagens do trofectoderma tratadas ou ndo com VEs isoladas da linhagem da
epitelial. E possivel observar que houve a clusretizagdo entre as amostras
mostrando que as linhagens do grupo TF_CTL e do grupo tratado TF_EV.EPI
possuem um perfil de expressdo de mRNAs diferente apés o tratamento com as

VESs.
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A andlise funcional dos DEGs entre os grupos TF_CTL vs TF_EV.EPI
revelou no total n = 7 vias de sinalizacéo relacionadas com estes genes (Figura
29). As vias de sinalizacdo, foram ranqueadas em relacdo ao valor de
significancia  (PI3K-Akt signaling pathway, Thermogenisis, Chemical
carcinogensis reactive oxygen species, Cytokine-cytokine receptor interaction,
Oxidative phosphorylation, retrograde endocannabinoid signaling, Focal
Adhesion e JAK-STAT signalling pathway) para a realizacdo do estudo de

conexao e networking entre as diferentes vias (Figura 30).

condition
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TF_EV.EP
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Figura 28. Andlise de componente principal (PCA) das células do trofectoderma tratadas ou ndo
com VEs isoladas da linhagem da epitelial. A imagem mostra a dispersédo de todas as amostras
analisadas, do grupo controle TF_CTL e do grupo tratado TF_EV.EPI
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Figura 29. Representacdo esquematica das vias de sinalizacdo (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes - KEGG) identificadas a partir da andlise funcional dos DEGs entre 0s grupos

TE_CTL vs TF_EV.EPI.
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Figura 30. Networking de interacdo entre as vias e os genes. O networking inclui genes
regulados positivamente representados em vermelho e genes regulados negativamente estéo
representados em azul.

8 DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo consistem no desenvolvimento
de um modelo in vitro de comunicacdo materno-embrionario via VEs obtidas a
partir de células de linhagens endometriais e da trofectoderme de embrides FIV.
A caracterizacao das células cultivadas in vitro, por meio da imunofluorescéncia,
mostrou serem células que apresentaram marcagdo para a vimentina, a
citoqueratina e CDX2, respectivamente. Estas proteinas sao especificas de cada
linhagem e sdo amplamente utilizadas para a caracterizagdo como descrito na

literatura. As VEs das células endometriais e das células embrionarias foram
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caracterizadas e se mostraram importantes moduladoras da comunicagao
intercelular no microambiente materno embrionario, podendo alterar a expressao
de genes e consequentemente, impactar importantes vias biologicas. Assim
como a expresséao de genes importantes, tais como: IFI44L, ISGs, OAS1, OAS2,
KIF1A envolvidos na resposta imune inata a infeccao viral. Finalmente, algumas
vias de sinalizacdo (ECM-receptor interaction, via de sinalizacdo Cytokine-
cytokine e PI3K-Akt), importantes em eventos como na implantacdo embrionaria
e de transporte de RNAm, bem como processos bioldgicos e funcbes
moleculares relacionadas a resposta imune e transcricdo. Desta maneira, 0s
resultados obtidos seréo discutidos a seguir.

A morfologia das células epiteliais varia desde células colunares altas até
células pavimentosas. A sua forma poliédrica deve-se ao fato de as células
serem justapostas formando folhetos ou aglomerados tridimensionais, onde se
aderem firmemente umas as outras por meio de juncdes intercelulares
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017). No presente estudo, podemos observar que
as células epiteliais aderidas ao fundo da placa apresentaram crescimento “em
ilhas”. Isso ocorre, pois, as células epiteliais crescem mantendo o contato
extremamente forte e proximo entre as células o que torna seu crescimento lento
e bastante caracteristico deste tipo de linhagem celular. Em contra partida, as
células estromais apresentaram caracteristica morfolégica mais alongadas e
fusiforme, se assemelhando a fibroblastos e com um crescimento in vitro mais
rapido.

