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RESUMO

Modificacdes poOs-traducionais de histonas participam da regulacdo da
expressdo génica durante a embriogénese. A H3K4me3 esta envolvida com a
permissao da transcricdo génica, enquanto a metilacdo global da H3K9 esta
envolvida com a repressao génica. O objetivo do presente estudo foi caracterizar
as modificagbes H3K4me3 e metilacdo global da H3K9 durante o
desenvolvimento in vitro de embrides bovinos. Os embrides foram produzidos in
vitro e acondicionados em diferentes estagios de desenvolvimento para a
investigacdo das referidas modificacbes de histonas pela analise de
Imunofluorescéncia sob microscopia confocal. Em todas as fases de
desenvolvimento investigadas, tanto a H3K4me3 quanto a metilagdo global da
H3K9 estavam presentes. Antes do estdgio de blastocisto inicial (Bi) foi
observada maior quantidade da metilacéo global de H3K9 do que de H3K4me3,
situacdo invertida apds o referido estagio. No estagio de Bi ndo foi observada
diferenca estatistica entre as marcas epigenéticas estudadas, sugerindo um
estado de preparacao dos embrides para um periodo de grandes modificacfes
e diferenciacdo celular. Essas marcas podem estar relacionadas com a
regulacao de pluripoténcia das células nesse periodo. A fase de blastocisto em
ecloséo foi a que apresentou maior atividade de H3K4me3, sugerindo que a
eclosdo do blastocisto demanda alta atividade génica. Conclui-se que a
H3K4me3 e a metilacdo global de H3K9 sdo muito importantes para o
desenvolvimento de embrides bovinos pré-implantacdo. A H3K4 tem
comportamento mais dinamico, apresentando picos importantes nas fases de
blastocisto e blastocisto em ecloséo.

Palavras-Chave: Embriogénese, epigenética, histonas, blastocistos



ABSTRACT

Post-translational histone modifications participate in the regulation of gene expression
during embryogenesis. H3K4me3 is involved with the permission of gene transcription,
while the global methylation of H3K9 is involved in gene repression. The aim of the
present study was to characterize the H3K4me3 modifications and global methylation of
H3K9 during the in vitro development of bovine embryos. The embryos were produced
in vitro and conditioned at different stages of development for the investigation of said
histone modifications by Immunofluorescence analysis under confocal microscopy. In all
stages of development investigated, both H3K4me3 and the global methylation of H3K9
were present. Before the initial blastocyst stage (Bi) a greater amount of the global
methylation of H3K9 was observed than of H3K4me3, situation reversed after that stage.
In the Bi stage there was no statistical difference between the epigenetic marks studied,
suggesting a state of preparation of the embryos for a period of great modifications and
cellular differentiation. These tags may be related to the regulation of pluripotency of
cells in this period. The hatching blastocyst stage was the one with the highest H3K4me3
activity, suggesting that the blastocyst hatching demands high gene activity. It is
concluded that H3K4me3 and the global methylation of H3K9 are very important for the
development of pre-implantation bovine embryos. H3K4 has more dynamic behavior,
presenting important peaks in the phases of blastocyst and blastocyst in hatching.

Key words: Embryogenesis, epigenetics, histones, blastocysts



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéo

O Brasil apresenta grande destaque mundial na produgéo in vitro de
embrides (PIVE), pois é responsavel pela producédo de 69% dos embribes do
mundo (lets, 2014). O destaque se deve em grande parte pelas caracteristicas
do rebanho brasileiro, que predominantemente & composto por animais
zebuinos, cuja producao de odécitos € em média duas a quatro vezes maior que
a das fémeas taurinas (Silva-Santos et al., 2014).

O desenvolvimento de embrifes pré-implantacdo (Andreu-Vieyra et al.,
2010) é regido por mecanismos epigenéticos, 0s quais controlam a atividade de
transcricdo e consequentemente expressdo génica, através de mudancas
reversiveis e herdaveis, entre as divisbes celulares, e que nao estédo
relacionadas a mudancas na sequéncia de DNA (Reik, 2007). Porém erros nesse
processo ocasionam graves anomalias de desenvolvimento e funcionamento
anormal nos organismos.

Considerando ainda, que apesar de ja ter sido descrita a relacdo de
modificacdes epigenéticas com a gametogénese e embriogénese (Santos et al.,
2003; Kues et al., 2008; Gu et al., 2010; Liu et al., 2016; Souza Caceres et al.,
2016), ainda permanecem muitas duvidas a serem esclarecidas. Nesse sentido
o estudo das modificacdes epigenéticas durante a embriogénese € essencial
para a otimizacdo das biotecnologias da reproducdo, do mesmo modo que o
conhecimento basico de mecanismos epigenéticos ja auxiliou na elaboracéo de
terapias para a cura de cancer e doencas neurolégicas (Esteller, 2005; Dialynas
et al., 2008; Selvi et al., 2010).

Este trabalho buscou caracterizar algumas modificacbes epigenéticas
entre as diferentes fases de desenvolvimento de embrides bovinos produzidos
in vitro. Assim, no primeiro capitulo desta dissertacdo foi feita uma breve
abordagem de como ocorre o desenvolvimento embriondrio precoce e de como
€ realizada a biotécnica de Producéo in vitro de Embrides (PIVE). O capitulo
seguinte corresponde ha uma revisao de literatura sobre a influéncia dos meios
de cultivo in vitro sobre as modificacdes epigenéticas durante a producdo de

embrides e o terceiro capitulo corresponde ao artigo cientifico propriamente dito.



2. Objetivo
Caracterizar as modificagoes da metilacao global da lisina 9 na histona 3
(H3K9me) e trimetilagcéo da lisina 4 na histona 3(H3K4me3) de embribes bovinos

em diferentes fases de desenvolvimento in vitro.

3. Desenvolvimento de embrides pré-implantacéo

O desenvolvimento embrionario envolve uma série de acontecimentos
importantes, correspondendo a primeira clivagem ou divisdo mitética, a ativacao
do genoma embrionario (AGE), compactacéao, diferenciacdo celular, formacéao
de blastocisto, rompimento da zona pellcida e eclosdo do embrido (Lonergan
et al., 2006).

A AGE, é o periodo onde ocorre a expressao da maior parte do genoma
embrionario, que em bovinos ocorre entre 4 e 8 células (Kues et al., 2008; Graf
et al., 2014; Jiang et al., 2014). Acreditava-se que até este periodo os embrides
se desenvolvessem somente com informac@es estocadas pelos odcitos (Sirard
et al., 2003), porém estudos mais recentes com embrides in vivo e in vitro
demonstraram que em todas as fases de desenvolvimento ha atividade
transcricional e expressao de genes (Kues et al., 2008; Kanka et al., 2009; Graf
et al., 2014, Jiang et al., 2014).

