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congelamc':nto conforme tratamento anterior (SEG). Os embrides foram mantidos em crioprotetor antes do congelamento
por 5.-7 min em palhetas de 0,25 ml, reduzindo 0,5°C/min, e a partir de -6°C a -32°C submersos em nitrogénio liquido. Os
embrides congelados foram descongelados em contato com 0 ar (20-25°C) durante 5 segundos e imersos em dgua a 30°C
durante 10 s, entdo foram lavados em meio Vigro Holding (Vetogquinol) (37°C) durante 15 min antes de serem colocadas
em meio de cultura por mais 48 h (dia 9 pos-FTV). EmbriGes que avangaram um estagio foram considerados sobreviventes.
No Dia 9 embrides foram fixadas em metanol frio, lavados em PBS /0,1% de Tween 20, colocados em 10 ug mL- |Hoechst
33342 / glicerol ¢ visualizados sob luz UV para contagem de células. Os dados foram analisados usando o teste de qui
quadrado comparando os grupos de tratamento globais e por estidio com p <0,05 como significativo. Nio houve diferenca
significativa na contagem de sobrevivéncia e células vivas, em 48 h entre S (72,8%; 119), EG (63,3%; 107), ¢ SEG (51 9%
1_23) para as fases combinadas, respectivamente. Curiosamente, a capacidade de sobrevivéncia para a EB e ExBL foram
significativamente maiores em S (85,7; 70,0%) quando comparado com EG (66,7; 55,6%) e SEG (58.6; 25.0%), sem
diferenca para BL (81,3, 62,5, 68,8%), respectivamente. Estranhamente, CM cmbrides tiveram uma taxa mais baixa para
S em comparagio com EG e SEG (47,0, 56,3 e 70.6%, respectivamente), mas devido ao baixo nimero em todos os
tratamentos, a estatistica nio pode ser verificada. Os resultados indicam que uma exposigio de 2 minutos em solugdo 0,5
M de sacarose antes de congelamento lento em etileno-glicol, pode ndo ser benéfico para a sobrevivéncia dos embrides, €,
de fato, pode mesmo ser prejudicial para embrides na fase de EB ¢ ExBL.
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Os embrides produzidos in vifro apresentam maior quantidade de gotas lipidicas em scu citoplasma, fato que tem sido
relacionado a sua menor criotolerincia. O forskolin ¢ um ativador da adenilato ciclase, que ativa a lipase endogena por
meio da cAMP e da proteina quinase, causando lise dos triglicerideos intracelulares ¢ consequentemente a formacdo do
glicerol. Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do forskolin (Sigma-Aldrich®, Corporation, St. Louis,
MO), adicionado ao meio de cultivo embriondrio sobre a criotolerdncia de embrides bovinos produzidos in vitro. Para
tanto, ovérios bovinos foram coletados em abatedouro local e transportados até o laboratério em solugdo salina 0.9% a 37
°C, acrescida de antibigtico. Os foliculos foram aspirados ¢ 0s COCs rastreados e classificados. Em seguida, 1007
Complexos Cumulus Odcitos (COCs) foram maturados in vitro por 24 horas. A fertilizagdo in vitro (FIV) foi realizada
com sémen da raga Nelore de fertilidade comprovada, previamente preparado em gradiente Percoll®. O periodo de
incubagdo da FIV foi de 18-22 horas. O cultivo in vitro foi realizado em meio SOF por 9 dias. No D5, os embrides foram
divididos em dois grupos, sendo: Grupo Controle (GC, grupo cultivado na auséncia de forskolin) e Grupo Forskolin (GF,
grupo cultivado com 20 pM de forskolin por 24 horas a partir do D5). Todas as etapas da PIVE foram feitas em incubadora

238,5°C,5%de CO2¢ maxima umidade. No D7, blastocistos de grau | foram vitrificados de acordo com o protocolo de

Kuwayama et al. (2005). O aquecimento foi realizado 1 més depois e os embrides adicionalmente cultivados por 3 e 24
horas. As varidveis avaliadas foram: taxa de blastocisto em D7, taxa de embrides vitrificaveis em D7 (grau 1) ¢ a taxa de
reexpansio em 3 e 24 horas ap6s o aquecimento. Os dados foram submetidos a analise de variancia Anova (Programa R),
considerando o nivel de significncia de 59%. A taxa de blastocisto em D7 nao foi diferente (P>0,05) entre 0s grupos (GF
22,71% x GC 25.41%), porém, a taxa de embrides vitrificaveis em D7 foi maior no grupo Forskolin (43,24% x
25%; P<0,05). A taxa de reexpansio apos 3 horas de cultivo pés aquecimento foi maior no grupo Forskolin (45% x 24%;
P<0,05), porém apds 24 horas de cultivo esse efeito deixon de ser observado (GF 55% X GC 56%). Diante isso, sugere-se
que a adigdo de 20 pM de forskolin ao meio de cultivo de embrides bovinos melhora a qualidade e a criotolerancia dos
blastocistos, diminuindo o tempo de reexpansdo apds o aquecimento.