Em um estudo publicado, pesquisadores trabalhando com células
endometriais, utilizaram células entre as passagens 8 e 25 para realizar a
caracterizagao das linhagens, que mostrou mudanca significativas na morfologia
das células em passagens mais avancadas. Além da perceptivel mudanca na
morfologia celular, quando aplicada ao experimento, ndo houve mudancas
significativa na expressédo génica para qualquer uma das passagens testadas
(BINELLI et al., 2001). No presente trabalho, também foi observado uma
diminui¢cdo no crescimento das células epiteliais, quando o cultivo se prolongava
por passagens mais avangadas (superior a 52 passagem), enquanto nas células
estromais, ndo foi perceptivel essa diminuicAo no crescimento quando
submetidas a outras passagens. Apesar disso, a morfologia de ambas linhagens

cultivadas se permaneceu igual durante as passagens celulares. Em nossos
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experimentos ndo observamos alteragdes na morfologia e no crescimento celular
das linhagens. No entanto, utilizamos as linhagens endometriais em passagens
iniciais, até a 52 passagem, para evitar 0s possiveis efeitos negativos de um
cultivo in vitro estendido, como alteracées de morfologia, erros de divisdo e
senescéncia celular.

As proteinas citoqueratina e vimentina sdo comumente utilizadas para
caracterizacao de células epiteliais e estromais (WANG et al. 2000, ZEILER et
al., 2007, LI et al. 2016) No presente projeto, foi utilizado um nimero baixo de
passagens ndo havendo uma co-expressdo das proteinas utilizadas
(citoqueratina e vimentina) como relatado anteriormente por meio de um
processo descrito como transicdo epitélio-mesenquimal (KALLURI e
WEINBERG 2009). No entanto, enquanto a vimentina € comumente usada como
um marcador geral de células de origem do mesénquima, € frequentemente co-
expressa com outros membros da familia de filamentos intermediarios, como as
citoqueratinas, em células cultivadas in vitro normais e neoplasicas. JOHNSON
et al (1999) e outros, relataram a co-expresséo de citoqueratina e vimentina em
linhagens de células endometriais glandulares luminais e glandulares de ovinos
em uma passagem precoce (passagem 8). Além disso, também correlacionam
gue a expressdo da vimentina pode estar associada ao envelhecimento das
células em cultivo. Um estudo mais recente, revelou que apds a primeira
passagem de cultivo de células endometriais, mostrou a citoqueratina co-
expressa, como um marcador citoplasmatico tipico de origem epitelial,
juntamente com vimentina, marcador de células derivadas do mesénquima
(SPHONCHIADO et al., 2020). No presente trabalho, foi observada a forte
imunorreatividade para vimentina nas passagens das células de origem
estromal. A marcacao para vimentina nao foi observada nas células epiteliais. Ja
em células epiteliais, houve uma imunorreatividade para citoqueratina, enquanto
que em ceélulas estromais, ndo houve marcacdo. O presente resultado €&
sugestivo para a confirmacéo que o isolamento das células epiteliais e estromais
foi efetivo.

Conforme descrito anteriormente, as células da trofectoderme foram
estabelecidas a partir de blastocistos produzidos por fertilizagdo in vitro.
Geralmente, cada linhagem de células da trofectoderme é composta por uma

monocamada, em forma de halo, aderida no substrato de matrigel. Esta estrutura
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aumenta de tamanho (circunferéncia) com o passar das divisdes celulares. Em
cultura continua, um acumulo de fluido sob a monocamada provocou a formacao
de uma estrutura em forma de cupula dentro da colbnia. Tais cupulas
continuaram a acumular fluido até que vesiculas discretas se formassem.
Posteriormente, as vesiculas dissociaram-se espontaneamente da colénia e
flutuaram livremente no meio por varios dias apos a formacéo. Essas vesiculas,
livremente flutuantes, de células da trofectoderme se fixaram 24 horas apos
serem transferidas para uma nova placa (HASHIZUME et al., 2006)

Assim como demonstrado por outros autores, no presente trabalho, todas
as células das colbnias de trofectoderme foram positivas para CDX2, um fator
de transcricao da familia homeobox. Este gene codifica uma proteina importante
na regulacdo de outros genes especificos, que atuam no desenvolvimento,
crescimento e diferenciagdo de células trofoblasticas (BERG et al.,, 2011,
STRUMPFETAL.,2005).

O método de isolamento de VESs, varia de acordo com o tipo de amostra
biolégica estudada, além da aplicacdo, pureza e concentracdes de VES
desejadas (LOTVALL et al.,, 2014; WITWER et al.,, 2013). Desta forma, o
isolamento das VEs presentes no meio de cultivo das células endometriais e
embrionarias foram realizados pelo protocolo de ultracentrifugacéo, de acordo
com os meétodos utilizados para isolamento e andlise de VEs estabelecidos pela
“International Society for Extracellular Vesicles” (ISEV). Além disso, o protocolo
utilizando ja é estabelecido e rotineiramente usado em nosso laboratorio.