Quando o individuo atinge 32 células passa a ser denominado morula,
esta sofre compactacdo para a diferenciacéo celular. A compactacédo € seguida
pelo acumulo de liquidos formando uma cavidade central, chamada de
blastocele, a partir de entdo o embrido passa a ser conhecido como blastocisto.
A Dblastocele continua acumulando liquido causando uma expansdo no
blastocisto, e apds aproximadamente 9 dias de desenvolvimento ocorre a
ecloséo do blastocisto, ou seja quando embrido sai da zona pellcida.

A International Embryo Transfer Society (lets, 1998) propds uma
classificacdo para embrides bovinos pré-implatacdo (figura 1), que consiste em
9 categorias:

1. Embrido de uma célula: embrido recém fecundado (1° dia de
desenvolvimento)

2. Embrido de 2 — 16 células: primeiras divisées mitéticas (2° -5 °© dias

de desenvolvimento)



3. Mérula (Mo): massa celular com separacdo nitida entre os
blastémeros, ocupando quase todo o espaco perivitelinico (EPV), (5° - 6° dias de

desenvolvimento)

4. Mérula compacta (Mc): compactacao dos blastbmeros, ocupando
de 60-70% do EPV. (6° dia de desenvolvimento)
5. Blastocisto inicial (Bi): inicio da formacéo da blastocele, inicio da

diferenciacdo do TE e da MCI. Ocupagédo de 70-80% do EPV. (7° dia de
desenvolvimento)

6. Blastocisto (Bl): diferenciacdo celular evidente, predominéncia da
blastocele e o embrido ocupa 100% do EPV, (7° - 8° dias de desenvolvimento)

7. Blastocisto expandido (Bx): aumento de 1,2 a 1,5 vezes do
didmetro do embrido, a zona pellucida se torna mais distendida, diminui 1/3 da
sua espessura, pressao evidente da blastocele sobre o TE contra a zona
peldcida (8° - 9° dias de desenvolvimento)

8. Blastocisto eclodido (Be): embrido completamente fora da zona
pellcida e a blastocele ainda é muito evidente (9° dia de desenvolvimento)

9. Blastocisto eclodido em expansao: aumento da blastocele (9° - 10°

dia de desenvolvimento)



N
&L

1. 1-célula 2. 2-células 2. 4 células
(dia 1) (dia 2) (dia 3)

2. 8-células 2. 16-células 3. Mérula inicial
(dia 4) (dia 5) (dia 5-6)

5. Blastocisto inicial 6. Blastocisto
(dia 6) (dia7) (dia 7-8)

y 8. Blastocisto eclodido

v (dia 9)

7. Blastocisto expandido 9. Blastocisto eclodido
(dia 8-9) em expansao

(dia 9-10)

Figura 1. Esquema de desenvolvimento embrionério. IETS (1998)

Além da avaliacdo para a identificacdo do estagio de desenvolvimento,
ainda € realizada uma avaliacdo qualitativa dos embrides, baseada na
integridade morfol6gica dos mesmos, a IETS (1998) estabeleceu codigos, de 1-
4, para essa avaliacéo:

1. Excelente ou bom: Embrido esférico, blastbmeros apresentam
formas bem definidas, cor e textura uniformes, consistente com o estagio de
desenvolvimento esperado. Ao menos 85% da massa embrionaria deve estar

viavel e intacta.



2. Regular: irregularidades moderadas, ao menos 50% do material
celular deve compor uma massa embrionaria viavel intacta.
3. Pobre: irregularidades de maior forma, ao menos 25% do material

celular deve formar uma massa embrionaria viavel e intacta.

4, Morto ou degenerado: embrides em degeneracdo, o0citos néo
fecundados.
4, Producdao in vitro de embrides bovinos

A técnica de producdo in vitro de embrides compreende varias etapas
fundamentais para o desenvolvimento de embrides em laboratério, a saber:
obtencao, rastreamento e classificacdo de complexo odcito - cumulus (COCs),
maturacdo in vitro (MIV) dos COCs; capacitacdo e selecdo espermaética;
fertilizac&o in vitro dos COCs (FIV) e o cultivo in vitro de embrides (CIV) até o
estagio de mérulas e blastocistos, que é quando esses embrides podem ser
transferidos ou criopreservados (Varago et al., 2008).

A recuperacao de COCs pode ser feita in vitro, com ovarios de animais
post-mortem, e in vivo por métodos cirdrgicos, ou por ultrassonografia
transvaginal. Para a recuperacao in vitro de o0citos é necessario que 0s ovarios
sejam transportados para o laboratdrio em solucdo salina aquecida a 35°C, e
pode ser feita por dissecacao, fatiamento dos ovarios ou por puncéo de foliculos
ovarianos, que € a mais utilizada. A puncao geralmente é realizada com agulha
e seringa, ou com uma agulha acoplada em uma bomba a vacuo, e o objetivo é
aspirar todos os foliculos antrais com tamanho entre 2,0 e 8,0 mm de diametro
(Dode et al., 2001). O método mais utilizado em bovinos para a recuperacgao in
vivo de odcitos € denominado aspiracéo folicular guiada por ultrassonografia
(ovum pick up - OPU). Este método permite a recuperacdo de COCs de animais
de varias idades e em diferentes estagios do ciclo estral (Goodhand et al., 2000).

Independentemente do método de obtencéo utilizado, os COCs e o liquido
folicular séo transferidos para tubos, onde ficam aquecidos e em repouso por no
minimo 10 minutos no banho-maria, apés esse periodo séo transferidos para
uma placa de petri para busca e selecado dos COCs.

Nem todos os odcitos recuperados sao colocados para a maturacao, é
feita uma classificagéo (entre graus 1-5) segundo a integridade do citoplasma do

oocito e das células do cumulus oophorus. Somente os COCs com melhor

7



integridade morfoldgica sao utilizados para a PIVE (Stojkovic et al., 2001), esses
tém a caracteristica de maior numero de camadas de células do cumulus
circundando o odcito, além de um citoplasma homogéneo. Estas estruturas sdo
entdo transferidas para um meio de maturacdo, que geralmente € TCM 199
suplementado com uma fonte proteica, hormdnios e antibidticos, onde
permanecem entre 22 e 24 horas em incubadora com ambiente controlado, onde
a atmosfera pode ser de baixa ou alta tensédo de oxigénio e temperatura de
38,5°C. Essas condicdes fornecem subsidios para que os odécitos retomem a
meiose e progridam para o estagio de Mil.

Para a fecundacédo in vitro, além de odcitos maduros sdo necessarios
espermatozoides capacitados. Os espermatozoides presentes no ejaculado
precisam passar por um processo chamado capacitacdo espermatica, que in
vivo ocorre no trato genital da fémea. In vitro ha diversos métodos para
preparacdo do sémen, entre eles lavagem esperméatica por centrifugacéo,
gradientes de densidade, filtragem em colunas de fibra de vidro e migracao
ascendente, porém os mais utilizados sao os gradientes de densidade, utilizando
o percoll e a migragédo ascendente, denominada swin-up (Parrish et al., 1985).

