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RESUMO

O Brasil figura como o maior produtor de embrides bovinos do mundo, mas
alguns gargalos, como o uso do sémen sexado e a criopreservacao eficiente de
embrides ainda tem que ser trabalhados para que a producéo e a exportacéo
do material genético sejam otimizadas. A criopreservacdo de embrides
produzidos in vivo € considerada eficiente e o conhecimento de sua biologia
béasica pode ser utilizado como parametro para melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos na baixa eficiéncia da criopreservacdo dos embrides
produzidos in vitro. O objetivo desse estudo foi avaliar as modificagbes da
trimetilacdo da lisina 4 na Histona 3 (H3K4me3) em embrides bovinos
produzidos in vivo com sémen sexado e submetidos a criopreservacdo. Vacas
da raca Girolando (n=5) foram superovuladas e inseminadas com sémen
sexado ou convencional. ApGs a coleta de embrido (D7), parte dos embrides
coletados foram armazenados em Paraformaldeido logo apos a coleta, e outra
parte armazenada em Paraformaldeido apos a
criopreservacado/descongelamento. Todos o0s embrides (frescos/sémen
convencional; frescos/sémen sexado; criopreservados/sémen convencional e
criopreservados/sémen sexado) foram avaliados por imunofluorescéncia sob
microscopia confocal, para identificacdo da H3K4me3. Das 190 estruturas
coletadas, 100 foram produzidas com sémen convencional e 90 com sémen
sexado. O uso do sémen convencional proporcionou a producao de embrides
viaveis (72%), sendo a maioria (52,77%) em fases mais avancadas do
desenvolvimento (blastocistos expandidos; 52,77%). Por outro lado, os
embrides produzidos com sémen sexado apresentaram menores taxas de
viabilidade (36,7%) e a maioria foi coletada em estagios mais precoces de
desenvolvimento (Moérula e Blastocisto; 42,42%; p<0,05). Embribes na fase de
moérula (209,26+10,95), independente da criopreservac¢ao ou do uso de sémen
sexado, apresentaram maior intensidade do sinal da trimetilacdo da H3K4
quando comparada com o embrioblasto de blastocistos (160,35+10,52)
(p<0,05). Os resultados demonstraram que fémeas da raca Girolando
produzem embribes em fases mais avancadas do desenvolvimento apos
lavagem uterina. Esses sdo 0s primeiros resultados que descrevem o perfil
epigenético de embrides bovinos produzidos in vivo. Como esperado, todos 0s
embrides apresentam metilacdo da H3K4, no entanto em moérulas essa
caracteristica foi mais acentuada.

Palavras-chave: epigenética, metilacdo de histonas, sexagem do semen,
criopreservacao, superovulacao.
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ABSTRACT

The Brazil stands as the largest producer of embryos in the world, but some
obstacles, such as the use of sexed semen and efficient cryopreservation of
embryos has yet to be worked out so that the production and export of genetic
material are optimized. Cryopreservation of embryos produced in vivo is
considered efficient and the knowledge of its basic biology can be used as a
parameter for better understanding of the mechanisms involved in the low
efficiency of cryopreservation in embryos produced in vitro. The objective of this
study was to characterize the modifications of tri-methylated lysine 4 on histone
3 (H3K4me3) in bovine embryos produced in vivo with sex-sorted semen and
subjected to cryopreservation. Girolando cows (a common brasilian dairy breed,
crossbreed Gir x Holsteins; n = 5) were superovulated and inseminated with
sex-sorted or conventional semen. After the embryo collection (n = 4), aliquots
of the collected embryos were stored in Paraformaldehyde immediately after
collection, or stored in Paraformaldehyde after cryopreservation / thawing. All
embryos (fresh / conventional semen, fresh / sexed semen; cryopreserved /
conventional semen and cryopreserved / sexed semen) were evaluated by
immunofluorescence in confocal microscopy to identify the H3K4me3. From 190
embryos collected, 100 were produced with conventional semen and 90 with
sexed semen. The use of conventional semen provided 72% of viable embryos,
the majority (52.77%) of them was in more advanced stages of development
(expanded blastocysts; 52.77%). In contrast, embryos produced with sexed
semen showed lower viability rate (36.7%) and earlier stages of development at
time of collection (morula and blastocyst, 42.42%; p <0.05). Embryos in morula
stage, regardless of cryopreservation or the use of sexed semen, showed the
most prevalent signal of the H3K4me3 compared to blastocysts (209.26 + 10.95
vs. 160.35 + 10.52 intensity channels; p <0.05). Furthermore our results
demonstrated those after uterine flushing of Girolando cows the embryos are in
more advanced stages of development. These are the first results that describe
the H3K4me3 profile of bovine embryos produced in vivo. As expected, all
embryos show methylation of H3K4, but in morula the abundance was more
pronounced.

Keywords: epigenetics, histone methylation, sexing of semen,
cryopreservation, superovulation.



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Introducéao

O Brasil é lider mundial na producdo de embrides bovinos, sendo
responsavel por 86% da producdo mundial de embrides produzidos in vitro
(PIV) (IETS, 2013). Porém o uso da MOET, biotécnica da reproducdo que
consiste na realizacdo de multipla ovulacdo e transferéncia de embrides, foi
reduzido devido ao protocolo necessitar da utilizacdo de hormoénios e ser mais
arriscada, e aos poucos, substituida pela PIV. A PIV permite o aumento do
potencial de exploragdo zootécnico do animal em um menor periodo de tempo,
uma vez que as sessOes de aspiracao folicular podem ser realizadas com
intervalos de 15 dias sem prejuizo a vida reprodutiva do animal. Porém existem
alguns desafios da industria nacional de embribes que precisam ser superados
para a producdo em grande escala, especialmente no que diz respeito a
exportacdo desses embrides. Ressalta-se nesse sentido, a necessidade de
protocolos mais eficientes para producao de embrides a partir do uso de sémen
sexado (LU et al.,, 1999; WILSON et al., 2006) e para a criopreservacao
eficiente desses embrides (VAJTA et al., 1998).

Apesar do cenario promissor do uso de sémen sexado para produgéo in
vitro de embrides bovinos, um importante obstaculo tem Ilimitado esta
biotécnica: a criopreservacdo de morulas e blastocistos gerados in vitro
(DINNYES et al.,, 2006). O embri&do congelado representa a maneira mais
simples, eficiente, segura e de baixo custo para o transporte de material
genético, tanto para o mercado interno quanto para o externo. Embora os
embribes obtidos in vivo, pela lavagem uterina, possam ser criopreservados
satisfatoriamente, o0 mesmo ndo ocorre para 0os embrides gerados in vitro
(MUCCI et al., 2006). Sendo assim, embora o Brasil figure como o pais com a
maior tecnologia de producéo in vitro de embrides bovinos, todo esse potencial
permanece extremamente limitado, tanto para 0 uso em nosso pais quanto
para muitos paises interessados na genética brasileira.

Varios estudos tém sido realizados com o objetivo de melhorar a

criotolerancia dos embrides in vitro, mas poucos avancos foram observados na



Ultima década. Nesse sentido estudos moleculares tém sido realizados com a
intencdo de entender melhor a biologia desses embrides.

As avaliacbes das modificacbes epigenéticas tém por objetivo fornecer
conhecimentos basicos da biologia celular dos gametas que possam fornecer
subsidios para identificacdo das alteracbes que possam ocasionar a menor
viabilidade dos embrides produzidos in vitro apds a descongelacdo, com sémen
sexado. O estudo da epigenética pode ser feito por meio da avaliacdo da
modulacdo génica, seja pela metilacdo do DNA, por interacdes bioquimicas
entre histonas e DNA ou, finalmente, pela remodelacdo da cromatina
(MELLOR, 2006). A partir desse mapeamento, poderdo ser propostos e
avaliados protocolos alternativos de fecundacédo, cultivo e preservacao que
viabilizem a técnica de criopreservacdo de embrides produzidos in vitro, ao
ponto de que passe a ser economicamente viavel e possa ser empregada de
forma rotineira.

Considerando que nos ultimos anos, apesar de muitos esforcos terem
sido realizados na busca de melhorar os resultados da criopreservacdo de
embrides bovinos produzidos in vitro, poucos avancos foram observados, é
fundamental que as diferencas bioldgicas existentes entre embrides produzidos
in vivo e in vitro, bem como dos gametas envolvidos na sua producédo sejam

mais bem estudados e entendidos.

1.1.Hipé6tese
A metilacéo tripla da lisina 4 da histona 3 (H3K4me3) é menos frequente

em embrides bovinos produzidos in vivo com sémen sexado e criopreservados.

1.2. Objetivo Geral
Avaliar o perfil epigenético de embrides bovinos produzidos in vivo, por

meio da observacao do padrao de metilagcdo da H3K4me3.

1.3. Objetivos Especificos
Avaliar as modificagBes epigenéticas em embrides bovinos produzidos in

Vvivo com sémen sexado e convencional.