As andlises das amostras de VEs ap0s o isolamento podem ser realizadas
por microscopia eletrénica de transmissdo (TEM), rastreamento Optico de
particulas, citometria de fluxo, Western blottinging (WB), dentre outras, com
objetivo de se avaliar a morfologia, o tamanho, a concentracdo e o conteudo
proteico (WITWER et al., 2013). Nesse trabalho foram realizadas as analises
através de NanoSight, WB e TEM para a caracterizagcédo das VEs.

As particulas avaliadas nesse trabalho, apresentaram concentracéo
6,54E+08 + 4,57E+07 particulas/mL e 8,15E+08 + 4,59E+07 particulas/mL e
tamanho de 131,92 + 5,52 nm e 153,46 + 7 nm para a células epiteliais e
estromais, respectivamente. As particulas avaliadas da linhagem do
trofectoderma apresentaram concentracdo de 2,56E+11 + 1,61E+10
particulas/mL e tamanho de 143,66 + 4,60 nm para a células do trofectoderma e
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nao houve diferenga significativa (P<0,05) para o tamanho ou concentracdo das
particulas para nenhum dos tipos celulares estudados em nosso projeto. A TEM
das VEs produzidas por células endometriais e das células da trofectoderme
demonstram a presenc¢a de uma populacdo homogénea de pequenas vesiculas
(Figura 14) com diametro de 57,19nm e 125,04nm para células epiteliais, com
diametro de 82,39nm e 95,96 nm para as células estromais, e por fim, com
diametro de de 93,97nm para as células da trofectoderme, confirmando os
resultados obtidos no NTA e demonstrando que o protocolo de ultracentrifugacao
utilizado foi capaz de isolar vesiculas pequenas, menores que 150nm de
diametro.

Em um estudo recente em humanos, utilizando células mesenquimais
endometriais a fim de caracterizar as VESs, foi realizada a analise por NTA que
permitiu quantificar a distribuicdo do tamanho e a concentracdo de particulas
com tamanho médio das vesiculas isoladas de + 153,5 nm. A concentracao foi
de + 3,31 x 10 particulas/ml. (ALVAREZ et al., 2018). Outro achado de acordo
com os resultados de NTA mostrando perfis de distribuicdo de tamanho
semelhantes para as populacfes de VEs de células endometriais primarias em
humanos, apresentando tamanho entre 143,4 + 2,7 nm e 136,9 + 6,9 nm (média
+ SEM) (MURDICA et al., 2020).

Em geral, as VEs possuem tamanho de acordo com sua biogénese,
secrecdo e tamanho. Sao subdividas em exossomos, microvesiculas e corpos
apoptoéticos. Como ja descrito anteriormente, 0S exoSSomos apresentam um
didmetro de 50-150nm, as microvesiculas diametro de 100-1000nm e 0s corpos
apoptoéticos de 100-5000nm de diametro (NAKAMURA et al., 2020). Ainda na
literatura, ndo encontramos, especificamente o isolado de vesiculas de células
epiteliais e estromais de endométrio e células da trofectoderme de embrides FIV
bovinos cultivados in vitro.

As particulas isoladas do meio de cultivo de células endometriais
(epiteliais e estromais) e células da trofectoderme, foram caracterizas com
proteinas especificas para VEs ALIX (controle positivo) e para proteinas
presentes no reticulo endoplasmatico (RE) GRP78 (controle negativo) por
Western Blotting. A ALIX é uma proteina presente na membrana de varios tipos
celulares e foi identificada em ambos isolados de exossomos. Ja a proteina

GRP78 nao foi presente no enriquecido de exossomos pois € uma proteina
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presente no reticulo endoplasmatico. O GRP78 se mostrou presente somente no
isolado de células, utilizados como controle negativo. Confirmando com esse
resultado, que ndo houve a contaminacao celular no enriquecido de exossomos
isolados dos meios de cultivos das células endometriais e da trofectoderme.