Para a FIV, odcitos maduros e espermatozoides capacitados (na
concentracdo de 1 — 2 milhdes de espermatozoides por mL de meio) sdo
transferidos para o meio de fecundacao, que geralmente € o fert-TALP (Gordon
2003), que contem heparina, glicosamino glicol, que estimulam a capacitacao
espermatica em bovinos e a combinacdo de penicilamina, hipotaurina e
epinefrina (PHE) que atua sobre a atividade espermatica. Os gametas sao entdo
novamente co-incubados em ambiente controlado por 18-22 horas (Gordon,
2003).

Apb6s a fecundacdo os provaveis zigotos sao transferidos para o cultivo
embrionério, os meios mais utilizados nessa fase séo o TCM 199, CR1 e CR2 e
meio SOF, geralmente sdo acrescidos antibiéticos, agentes fungicidas e uma
fonte proteica. Os provaveis zigotos permanecem em ambiente controlado por
sete dias, ou até atingirem o estagio de blastocisto, periodo em que estao aptos

a serem transferidos para receptoras, ou serem criopreservados.



5. Gargalos da PIVE

Tecnologias que envolvem a manipulacdo de embrides in vitro, apesar
dos avancos, ainda passam por entraves, como € o caso da producao de clones
por Transferéncia Nuclear de Células Somaticas (TNCS) e a producdo de
embrides através da fecundacéo in vitro (FIV).

A limitagdo mais conhecida relacionada a embrifes PIVE € de neonatos
macrossémicos, condicdo que em ruminantes geralmente é conhecida como
sindrome da cria grande (Young et al., 1998), além da menor quantidade de
sitios de implantacdo placentarios e desenvolvimento vascular anormal na fase
intrauterina (Suzuki et al., 2011; Maiorka et al., 2015). Além das dificuldades
guanto a criopreservacao dos individuos (Maldonado et al., 2015).

Considerando que 0s mecanismos epigenéticos regulam o
desenvolvimento embriondrio inicial, e que estes séo altamente influenciados por
fatores externos, € possivel presumir que a manipulacdo e a exposicao dos
embrifes aos meios de cultura ocasionam alteragdes epigenéticas.

Para a otimizacdo da técnica, muitos estudos sobre a regulacéo
epigenética e comportamento da transcricdo tem sido realizados a fim de
entender melhor 0s processos biolégicos durante o0s estagios de
desenvolvimento de embrifes pré-implantacdo(Santos et al., 2003; Kues et al.,
2008; Ross et al., 2008; Wu et al., 2011; Lunardelli et al., 2016). Acredita-se que
com base nessas informacgdes seja possivel elaborar solu¢des para os gargalos
da PIVE.
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CAPITULO 2 — Revis&o de Literatura (Animal Reproduction)

Influéncia dos sistemas de producéo in vitro de embrides sobre
mecanismos epigenéticos
Influence of in vitro embryo production systems on epigenetic

mechanisms

RIBEIRO FERREIRA, M. G. C.1, MELO-STERZA, F. Al

1Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Resumo

Os mecanismos epigenéticos sdo os responsaveis pela regulacdo da
expressao génica. Estes explicam o fato de um mesmo individuo apresentar
diferentes tipos celulares mesmo contendo o mesmo material genético. Entre os
mecanismos epigenéticos destaca-se a metilagdo do DNA e modificacdes pos
traducionais de histonas na regulacéo do desenvolvimento normal de gametas e
embribes. Estes mecanismos sdo influenciados por fatores externos e erros
durante o seu estabelecimento podem ocasionar falhas de desenvolvimento e
graves anomalias nos individuos. Essas anomalias podem estar influenciando
os resultados dos sistemas de producdo de embrides in vitro, que apesar de
mostrarem bons resultados, ainda apresentam algumas limitacdes. O melhor
entendimento desses mecanismos epigenéticos pode auxiliar no
desenvolvimento de métodos que possam melhorar a eficiéncia das biotécnicas
de reproducéo assistida.

Palavras-chave: Histona; Modificacdes pés—traducionais; cromatina

Abstract

Epigenetic mechanisms are responsible for the regulation of gene
expression. These explain the fact that the same individual presented different
cell types even containing the same genetic material. Epigenetic mechanisms are

closely linked with the normal development of gametes and embryos, and are
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regulated by DNA methylation and post-translational histone modifications.
These mechanisms are influenced by external factors and errors during the
establishment of these mechanisms may lead to developmental failures and
severe anomalies in individuals. In vitro embryo production systems, although
showing good results, still present some limitations. The better understanding of
these epigenetic mechanisms can help in the development of methods that can
improve the efficiency of assisted reproduction biotechniques.

Keywords: Histone; Post-translational modifications; Regulation of

chromatin

Introducéo

Uma das principais etapas para que haja a expressdo de genes € o
processo de transcricdo, e este € influenciado por mecanismos epigenéticos
(Jian et al., 2017; Tan et al., 2017).

Os processos que regulam a expressao génica em organismos eucariotos
ainda nédo estdo bem esclarecidos. O que ja esta bem documentado é que as
diferencas genéticas podem explicar as divergéncias entre as espécies, mas nao
explicam o fato de mais de 200 tipos de células em um mesmo organismo se
expressarem de formas diferentes. O controle desse fendmeno ocorre por meio
das modificacdes epigenéticas, as quais permitem que tecidos possuam uma
caracteristica unica, como se tivessem uma “assinatura génica”, assumindo
fendtipos e funcdes diferentes entre células com o mesmo conteudo genético.
Assim o termo “epigenética” é utilizado para definir o estudo dos processos
reguladores da expressao genica que ndo estdo associados com a sequéncia
primaria de DNA, porém sdo herdaveis entre as divisdes celulares (Reik, 2007;
Inbar-Feigenberg et al., 2013).

Os mecanismos epigenéticos ocorrem em nivel de cromatina. Esta é
organizada em nucleossomos, 0s quais consistem em um octamero de histonas
(H2A, H2B, H3 e H4, todas em pares) sustentadas pela histona de ligagao (H1).
O nucleossomo, que é envolto pela dupla fita de DNA, concede estabilidade
estrutural e capacidade de regular a expressao génica. As modificacdes
epigenéticas podem ocorrer em fungdo da metilagdo de DNA, des modificacdes
pos-traducionais em histonas (Inbar-Feigenberg et al., 2013), e da acdo de de
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RNAs n&o codificantes e remodeladores de cromatina (Bonasio et al.,
2010).Estes mecanismos atuam como marcas para a selecdo de proteinas ou
complexos de proteinas, e atuam regulando as fun¢des da cromatina, tais como
a expressao génica, replicacdo de DNA e segregacdo cromossémica (Zhang e
Reinberg, 2001). Erros nesse processo podem ocasionar graves anomalias de
desenvolvimento nos organismos na fase pré e pos natal (Inbar-Feigenberg et
al., 2013).