Avaliar as modificacdes epigenéticas em embrides bovinos produzidos in

Vivo antes e apos a criopreservacao.

2. Biotécnicas da reproducado animal aplicadas a pecuaria

As biotecnologias da reprodugéo animal apresentam-se como uma etapa
fundamental para a multiplicagcéo tanto de animais para a producao de carne ou
leite (FAO, 2002), como para garantir a preservacdo de material genético de
animais em vias de extincao.

A eficiéncia da producdo animal € dependente dos processos produtivos
inerentes ao macho e a fémea. Couter (1986) preconizou que,
economicamente, a eficiéncia reprodutiva € cinco vezes mais importante do
gue o desempenho no desenvolvimento ponderal ou na qualidade do produto.
Desse modo, justificam-se estudos visando desenvolver e aprimorar
biotecnologias que possibilitem aumentar a eficiéncia reprodutiva.

A criopreservacdo de espermatozoides foi essencial para a viabilizacédo
do melhoramento genético, pois permitiu 0 uso da inseminacao artificial,
tornando possivel a expansdo do uso de reprodutores de qualidade genética
superior no mundo todo (GORDON, 2004; HOLT, 2000). Com o sucesso da
criopreservacdo espermatica, surgiram as buscas por novos métodos de
reproducao assistida.

Logo, o conhecimento da dinamica folicular de fémeas bovinas por meio
da ultrassonografia, foi portanto, a base para o desenvolvimento de protocolos
de controle do ciclo estral. Atualmente, o controle do ciclo estral tem sido
realizado de maneira eficiente com a utilizacdo de horménios exdgenos, e tem
possibilitado incrementar os indices reprodutivos dos rebanhos por meio da
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), superovulacdo de doadoras,
transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF), entre outras biotécnicas da
reproducéo animal.

A Inseminacgdo Artificial (IA) foi um avanco tecnoldgico no tradicional
método seletivo de reproducdo e importante ferramenta para o
desenvolvimento da industria de producdo animal (COWAN, 2010). Porém

apenas 6 a 7% das fémeas bovinas, em idade reprodutiva, sdo inseminadas no



Brasil. Isso ocorre devido a limitagbes como falhas na deteccdo do estro,
puberdade tardia e o longo periodo de anestro pds-parto, principalmente em
gado de corte (SA FILHO et al., 2008; VIEIRA et al., 2004). A Inseminac&o
Artificial em Tempo Fixo (IATF) surgiu na tentativa de superar as limitacdes
fisiologicas das fémeas bovinas (MAPLETOFT et al., 2008). Na atualidade essa
biotécnica encontra-se em expanséo, e assim buscam-se protocolos cada vez
mais eficientes para tipos determinados de animais.

Aliado a inseminacao artificial, a biotécnica do sémen sexado vem
revolucionando o manejo reprodutivo do Brasil, pois apesar das limitagbes do
pais, no que diz respeito ao manejo de grandes rebanhos, logistica para
atendimento comercial as propriedades, entre outros, nos ultimos anos
observou-se uma aumento de 0,27% (2009 — 2013) do uso da IA no pais
(ASBIA, 2013). Esse mercado tem movimentado em média 6 milhdes de reais
anualmente (ASBIA, 2013) e tem sido a base da profissionalizagdo no campo,
bem como de sua melhor remuneracdo. Dessa forma, tem promovido nao
somente a melhoria do desempenho da pecuaria nacional, mas também
contribuindo para a melhoria da vida do homem no campo.

A biotécnica da sexagem do sémen € disponivel como método realizavel
com repetibilidade, promovendo a selecdo esperméatica que resulta em
produtos saudaveis e reprodutivamente funcionais (TUBMAN et al., 2004). O
surgimento do sémen sexado proporcionou a possibilidade de um ganho
econdmico, devido a producdo de fémeas ou machos de acordo com a
demanda do mercado, promovendo assim um ganho na produtividade animal.
Porém, esse tipo de sémen é mais sensivel, provavelmente em funcdo do
estresse do processo ao qual € submetido e produz menores taxas de prenhez
quando comparado com sémen convencional (VIEIRA, 2012). Diante disso, a
busca pela melhor eficiéncia desse tipo de sémen aplicado as biotecnologias,
se faz necessaria, para obter ganhos ainda maiores.

Por fim é importante ressaltar que o avangco dessas biotécnicas tem

impactado diretamente as biotécnicas para producao de embrides.

2.1.Producéo de embrides



2.1.1. Mercado

O Brasil é lider mundial na producdo de embrides bovinos in vitro, sendo
responsavel por 86% da producdo mundial de embrides PIV (IETS, 2013). A
partir de 2003 houve um aumento acentuado e significativo na producao
desses embribes (VIANA, 2012). E entre 2006 e 2011, observou-se além do
crescimento no numero de embrides bovinos PIV (28%) produzidos, uma
diminuicdo acentuada na producao de embrides bovinos in vivo (73%; SILVA,
2012). Em decorréncia de grande demanda por genética brasileira e a
dificuldade de exportacdo dos embrides bovinos produzidos in vitro, houve uma
expansdo dos laboratérios de PIVE brasileiros no mundo, estando hoje
distribuidos em paises com india, Colémbia, Paraguai, entre outros. Segundo a
SBTE (2009), o Brasil possui potencial para continuar liderando o mercado de
embrides PIV. Porém esse crescimento depender4d de fatores, como a
criopreservacdo eficiente desses embrides produzidos in vitro. Com esse
entrave solucionado o Brasil, provavelmente, mantera um crescimento entre 5
e 7% por ano, estabilizando sua produgédo e consolidando o mercado ainda

mais.

2.1.2. MOET

Sabe-se que a utilizacdo da superovulacdo (SOV), associada a
transferéncia de embrido (TE), aumenta significantemente o potencial de
producdo de fémeas bovinas (MORRIS et al., 2001), possibilitando que uma
fémea produza um numero muito superior de descendentes. Estima-se a
producdo de 6,2 embrides viaveis por coleta, que com média de 43% de
prenhez (IETS, 2012), pode gerar em média 2,6 produtos por coleta.
Considerando a possibilidade de coleta a cada 35 dias, pode-se obter 26
produtos/ano. Entretanto, para producdo comercial, ainda existem alguns
obstaculos a serem superados, como a alta variabilidade de resposta das
doadoras aos farmacos (BARROS E NOGUEIRA, 2001; BARUSELLI et al.,
2006) e o custo desse tipo de procedimento. A criopreservacdo do embrido

bovino produzido in vivo € uma realidade, permitindo que a SOV seja realizada



a qualquer momento, sem a necessidade de preparo prévio de receptoras,
podendo esse embrido ser utilizado em um momento mais oportuno.

Limitacbes da MOET, como o alto custo por embrido (R$ 85,21/embrido
viavel; SILVA et al., 2014), baixa producdo média (n=6) e alta variabilidade do
namero de embrides produzidos (0 a 15 embrides/vaca/coleta; VIANA, 2012;
CAPOVILLA et al, 2000; BARUSELLI et al., 2007 e 2008), explicam a sua
substituicdo pela producao in vitro de embrides, uma biotécnica relativamente
mais barata e de facil aplicacdo. A PIV surgiu como uma opc¢ao para a
multiplicacdo animal, ndo s6 por atender a tendéncia de mercado,
melhoramento genético, visto sua eficiéncia em produzir uma grande
quantidade de embrides em um curto espaco de tempo, mas também por
possibilitar a utilizacdo de varias categorias animais (MARSON et al., 2003).
Projeta-se um rendimento médio de 2,7 gestacdes por sessdo de aspiracao
(IETS, 2012), quando os embrides sao transferidos a fresco. A taxa de prenhez
obtida com embrides PIVE criopreservados tem sido insatisfatéria (10 a 43%;
VAJTA et al., 1996; DONNAY et al., 1998; LAZAR, 2000; MASSIP, 2001), por
isso em programas de PIVE/TETF um maior numero de receptoras deve ser
preparado.

Diante disso, a criopreservacdo do embrido produzido in vitro ndo tem

sido alvo de muitas pesquisas basicas e aplicadas.

3. O emprego do sémen sexado nas biotécnicas da reproducéo

Na bovinocultura o sexo do bezerro é um dos fatores determinantes para
o desempenho do agronegécio. A possibilidade de produzir sémen com
espermatozoides portadores do cromossomos X ou Y aumenta os beneficios
da utilizacdo da inseminacdo artificial e das biotécnicas da reproducdo
relacionadas. Essa tecnologia otimiza a produtividade, por permitir um avango
genético a um menor custo, ja que sdo produzidos principalmente animais do
sexo desejado (FREITAS, 2007; SEIDEL, 2007).