A escolha dos marcadores para a caracterizagcao através do Western
blotting foi baseada de acordo com trabalhos publicados por SIMPSON et al.,
2008, onde explicam que o conteudo de proteinas encontradas em VEs é
semelhante ao da célula de origem, o que indica funcdes especializadas.
Entretanto, ndo ha marcadores especificos para cada subtipo de VEs, apesar de
algumas proteinas, como HSP70, Alix, TSG101, clathrin, CD63, CD81 e CD9
serem abundantes em exossomos (MATHIVANAN et al., 2010; TANNETTA et
al., 2014). A validacdo por Western blotting por proteinas ALIX e GRP78
imunoprecipitadas com anticorpos anti-ALIX mostram um enriquecimento claro
de VEs no meio isolado de células endometriais e da trofectoderme, devido a
presenca de proteina especifica ALIX e auséncia de GRP78, uma proteina de
origem mitocondrial, presente somente no lisado celular, sugerindo um
isolamento adequado das VEs produzidas por células endometriais e da
trofectoderme, sem contaminacao celular.

Em um estudo, realizado também a caracterizacdo das VEs através de
TEM, por sua vez, obtidas do liquido luminal Gtero de ovelhas ciclicas ou
prenhes, revelou vesiculas de cerca de 100nm consideradas como exossomos
(BURNS et al., 2014). O resultado do presente estudo, obtidos de fluido de
células endometriais de diferentes vacas ciclicas, demonstraram que o pellet do
isolamento possui VEs em formato de taga e tamanho adequado (<150nm)
baseado em imagens de microscopia eletronica de transmisséo (Figura 16).

Apos o tratamento das linhagens com as VEs por 6 horas foi realizado a
extragdo de RNAmM e o sequenciamento para determinar o perfil transcricional
das linhagens celulares estudadas. Nos resultados do sequenciamento podemos
observar que as VEs das células da trofectoderme alteram de forma mais ampla
o perfil transcricional das células estromais, em contra partida, alteraram de
forma mais sutil o perfil transcricional das células epiteliais. Inicialmente,
acreditivamos que as VEs produzidas pelos embries alterariam o perfil
transcricional mais amplamente, alterando varios genes e vias nas células

epiteliais lumiais. No entanto, o que observamos foi exatamente o oposto. Este



71

resultado é de certa maneira inesperado, porém, muito interessante do ponto de
vista biolégico, pois sugerem um “fine tuning effect” das VEs da trofectoderme
sobre as células epiteliais. Talvez esse efeito possa ser explicado pela absorcéo
especifica das VEs da trofectoderme pelas células epiteliais. Como vimos em
nosso resultado, onde apenas algumas células epiteliais foram capazes de
absorver as VEs. Acreditamos que esse efeito sutil pode ser um mecanismo
biolégico especifico entre essas duas linhagens celulares, que podem ter
evoluido para que mesmo um sinal bastante sutil seja capaz de proporcionar
modificacdes e desencadear a comunicacdo celular entre as duas linhagens.
Além disso, sabemos que a producdo de interferon-tau pelas células da
trofectoderme do concepto e o seu efeito sobre o epitélio luminal € o principal
responsavel por alteracbes na transcricdo de genes maternos. Sendo assim,
acreditamos que as VEs dos embrides podem atuar como um mecanismo mais
sutil e complementar durante o reconhecimento materno da gestacdo em
bovinos.

O tratamento com as VEs da trofectoderme nas células estromais também
levou a expressdo de genes relacionados a resposta imune, como IFI44L,
envolvido na resposta de defesa ao virus, previsto ser localizado no
citoplasma. Gene estimulado por interferon tipo | (ISG) que desempenha um
papel critico na atividade antiviral e antibacteriana (JIANG et al., 2021). OAS1,
OAS2, genes envolvidos na resposta imune inata a infec¢éo viral (LI, et al.,
2020). A suplementacdo nas células estromais com as VEs da trofectoderme
também alterou a via de sinalizacdo NOD-like receptor signaling pathway. Esta
via possui algumas proteinas intracelulares que ja foram caracterizadas
principalmente no contexto da imunidade de mamiferos. Alguns tipos celulares,
como macréfagos, células dendriticas, células epiteliais e células linfoides inatas
contribuem para a imunidade inata e sdo equipadas a um conjunto de receptores
de reconhecimento de padrdes codificados pela linha germinativa (VAN GORP
et al., 2014). Em bovinos, sabe-se que o concepto em desenvolvimento libera
sinais, principalmente o INFT, que atual diretamente no endométrio alterando a
expressao de genes e muitos deles relacionados com o sistema imune (Spencer
e Bazer, 2004). Interessantemente, as VEs da trofectoderme estdo também

