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Resumo: Altas temperaturas na maturagédo do oécito bovino tem sido associadas a alteracdes
na expressao de genes e na organizagdo da cromatina embrionaria. Este estudo objetivou analisar o
efeito de dois moduladores epigenéticos na clivagem de embrides derivados de odcitos submetidos
ao choque térmico, como uma analise prévia, para estudos posteriores do possivel efeito dessas
substancias no desenvolvimento embrionario. Sao eles: 1) Scriptaid, com ac¢éo inibidora da histona
deacetilase e 2) 5- Aza-2’deoxycytidine (AZA): inibidor de metilagdo de DNA. Odbcitos bovinos
foram maturados in vitro em temperatura convencional (38 °C) por 24h (grupo sem choque térmico:
SCT) ou em 41,5 °C por 12h seguida de 38 °C por mais 12h (grupo choque térmico: CT) nas
mesmas condi¢gdes do grupo SCT. Em seguida, os oécitos de ambos os grupos foram fertilizados in
vitro por 20h e ap6s final da fertilizacdo os possiveis zigotos foram desnudados e, aleatoriamente,
expostos a 500 nM Script ou 10 nM de AZA por Oh ou 24h (6 grupos). Foram realizadas cinco
repeticdes e os dados (média £+ EPM) analisados por regresséao logistica (Pro Logistic, SAS). Taxas
de clivagem no dia 3, ap6s inicio da fertilizagado, foram comparadas entre os grupos. Observou-se
maiores (P<0,05) taxas de clivagem em todos os grupos SCT (SCT -0Oh: 67,4 + 3,8%; SCT + 24h
AZA: 60,5 £ 5,7%; SCT + 24h Scriptaid: 76,2 + 3,3%) quando comparados aos grupos
submetidos ao choque térmico (CT -Oh: 53,0 + 10,6%; CT + 24h AZA: 45,3 + 9,3%; CT +
24h Scriptaid: 53,2 + 13,8%). Conclui-se que AZA e Scriptaid ndo exerceram um efeito positivo na
clivagem de embrides derivados de odcitos maturados in vitro sob condigbes de CT, porém, no grupo
de embrides SCT, com adicdo de Scriptaid, observou-se uma maior taxa de clivagem, quando
comparado aos grupos AZA e controle, nas mesmas condi¢cdes. Analises posteriores deveréo ser
realizadas a fim de identificar os efeitos dos moduladores epigenéticos no desenvolvimento
embrionario. Apoio financeiro: CNPqg e Fapemig.
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Effect of epigenetic modulators on the cleavage of bovine embryos derived from heat-shocked
oocytes

Abstract: High temperatures during bovine oocyte maturation have been associated with changes in
gene expression and on embryonic chromatin organization. This study aimed to analyze the effect
of two epigenetic modulators on the cleavage of embryos derived from oocytes submitted to heat
shock, as a prior analysis, for further studies of the possible effect of these substances on embryonic
development. These are the substances: 1) Scriptaid, an inhibitor of histone deacetylase and 2) 5-
Aza-2'deoxycytidine (AZA), an inhibitor of DNA methylation. Bovine oocytes were matured in vitro
at conventional temperature (38 °C) for 24h (group with no heat shock: NHS) or at 41.5 °C for 12h
followed by 38 °C for a further 12h (heat shock group: HS) under the same conditions of the NHS
group. Afterwards, the oocytes from both groups were fertilized in vitro for 20 h and after the end of
fertilization the presumptive zygotes were denuded and randomly exposed to 500 nM Scriptaid or 10
nM AZA for Oh or 24h (Six groups). Five replicates were performed and data (mean + SEM) was
analyzed by logistic regression (Pro Logistic, SAS). Cleavage rates at day three post-fertilization



were compared among treatments. Higher cleavage rates (P<0.05) were found in all NHS groups
(NHS-0h: 67.4 + 3.8%; NHS + 24hAZA: 60.5 + 5.7%; NHS + 24hScriptaid: 76.2 + 3.3%) when
compared to heat shock groups (HS-Oh: 53.0 + 10.6%; HS + 24h AZA: 45.3 £ 9.3%; HS + 24h
Scriptaid: 53.2 + 13.8%). It was concluded that AZA and Scriptaid did not have a positive effect on the
cleavage of embryos derived from oocytes in vitro matured under CT conditions. However, in the SCT
embryo group with Scriptaid addition, a higher cleavage rate was observed when compared to AZA and
control groups under the same conditions. Further analyzes should be performed to identify the effects of
epigenetic modulators on embryonic development.
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Introdugao

Um dos principais setores afetados pelo aumento de temperatura e aquecimento global é a
pecuaria, uma vez que a reprodugao de bovinos é fortemente influenciada pelo clima ambiental. O
estresse térmico em odcitos bovinos pode provocar redugdo na viabilidade do desenvolvimento
embrionario, com alteracdes na expressao génica (Paludo et al., 2011; Camargo et al., 2012), e nos
padrbes de organizagao da cromatina, devido a modificagbes epigenéticas inadequadas.

O principal efeito epigenético € o estresse oxidativo, com aumento espécies reativas de
oxigénio, que influenciam no aumento da metilagdo do DNA e nas modificagbes translacionais das
histonas, tendo como consequéncia a remodelag&o da cromatina. (Pichugin et al., 2010).

Algumas substancias quimicas sao capazes de interferir nas alteragdes epigenéticas e podem ser Uteis
para entender os eventos envolvidos no desenvolvimento inicial do embrido derivado de um odcito
submetido ao choque térmico.