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Na espécie bovina, a técnica de bidpsia embriondria (associada & produgdo in vitro de embrides) € Witil para a genotipagem,
bem' como para o estudo de alteragdes cromossdmicas associadas a sobrevivéncia do concepto. Em um trabalho anterior
(Qumtao,‘ C.‘C:.R. et al., Anim. Reprod. 2015), observamos que a biopsia manual realizada no sexto dia (D6) pos FIV nio
afeta a viabilidade embriondria no D8 (quando embrides foram analisados quanto & viabilidade), porém ainda ndo hd
estudos sobre o efeito da bidpsia em blastocistos no D7. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da biopsia
manual, realizada no D7 pés FIV, no desenvolvimento e na viabilidade de embrides bovinos. Odcitos obtidos de ovdrios
de abatedouro foram maturados e fecundados in vitro. No final da FIV, os possiveis zigotos foram desnudados e cultivados
em meio CR2aa suplementado com 2,5% SFB a 38,5°C com 5% CO2, 5% 02, 90% N2 e umidade saturada. No D7 os
blastocistos foram distribuidos, aleatoriamente, em dois grupos: CON (controle, n=79) ¢ BIO (biopsia, n=78), sendo os
embrides BIO seccionados manualmente com microldminas (Bioniche, Canadi) em gotas de 20 microlitros de meio TALP-
!—[EPES com 2% SFB sob micréscopio estercoscopio. Os blastocistos dos dois grupos foram entdo transferidos para gotas
individuais de 20 microlitros de meio CR2aa, ¢ cultivados por 24h (D8) sob as mesmas condigdes dc cultivo supracitadas.
No D8 foram avaliadas a expansdo da blastocele e a qualidade (TETS, 1998) embrionaria. Blastocistos dos grupos CON
(n=18) e BIO (n=20) foram, aleatoriamente selecionados e fixados para contagem do numero total de células (TOT) e
mimero de células apoptoticas (APO) através da técnica de TUNEL (Promega, EUA). O indice apoptotico foi calculado
por APO/TOT. O desenvolvimento embriondrio foi analisado pelo teste Qui-quadrado. Os valores de TOT, APO e indices
apoptéticos (indicados como média + EPM) foram submetidas 8 ANOVA e as médias comparadas pelo teste SNK. Quanto
ao desenvolvimento, a taxa de blastocistos com blastocele expandida no D8 foi menor (P<0,01) no grupo BIO (67,9%) em
relagio ao CON (89,8%), porém nio foi evidenciada (P>0,05) diferenca na gualidade embriondria, de modo que a
proporciio de embrides de qualidade 1 e 2 foi de 66,2% (CON) e 56,6% (BIO) e de qualidade 3 foi de 33,8% (CON) e
43,4% (BT10). Foram observadas diferengas (P<0,05) no mimero de células totais (1 49,9+ 6,2 vs 112,8 £5,9), apoptoticas
(9,6 = 1,9 vs 16,7 % 1,8) e no indice apoptético (6% = 1 vs 14% = 1), entre CON e BIO, respectivamente. Conclui-se que
a biopsia manual em embrides no D7 interfere no desenvolvimento nas 24h seguintes pos-biopsia, pois apesar de ndo afetar
a qualidade morfolégica dos embrides, reduz o niimero total de células e aumenta o indice apoptético.