A criopreservacdo do sémen é uma realidade amplamente utilizada, e
com o sémen sexado nao é diferente. Apesar desse processo causar danos as

células, os espermatozoides mais fortes resistem ao processo, produzindo



taxas de prenhez satisfatérias quando utilizado em programas de IA (35 a 45%
de concepcdo; DUARTE et al., 2007; MEIRELLES et al, 2008; REGIS &
COSTA, 2008), mas que variam de acordo com a raca (Girolando - 17,86% de
concepcao, GERHARDT et al., 2012; Nelore - 46,10% de prenhez, DUARTE et
al.,, 2007), categoria animal (Vacas lactantes - 21% de concepcgéo,
ANDERSSON et al., 2006; Novilhas - 47% de concepcado, DEJARNETTE et
al., 2009; Vacas néao lactantes - 12% gestacdo, SCHENK et al. 2009), tipo de
protocolo (GERHARDT et al.,, 2012; SALLES et al.,, 2010), manejo da
propriedade, entre outros fatores. No entanto € inegavel o seu beneficio de
produzir maior niumero de produtos do sexo desejado (93,02%, MEIRELLES et
al., 2008, 90%, BARUSELLI et al., 2007 e 2008).

Gerhardt et al. (2012) trabalhando com animais da raca Girolando
inseminadas com sémen sexado observou que quando inseminadas 12 horas
apos a observacao de cio apresentaram taxa de concepcao de 37,04% (10/27)
e as inseminadas 15 horas apos, a taxa foi de 50% (14/28). Baruselli et al.
(2008) realizaram MOET com sémen sexado, sendo a IATF realizada 12 e 24
horas e 18 e 30 horas apds a administracdo de LH. O grupo inseminado com
18/30 horas produziu um maior nimero de embries (10,42 versus 8,17).
Sugerindo que para um melhor desempenho do sémen sexado a inseminacao
deve ser mais préxima ao momento da ovulagao.

Uma alta variabilidade individual tem sido observada na producdo de
embrides de doadoras submetidas a MOET. A média de embribes obtidos por
essa técnica € maior quando o sémen convencional é utilizado (5,9 a 9,9
versus 3,8 a 8,4; KAIMIO et al., 2013; LARSON et al., 2010; BARUSELLI et al,
2007). Ja foi relatada a superioridade de producdo de embrides por novilhas
em relacao as vacas (KAIMIO et al., 2013).

Em uma extensa revisao, Aradjo et al. (2013), observou que varios fatores
podem influenciar os resultados da PIV com sémen sexado, destacando-se
baixas taxas de fecundagéao, clivagem, blastocistos, gestacdes, bem como a
variagdo entre touros. Para a fecundag&o in vitro de oOcitos bovinos é
necessario apenas um pequeno numero de espermatozoides, 0 que permite a
utilizacdo de sémen sexado (GARNER & SEIDEL JR., 2008). Por meio dessa



técnica tem sido obtidas taxas de clivagem entre 23% e 63% e de blastocistos
entre 13% e 47% (TONELLO et al., 2005; LOIOLA, 2013; CARVALHO NETO,
2009). O uso de sémen sexado fresco resultou em 66% de clivagem e 16 a
20% de desenvolvimento embrionario (LU et al, 1999).

Bodmer et al (2005) observaram menor taxa de clivagem (33% x 23,5%) e
maior perda embrionaria (15,8% x 2,9%) nos procedimento de PIVE realizados
com sémen sexado. As perdas embrionarias foram maiores tanto em vacas
como em novilhas com o uso do sémen sexado (17,2% e 11,1%
respectivamente) quando comparadas com sémen convencional (0% e 5,6%).
A alta taxa de abortamento no 2° ou 3° més de gestagcdo foi relacionada
consequéncias de danos causados no DNA dos espermatozoides durante o
processo de citometria de fluxo (BODMER et al., 2005).

E importante ressaltar que existe grande variacdo individual na fertilidade
de touros submetidos ao processo de sexagem, mostrando que ainda ha
necessidade de mais estudos que levem a melhor eficiéncia da técnica.

Essa situacdo mostra a importancia de um melhor entendimento das
alteracdes da biologia basica que espermatozoides e embrides sofrem quando
submetidos a tais biotécnicas. O estudo do perfil epigenético dessas estruturas
pode explicar tais diferencas e subsidiar o desenvolvimento de novas
ferramentas que incrementem a eficiéncia das biotécnicas que utilizam o

sémen sexado.

4. Criopreservacao de embrides

A criopreservacdo tem como objetivo viabilizar economicamente a
biotecnologia da transferéncia de embrides produzidos in vivo ou in vitro, pois
permite a difusdo de material genético em larga escala. Além disso, favorece o
armazenamento dos embrides por longos periodos com reduzida perda da
capacidade de desenvolvimento (NICACIO et al., 2008).

Para manter a viabilidade dos embribes criopreservados, crioprotetores
internos e externos sao utilizados para proteger as células dos danos causados
pela congelacdo. Os crioprotetores internos sdo aqueles que reduzem a

formacdo de gelo no interior da célula durante o processo. Os crioprotetores



externos podem ser macromoléculas de alto ou baixo peso molecular. As
moléculas de alto peso molecular promovem a desidratacdo da célula, e as de
baixo peso molecular, sdo eficientes na reparacdo de danos de membrana
celular, minimizando o efeito das altas concentracfes de solutos durante a
desidratacéo das células (VISITIN et al., 2002).

O método eleito para a criopreservacao de embrides produzidos in vivo é
o congelamento convencional ou congelamento lento, que é baseado na
diminuicdo da temperatura de forma gradativa (de 1 a 10°C/ hora) até que se
atinja a temperatura do nitrogénio liquido, usando um congelador programavel,
seguida de imersdo direta em nitrogénio liquido (SANTOS, 2000). Este € um
meétodo eficaz que tem apresentado resultados satisfatorios de prenhez (45 a
55%; BARUSELLI et al., 2000; PIERONI, 2009; ALVAREZ, 2008).

O congelamento classico tem a vantagem de usar baixas concentracdes
de crioprotetores, entretanto permite a formacdo de cristais de gelo (efeito
solucéo), que em maior ou menor escala, resultardo em lesdes as membranas
e organelas. A queda da temperatura € controlada mantendo-se uma curva
constante até atingir a temperatura de -32°C, quando as palhetas contendo os
embribes sdo mergulhadas no nitrogénio liquido (DODE et al, 2013).

Porém, esse tipo de congelacdo nédo é eficiente para embrides produzidos
in vitro. Nesse sentido, apds varios estudos sem sucesso (SERAPIAO et al.,
2005; ARAUJO et al., 2005), optou-se pela Vvitrificacdo, método de
congelamento ultra-rdpido com altas concentracdes de crioprotetor
(PAPADOPQULOS et al., 2002). As altas concentracdes de crioprotetor tém a
finalidade de aumentar a viscosidade dos meios intra e extracelulares. Sendo
assim, torna-se possivel resfriar os embrides, passando-os do estado liquido
ao estado vitrio (gel amorfo) sem a formacdo de cristais de gelo intra e
extracelular (KASAI et al., 2002). As taxas de resfriamento sao de
aproximadamente 2500°C/min (PALASZ & MAPLETOFT, 1996), velocidade
que reduz a toxicidade dos crioprotetores e diminui o tempo de exposi¢do da
célula a temperaturas criticas (ARAV et al., 1993). Apesar de diversos esforcos
estarem sendo realizados para aprimorar os resultados da vitrificacdo, os
resultados obtidos (Taxa de prenhez de 10 a 43%; VAJTA et al.,, 1996;
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DONNAY et al.,, 1998; LAZAR, 2000; MASSIP, 2001) ainda estdo aquém do
desejado. Além disso, essa técnica apresenta uma limitacdo para utilizagdo no
campo, pois 0 método exige muita habilidade técnica laboratorial, tanto para a
vitrificacdo como para a "desvitrificacao".

Apesar do surgimento da vitrificacdo, os tecidos e células sofrem injurias
decorrentes da criopreservacédo. Entretanto, tais lesGes parecem estar
potencializadas no gameta feminino. Isso porque o odécito € uma célula muito
grande e volumosa, possuindo grande quantidade de &gua facilitando a
formacédo de cristais de gelo. Além disso, o odcito estda sujeito a danos
morfolégicos e funcionais (HYTTEL et al., 2000), com lesdes na maquinaria
meidtica, como desorganizacdo de fusos e perdas de microtubulos, além de
outras alteragcBes ultraestruturais (BOISO et al., 2002; MORATO et al., 2008;
LUCIANO et al, 2009). Varios estudos para melhora da eficiéncia da
criopreservacdo em diferentes estagios da meiose vém sendo realizados
(SPRIGICIO, 2011; CAMARGO et al, 1997; COSTA et al., 2002; MEZZALIRA
et al., 2002; PASCHOAL et al., 2012).

