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A deacetilagéo de histonas do DNA esla associada a uma cromatina compacta e menos permissiva, 0 que pode prejudicar a reprogramagao do
nicleo somatico. A inibicdo da desacetilagdo pode ser alcangada com inibidores de histonas desacetilases, como a Tricostina. Esse estudo
avaliou o efeito do tratamento de zigotos com tricostatina na produgéo de embrides bovinos clones. Odcitos foram maturados in vitro, desnudados
e expostos ao Hoechst 33342 (Sigma, St Louis, EUA) e citocalasina (Sigma) antes da enucleagdo. Zigotos foram reconstruidos com ceélulas
somalicas de fémea adulla da raga Gir, fusionados com dois pulsos de 2,4 kV/cm de 30 pseg e ativados com ionomicina (Sigma) por 5 minutos.
Em seguida, os zigotos foram aleatoriamente divididos em dois grupos: Tricostatina (TRICO; n=132) - zigotos cultivados por 4h em 6-DMAP
seguido de 7h em meio CR2aa com 2,5% de soro fetal bovino (Nutricell, Campinas, Brasil), ambos suplementados com 50nM de Tricostina A
(Sigma); Controle (CONT; n=116) — zigotos cultivados nas mesmas condigdes acima porem na auséncia de Tricostatina A. Embrides
partenogenéticos (PART; n=287) foram utilizados como controle. Os embries de todos os grupos foram cultivados em CR2aa com 2,5% de soro
fetal bovino (Nutricell, Campinas, Brasil) a 38,5°C, em atmosfera de 5% CO2, 5% 02, 90% N2 e umidade. Embrioes com 168h pos-ativagao (hpa)
de ambos os grupos foram transferidos para receptoras. Analisou-se a taxa de clivagem com 72h, blastocistos com 168hpa, nimero total de
células e indice de células apoptoticas em blastocistos por ANOVA, e médias comparadas pelo teste de SNK. Os valores s&o mostrados como
médiatEPM. As taxas de prenhes e de nascimento foram analisadas pelo Teste Exato de Fischer. Nao houve diferenca (P>0,05) entre os grupos
TRICO, CONT e PART na taxa de clivagem (87,7+4,1%, 83,3+4,0% e 79,3+4,1%, respectivamente) e de blastocistos (38,4+4,7%, 34,2%+6,0% e
30,5+3,7%, respectivamente). Embriées do grupo TRICO apresentaram menor indice (P<0,05) de células apoptoticas (0,065+0,009; n=17) do que
os embrides do grupo CONT (0,12940,021, n=13), mas semelhante ao grupo PART (0,083+0,011, n=19). N&o houve diferenga no nimero total de
células. Embora ndo houvesse diferenca significativa, o grupo TRICO resultou em taxa de gestagao até os 60 dias numericamente maior (64,2%;
9/14) quando comparado com o grupo CONT (45,4%; 5/11). Uma gestagéo do grupo TRICO chegou a termo (7,1%; 1/14), porém com morte no
segundo dia apos o nascimento. Nenhum nascimento foi obtido com embrides do grupo CONT. Estes resultados sugerem que o tratamento de
zigotos clones com 50 nM de tricostatina reduz a apoptose nos embrides, o que pode favorecer a taxa de prenhes. Apoio: Embrapa Projeto
01.07.01.002, CNPq e Fapemig.
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0 objetivo do estudo foi avaliar a eficiéncia do-processo de TN com a injegéo direta da célula doadora de nlcleo em citoplastos receptores
equinos. Foram utilizados na TN 150 ovécitos equinos compactos e expandidos, maturados in vitro (MIV) por 30h ou mantidos por 24h sob agéo
do roscovitine antes do periodo de MIV. Apos as 30 h de MIV os ovécitos eqiinos foram desnudados e incubados por 30 min em meio MEM hepes
acrescido de SFB, Hoescht 33342 e citocalasina B. A enucleagdo dos ovdcitos e a reconstituigéo dos citoplastos receptores com fibroblastos
equinos foram realizadas entre 32 e 34 h apés o inicio da MIV. Os ovécitos em metéfasel (MI) e metafasell (MIl) enucleados e reconstituidos com
éxito foram incubados por uma hora até o momento da ativagao artificial utilizando os meios com lonomicina + Roscovitine (I+R) e lonomicina + 6
DMAP (I+6DMAP). Apés o periodo de ativag&o os ovacitos foram cultivados em meio DMEM/F12, acrescido de SFB, mioinositol e gentamicina a
390C em almosfera com 5% de CO2, 5% de 02, e 90% de N2 por 3 dias. A avaliagéo das taxas de ativagéo/formagao de nucleo em
descondensacao foram realizadas com Hoescht 33342 em microscopia invertida. Foi utilizada a técnica de Analise de Deviance para selecionar o
melhor modelo de regressdo logistica que explicasse o percentual de ovdcitos eqiinos com formagao do nucleo descondensado apos a TN.
Ovécitos equinos classificados como compactos expostos ou néo ao roscovitine, em MI e MIl no momento da enucleagéo apresentaram 0%, 20%
e 375%, 25% na taxa descondensacdo nuclear apos a ativagao com I+R e 0%, 30% e 22,2%, 50% para [+6DMAP, respectivamente. Ovocitos
equinos classificados como expandidos expostos ou nao ao roscovitine em MI e M, no momento da enucleagao apresentaram 14,2%, 30% e 0%,
14,2% na taxa descondensagdo nuclear apés a ativagéo com 4R e 12,5%, 20% e 20%, 33,3% para I+6DMAP, respectivamente. Pode-se
observar que o Unico efeito significativo sobre as taxas de descondensagao da cromatina foi o do estagio de maturagao nuclear,
independentemente da classificagao do ovécito, do protocolo de ativagao artificial e da exposigéo ou néo ao roscovitine, o percentual de ovocitos
com formagéo de nticleo descondensado no 3° dia de cultivo foi significativamente maior para a Mil (p = 0,033) em relagéo a MI. Nao houve efeito
significativo de interagao de nenhuma ordem entre os outros fatores analisados, no entanto, para a espécie equina a técnica de injegao direta da
célula doadora de nucleo no citoplasto receptor resultou em indices insatisfatorios de produgo de embrides clonados.
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