Apoio financeiro: CNPQ, FAPEMIG e EMBRAPA.
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Desde que o sequenciamento de RNA uma enorme quantidade de dados e cada vez mais ferramentas de analises sido
desenvolvidas, é importante identificar as ferramentas mais acuradas e confidveis com ajustes 6timos. Para enfrentar este
desafio, nés utilizamos um servidor local Galaxy que nos proporciona uma maneira produtiva ¢ reprodutivel de analisar a
enorme quantidade de dados gerados por projetos de gendmica funcional. A maioria das ferramentas para andlises NGS
compde linhas de comando em méquinas Linux. Para pesquisadores com formagdo em biologia, ¢ um grande desafio
ufilizar estas ferramentas complexas ¢ se familiarizar com o ambiente bio-informatico. As ferramentas do Galaxy
(Blankenberg et al., Current Protocols in Molecular Biology. ch 19: Unit 19.10.1-21, 2010) utilizam estas linhas de
comando e fornecem uma interface grafica facil de usar, desejavel para usudrios sem formagdo em computagdo.
Adicionalmente, os arquivos criados no Galaxy’s podem ser rastreados e criados fluxogramas de trabalho das analises
realizadas. A plataforma Galaxy estd aberta na web e foi desenvolvida ¢ introduzida em 2005 nas Universidades do Estado
da Pensilvinia ¢ John Hopkins (Giardine et al., Genome Research. v.15, p.1451-5, 2005). Ela foi desenhada para dar acesso
ficil aos arquivos de pesquisa (arquivos Fast(Q, Fasta, anotagdes nos genomas, tabelas grandes) e fornece também um leque
de ferramentas iniciais para andlise basica dos dados. Para expandir estes pacotes de ferramentas basicas, € possivel instalar
ferramentas publicadas na App store (Galaxy Tool Shed - https://toolshed.g2.bx.psu.edu ~ 3700 ferramentas diferentes),
que auxilia a agrupar ferramentas de uma 4rea de pesquisa especifica. Particularmente, o campo de andlises de RNA-Seq
congrega a maior comunidade desenvolvedora de ferramentas. Como o Galaxy ¢ aberto, é ficil desenvolver e integrar
novas ferramentas ao ambiente Galaxy. Além do servidor piiblico do Galaxy https://usegalaxy.org, que ¢ mantido pelo
time que desenvolveu o Galaxy, também € possivel programar um galaxy instalado localmente. Isto garante mais
funcionalidade, flexibilidade, independéncia € confidencialidade se vocé trabalhar com dados nao publicados. Um
fluxograma bésico para analise de dados de RNA-Seq inclui a verificagdo da qualidade, filtragem, separagdo ¢ identificagéo
de adaptadores, seguida de mapeamento para 0 genoma ou transcriptoma de referéncia. Finalmente, uma tabela de
contagem de reads ¢ gerada baseada em um arquivo com as anotagdes do gene. Os proximos passos seriam a andlise
estatistica com o pacote BioConductor R como o EdgeR ou DESeq2. Este modelo pode ser colocado em pritica em um
fluxograma da plataforma Galaxy (sequéncia de analises utilizando ferramentas em série) € uma caracteristica 1til do
Galaxy, que pode ser gerada manualmente ou extraida de arquivos pré-existentes ¢ compartilhados no ambiente Galaxy.
Uma vez que o usudrio fez seu logm na interface da web, ¢ possivel trabalhar em um ambiente personalizado, no qual
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