Jafoi relatado que fatores ambientais exercem influéncia sobre as marcas
epigenéticas e consequentemente sobre os fenétipos (Inbar-Feigenberg et al.,
2013).A utilizacdo dos conhecimentos sobre epigenética como ferramenta para
solucionar grandes problemas da sociedade atual, como a cura do cancer e
doencas neuroldgicas, jA vem mostrando eficiéncia (Esteller, 2005; Kilgore et al.,
2010; Machnes et al., 2013). Um exemplo € o uso de nucleosideos analogos ao
DNA, como a Azacitidina para o tratamento de tumores relacionados a
hipermetilagdo do DNA. O referido medicamento se incorpora ao DNA em
replicacdo e reprime a sua metilacdo, reativando assim os genes silenciados
previamente (Esteller, 2005).

Acredita-se que a manipulacédo in vitro de embrides possa estar causando
modificagcdes epigenéticas e dificultando a solugdo de algumas limitagbes de
biotécnicas da reproducdo. O objetivo dessa revisdo € relatar como as
modificacdes de histonas interferem no desenvolvimento embrionario de
mamiferos e como este conhecimento pode ser aplicado para a busca de

solucBes para os gargalos da producao de embrides in vitro.

Modificacdes pds-traducionais de histonas (MPTSs)

As histonas consistem em proteinas basicas com uma forma globular e
uma cauda amino terminal, capaz de lancar-se do seu nucleossomo e
comunicar-se com nucleossomos proximos (Beaujean, 2014). Regifes de
regulacdo de genes respondem a estimulos ambientais e sdo marcadas por
modificacdes poés-traducionais (MPTs) em suas caudas amino terminais, e
regulam a comunicacdo entre o0 nucleossomo e o DNA, resultando na
compactacdo ou relaxamento da cromatina (Tamaru, 2010). Nos locais nao

compactados, o DNA estd mais apto a replicacdo e/ou transcricdo, ou seja,
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apresenta um estado de cromatina mais permissivo a atividade transicional
(eucromatina). Nos locais onde h4 uma maior compactacdo da cromatina os
genes estdo transcricionalmente reprimidos (heterocromatina) (Boland et al.,
2014). As principais MPTs das caudas das histonas séao acetilacdo, metilacao,
fosforilacdo e ubiquitinacdo (Gardner et al., 2011). A acetilacdo e metilacao das
histonas estao envolvidas de maneira acentuada na permisséo ou repressao da
expressao de genes durante os processos de foliculogénese e embriogénese,
regulando o estabelecimento adequado da expressdo génica para O
desenvolvimento embrionario (Seneda et al., 2008; Andreu-Vieyra et al., 2010;
Wu et al., 2011).

De modo geral a acetilagédo esta relacionada com a eucromatina, sendo
gue esta marca neutraliza a carga basal das lisinas contidas nas caudas das
histonas, intensificando a interacéo eletrostatica entre histonas e DNA, tornando
a cromatina menos resistente e consequentemente proporcionando um melhor
acesso ao DNA pelas proteinas envolvidas com a transcricdo. Portanto € o
evento com maior competéncia para descompactar a cromatina (Hasan e
Hottiger, 2002). A acetilacdo é um processo reversivel, e controlada por duas
classes de enzimas: acetiltransferases (ATH) e desacetilases de histonas
(HDAC). E ocorre principalmente nas lisinas (K) K9, K14, K18, K27 das histonas
H3 e K5, K8, K12 e K16 das histonas H4 (Bjerling et al., 2002; Gu et al., 2010).

O grupo metil desempenha uma rotatividade mais lenta que as demais
modificacdes de histonas, devido a isto, a metilagdo ja foi considerada uma
modificacao estavel (Duerre e Lee, 1974). A reversado da metilagédo foi provada
com a descoberta da desmetilase LSD1, que é responsavel pela retirada do
grupo metil da lisina 4 da H3 (Shi et al., 2004). Ja sdo conhecidos 33 tipos de
desmetilases de histonas (Allis et al., 2007; Pedersen e Helin, 2010).

Em geral, a metilagdo de H3K9, K27 e K20 esta associada com
condensacdo da cromatina, enquanto a metilacdo de H3K4, K36 e K79 esta
relacionada com a descondensacgéo da cromatina (Ciccone e Chen, 2009). Ha
variagcdes na intensidade de metilacdo das histonas, podendo ser mono (mel),
dupla (me2) ou tripla (me3) , as quais estdoenvolvida com a conformacéo da
cromatina, de forma que quanto maior a intensidade da metilagéo, mais a funcéo

da modificagédo sera refor¢cada, por exemplo H3K4me3, em comparagédo com a
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H3K4mel, € mais eficiente para descondensar a cromatina, deixando assim o

DNA mais acessivel a transcri¢éo (Wolffe, 1998).

Modificacdes epigenéticas em gametas e embrides

Os principais eventos epigenéticos relacionados com o desenvolvimento
embrionario inicial sdo o Imprinting genémico, a inativacdo do cromossomo X e
a reprogramacgédo de genomas haploides parentais em um genoma diploide
(Hales et al., 2011). Estes mecanismos sao necessarios ao desenvolvimento
embrionario inicial, os quais sao regidos pelos padrbes de metilacdo de DNA e
MPTs de histonas.

O Imprinting gendmico € um evento controlado por fatores genéticos que
apresentam expressao monoalélica, tendo um alelo silenciado por metilacdo, de
forma que a presenca da metilacdo tem como consequéncia a condensacédo da
cromatina e resisténcia a transcricado (Reik et al., 2001). A explicacdo mais aceita
para imprinting genémico € a chamada “Teoria do conflito genético”, teoria
embasada em observacOes da participacdo de genes imprinting relacionados
aos seus efeitos divergentes no desenvolvimento do embrido e anexos
embrionarios (Haig e Graham, 1991). Um exemplo da acdo dos genes imprintig
€ 0 gene paternal expresso IGF2, que estimula o crescimento fetal, enquanto
gue o gene maternal expresso IGF2R, tende a diminuir o crescimento fetal,
participando assim da regulacéo do IGF2 (Reik et al., 2001).