afetando esta via importante que atua no reconhecimento imune.
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O tratamento das células da trofectoderme com VEs de células epiteliais,
mostrou a expressao de genes importantes, como KIF1A, a proteina codificada
por este gene € um membro da familia da cinesina e funciona como uma proteina
motora anterégrada que transporta organelas membranosas ao longo dos
microtUubulos axonais (CHIBA, et al., 2023). Experimentos revelaram que o
IFITM3 funciona como um amplificador central da sinalizacdo PI3K (LEE et al.,
2020) gene que também foi diferentemente expresso no tratamento das células
da trofectoderme apds suplementacdo com VESs epiteliais quando comparados
com o grupo controle. No presente projeto, a via PI3K-Akt também foi alterada,
esta via é conhecida por desempenhar um papel fundamental em inGmeras
funcdes celulares, incluindo proliferacdo, adesdo, migracdo, invasao,
metabolismo e sobrevivéncia, mas na revisédo atual, focamos em seu papel na
angiogénese (KARAR e MAITY, 2011)

Durante esse periodo, o embrido passa a expressar varios receptores
conhecidos por ativar a via de sinalizacdo PI3K-Akt. A PI3K-Aktl é amplamente
expressa em placentas de camundongas, incluindo trofoblasto e células
endoteliais vasculares. A PI3-K estd presente em células trofoblasticas em
proliferacéo e diferenciacdo. Um estudo feito por KAMEI et al., 2002, em células
trofoblasticas, sugere que a P13-K é potencialmente um mediador chave da a¢éo
do fator de crescimento. A PI3-K é um regulador conhecido de uma variedade
de processos celulares, incluindo organizacédo do citoesqueleto, ciclo celular,
sobrevivéncia celular, diferenciacdo celular (LI, et al., 2000) e respostas ao
oxigénio e sinais oxidativos. Cada um desses processos celulares esta
proeminentemente envolvido na regulacdo do desenvolvimento das células
trofoblasticas. (ZUNDEL et al., 2000). Camundongas deficientes em PI3KA-ktl
exibem defeitos no desenvolvimento placentario, incluindo diminuicdo da
vascularizacéo, hipotrofia, auséncia de células contendo glicogénio e reducao da
base decidual (YANG et al., 2003).

Outra via que também foi alterada € a via de sinalizagdo Janus quinase
(JAK)/transdutor de sinal e ativador da transcricdo (STAT) é caracterizada por
diversos sistemas reguladores imunolégicos envolvendo proliferagéo celular,
sobrevivéncia e inflamacéo e toleradncia imunolégica. O conhecimento das vias
de sinalizacdo JAK/STAT e o uso de inibidores de JAK levaram a avancgos

notaveis no tratamento de muitas doencas imunomediadas na ultima década
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(LIONGUE e WARD, 2013). As STATSs ativas podem entéo se translocar para o
ndcleo, onde atuam como fatores de transcricdo para regular a expressao
génica. Mutacdes e polimorfismos nos genes JAK e STAT tém sido associados
a varias doencas humanas, o que ndo € surpreendente, pois um grande niumero
de citocinas e fatores sollveis sinalizam através da via JAK-STAT (CLARK et al.,
2014) Diversas vias de sinalizacéo estéo relacionadas com o carater pluripotente
de embrides e células tronco embrionarias (SATO et al., 2004; DRAVID et al.,
2005). A via Jak-STAT é estimulada pelo LIF, que induz a ativagdo dos fatores
de transcricdo STAT3 e STATL, responséveis por manter a autor renovagao nas
células tronco (MATSUDA et al., 1999). Em um estudo RODIG et al., 1998
mostrou que mutacbes e perda de funcdo em qualquer JAK sao
embrionariamente letais em camundongos.