Embrides PIV sdo menos resistentes a criopreservacdo do que 0s in vivo,
e isso tem sido associado as diferencas nas caracteristicas fisicas e
morfolégicas desses embrides (ABE et al., 2002). Entre essas diferencas pode-
se mencionar maior quantidade de vacuolos, comunicacdes intercelulares
reduzidas, menor compactacdo, disco embrionario geralmente menor com
menos células, menor quantidade de células totais e zona peltcida mais fragil
(CROSIER et al., 2001). Além disso, embrides PIV possuem um grande
acumulo intracelular de lipideos e um decréscimo na densidade de
mitocdndrias maduras quando comparados com embrides “in vivo” (CROSIER
et al., 2001; FARIN et al., 2004).

Assim, varios testes vém sendo feitos para tentar minimizar as diferencas
entre os embrides. A manipulacéo do sistema de PIVE, por meio da retirada do
soro fetal bovino (SFB) do meio de cultivo reduz a quantidade de lipideos, mas
também reduz a producdo de blastocistos. Entretanto, alternativas como a
reducdo na concentracdo do SFB e a delipidacdo quimica foram testadas com

sucesso e podem ser utilizadas isoladas ou em combinagédo nos sistemas de
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cultivo de embrides PIV (DODE et al., 2013).
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CAPITULO 2 - Artigo de Revisdo (Revista Brasileira de Reproducdo Animal)

Metilacao de histonas em odcitos e embrides mamiferos

SOUZA, M.B.:; MELO-STERZA, F.A.!

*Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Aquidauana-MS, Brasil

RESUMO

A epigenética consiste no estudo das mudancas hereditarias na expressao génica
que independem de mudancas na sequéncia primaria do DNA. As mudancas
epigenéticas desempenham um importante papel no processo de diferenciacdo celular,
permitindo que as células mantenham caracteristicas estaveis diferentes apesar de
conterem 0 mesmo material genémico. Alguns resultados sugerem que as modificagdes
epigenéticas estdo associadas com a aquisicdo de competéncia para o desenvolvimento
do odcito. O desenvolvimento oocitario e embrionario envolvem uma série de
modificacbes epigenéticas importantes, incluindo o remodelamento das histonas, que
sdo imprescindiveis para o desenvolvimento normal do embrido. As histonas ndo sao
somente proteinas estruturais, mas também sdo fundamentais, para as modificacdes pds-
traducionais, para controle da expressao génica, ativacdo do genoma, metilacdo do DNA
e inativacdo do cromossomo X. As alteracdes das histonas podem estar associadas a
diferencas na regulagdo da transcricdo, o0 que pode levar a alteragcbes no
desenvolvimento do odcito e embrido, podendo culminar com a perda embrionaria.

Palavras-chave: epigenética, histona, metilacdo, oocitos, embrides
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ABSTRACT

Epigenetics is the study of heritable changes in gene expression that are independent of
changes in the primary sequence of DNA. Epigenetic changes perform an important role
in cellular differentiation process, allowing the cells to keep different stable
characteristics despite containing the same genomic material. Some results suggest that
epigenetic modifications are associated with the acquisition of developmental
competence of the oocyte. The oocyte and embryo development involve a number of
important epigenetic modifications, including the remodeling of histones, which are
essential for normal development of the embryo. Histones are not only structural
proteins, but are also crucial for the post-translational modifications, for control of gene
expression, genome activation, DNA methylation and inactivation of the X
chromosome Changes of histones may be associated with differences in the regulation
transcription, which may lead to changes in the oocyte and embryo development, and
may lead to pregnancy loss.

Keywords: epigenetics, histone, methylation, oocytes, embryos
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1. Introducéo

As proteinas histonas desempenham papéis importantes na estrutura da cromatina
(HUANG et al., 2006). O nucleossomo é a unidade fundamental da cromatina, o qual é
composto de 147 pares de base de DNA super-helicoidal enrolado em 1,75 voltas em
torno de um octamero de quatro proteinas, as histonas centrais (H2A, H2B, H3, e H4)
(KORNBERG et al., 1999; MELLOR, 2006).

Ha diferentes mecanismos que podem modular a cromatina, sdo eles: metilacdo do
DNA, modificacbes covalentes nas histonas e fatores remodeladores da cromatina. A
metilacdo do DNA consiste na adicdo de um radical metil a base citosina na fita de
DNA, que promove a repressao da transcricdo, especialmente em mamiferos (BIRD,
2007). A regulacdo da transcricdo pode ser realizada por meio de modificacfes nas
regibes amino terminais da histona tais como metilacdo, fosforilacdo, acetilacdo e
ubiquitinizacdo (MELLOR, 2006).

A metilacdo do DNA €é a mais bem estabelecida marca epigenética que é
determinada para a expressao dos alelos especificos dos genes imprinted (WEAVER et
al, 2009) e sua relacdo com a reproducéo foi revisada por Ferreira e Franco (2012).

A metilacdo de histonas representa uma importante marca epigenética e €
caracterizada pela ligacdo de um, dois ou trés radicais metil na cauda amino terminal da
histona. Essas marcas podem ter significado biolégico diferente (BOTTOMLEY, 2004),
constituindo um verdadeiro “codigo de histona”, que sdo interpretados por diferentes
fatores celulares (EGGER et al., 2004; KOUZARIDES, 2007). Estas modificacdes estéo
associadas a uma maior compactacdo dos nucleossomos, a heterocromatina, e a menos
compactada, eucromatina. Quando as alteracBes pos-traducionais das histonas

favorecem a uma maior compactacdo da cromatina, deixam inacessiveis 0s sitios de
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ligacdo dos fatores de transcricdo. Os genes sdo geralmente silenciados na
heterocromatina e ativos na eucromatina (MISTELI, 2007; MELLOR, 2006).

Na reproducdo a epigenética pode auxiliar no entendimento sobre as diferencas
observadas entre a qualidade de embrides bovinos produzidos in vivo e in vitro Busca-
se, com essa revisdo, descrever o perfil da metilacdo de histonas em o0citos e embrides

de mamiferos.

2. Metilacdo de histonas

A metilacdo covalente das histonas ocorre nos residuos de arginina e lisina.
Residuos de lisina podem estar mono, di ou trimetilados, enquanto os de arginina
podem estar monometilados (BOTTOMLEY, 2004). As duas modificacBes da H3 mais
associadas com metilacdo do DNA sdo a metilacdo da lisina 4 e a da lisina 9 (H3K4me
e H3K9me). Estes dois sitios de modificacdes da histona parecem desempenhar papéis
importantes no desenvolvimento e na diferenciagdo celular em mamiferos.
Especificamente, a metilacdo do DNA est4 associada com a auséncia de metilacdo da
H3K4 e a presenca de metilacdo na H3K9 (EISSENBERG et al., 2010), reprimindo a
transcrigéo.

Em geral, a metilacdo de H3K9, H3K27 e H4K20, estd associada com a
condensacdo e repressdo da cromatina, enquanto a metilagdo de H3K4, H3K36 e
H3K79, estd correlacionada com a descondensacdo e o estimulo da transcricdo
(CICCONE E CHEN, 2009; CORREIA E CORREIA, 2010). As regides da cromatina
ativamente transcritas sdo ricas em H3K4 mono-, di- ou trimetilada, em H3K36
trimetilada e H3K9, H3K27 e H4K20 monometiladas, sendo a distribuicdo destas

marcas ao longo das regides dos genes transcritos, desigual, com a extremidade 5’deste
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enriquecida em H3K4 trimetilada enquanto a extremidade 3’ ¢é rica em H3K36 metilada
(CORREIA E CORREIA, 2010).

As modificacdes covalentes nas histonas sdo mediadas por enzimas e consistem
na adicdo ou remocdo de grupos quimicos capazes de interferir na coesdo do DNA com
as histonas, basicamente por modificacbes de cargas elétricas (SENEDA E
BORDIGNON, 2007).

Histona acetiltransferase (HATS) e histona metiltransferases (HMTSs) adicionam
grupos acetil e metil, respectivamente, ja as histonas descetilases (HDACS) e as histonas
desmetilases (HDMSs) atuam removendo esses grupos (SHI, 2007; HABERLAND et al.,
2009). Estas metiltransferases e desmetilases agem como parte de um grande complexo
multiprotéico que normalmente envolvem também acetilases e desacetilases, assim
como receptores nucleares que regulam a transcri¢do génica (GASPAR, 2013).

Existem fortes evidéncias de que as modificacdes de histona sdo herdadas durante
as divisdes celulares, porém essa transmissdo € muito mais complexa que a vista para a
metilacdo do DNA, principalmente devido a replicacdo independente das moléculas de
histonas. Existem evidéncias que grupos protéicos importantes para a transmissao de
estados de cromatina silenciada (grupo Polycomb) ou ativa (grupo Trithorax) durante o
desenvolvimento estejam relacionados, por exemplo, com a manutencdo das
modificacfes em H3K27 e H3K4, porém pouco se sabe dos mecanismos de herangas
das modificacdes de histona (SCHUETTENGRUBER et al., 2007; KIM et al., 2009).