A ICX é um 6timo exemplo de como 0s varios mecanismos epigenéticos,
atuando juntos, controlam a expressdo de genes através da modificacdo da
cromatina. Trata-se de um modo de compensacéo de dose da expressao génica
entre fémeas (XX) e machos (XY) (Lyon, 1961). Previamente a implantacdo do
embrido, um dos cromossomos X, materno ou paterno, € escolhido casualmente
para ser inativado (Boland et al., 2014). A aquisi¢ao de imprints materno durante
0 crescimento dos o0citos é incumbido pela inativagdo do cromossomo X (Goto
e Takagi, 2000; Tada et al., 2000). Em Camundongos foi descrito que a
inativacdo do cromossomo X ocorre entre o estagio de 4 (Okamoto et al., 2004;
Okamoto et al., 2005) e 8 células (Huynh e Lee, 2003; Mak et al., 2004). Em
embrides bovinos produzidos in vitro esse evento foi descrito primeiramente no

estagio de blastocisto (De La Fuente et al., 1999), porém pesquisas mais
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recentes, também com embrides in vitro, mostraram que a inativagdo ocorre no
estagio de morula, onde o X paterno esta inativo, e no estagio de blastocisto
ocorre uma reativagdo, que provavelmente € necessaria para a ocorréncia de
um segundo ciclo de inativacdo aleatoria nas células da massa celular interna
(Ferreira et al., 2010).

As células germinativas primordiais necessitam passar por uma ampla
reprogramacao epigenética para se tornarem gametas vidveis e aptos a
formacdo de um novo individuo (Reik, 2007). As MPTs de histona estédo
altamente envolvidas neste processo, com destaque para a acetilacdo e
metilacéo.

A acetilagdo € um dos mecanismos envolvidos na regulacdo dos eventos
de totipoténcia e proliferacdo durante a reprogramacdo de células e
desenvolvimento embrionario (Wang et al., 2007), e a metilacdo de histonas
contribui com o0s processos de estabelecimento e manutencdo dos genes
Imprinting e inativacdo do cromossomo X além da regulacédo da expressao de
genes envolvidos com o desenvolvimento embrionario inicial (Ciccone e Chen,
2009).

Em odcitos as MPTs controlam os eventos nucleares (Gu et al., 2010),
como a quebra da vesicula germinativa (GVBD), desaparecimento do nucléolo,
a condensacdo da cromatina, a extrusdo do primeiro corpusculo polar e
formacdo do segundo fuso meidtico. Estes eventos sdo essenciais para que
ocorra a maturacao oocitaria (Meinecke et al., 2001).

Ha relatos de que seja necessaria uma reducdo global da transcricdo em
o0citos para que o processo de meiose seja retomado e finalizado, durante o
processo de maturacao (Andreu-Vieyra et al., 2010). A acetilacdo de lisinas nas
histonas H3 e H4 se apresentam em maiores concentracdes na fase de GV
(vesicula germinativa) e GVBD, associada a uma alta atividade transcricional.
Uma reducdo acentuada da acetilacdo das histonas € observada nas fases de
MI e MiII, sendo a transcricdo cessada com a condensacao da cromatina. Dessa
forma a desacetilacdo dessas proteinas possui um papel importante na
aguisicao de competéncia do oocito durante a maturacao, fato demonstrado em
suinos e bovinos (Endo et al., 2005; Racedo et al., 2009).

Comparada com a acetilacdo, a metilacdo de histonas parece um evento

relativamente estavel durante o desenvolvimento oocitario (Gu et al., 2010). Foi
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observado em suinos e bovinos que a H3K9me2, envolvida com a formacgéo da
heterocromatina, apresenta um comportamento constante durante a maturacao
dos odcitos (Endo et al., 2005; Racedo et al., 2009), estando relacionado com a
manutencdo de um perfil de expressdo definido durante a fase final de
crescimento dos o0citos e no processo de maturacédo (Racedo et al., 2009).

A metilacdo da H3K4, que € relacionada com a eucromatina, se apresenta
em niveis constantes e elevados durante a maturacdo dos odcitos, assim,
mesmo esse processo sendo marcado pela reducdo da transcricdo, desde o
momento da retomada da meiose (Wu et al., 1996), ainda ocorrem alteragdes na
estrutura da cromatina (Kageyama et al., 2007).

Quanto a espermatogénese, as histonas sdo substituidas parcial ou
integralmente  por nucleoproteinas especificas dos espermatozoides,
conhecidas como protaminas ou proteinas queratinosas, as quais possuem um
carater mais basico, ricas em arginina e cisteina oxidada (Bloch, 1969). Estudos
mais recentes encontraram histonas no ndcleo espermético humano, em regides
contendo sequéncia de nucleossomaos, com DNA hipometilado, intercaladas
entre as estruturas toroidais da cromatina espermatica. Estas regifes
provavelmente possuem uma importante fungdo no desenvolvimento
embrionario inicial e na heranca epigenética paterna (Johnson et al., 2011;
Carrell, 2012).

Durante a embriogénese também ocorre uma ampla alteracéo
epigenética. A importancia das modificacbes da metilacdo da H3K4 e H3K9 na
diferenciacéo celular durantea embriogénese ja foi bem reportada (Santos et al.,
2003; Bernstein et al., 2006; Gao et al., 2010; Wu et al., 2011; Zhang et al., 2012).

Apos a fecundacao ocorre uma perda global da metilacdo de histonas
(Yang et al., 2007), fenbmeno essencial para as primeiras divisdes embrionarias.
No entanto, uma metilacdo residual em aminoacidos especificos € necessaria
durante o desenvolvimento pré-implantacional. (Thomson et al.,, 1998). A
H3K4me3 tem forte ligacdo com a diferenciagcdo e ativagdo do genoma
embrionario, fato demonstrado em suinos (Gao et al., 2010), humanos (Zhang et
al., 2012) e bovinos (Wu et al., 2011). A importancia da H3K4me3 ja foi relatada
em fases posteriores do desenvolvimento embrionario em bovinos produzidos in

Vivo (Souza Caceres et al., 2016) e in vitro (Lunardelli et al., 2016).
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A H3K9me esta relacionada com a repressdo da transcricdo, e nos
estagios iniciais de desenvolvimento embrionario, em camundongos, se
comporta como os padrdes de metilagdo de DNA, ou seja, reduzido nas fases
de 2 a 4 células, aumentando nos estagios de 8 células. Na fase de blastocisto,
tanto o DNA quanto a H3K9 estdo mais metilados nas células da massa celular
interna e menos metilados nas células do trofoblasto (Santos et al., 2002). A
H3K9me ainda esta relacionada com os genes H19 e MEST, que sdo de grande
importancia para o desenvolvimento embrionario, crescimento fetal e funcao
placentaria, de forma que ha uma reducdo da H3K9me, como supressor dos

genes e aumento da H3K9ac, como ativador dos genes (Jahangiri et al., 2014).

Efeitos ambientais sobre as marcas epigenéticas do desenvolvimento de
embrides pré-implantacao

Estudos demonstram que o desiquilibrio nutricional e metabdlico de
fémeas gestantes afeta a salde do concepto, e tais alteragcbes podem ser
transmitidas para a préxima geracao (Attig et al., 2010). Apesar da PIVE ser
utilizada em larga escala por laboratorios comerciais, ainda apresenta alguns
gargalos, como por exemplo, como a menor criotolerancia do embrides
comparados a individuos produzidos in vivo (George et al., 2006; Rizos et al.,
2008; Stinshoff et al., 2011; Maldonado et al., 2015). Individuos produtos de
clonagem por Transferéncia Nuclear de Células Somaticas (TNCS) apresentam
anormalidades como alteracdes no desenvolvimento placentario, fetal e morte
perinatal (Young e Beaujean, 2004).