A via ECM-receptor interaction também foi alterada no estudo em
guestdo. O ECM transmite sinais fisicos e quimicos para a célula membrana,
gue por sua vez leva a propagacdao do sinal e amplificacéo através de uma matriz
complexa de sinais intracelulares (HUBMACHER et al., 2013; INGBER et al.,
2006) Essa sinalizagdo foi previamente bem descrita em tecidos especializados
e também tem sido estudado em outros tecidos como vasos sanguineos, células-
tronco, epitélio respiratorio e tecidos musculoesqueléticos. Atualmente, o estudo
em expansdo da mecanotransducdo esta permitindo uma ampla variedade de
avancos na reproducédo. (RAYA-RIVERA et al.,, 2014; BROWN E BADYLAK,
2014) Em humanos, alteracdes na via de sinalizacdo da ECM e/ou em vias
relacionadas a MEC séo frequentemente relacionados a eventos reprodutivos
patoldgicos, incluindo parto prematuro, incompeténcia cervical, endometriose,
sindrome dos ovarios policisticos e neoplasias no trato reprodutivo (JORGE et
al., 2014).

Importantes vias de sinalizacdo (proteoglicanos no céancer e interacdes
ECM-receptores) e foi relatado que o bloqueio de interagdes entre syndecan-4 e
fibronectina diminui as adesfes focais nas ceélulas, levando ao aumento da
proliferacéo celular em tumores. Assim, o sindecan-4 tem um papel fundamental
na regulacédo da adesédo, migracao e proliferagdo celular em alguns tumores
(HUANG et al.,, 2001) A proteina trombospondina-1 (THBS1) também foi
associada a via de interacdo ECM-receptor. Essa glicoproteina pode se ligar ao
fibrinogénio, fibronectina, laminina, colageno tipos V e VIl e integrinas mediando
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as interacdes entre as células e a MEC. Além disso, THBS1 esta envolvido na
regulacéo da angiogénese (BORNSTEIN, 2009)

Em algumas espécies, o mecanismo de invasdo do trofoblasto se
assemelha a invaséo de células tumorais, pois elas secretam de forma ativa,
inUmeras enzimas proteoliticas capazes de digerir a matriz extracelular (ECM)
do tecido endometrial (BISCHOF et al., 2002). Em alguns ruminantes, foi relatado
anteriormente que o elongamento caracteristico do concepto requer interacéo
entre o trofectoderma e o epitélio luminal uterino que causa um mosaico de
interacbes entre integrinas e ECM, que atuam em conjunto para promover a
adesdao durante a implantacdo (BURGHARDT et al., 2009; BAZER et al., 2011)

Ainda em ruminantes, precede a ligacdo do trofectoderma ao epitélio
luminal uterino (LE) que leva a um mosaico de interagdes entre proteinas da
matriz extracelular (ECM), que contribuem para a adesdo estavel durante a
implantacédo e a placentacdo (BURGHARDT et al., 2009) A via da ECM esta
diretamente relacionada com processos do contato inicial do embrido com o
endométrio materno. Em um trabalho recente em bovinos, os pesquisadores
mimetizando o endométrio em um chip in vitro, avaliaram alteracdes de glicose
e insulina maternos, sobre os processos de comunicacdo na fase inicial da
gestacao e também relataram alterac6es na via ECM (DE BEM et al., 2021).

Outra via, a via Neuroactive ligand-receptor interaction é constituida por
um grupo de genes de neurorreceptores, foi associada com os DEGs. A
neurulacéo é o processo que leva a formacdo do tubo neural. Ele antecede a
formacdao do sistema nervoso central e inclui o cérebro e a coluna vertebral. Este
sistema € o primeiro a iniciar seu desenvolvimento funcionalmente no embrido
em desenvolvimento. Juntamente com a retracdo posterior da linha primitiva, a
neurulacéo progride de uma direcao anterior para posterior. Desta maneira, ao
longo de um certo periodo de tempo, o disco embriondrio apresenta tanto a linha
primitiva posteriormente quanto o sistema neural em desenvolvimento (HYTTEL
et al., 2011).

Este resultado € muito interessante, pois linhagem de células do
trofectoderma estd expressando genes relacionados com a via de
desenvolvimento do sistema nervoso central (Neuroactive ligand-receptor
interaction). Em um trabalho com ruminantes (Bos grunniens), esta via ja foi

associada durante ao periodo de implantacdo (ZI et al., 2018). Porém, né&o
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observamos resultados na literatura associando esta via aos processos de
desenvolvimento gestacional inicial em bovinos.