A literatura sugere trés modelos da interdependéncia entre a metilacdo das
histonas e a metilacdo do DNA. O primeiro modelo relata que as DNA metil transferase
(DNMTSs) ao metilarem o DNA, recrutam proteinas ligantes a metil-CpG, e logo as

histonas sdo desacetiladas por enzimas histonas desacetilases (HDAC), e podem ser
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metiladas por histonas metiltransferases (HTM). O segundo modelo sugere que a
metilacdo das histonas (metilacdo na lisina 9 da histona H3) ligadas a proteinas de
heterocromatina podem recrutar DNMTs e metilar o DNA (JACKSON et al., 2002;
BANNISTER E KOUZARIDES, 2011). O terceiro modelo sugere que as proteinas
remodeladoras de cromatina dependentes de ATP e da atividade de DNA helicase
aumentem o acesso da estrutura do nucleossomo e facilitem a metilacdo do DNA e
modificacdes das histonas por acdo das DNMTs, HDACs e HTMs (ALLIS et al., 2007;

revisado por LI, 2002).

3. Metilacdo das histonas em o6citos de mamiferos

Foliculos desenvolvem-se do nascimento até a puberdade, e 0s oocitos durante
esse periodo permanecem estacionados na profase da primeira divisdo meidtica, e
aumentam em tamanho, e sdo transcricionalmente ativos até o estagio peri-ovulatorio,
quando a transcric¢do silencia. A transcricdo do genoma do odcito serve para estabelecer
uma reserva de componentes maternais que sao requeridos para o desenvolvimento
embrionario precoce. Acredita-se que o silenciamento global da transcricdo em odcitos
seja necessario para que a meiose seja reiniciada e finalizada, além de estar envolvida
com a condensacdo dos cromossomos e 0 seu rearranjamento ao redor do neucléolo.
(ANDREU-VIEYRA et al, 2010). Alguns resultados sugerem que as modificacOes
epigenéticas estdo associadas com a aquisicdo de competéncia para o desenvolvimento
do odcito (SCHULTZ, 2002).

Embora a transcri¢cdo diminua durante o crescimento oocitario, a acetilagéo de
histonas e a metilacdo de H3K4, que estdo associadas com expressdo génica ativa,

aumentam. A configuragdo da cromatina é alterada durante o crescimento do 00cito
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(KAGEYAMA et al, 2007).

Estudos anteriores mostraram que a metilacdo de H3K4 € menor em o00citos
imaturos (meioticamente incompetentes) em relacdo aos o0d6citos em estagio
periovulatério (meioticamente competentes). Outros estudos sugerem que diferentes
enzimas - metiltransferases (KMTSs) e lisinas desmetilases (KDMs), entre outras - estéo
envolvidas na metilacdo dos o0citos nos varios estadgios de desenvolvimento

(ANDREU-VIEYRA et al., 2010; CICCONE E CHEN, 2009).

4. Metilacdo das histonas em embrides de mamiferos

O desenvolvimento embrionario também envolve uma série de modificacdes
epigenéticas importantes, incluindo o remodelamento das histonas, que sdo
imprescindiveis para o desenvolvimento normal do embrido. Em linhas gerais, durante o
desenvolvimento embrionario de bovinos, uma perda global na metilacdo de histonas é
observada logo ap6s a fecundacdo (YANG et al., 2007). No entanto, durante o
desenvolvimento pré-implantacional uma metilacdo residual em aminoéacidos
especificos é observada e necesséria. A tri-metilacdo da lisina 4 na histona H3
(H3K4me3) ocorre em grande quantidade em zigotos no estddio pro-nuclear e em
embrides de 2 células, mas diminui significativamente no estadio de 8 células voltando
a aumentar, gradativamente nos estadios de moérula e blastocisto em camundongos (WU
et al.,, 2012). A desmetilacdo da lisina 9 da histona 3 (H3K9me2), uma modificacdo
repressiva, é baixa em zigotos no estadio pro-nuclear e em embribes de 2 células, e
comeca a aumentar no estadio de 8-16 celulas (WU et al., 2012; SANTOS et al., 2003).

Em mamiferos, mRNAs derivados de odcitos sdo degradados rapidamente depois

da fecundacéo, por isso acabam por influenciar apenas as primeiras divisdes celulares
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(THOMPSON et al, 1998). Nesse sentido acredita-se que a ativacdo do genoma do
zigoto (AGZ) ocorra muito precocemente nos mamiferos. Existem relatos de que AGZ
ocorra entre o desenvolvimento embrionario de 1 a 2 células em camundongos e entre 4
e 8 ou 8 e 16 celulas em outros mamiferos (SCHULTZ, 2002; KANKA, 2003).

A finalizacdo da AGZ é essencial para que cada blastbmero assuma sua
caracteristica de totipoténcia, perfil indispensavel para continuacdo do desenvolvimento
do embrido, em especial da organogénese (BULTMAN et al., 2006).

. O genoma materno e paterno de embrides de camundongo de 1 célula exibem
distribuicbes assimétricas das formas di e tri-metiladas de H3K9, H3K4, H3K27 e
H3K20 (ANDREU-VIEYRA et al, 2010). Ou seja, nessa fase de desenvolvimento nao
existe transcricdo, sendo a mesma bloqueada pelas metilagdes na histona 3 em
diferentes lisinas.

Os genes imprinted sdo mecanismo de regulacdo da expressdo génica que permite
apenas a expressao de um dos alelos parentais. Embora esse genes representem um
pequeno conjunto no genoma mamifero, eles sdo essenciais para o desenvolvimento
normal do individuo. Os mecanismos regulatérios que promovem o imprinting sdo
complexos e tem sido objetos de muitas investigacdes. Dados sugerem que a metilagdo
das histonas participa dos processos de estabelecimento e manutengdo imprinting
gendémico. A maioria, se ndo todos, os genes imprinted estdo associados com uma ou
mais regides que sdo diferentemente metiladas em alelos maternos ou paternos. Em
embrides em fase de pro-nucleo, o genoma materno e o paterno sofrem uma onda de
desmetilacOes, 0 que apaga a maioria das marcas de metilacdo herdadas dos pais
(CICCONE E CHEN, 2009).

Murata et al. (2010) injetaram nucleo de células somaticas em odcitos em fase de
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Vesicula Germinativa (VG) com o objetivo de avaliar a reprogramacdo nuclear.
Algumas modificacdes, como o aumento da fosforilacdo e a reducédo da acetilacdo de
histonas, parecem estar relacionadas com caracteristicas de ativacédo geral da transcricao
de oocitos em VG. Porém, a metilacdo de H3K4 esta especialmente relacionada com a
ativacdo da pluripoténcia dos genes.

Estudos tém demonstrado que modificagdes de histonas sdo afetadas pela
manipulacdo dos embrides e pelo cultivo in vitro (SANTOS et al., 2003). Santos et al.
(2003) demonstraram que embrides bovinos produzidos por transferéncia nuclear de
células somaticas (TNCS) apresentam hipermetilacdo da histona H3K9. Um estudo
também relatou que a acetilacdo da lisina 5 na histona H4 (H4K5ac) parece ser alterada
dramaticamente durante o desenvolvimento embrionario inicial de embrides produzidos
in vitro, mas permanece constantemente elevada em embrifes bovinos produzidos por
TNCS (KANG et al., 2002). Estas e outras alteracbes poderiam explicar a expressdo
alterada de genes vitais ao desenvolvimento. Células bovinas cultivadas também

apresentam padréo epigenético alterados (ENRIGHT et al., 2003).

5. Considerac0es Finais

As alteragdes de histonas estdo associadas a diferengas na regulacéo da transcricao
e consequente expressdo génica podendo afetar o desenvolvimento de odcitos e
embrides e levando até mesmo a perda embrionaria. Novos estudos sdo necessarios para
determinar como as variacbes na modificacdo de histonas, podem afetar o
desenvolvimento embrionério, e como manipular essas variacdes de forma a melhorar a
producdo in vitro de embrides, a criopreservacdo de oocitos e embribes, e demais

biotecnologias.
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CAPITULO 3 - Artigo Cientifico (Theriogenology)

Caracteristicas da H3K4 me3 em embrides bovinos produzidos in vivo com sémen
sexado e submetidos a criopreservacgao
Characteristics of H3K4 me3 in bovine embryos produced in vivo with sexed

semen and submitted to cryopreservation

SOUZA, M.B.:; MELO-STERZA, F.A.!

! Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Aquidauana-MS, Brasil

RESUMO

A criopreservacdo de embrides produzidos in vivo é considerada eficiente e o
conhecimento de sua biologia bésica pode ser utilizado como pardmetro para melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos na baixa eficiéncia da criopreservacdo dos
embrides produzidos in vitro. O objetivo desse estudo foi avaliar as modificacdes da
trimetilacdo da lisina 4 na Histona 3 (H3K4me3) em embrides bovinos produzidos in
vivo com sémen sexado e submetidos a criopreservacdo. Vacas da raga Girolando
(n=5) foram superovuladas e inseminadas com sémen sexado ou convencional. Apos a
coleta de embrido (D7), parte dos embribes coletados foram armazenados em
Paraformaldeido logo ap0s a coleta, e outra parte armazenada em Paraformaldeido apds
a criopreservagdo/descongelamento. Todos os embrides (frescos/sémen convencional;
frescos/sémen sexado; criopreservados/sémen convencional e criopreservados/sémen
sexado) foram avaliados por imunofluorescéncia sob microscopia confocal, para
identificacdo da H3K4me3. Das 190 estruturas coletadas, 100 foram produzidas com
sémen convencional e 90 com sémen sexado. O uso do sémen convencional
proporcionou a producdo de embrides viaveis (72%), sendo a maioria (52,77%) em
fases mais avancgadas do desenvolvimento (blastocistos expandidos; 52,77%). Por outro
lado, os embribes produzidos com sémen sexado apresentaram menores taxas de
viabilidade (36,7%) e a maioria foi coletada em estagios mais precoces de
desenvolvimento (Morula e Blastocisto; 42,42%; p<0,05). Embrides na fase de moérula
(209,26+10,95), independente da criopreservacdo ou do uso de sémen sexado,
apresentaram maior intensidade do sinal da trimetilacdo da H3K4 quando comparada
com o embrioblasto de blastocistos (160,35+10,52) (p<0,05). Os resultados
demonstraram que fémeas da raca Girolando produzem embrides em fases mais
avancadas do desenvolvimento apos lavagem uterina. Esses sao 0s primeiros resultados
que descrevem o perfil epigenético de embrides bovinos produzidos in vivo. Como
esperado, todos os embribes apresentam metilacdo da H3K4, no entanto em morulas
essa caracteristica foi mais acentuada.

Palavras-chave: epigenética, metilacdo de histonas, sexagem do semen,
criopreservacao, superovulagéo.
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ABSTRACT

Cryopreservation of embryos produced in vivo is considered efficient and the
knowledge of its basic biology can be used as a parameter for better understanding of
the mechanisms involved in the low efficiency of cryopreservation in embryos produced
in vitro. The objective of this study was to characterize the modifications of tri-
methylated lysine 4 on histone 3 (H3K4me3) in bovine embryos produced in vivo with
sex-sorted semen and subjected to cryopreservation. Girolando cows (a common
brasilian dairy breed, crossbreed Gir x Holsteins; n = 5) were superovulated and
inseminated with sex-sorted or conventional semen. After the embryo collection (n = 4),
aliquots of the collected embryos were stored in Paraformaldehyde immediately after
collection, or stored in Paraformaldehyde after cryopreservation / thawing. All embryos
(fresh / conventional semen, fresh / sexed semen; cryopreserved / conventional semen
and cryopreserved / sexed semen) were evaluated by immunofluorescence in confocal
microscopy to identify the H3K4me3. From 190 embryos collected, 100 were produced
with conventional semen and 90 with sexed semen. The use of conventional semen
provided 72% of viable embryos, the majority (52.77%) of them was in more advanced
stages of development (expanded blastocysts; 52.77%). In contrast, embryos produced
with sexed semen showed lower viability rate (36.7%) and earlier stages of
development at time of collection (morula and blastocyst, 42.42%; p <0.05). Embryos
in morula stage, regardless of cryopreservation or the use of sexed semen, showed the
most prevalent signal of the H3K4me3 compared to blastocysts (209.26 + 10.95 vs.
160.35 £ 10.52 intensity channels; p <0.05). Furthermore our results demonstrated those
after uterine flushing of Girolando cows the embryos are in more advanced stages of
development. These are the first results that describe the H3K4me3 profile of bovine
embryos produced in vivo. As expected, all embryos show methylation of H3K4, but in
morula the abundance was more pronounced.

Keywords: epigenetics, histone methylation, sexing of semen, cryopreservation,
superovulation.
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1. Introducéo

Uma fémea bovina possui cerca de dezenas de milhares de o6citos capazes de
serem fecundados, contudo em condic¢Bes naturais, produz em média quatro a cinco
produtos na vida. Assim com a utilizacdo da superovulagdo (SOV), associada a
transferéncia de embrido (TE), o potencial de producdo dessas fémeas aumentam
significantemente [1], possibilitando a producdo de um ndmero muito superior de
descendentes por animal.

A criopreservagdo do embrido produzido in vivo é uma realidade, produzindo
embrides vidveis apos o descongelamento, e permitindo que a SOV seja realizada a
qualquer momento, sem a necessidade de preparo previo de receptoras, podendo esse
embrido ser utilizado em um momento mais oportuno. Fato que ndo ocorre com 0s
embrides produzidos in vitro.

Ja na producdo in vivo de embrides, a utilizacdo das técnicas de superovulacao
e transferéncia de embrido associada ao uso do sémen sexado, pode aumentar ainda
mais a produtividade animal. O uso do sémen sexado proporciona um ganho na
produtividade animal, devido a producdo de fémeas ou machos de acordo com a
demanda do mercado. Porém, esse tipo de sémen é mais sensivel e produz menores
taxas de prenhez quando comparado com sémen convencional [2], devido ao estresse do
processo ao qual € submetido.

Entretanto, os indices de producdo de embribes viaveis com a utilizacdo do
sémen sexado pelas metodologias convencionais, com duas inseminagdes, ndo
apresentam resultados satisfatorios, havendo a necessidade de utilizacdo de um maior
namero de doses por vaca superovulada [3]. Aparentemente a sexagem nao afeta a
capacidade do espermatozoide de fecundar os o6citos, mas sim a habilidade dos
embribes de se desenvolverem normalmente ap6s a fecundacéo.

O estudo das caracteristicas epigenéticas de embrides produzidos in vivo com
sémen sexado e criopreservados pode auxiliar a esclarecer as suas particularidades. Os
padrbes de metilagdo genébmica em células somaticas normalmente sdo estaveis e
hereditarios. Contudo, em mamiferos existem periodos de desenvolvimento em células
germinativas e na pré-implantacdo de embrides em que hd ampla reprogramacéo do
genoma, gerando células com vasto potencial de desenvolvimento [4]. A reprogramacao
epigenética em embrides em estagios iniciais, assim como em células germinativas tem

efeito sobre o imprinting, ou seja, sobre 0s genes que ndo Virdo a ser expressos.
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Foram observadas que a metilagéo dupla e tripla de H3K4 s&o importantes para a
reprogramacao eficiente de genes de pluripoténcia em odcitos de anfibios [5], e ainda
sugere-se que a metilagdo da H3K4 possui um papel regulador essencial durante a
foliculogénese [6]. Entretanto, o seu papel em embrides é pouco conhecido,
especialmente em bovinos.

Logo, os conhecimentos gerados a partir da epigenética podem ser utilizados para
subsidiar o desenvolvimento de novas ferramentas que incrementem a eficiéncia das
biotécnicas da reproducdo, em especial quando pouquissimos genes ligados a
caracteristicas de importancia econdémica foram identificados no genoma bovino. Diante
disso, o objetivo desse estudo foi avaliar o padrdo da metilagdo tripla da H3K4
(H3K4me3) de mérulas e blastocistos (embrioblasto) bovinos produzidos in vivo com

sémen sexado, antes e ap0s a criopreservacao.

2. Material e métodos

Producéo de embrides in vivo

A produgdo de embrides in vivo foi desenvolvida no setor de bovinocultura de
leite e no laboratério de biotecnologia da reproducdo animal, pertencentes a
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul - Unidade Universitaria de Aquidauana
(UEMS/UUA).

Foram utilizadas vacas da raga Girolando (n=5), ndo gestantes, solteiras e
ciclicas, com idade média de 7 anos e condi¢do corporal média 3 (escala de 1-5). Os
animais foram mantidos em regime de pastejo rotacionado com capim Mombaca
(Panicum maximum cv. Mombaca) e Tanzania (Panicum maximum cv. Tanzania) com
suplementacdo mineral a vontade contendo 9% de fosforo.

Todas as doadoras foram submetidas a exames de palpacdo e ultrassonografia
transretal para confirmacéo da higidez do trato genital.