Em embrides produzidos através de TNCS, € necessério que um individuo
doador forneca uma célula soméatica que tera o nucleo transferido para um oécito
enucleado. Este od6cito entdo é ativado para que inicie o desenvolvimento
embrionério. Para o sucesso da biotécnica é necessario que as alteracdes
epigenéticas ocorram adequadamente, de forma que o0 ndcleo seja
reprogramado para padrdes zigoticos (Jouneau e Renard, 2003). Embrides
produzidos através dessa biotécnica tem mais dificuldades durante o processo
de reprogramacado epigenética, pois 0 00cito receptor é apto para redefinir
padrées maternos e nao de células somaticas (Keefer, 2015).

Apesar de haver uma certa flexibilidade natural do epigenoma, a estrutura

da cromatina e a transcricdo ndo séo reprogramadas de maneira uniforme apoés
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a transferéncia nuclear (Long et al., 2014). As anomalias est&o vinculadas com
a reprogramacgédo incompleta do genoma doador e padrdes irregulares de
metilacdo de DNA e MPT’s de histonas em embrides de TNCS (Golding et al.,
2011).

Durante o processo de formacdo de gametas e embribes, as marcas
epigenéticas demandam um longo tempo para serem estabelecidas, porém na
TNCS os padrbes epigenéticos das células adultas ja estdo muito estaveis, e
dispbe de um curto periodo de tempo para a reprogramacao (Reik et al., 2001;
Jouneau e Renard, 2003). Esses tipos de falhas na reprogramacdo podem
ocasionar padrdes aberrantes de ICX (Xue et al., 2002), e no estabelecimento
de genes imprinted (Young et al., 2003). Ocasionando alterac@es fenotipicas em
todos os estagios da gestacao.

Para melhorar a eficiéncia da TNCS, pesquisadores testaram a adicao da
Tricostatina-A, durante 10 h apés a ativacao do odcito, para a inibicdo da enzima
histona desacetilaze (HDAC) promovendo um aumento da acetilagcdo de
histonas. Esta metilacdo aumentou a eficacia da técnica, sendo possivel supor
gque a menor acetilacdo de histonas pode ser um dos agravantes do
desenvolvimento de embrides oriundos de TNCS (Kishigami et al., 2006).

A “sindrome da cria grande” foi um dos problemas registrados no inicio da
PIVE, sua caracteristica € o hascimento de produtos maiores do que o esperado
para a espécie e/ou raca (Young et al., 1998). Essa anomalia foi vinculada a
erros no padrdo de expressao de genes imprinted, pois verificou-se que o soro-
fetal-bovino, utilizado na composi¢cdo dos meios de cultura, alterava os padroes
de metilacdo do gene IGF2R, o qual se expresso de forma errbnea resulta em
um hipo ou hipercrescimento (Young et al., 2001). Porém modificacbes e
melhorias nos meios de cultivo praticamente extinguiram essa anomalia (Keefer,
2015).

Outro grupo de pesquisa também investigou o comportamento da
H3K27me3 em embrides bovinos produzidos in vitro, esta marca que €
relacionada com a compactacédo da cromatina e consequentemente repressao
da expressdo génica. Para o estudo Marinho (2015) acrescentou 3-
Deazaneplanocin A (DZNep) ao meio de cultivo para inibir o complexo
repressivo 2 de Polycomb, grupo proteico importante para manter o estado de

H3K27me3. O estudo citado demonstrou que o grupo tratado com DZNep
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apresentou menor taxa de blastocistos, menor, qualidade morfolégica do
embrido, e menor velocidade de desenvolvimento.

Quanto ao desfio da criopreservacao, varios grupos de pesquisa tém se
dedicado a busca de solucfes que melhorem a eficiéncia a criotopreservacao de
embrides PIVE (Stinshoff et al., 2011; Maldonado et al., 2015; Souza Caceres et
al., 2016), no entanto os avancos ainda sao limitados. Souza Caceres et al
(2016), verificaram que embrides produzidos in vivo apresentam 0 mesmo
padrao de H3K4me3 quando submetidos ou ndo a criopreservacao lenta. Em
contrapartida Maldonado et al (2015) verificaram que blastocistos produzidos in
vitro e submetidos ao método de criopreservacdo convencional possuem niveis
de H3K4me3 reduzidos. Essa diferenca dos padrbes de metilacdo, entre
embrides in vivo e in vitro submetidos a criopreservagao nos permite supor que
0S meios de cultivo possam estar alterando a conformacado da cromatina através
das MPT’s de histonas, e este fato pode estar ligado a diferenga de eficiéncia da

criotolerancia desses embrides

Considerac0es finais

Esta claro que os meios de cultivo alteram o perfil epigenético de embrides
PIVE. No entanto ainda sdo necessarios mais estudos na area de conhecimento
basico, para que seja possivel transformar essas informac6es em ferramentas
de otimizacdo da técnica e melhora das taxas de producdo, reducdo das
anomalias dos anexos embrionarios e de individuos pés natal, além de melhorar

sua resisténcia a criopreservagao.
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Abstract

Post-translational histone modifications participate in the regulation of
gene expression during embryogenesis. H3K4me3 is involved with the
permission of gene transcription, while the global methylation of H3K9 is involved
in gene repression. The aim of the present study was to characterize the
H3K4me3 modifications and global methylation of H3K9 during the in vitro
development of bovine embryos. The embryos were produced in vitro and
conditioned at different stages of development for the investigation of said histone

modifications by Immunofluorescence analysis under confocal microscopy. In all
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stages of development investigated, both H3K4me3 and the global methylation
of H3K9 were present. Before the initial blastocyst stage (Bi) a greater amount of
the global methylation of H3K9 was observed than of H3K4me3, situation
reversed after that stage. In the Bi stage there was no statistical difference
between the epigenetic marks studied, suggesting a state of preparation of the
embryos for a period of great modifications and cellular differentiation. These tags
may be related to the regulation of pluripotency of cells in this period. The
hatching blastocyst stage was the one with the highest H3K4me3 activity,
suggesting that the blastocyst hatching demands high gene activity. It is
concluded that H3K4me3 and the global methylation of H3K9 are very important
for the development of pre-implantation bovine embryos. H3K4 has more
dynamic behavior, presenting important peaks in the phases of blastocyst and
blastocyst in hatching.