A Cytokine-cytokine receptor interaction, via de sinalizacdo que também
foi alterada significativamente, desempenham um papel na satde e sdo cruciais
durante as respostas imunoldgicas e inflamatérias na doenca em humanos.
(TURRIN e SALAMAN, 2000). A osteopontina se liga diretamente a integrinas
especificas e, assim, promove a migracao celular trofectoderme e fixacdo ao
epitélio luminal. Este complexo tem sido proposto para ser importante em
promocao da fixacdo do embrido. As interacdes do receptor de citocina-citocina
envolvidas na implantacdo (Altmae et al.,, 2012) e os mMRNAs regulados
negativamente associados a interacdo do receptor de citocina-citocina
resultaram em falhas repetidas de implantagdo (Shi et al., 2017). Em células
trofectoderme de embriées suinos FIV, a protedlise mediada por ubiquitina e a
sinalizacdo ErbB foram aberrantemente reguladas em comparacdo com
embrides in vivo (ISOM et al., 2013).

Uma analise transcriptdmica do endométrio durante o periodo de
implantacéo do embriéo suino revelou varios DEGs relacionados a via Cytokine-
cytokine receptor interaction, incluindo CCR7, CSF1R, CXCR3, IL10RA e IL2RG
(LIN et al., 2015). Sua funcéo pode estabelecer uma comunicacao correta entre
o endométrio e o concepto em desenvolvimento, preparando o Utero para
implantacdo. Alguns genes desta familia também foram encontrados em um
trabalho recente do nosso grupo, quando sequenciou 0 endométrio materno
durante o periodo de implantacdo do embrido em bovinos. Nestes resultados
detectamos alguns genes que incluem: CCL1, CCR7, CCL11, CXCR6 CXCLS5,
CXCL9, CXCL10, CXCL11, IL1R2, IL2RB, IL3RA, IL12RB2, IL31RA e IL18RAP
(dados ainda néo publicados). Com tudo, no presente estudo foi possivel criar
um modelo in vitro para auxiliar na melhor compreensdo de vias e genes
importantes na comunicacdo materno-embrionaria, possibilitando desta forma, o

melhoramento das tecnologias reprodutivas assistidas.

9 CONCLUSAO

Em geral, podemos concluir que fomos capazes de isolar células epiteliais

e estromais do endométrio de vacas em fase lUtea inicial e do trofectoderma de
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embrides bovinos produzidos por fertilizag&o in vitro. Além disso, também fomos
capazes de isolar e caracterizar as VEs produzidas pelos trés tipos celulares
estudados. O tratamento das linhagens do trofetoderma com as VEs isoladas do
meio de cultivo das células endometriais e vice e versa, simulou o “cross-talk”
materno/embrionario in vitro, gerando um modelo in vitro até entdo inédito de
estudo da comunicacdo materno embrionaria mediado por VESs.

Adicionalmente, também fomos capazes de mostrar que a suplementacéo
das VEs causou modificagBes transcricionais nas células endometriais e do
trofectoderma dos embrides. Alguns dos genes alterados fazem parte de vias de
sinalizacdo importantes como a da via PI3K/Akt, que é fundamental durante o
periodo do desenvolvimento pré-implantacdo, a via ECM-receptor interaction,
que esta diretamente relacionada com processos do contato inicial do embrido
com o endométrio materno, a via de sinalizagdo Cytokine-cytokine, que é crucial
durante as respostas imunolégicas e inflamatdrias, dentre outras. Além disso, a
expressdo de varios outros genes importantes como: IFl44L, ISGs, OAS1,
OAS2, KIF1A que estéo envolvidos na resposta imune inata.

Finalmente, a partir deste estudo, foi possivel verificar pela primeira vez o
modelo in vitro que mimetiza o microambiente de comunicacdo materno
embrionaria inicial com a troca de VEs entre células endometriais (epiteliais e
estromais) e embrionarias (trofectoderma). Esperamos a partir do grande
namero de informacdes geradas por este estudo, utilizar o modelo de VEs de
diferentes origens, para esclarecimento dos seus efeitos especificos no
ambiente materno e de embrides, aplicando ao sistema de producdo in vitro
como ferramenta para mimetizar o ambiente in vivo. Certamente esta € uma
ferramenta que podera ser utilizado como uma nova estratégia para aprimorar o

sistema de reproducao assistida em animais e humanos.
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