Foram realizadas quatro sessfes de superovulacdo, duas com sémen sexado e
duas com sémen convencional, com intervalo médio de 60 dias. O protocolo hormonal
iniciou pela manha de um dia aleatorio (D0) do ciclo estral com um dispositivo
intravaginal de 1,9 g Progesterona - P4 e a aplicagdo de 2 mg de benzoato de estradiol -
IM. Cinco dias apés o inicio do tratamento, 0s animais receberam 200Ul de extrato
hipofisario suino (FSH) - IM, em oito doses decrescentes, a cada 12 horas (40, 40, 30,

30, 20, 20, 10 e 10 mg). Quarenta e oito horas apos o inicio da aplicacdo do FSH (D6 de
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manhd), os animais receberam 25 mg de dinoprost trometamina - IM. No D7 foram
aplicadas duas doses de 200 Ul de eCG, com intervalo de 12h; na segunda aplicacdo de
eCG os dispositivos de progesterona foram retirados; 24 horas depois de retirado o
implante P4 realizou-se a aplicacdo de 12,5 mg de LH. Foram realizadas duas
inseminacdes em tempo fixo, 12 e 24 h apds a aplicacdo de LH, com sémen
convencional ou sexado para fémea de um Unico touro (Girolando) de fertilidade
comprovada. A mesma partida de sémen foi usada em todos os procedimentos.

A colheita dos embriGes foi realizada sete dias ap6s a primeira inseminacgéo pelo
método ndo cirdrgico de lavagem uterina via transcervical, utilizando sondas de latex
com duas vias posicionadas no corpo do utero conectadas em equipo em “Y’’ especifico
e copo coletor com filtros. O meio de colheita foi Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
(DPBS) acrescido de 5% soro fetal bovino previamente aquecido a 37°C. Apo0s a
colheita foi administrado 25mg de um anélogo da PGF 2a em cada doadora. O lavado
uterino foi transferido para placas de Petri estéreis de 100 x 20 mm e a busca dos
embrides foi realizada com o auxilio de um esteromicroscopio binocular no aumento de
5 vezes. As estruturas encontradas foram classificadas de acordo com suas
caracteristicas em: invidveis (degenerados, ndo fecundados e partenotos), mdrula,
blastocisto inicial, blastocisto e blastocisto expandido, segundo os critérios da
“International Embryo Technology Society” [7]. Os embrides considerados viaveis
(mérulas e blastocistos) foram distribuidos aleatériamente entre os grupos, de forma a
reduzir o efeito do animal sobre os resultados.

Assim que eram classificados, parte dos embrides foram armazenados frescos
(4°C) em PAF 3% acrescido de sacarose 2%, para posterior analise, e outra parte era
criopreservada, separadamente morulas e blastocistos. Os embrides foram
criopreservados pelo método de congelacdo lenta, onde foram expostos a solucédo
crioprotetora de etileno-glicol 1,5 M por 10 min. Durante este periodo, os embriGes
foram envasados em palhetas de 0,25mL, sendo a coluna central com embrido e as
colunas adjacentes com Holding®. Em seguida, foram colocados na maquina de
congelagdo. A taxa de resfriamento adotada foi de 2°C/min até -6°C por 15 min. A
inducdo da cristalizacdo foi realizada apds os 5 min iniciais da estabilizagdo. Em
seguida, a taxa de resfriamento foi de 0,6°C/min até -30°C. Ao final do processo foram
armazenados a -196°C. A descongelagdo foi realizada em agua (35°C/segundos) e em
seguida os embribes classificados em qualidade 1 a 3 apds descongelacdo, foram

armazenados (4°C) em PAF 3%, acrescido de sacarose 2%, para posteriores analises.
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A partir desses procedimentos foi possivel dividir os embrides em quatro grupos:
frescos/sémen  convencional;  frescos/sémen  sexado;  criopreservados/sémen

convencional e criopreservados/sémen sexado, aléem de separar morulas e blastocistos.

Investigacdo da metilagéo tripla da H3K4 em embrides bovinos por imunofluorescéncia

As avaliagdes foram realizadas no Leibniz Institute for Animal Biology (FBN) -
Dummerstorf — Alemanha. Quinze embrides de cada grupo foram utilizados, sendo 5
para controle negativo, e 10 para o grupo tratado.

Para a investigagcdo da H3K4 trimetilada (H3K4me3), os embrides foram lavados
em PBS em temperatura ambiente (TA). Em seguida foram permeabilizados (Hepes,
Sacarose, NaCl, MgCl, e Triton x100) a 0°C por 1 hora e logo apés, foram lavados
(PBS, BSA e Triton x100) 3 vezes por 5 minutos cada (TA). Os embrides foram
bloqueados (Roti-Immunoblock 1:50) por 2 horas em TA. Posteriormente, foram
expostos ao anticorpo policlonal contra H3K4 tri-metilada (CellSignaling®; 1:1000 em
Roti-Blockimunoblock 1:100, PBS e Tween 20), “over night” a temperatura de 4° C.
Logo apos as lavagens, foram incubados com anticorpo secundario (anti-Rabbit-Alexa
647; Invitrogen, A21245; 1:200 em Roti-Block Imunoblock 1:100, PBS e Tween 20), e
entdo submetidos a coloracdo do nucleo (SYBR Green, Molecular Probes, Goettingen,
Germany; 1:500). Por fim, os embrides foram colocados individualmente sobre laminas
e levemente pressionados com laminula. A andlise da imunofluorescéncia foi feita sob

microscopia confocal (Zeizz).

Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado para nimero de embrides produzidos, foi
o inteiramente casualizado. Foi realizada ANOVA e quando encontrada significancia
foi realizado um de teste de Tukey a 5% de probabilidade (Programa R).

A intensidade do sinal foi analisada com auxilio do programa Image J.
Independente do estagio de desenvolvimento embrionéario avaliado, foram analisadas
pelo menos 10 células por embrido. Nos blastocistos foram consideradas apenas as
células da massa celular interna (embrioblasto). Para a intensidade do sinal foram
levadas em consideracdo a correcdo para 0 controle negativo e as intensidades de
fluorescéncia foram normalizadas para os controles. Para esses dados, o delineamento
experimental utilizado foi fatorial triplo. Quando necessario realizado o teste de Tukey a
5% de probabilidade (Programa R).
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3. Resultados

A producdo de embribes viaveis com sémen convencional (72%; 72/100) foi
superior aos produzidos com sémen sexado (36,7%; 33/90) (p<0,05) (Tabela 1).
Considerando que a coleta foi realizada sempre em D7, os procedimentos realizados
com sémen sexado geraram mais embribes em fases iniciais de desenvolvimento
(mérulas 21,21% (7/33), blastocistos iniciais 21,21% (7/33) X expandidos 33,33%
(11/33)) (p<0,05) (Tabela 2). A taxa de viabilidade dos embrides (grau 1 a 3) pos
descongelamento foi de 78,9% (15/19) para os embrides produzidos com sémen sexado
e 88,2% (15/17) para os embrides produzidos com sémen convencional (p>0,05).

Tabela 1 — Viabilidade de embriGes produzidos in vivo com

sémen convencional ou sexado.

Viaveis Inviaveis
Convencional 2%a 28% b
(72/100) (28/100)
Sexado 36,70% b 63,30% a
(33/90) (57/90)

*Letras minusculas diferem entre si na coluna. (p<0,05)

Tabela 2 — Estagios de desenvolvimento dos embriGes (D7) obtidos apds a
lavagem uterina, realizada sete dias ap0s a inseminacdo artificial, produzidos
com sémen sexado ou convencional. Moérula (Mo), Blastocisto inicial (Bi),
Blastocisto (Bl) e Blastocisto expandido (Bx).

Estagios iniciais Estagios avancados
Mo Bi BI Bx
_ 4,16% b 13,88% b 29,16% a 52,77% a
Convencional  (3/72) (10/72) (21/72) (38/72)
18,05 % (13/72) 81,94 % (59/72)
2121%a 21,21%a 24,24% a 33,33% b
Sexado (7/33) (7/33) (8/33) (12/33)
42,42% (14/33) 57,57% (11/33)

*Letras minusculas diferem entre si na coluna. (p<0,05)



35

227

H3K4me3 Syber Green Mixed

Controle
Negativo

Convencional
Fresco

Convencional
Criopreservado

Sexado
Fresco

Sexado
Criopreservado

228
229  Figura 1 — Identificagdo da H3K4 me3 em Morulas obtidas apo6s a lavagem uterina

230 realizada 7 dias ap0s a inseminacdo artificial com sémen convencional ou sexado,
231 imagens 3D da andlise de imunofluorescéncia por microscopia confocal. Azul:

232  anticorpo anti-H3K4me3, verde: Syber Green, mixed: anti H3K4me3 + Syber Green.
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Figura 2 — Identificagdo da H3K4 me3 em Blastocistos obtidos apés a lavagem uterina
realizada 7 dias ap0s a inseminacdo artificial com sémen convencional ou sexado,
imagens 3D da andlise de imunofluorescéncia por microscopia confocal. Azul:

anticorpo anti-H3K4me3, verde: Syber Green, mixed: anti H3K4me3 + Syber Green.