Key words: Embryogenesis, epigenetics, histones, blastocysts

1. Introduction
The transcript profile undergoes dynamic changes throughout the

embryonic development, that is, at each stage of development, there are inherent
patterns of expression, which are coordinated by epigenetic modifications [1]. It
Is noteworthy that most genes are transcribed near the time of activation of the
embryonic genome (EGA), which in bovines occurs at the stage of 4-8 cells [2].

Post-translational modifications (PTMs) of histone are epigenetic events
of great importance in the reorganization of chromatin, and are linked to the
permission or repression of gene expression [3]. The methylation of lysines 4 and
9 in histone 3 (H3K4me and H3K9me) are being investigated for their relationship
to cell differentiation during embryogenesis in mammals [4-7]. Said histone
modifications have opposite functions, whereas H3K4me is related to a chromatin
permissive to gene transcription, H3K9me is related to the repression of
transcription [4, 7].

The relationship of H3K4me3 to the differentiation and activation of the
embryonic genome has already been demonstrated in swine [8], humans [9],
cattle [2] and mice [7]. In cattle the behavior of H3K4me3 was observed in phases
after EGA, in morula and blastocysts produced in vivo [10]. The methylation of

H3K9 has already been observed in bovine embryos produced in vitro and by
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Nuclear Somatic Cell Transfer (NSCT), in various stages of embryonic
development [4], besides being one of the modifications related to the expression
of the genes involved with the fetal growth and placental function [11]. These
reports show the importance of these modifications in early embryonic
development.

For the critical role that histone methylation presents in the regulation of
pre-implantation embryo genes, these potentially assume the determination and
differentiation of the cellular destination. Most of the studies concentrate the
investigations around the first periods of embryonic development, which
correspond to the activation of the embryonic genome [1, 2, 4, 11], because it is
a period of great transcriptional activity [1], and thus there are gaps on how
histone methylations behave during the development of blastocysts until
complete hatching.

More detailed investigations about the process of blastocyst formation, the
stage where the information is generated for the period of embryo implantation,
should aid in the improvement of techniques of assisted reproduction.

The aim of the present study was to characterize the trimethylation
modifications of histone 3 lysine 4 (H3K4me3) methylation of lysine 9 in histone

3 (H3K9me) in bovine morulae and blastocysts produced in vitro.

2. Materials and methods
In vitro embryo production

For in vitro embryo production, animal ovaries were used Bos indicus
collected at a local slaughterhouse. These were transported in NaCl solution
NaCl 0,9% plus antibiotics, at the temperature of 35 a 37°C. Follicles 3-8 mm in
diameter were punctured and oocyte-cumulus complexes (COCs) recovered
were classified according to the appearance and distribution of cumulus cells and
cytoplasmic uniformity [12]. Only grade 1 and 2 oocytes were used in the in vitro
maturation process IVM. After selection the selected COCs were washed and
transferred to petri dishes containing TCM199 plus LH, FSH e E2, fetal bovine
serum (FBS), pyruvate and antibiotics, topped with mineral oil. The maturation

occurred for 24 hours in an incubator at 38.5 ° C, 5% CO2 and saturated moisture.
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After IVM, mature COCs underwent in vitro fertilization (IVF) in fertilization
medium containing heparin, the combination of penicillamine, hypotaurine and
hepinephrine (PHE), pyruvate, bovine serum albumin (BSA) and antibiotics. For
fertilization, conventional semen of a single Nelore bull, previously tested for IVF.
The straws were thawed and the semen submitted to Percoll methodology [13].
For fertilization, the concentration 1 x 10° spermatozoa / mL. Fertilization was for
18-22 hours. After this period the probable zygotes were transferred to drops of
SOF medium, containing MEM and BME amino acids, in addition to FBS, BSA
and antibiotics. Probable zygotes remained in this environment for up to nine
days. All steps of in vitro embryo production were made in an incubator at 38.5 °
C and 5% CO2 atmosphere in air.

For the analyzes the embryos were collected on days 3, 5, 7, 8 and 9
considering day zero the IVF day, making it possible to obtain structures at
different stages of development. The phases collected were: 4 cells, morulae
(Mo), initial blastocyst (Bi), blastocyst (Bl), expanded blastocyst (Bx), blastocyst
in hatching (Bn) and hatched blastocyst (Be). The obtained material was washed
twice in PBS and then packed in 200ul of 3% paraformoldehyde and stored at 4
° C until analysis.

Immunofluorescence Analysis

For this analysis, twenty embryos were used at each stage of
development, for this analysis twenty embryos were used at each stage of
development 5 for the negative control and 5 for fluorescence investigation, thus:
H3K4me3 N = 70 and methylation of H3K9 N = 60.

The embryos were washed in specific medium (MLv), containing PBS,
BSA and TtritonX100 at room temperature (RT) and permeabilized with HEPES,
Sucrose, NaCl, MgCl2 e TritonX100 a 0°C for 5 minutes. After 3 washes in Mlv (
5 min each in RT) the embryos were blocked (Roti imunoBlock :50 em H20, Roth
Germany) for 2 hours in RT. Subsequently, they were exposed to polyclonal
antibody against H3K4me3 and H3K9me (Signaling ® celular 1:1000 in Roth
ImunoBloth 1:100 in PBS + 0,2% de Tween 20), overnight at 4 ° C. After 5 washes
in MLv (10 min each in RT) the embryos were incubated with the secondary
antibody (anti-coelho Alexa 647, Invitrogen A21245, 1: 200 in Roti ImmunoBlock
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1: 100 in PBS + 0,02% de Tween 20) for 5 hours at RT. After 5 washes in MLv
(10 min each in RT) the nucleus was stained, for which it was used SYBR Green
(Molecular Probes, Germany; 1:500) at 4 ° C for 15 minutes. Finally, after 4
washes in MLv (10 min min each in RT) the embryos were individually fixed on
sheets and covered under coverslots.

The fluorescence analysis of the embryos was performed under confocal
microscopy (5 Pascal, Zeiss, Germany). The methodology according to Souza-
Caceres et al. 2016, with the following settings: a distance of 1 um between
images in the z were recovered in double bands (Oil lenses 40 times): Track 1:
Laser: Agrome 30mW (488/488/514 nm) 488nm/12%; HFT/ NFT:488/545 nm,;
Filter BP 505-530 nm Channel 1 (channel 2 closed); track 2: Laser: HeNe 1 mW
(543 nm) 543 nm/60%; HTF/NTF: 543/545 nm; Filter LP 560 nm Channel 2
(Channel 1 closed); Pinhole: 1AU, constant gain, with average 2.