O Scriptaid € um inibidor da enzima histona deacetilase que promove a hiperacetilagdo da
cromatina favorecendo o seu remodelamento e a expressao génica (Monneret, 2005). Em zigotos clones
bovinos, onde o remodelamento da cromatina € um pré-requisito para a reprogramacgéo nuclear, o
tratamento por 14h apds a ativagdo embrionaria com 500 nM de Scriptaid aumentou a taxa de clivagem
e de blastocistos e diminuiu a metilagdo de histona (H3 K9 m2) em embrides em estagios de 2 a 8
células e em blastocistos (Wang et al., 2011).

A 5-Aza-2’ deoxycytidine (AZA) é uma variagao do nucleosideo deoxycitidine com modificagdo na
posicdo 5 do anel pirimidina, suficiente para inibir as DNA metiltransferases (DNMT). Essa substancia
consegue prevenir a metilagdo do DNA (Goffin e Eisenhauer, 2002), promovendo uma hipometilacéo
dependente de replicagédo e assim, favorecer a expressdo de genes silenciados pela metilagcdo
(Jabbour et al., 2008).

O objetivo do estudo é avaliar o efeito desses agentes moduladores epigenéticos na clivagem de
embrides derivados de odcitos submetidos ao choque térmico na maturagao in vitro.

Material e Métodos

Ovarios obtidos em frigorifico comercial foram utilizados para a obtengao dos odcitos. Foliculos,
com didmetro entre 2 a 8 mm com auxilio de seringa descartavel e agulha e o contetdo aspirado foi
depositado em calice cOnico. Foram selecionados os complexo-cumulus odcitos (CCOs) que
apresentaram graus | e |l de qualidade.

A maturagdo ocorreu em placas de cultivo contendo 400 yL de meio TCM199 (Life-Invitrogen),
acrescido de antibidtico, piruvato, soro fetal bovino e FSH, em incubadora com 5% de CO2 em atmosfera
com umidade saturada a 38,8 °C por 24 horas (grupo nao estressado-SCT). O grupo estressado (CT) foi
maturado no mesmo meio, a 41 °C durante as primeiras 12 horas, seguido do cultivo a 38,8 °C por
mais 12h, completando as 24h de maturacao in vitro. Ap6és 24h de maturagao, todos os odcitos
foram fecundados in vitro por 19-20h. O sémen (de um uUnico touro) foi previamente avaliado quanto a
sua motilidade e vigor antes de ser utilizado. As doses foram descongeladas em banho-maria a 37 °C
por 30 segundos. A separagao dos espermatozoides de maior motilidade foi realizada por diferenca de
gradiente de densidade pelo método de mini-percoll. Os COCs maturados foram lavados uma vez em
meio Fert Talp e transferidos para gotas de fecundagdo de 100 yL com o sémen diluido, em uma
concentracdo ajustada de forma a se obter dose fecundante de 2 x 10° espermatozoides/mL. A FIV foi
realizada por 19-20 horas em estufa incubadora com 5% de CO,. Apés a FIV, os possiveis zigotos foram
desnudados em solucédo de PBS acrescido de hialuronidase a 1%. Os zigotos desnudos obtidos foram



cultivados em pogos com 400 pyL de meio CRqaa, suplementado com 2,5% de soro fetal bovino (SFB),
em incubadora com 5% CO,, 5% O, 90% N, e divididos nos seguintes tratamentos: SCT -Oh
(n=258); SCT + 24h AZA (n=261); SCT + 24h Scriptaid (n=242); CT -0Oh (n=263); CT + 24h AZA
(n=276); CT + 24h Scriptaid (n=255). No terceiro dia apds a FIV (D3), foi avaliada a clivagem d todos os
grupos.

Foram realizadas cinco repeti¢cdes e os dados (média £+ EPM) analisados por regressao
logistica (Pro Logistic, SAS).

Resultados e Discussao

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que as taxas de clivagem foram maiores
para todos os grupos nao estressados (independente de tratamento), sendo que o grupo
SCT + 24h Scriptaid, apresentou a maior taxa de clivagem, conforme demonstrado na Tabela 1.

Observa-se que ndo ha uma somatodria de efeitos (estresse + AZA ou Scriptaid) que pudesse
fazer uma queda mais acentuada nas taxas de clivagem dos embrides tradados com AZA ou Scriptaid.
Parece que os efeitos do estresse durante a MIV sobrepdem os efeitos dos tratamentos com os
moduladores epigenéticos nos resultados de clivagem. Os dados sugerem que o efeito do estresse
pode ser mais severo que os efeitos do AZA e Scriptaid.

Tabela 1. Taxas de clivagem embrionaria de acordo com a exposi¢cao de AZA (10 nM) ou Scriptaid (500
nM), por 24h, a partir de o6citos maturados sob choque térmico (CT) ou sem choque térmico (SCT)

Tratamento N Clivagem (%) (Média +EPM)
SCT-0h 258 67,49+ 3,8
CT-0h 263 53,01 + 10,6
SCT+24hAZA 261 60,58 + 5,7
CT+24hAZA 276 4537 +9,3°
SCT+24hScriptaid 242 76,23 +3,3?
CT+24hScriptaid 255 53,26 + 13,8°

Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0,05). EPM: Erro padrdo das médias

Conclusoes
Conclui-se que a adicdo de AZA ou Scriptaid no meio de cultivo de embrides oriundos de
od6citos sob choque térmico, ndo conseguiu mitigar o efeito da alta temperatura sobre os resultados
de clivagem embrionaria. Analises posteriores deverao ser realizadas a fim de identificar os efeitos
dos moduladores epigenéticos no desenvolvimento embrionario, expressdo génica e
organizagdo da cromatina, de embrides produzidos a partir de odcitos submetidos ao choque
térmico.
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