A H3K4me3 foi identificada junto ao DNA tanto em mérulas (Figura 1) como em
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Blastocistos (Figura 2). A maior intensidade de sinal de H3K4me3 foi observada em
morulas, em todos os grupos, e ndo houve influéncia da criopreservacao ou do uso de
sémen sexado sobre H3K4me3 (p>0,05). Ndo houve interacdo entre tratamentos
(p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 — Intensidade do sinal (pixels) em Morulas e
Blastocistos (embrioblasto) produzidos in vivo com uso do

sémen sexado, antes e ap0s a criopreservacao.

Sémen Pixels Valor P
Sexado 178,51+32,89
. 0,4321
Convencional 191,10£25,26
Conservagao
Fresco 180,67+25,95
. 0,6049
Criopreservado 188,94+33,26
Estagio
Moérula 209,26+10,95 a
. . 0,0041*
Blastocisto (embrioblasto) 160,35+10,52 b
Interacao
Sémen*Conservacao - 0,7637
Sémen*Estagio - 0,7285
Conservacao*Estagio - 0,6370
Sémen*Conservacdo*Estagio - 0,8522

*Significativo a 5% de probabilidade

4. Discusséo

Durante anos, tem-se relatado a superioridade na taxa de viabilidade embrionaria
guando o sémen convencional é utilizado em relacdo ao sémen sexado (Holandesa
[8;9]; Nelore [10]), independente da raca ou categoria animal. No entanto, apesar de o
sémen sexado produzir um menor numero de embrides, a maior producdo de bezerros
do sexo desejado torna essa biotecnologia viavel [11; 12]. Nesse estudo, 0 nimero e a
viabilidade dos embriGes foram menores quando o sémen sexado foi utilizado (Tabela
1). Além disso, 0s embrides recuperados estavam em fases mais precoces de
desenvolvimento (Tabela 2).

Em experimento realizado com bovinos taurinos (Holandés, Red Danish e
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Jersey) foram avaliados 1495 embrifes obtidos ap6s superovulacdo e IA com sémen
convencional. Destes, 84,5% encontravam-se em estadios iniciais de desenvolvimento
(5,8% Mo, 56,1% Mc e 22,5% Bi) e o restante em estadios mais avancados (10,3% Bl e
5,2% Bx) [13]. Da mesma forma, foram obtidos mais embriGes em estadios iniciais de
desenvolvimento em doadoras da raca Blond d’Aquitaine [14]. Porém, em zebuinos
observou-se que 80% dos embribes coletados apresentam-se em estadios avancados de
desenvolvimento [15].

Esta diferenca pode estar relacionada a algumas diferencas enddcrinas. Pois, 0s
zebuinos possuem a onda pré-ovulatéria de LH mais préximo da ovulagdo [16], do que
em fémeas taurinas [17], ou seja, animais zebuinos ovulam mais precocemente.
Consequentemente, a fecundacéo é mais precoce, dando maior tempo e condi¢Ges para
os embrides se desenvolverem [15], o que sugere a proximidade dos animais mesticos
deste experimento com animais zebuinos.

Apesar de manter o padrdo da raca, produzindo mais embrides em estagios
avancados do desenvolvimento embrionario aos sete dias apos a IA, é significativa a
superioridade de mdrulas obtidas quando o sémen sexado foi utilizado. Foram obtidos
uma maior taxa de prenhez em vacas mesticas (Nelore/Simental) quando embrides em
fases de desenvolvimento mais avangado (Bl e Bx) foram transferidos [18].
Provavelmente os embrides produzidos in vivo com sémen sexado produziriam menores
taxas de prenhez que os embrides produzidos com sémen convencional.

A técnica de sexagem por citometria de fluxo pode gerar alguns danos
morfoldgicos e principalmente no DNA dos espermatozoides, provavelmente em razéo
da exposicdo ao laser, da grande pressdo na passagem pelo citbmetro, da queda em
grande velocidade dentro do tubo de colheita e da permanéncia durante algumas horas
em temperatura ambiente antes do processamento [19, 20]. Permitindo-nos especular
que danos provocados no DNA do espermatozoide durante a citometria de fluxo podem
reduzir a capacidade dos embrides alcancarem fases mais avancadas do
desenvolvimento, justificando a maior taxa de estruturas inviaveis observadas quando o
sémen sexado foi utilizado.

Durante a espermiogénese dos mamiferos, as histonas sdo substituidas, em parte
ou totalmente, por nucleoproteinas especificas dos espermatozoides, denominadas
protaminas, as quais possuem um carater mais estrutural [21]. Essa informag&o permite
0 questionamento da importancia das histonas paternas no embrido em fases iniciais de

seu desenvolvimento. Foram encontradas H3 em espermatozoides humanos e no pro-
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nacleo masculino de zigotos [22]. Assim acredita-se que alteracGes epigenéticas na H3
do espermatozoide possam exercer influéncia sobre o desenvolvimento embrionério.

Em bovinos ainda faltam informac6es a esse respeito, no entanto, considerando a
pequena quantidade de histonas identificadas, espera-se pouca ou nenhuma influéncia
das histonas paternas no desenvolvimento embrionario [23; 24]. Os resultados do
presente estudo demonstraram ndo haver diferenca da trimetilacdo de H3K4 entre os
embrides produzidos com sémen sexado ou convencional, sugerindo que a presenca de
histonas em espermatozoides ndo sdo responsaveis por eventuais alteracdes no
desenvolvimento embrionario.

Em embribes de camundongo produzidos in vivo foram observadas baixa
intensidade dos sinais de histonas envolvidas na repressdo da transcricdo (H4ac,
H3K9me e H3S10ph) entre os estagios de zigoto a blastocisto [25], periodo no qual a
transcricdo é altamente demandada em fungdo da ativacdo precoce do genoma dos
zigotos de camundongo [26]. No presente estudo a o DNA possivelmente estaria
disponivel a transcricdo, de morulas e blastocistos bovinos, confirmada por meio da
identificacdo da H3K4me3.

A técnica do congelamento tradicional para embrides produzidos in vivo é bem
estabelecida, atingindo taxas de sobrevivéncia embrionéria, prenhez e nascimento
préximas as alcancadas por embrides frescos [27; 28]. No presente estudo o0 processo de
criopreservacao dos embrides produzidos in vivo ndo alterou a presenca de H3K4me3
ou a disponibilizagdo da sua atividade para transcricdo, indicando que o processo de
criopreservacao lenta é viavel para embrides in vivo.

Na literatura, foram encontrados sinais de H3K4me2 em todas as fases de
desenvolvimento embrionario in vitro (duas células até blastocisto). O nivel de
H3K4me2 aumentou repentinamente na fase de 2 células e depois diminuiu
marcadamente no estagio de 8 células voltando a aumentar até blastocisto [31].
Também foi observado que a trimetilacdo da lisina 4 na histona H3 (H3K4me3) é alta
em zigotos no estadio pro-nuclear e em embries de 2 ceélulas, mas diminui
significativamente no estadio de 8 células, aumentando gradativamente nos estadios de
morula e blastocisto de camundongos [26].

No presente estudo os niveis de H3K4me3 foram maiores em morulas do que em
blastocistos. Esse € o primeiro estudo que avalia as caracteristicas da H3K4me3 em
embrides bovinos produzidos in vivo e que considera apenas as células indiferenciadas

do blastocisto (embrioblasto) na avaliacdo. Essas caracteristicas podem justificar as
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controversias com outros estudos [29,26].

5. Conclusdo
Em animais da raca Girolando obtém-se principalmente embrides em estagios
avancados de desenvolvimento, no entanto, essa caracteristica € mais evidente em
embrides produzidos com sémen convencional.
A H3K4me3 de embrides bovinos produzidos in vivo ndo sofrem influéncia do

uso do sémen sexado e do processo de criopreservacao.
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CAPITULO 4 — Consideracdes Finais

Pode-se notar que as alteracfes das histonas podem estar associadas a
mudancas na transcricdo, o que pode levar a uma alteracdo no
desenvolvimento do embrido e consequente perda embrionaria. A H3K4me3 de
embrides produzidos in vivo com nao sofrem influencia do uso do sémen
sexado e do processo de criopreservacgéo. E possivel concluir que os embrides
bovinos de estagios inicias (Moérula) de desenvolvimento, possuem maiores
niveis de H3K4me3 e consequentemente a cromatina aberta.

Diante da falta de pesquisas sobre metilacdo de histona em embrides
bovinos, o presente trabalho traz resultados valiosos para a melhora da
eficiéncia no uso do sémen sexado e na criopreservacdo. Com base nesses
resultados, estudos devem ser realizados para propor protocolos mais
eficientes no uso de semen sexado e criopreservacao embrionéria.

Com esses resultados, surge as perspectivas de novos experimentos. A
avalicdo de gametas masculinos e feminos, e embriée produzidos in vitro nas
diferentes fases de desenvolvimento. E claro, visando a criopreservacao dos

embrides produzidos in vitro, avalia-los antes e ap0s a criopreservacao.