Five embryos per embryonic stage and five as negative controls were
analyzed, ie, they were prepared without the addition of the primary antibody. For
localization and quantification of H3K4me3 and H3K9me, the intensities of the
fluorescence signals were analyzed by three-dimensional densitometry (ImageJ),
evaluating at least 15 cells per embryo (in 4-cell embryos 4 cells were counted).
Regions of interest (ROIs) were defined around the relevant nuclei in the stak.
For background correction, an additional ROI was established outside the nuclei,
but within the embryo. The intensities measured in these ROIs were subtracted
from the measurement intensities in the ROIs around the nuclei. The
fluorescence intensity depends on the location in the z-direction on the cell.
However, the intensity of nuclear staining (green channel, 228 lane 1) should be
constant. Therefore, the incident intensity of nuclear color (green channel) in the
z-direction was used to calculate fluorescence fading in the z-direction. The
fading correction of the fluorophore intensity (red channel) in the z-direction was
calculated using this result. Data were normalized to the controls (without the first

antibody).

Statistical analyzes

The signal intensity in pixels was determined by the Image j program and
the mean of the 15 cells evaluated by embryo was considered the signal intensity

of each embryo. The mean signal intensity of the 5 embryos was considered the
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signal intensity of the embryonic stage analyzed. The normality of the data was
verified by the Shapiro-Wilk test. Then, ANOVA was performed and when a
significant difference was found, the Scott-knott test was applied at 5% probability
(R Program version R-3.3.1).

3. Results
It was found that the signal intensity of H3K4me3 (Figure 1) increased

significantly between the initial morula and blastocyst phases, with subsequent
blastocyst phase decline. Less pronounced but significant increase was also
observed in the blastocyst stage in hatching, with later fall in the blastocyst stage,
thus demonstrating a dynamic behavior of this modification throughout the

embryonic development.
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Figure 1: Signal intensity of H3K4me3 in pre-implantation bovine embryos at
different stages of development. A: Images of H3K4me3 fluorescence in pre-
implantation embryos. B: Chart of values for pixel count, lowercase letters differ
by 5% probability (Scott-Knott). Mo: morula; Bi: Initial blastocyst; Bl: Blastocyst;
Bx: Expanded blastocyst; Bn: Blastocyst in hatching; Be: Blastocyst hatched



The signal intensity of H3K9me (Figure 2) was elevated between the 4 cell
phases and initial blastocyst, from the blastocyst stage this modification

decreased and remained constant until the complete hatching.
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Figure 2: Signal strength of the global methylation of H3K9 in pre-implantation bovine embryos
at different stages of development. A: Images of H3K9me fluorescence in pre-implantation
embryos. B: Chart of values for pixel count, lowercase letters differ by 5% probability (Scott-
Knott). Bi: Initial blastocyst; Bl: Blastocyst; Bx: Expanded blastocyst; Bn: Blastocyst in hatching;
Be: Blastocyst hatched

In all stages of development of the pre-implantation embryos the two
epigenetic modifications were present, demonstrating their importance in that
period.

Comparing the difference in the intensity of H3K4me3 and H3K9me
(Figure 3), there was a higher signal intensity of H3K9me in the 4-cell phase and
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a higher signal intensity of H3K4me3 from the Bl phase. In the initial Blastocyst
phase there was no statistical difference between the two epigenetic
modifications, suggesting this phase as a transitional period of important

embryogenesis events.
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Figure 3: Comparison of H3K4me3 and overall methylation of H3K9 in early embryonic
developmental stages. * p <0.05. Bi: initial blastocyst; Bl: blastocyst; Bx: expanded blastocyst;
Bn: blastocyst in hatching; Be: hatched blastocyst

4. Discussion

The phases corresponding to the various stages of blastocysts present a
higher signal intensity of H3K4me3 compared to previous phases. It has already
been demonstrated that blastocysts possess a greater amount of active genes
than in the previous phases [14], fact that may explain the increased demand for
H3K4me3, histone involved with permission to transcription and chromatin
reorganization [3, 15, 16].

In the initial blastocyst stage similar activity of H3K4me3 and H3K9me
was observed and soon thereafter, in the blastocyst phase, there was an inverse
activity observed in the 4-cell phase, when the H3K9 intensity was higher. The
increase in H3K4me3 activity may be related to the onset of cell differentiation,

which demands greater gene activity [17, 18]. Another peak of H3K4me3 activity
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was observed in the blastocyst stage at hatching, however in the next phase
(blastocyst hatching) there was a significant decline of this modification, which
indicates that to initiate the hatching process, the embryo demands a high gene
activity.

The results of the present study demonstrated that H3K4me3 undergoes
a significant elevation of the morula phase to the blastocyst stage, a result
opposite to that observed in embryos produced in vivo, where morulae have a
higher signal intensity of H3K4m3 compared to blastocysts [10]. The divergence
between H3K4me3 patterns between individuals produced in vivo and in vitro
demonstrates that the culture media may be altering the chromatin conformation
at this stage. A fact that reinforces this hypothesis is that H3K4me3 standards do
not present difference between cryopreserved or fresh in vivo embryos, but
cryopreserved in vitro embryos have a lower H3K4me3 intensity than fresh in
vitro embryos [19].

The H3K9me presented signal intensity lower than H3K4me3 and a
constant behavior from the blastocyst phase. Similar behavior was observed
during the maturation of swine and bovine oocytes [20-22]. It is believed that the
stability of this tag is necessary for the maintenance of a defined gene expression
profile during the final stage of oocyte growth [21].

H3K9me is associated with the regulation of H19 and MEST gene
expression, which are of great importance for embryonic development, fetal
growth, placental function and postnatal development [11]. Studies that
investigated the methylation of H3K9 and acetylation of H3K9 in embryos in vitro
of mice in the regulatory region of the genes mentioned above, found that there
is a significant reduction in the methylation of H3K9 as suppressor of the gene
expression and increase of the acetylation of H3K9 as activator of said genes
[23].

Among the findings of this study it was found that, despite having a
characteristic of suppressing gene expression, H3K9me shows a considerable
signal intensity in embryonic phases that characteristically present high
transcription (from 8 cells [1, 2]). Up to the time when the signal strength of
H3K9me equals the signal strength of the H3K4me3 in the initial blastocyst stage.
This fact shows signs that there may be regions of bivalent domains of these two

post-translational modifications in the embryos, that is, there may be regions
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harboring both a "repressive" and "permissive" chromatin modification of gene
transcription. The occurrence of possible bivalence in this period may be related
to the regulation of genes linked to cell differentiation.

The results found in the present study do not allow to affirm the bivalence
between H3K4me3 and H3K9me in different stages of embryonic development,
due to the type of analysis used. Studies of genes linked to embryonic
development and pluripotency using techniques such as Chromatin
Immunoprecipitation (CHIP), can be performed to confirm this information.

It is concluded that H3K4me3 and the global methylation of H3K9 are very
important for the development of pre-implantation bovine embryos. The H3K4
has dynamic behavior, presenting important peaks in the phases of blastocyst
and blastocyst in hatching. On the other hand, H3K9me has an important but
stable behavior from the blastocyst stage. The initial blastocyst phase seems to

represent the transition period between important embryogenesis events.
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